UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

- [
VATVIRADAD MalIoNal
AVERMA LE
MEIAICC

DIAGNOSTICO DE SITUACION DE LAS PRINCIPALES ENFERMEDADES QUE
AFECTAN A LOS OVINOS EN DIFERENTES UNIDADES DE PRODUQCION
OVINA EN ALGUNAS COMUNIDADES DEL ESTADO DE MEXICO.

TESIS

PARA OBTENER EL TiTULO DE:
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

PRESENTA

DIANA LIZETH GUTIERREZ TREJO

ASESOR: DR. JOSE FRANCISCO MORALES ALVAREZ

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO, 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

VATASNG O BETKY 08

VANIVER4 D NACJONAL
AVPNMA DE
MEXICO

DR. DAVID QUINTANAR GUERRERO

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN P e
PRESENTE s

ATN: DRA. MARIA DEL CARMEN VALDERRAMA BRAVO

Jefa del Departanyénto de Titulacion

de la FES Cuautitldn.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccién de la Facultad, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos el: Trabajo de tesis.

DIAGNOSTICO DE SITUACION DE LAS PRINCIPALES ENFERMEDADES QUE AFECTAN A LOS OVINOS EN
DIFERENTES UNIDADES DE PRODUCCION OVINA EN ALGUNAS COMUNIDADES
DEL ESTADO DE MEXICO.

Que presenta la pasante: Diana Lizeth Gutiérrez Trejo
Con niimero de cuenta: 416064728 para obtener el titulo de: Médica Veterinaria Zootecnista

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitian Izcalli, Méx. a 20 de Abril 2022.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE M. en C. Jorge Alfredo Cuéllar Ordaz </_\J X/
VOCAL Dr. José Francisco Morales Alvarez |
SECRETARIO Dr. Hugo Ramirez Alvarez W
ler. SUPLENTE Dr. Marco Antonio Mufioz Guzmén /%-/a{ X
2do. SUPLENTE M.V.Z. Eréndira de la Fuente Mancera M

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional.

MCVB/ntm*




AGRADECIMIENTOS

A mi familia; mis padres Alfonso y Flora, gracias por apoyarme en cada paso que
doy, por siempre confiar en mi a pesar de la distancia, por sus enseflanzas y valores
gue me han permitido llegar a donde estoy ahora, los quiero muchisimo y les dedico
este logro. A mi hermana Nayeli, de mis mejores amigas, un ejemplo a seguir y una

inspiracion para mi, muchas gracias por apoyarme, quererme y creer en mi.

A mitia Lucy, Lorena y Ricardo, por recibirme en su casa, apoyarme al llegar a esta

aventura, por su compariia y ensefianzas.

Agradezco a cada uno de los profesores de mi carrera, que contribuyeron a mi
formacion y me ensefiaron la belleza de la carrera, al Dr. Juan Carlos del Rio, por
ser el primero en ensefiarme la fascinante materia de Patologia, al M en MVZ Victor
Sanchez, gracias por su apoyo, llevarme a los ranchos, tomar las muestras de los

borregos y sus ensefianzas.

Al laboratorio de diagndstico, INIFAP, a Sara por su apoyo y siempre resolver mis
dudas, a Fer, Moni, Alex y Nancy por su compafierismo y buenos momentos juntos,
e infinitas gracias al Dr. Francisco Morales, una gran persona, maestro y amigo,

gracias por sus ensefianzas, su amor a la patologia y como asesor de mi proyecto.

Agradezco a mis sinodales, por su apoyo, su tiempo y sus valiosas correcciones a
este trabajo.

Agradezco a todos los amigos que hice durante la carrera, pues cada uno de ellos
me apoyo y motivo a seguir delante de una u otra manera. Especialmente a Citlali,

Refugio y Edgar, muchas gracias por todos los buenos momentos.

A Julio Verdin, por ser un gran apoyo, ayudarme a crecer profesional y
personalmente, creer en mi siempre y estar conmigo en cada uno de los pasos de

este proceso, muchas gracias.

A Darcy, la mejor y mas hermosa compaiiia, llegaste en el momento que mas te

necesitaba y agradeceré siempre poder tenerte en mi vida.

Gracias.



INDICE

L. RESUMEN ...ttt sssbsssnnsnnnnes 1
2. INTRODUCCION .....oiiitiiiieti ettt sttt sttt ens 3
2.1 BIUCEIOSIS ...ttt 4
2.2 LinfadenitiS CASEOSA ........ccevvuuiiiiiie e 7
2.3 HIStOfIlOSIS.....ceeeiiiiie e 10
P O = 1 .0 o [ = T £ PP 11
3. JUSTIFICACION .....oovieeceececeeee ettt 14
A, HIPOTESIS. ....octitiiitieiesiee ettt sttt sttt ns e enes 15
5. OBJETIVO GENERAL ..o e 16
6. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oooviiveieeceeceeeeeeeeee e, 16
7. MATERIAL Y METODOS ... oottt 17
7.1 Obtencion de MUESIIAS. ........uuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiieieernreanarr . 17
7.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). ........cooovviiiiiieeeeneennnne 19
7.3 Inmunodifusion en gel de agar (IDGA)......cccoooeeiiiiiiiiiiiee e, 23
7.4 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) .................... 23
7.5 Técnicas de aglutinacion (tarjeta): .........ccceeeeeeeeeeiieeiiiiie e, 24
7.6 Aislamiento bacteriano............cccoveeeeiiiiiiiiiiie e 24
7.7 Coproparasitoscopicos (flotacion)...........cccoeeeeeeiiiiiiiiiii e, 24
7.8 SEAIMENTACION .....uuiiiii e 25
8. RESULTADOS ... 26
9. DISCUSION .......oouiitiiieeetieiee ettt ettt ettt 33
10. CONCLUSIONES.......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiaineeeneernraerraeneesaaesaaeesseasanssensnsnsnnnnes 39
11. REFERENCIAS ... sasssssssssnssnsnnnnnnnnes 40
12, ANEXOS ... e 46
Anexo 1. Método de extraccidon por estuche comercial..............cccccee...... 46
Anexo 2. Método de extraccidon por fenol-agua ............ccooeevevvviiiiiiineeennn. 47
Anexo 3. Método de SONICACION............uuuiiiiie e 48

Anexo 4. Preparacion de el gel de agarosa para IDGA ..........ccccceeeeeneeen. 49



RESUMEN

Diagndstico de situacion de las principales enfermedades que afectan a los
ovinos en diferentes unidades de produccién ovina en algunas comunidades

del Estado de México. "

Las enfermedades infecciosas pueden ser consideradas como un problema que
frena la produccién de pequefios rumiantes, causando pérdidas econdmicas
importantes en casi todo el mundo. Dentro de las enfermedades de mayor impacto
entran las enfermedades reproductivas, como la brucelosis, histofilosis, clamidiasis,
entre otras, ademas de otras enfermedades no reproductivas como la linfadenitis
caseosa. Por lo que es de gran importancia realizar un diagnéstico preciso para
establecer de forma correcta las medidas de prevencion y control de las mismas. La
mayoria de las técnicas diagndsticas que identifican de manera definitiva el agente
causal no estan disponibles o solo se llevan a cabo en laboratorios especializados.
En este estudio, se identificaron las principales enfermedades infecciosas que
afectan a los ovinos en las unidades de produccién en algunas comunidades del
Estado de México y el Estado de Hidalgo. En un periodo de aproximadamente
cuatro meses, se visitaron recurrentemente unidades de produccion en el Estado
de México y el Estado de Hidalgo, se tomaron muestras de animales con signos
clinicos, asi como, de animales aparentemente sanos de los que se sospechaba de
alguna enfermedad. Estas muestras se llevaron al Laboratorio Diagndstico del
CENID Salud Animal e Inocuidad, sede Palo Alto, INIFAP. Se colectaron un total de
296 de muestras para las cuales se realizaron pruebas segun el diagnéstico clinico,
se utilizaron pruebas de reaccion de cadena de la polimerasa (PCR), ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), inmunodifusién en gel de agar (IDGA),
prueba de tarjeta, aislamiento bacteriano, sedimentacién y flotacion. Respecto a las

enfermedades reproductivas se encontraron prevalencias de 16.5% a brucelosis

* Este trabajo de tesis fue financiado por el proyecto: “Estandarizacién y elaboracion de un paquete

tecnolégico sobre técnicas de diagnéstico de las principales enfermedades de los pequefios
rumiantes”. No. De SIGI: 1434034757



relacionada a la infeccion por brucelas lisas, asi como un 10% a brucelosis por
brucelas rugosas, 5.3% de prevalencia a histofilosis y 24% a clamidiasis, todas las
anteriores causando problemas de epididimitis. De estos animales, hubo 6 que
resultaron positivos a mas de un agente infeccioso, haciendo evidente la coinfeccion
por diversos agentes. Con la linfadenitis caseosa, se tuvo una prevalencia de 4 a
4.6% en las unidades de produccion visitadas; de las muestras obtenidas también
se observaron 5 animales positivos a Staphylococcus spp., ambas infecciones en
animales con cuadro clinico de abscesos en mandibula y cuello. También se
encontrd la presencia de nematodos gastrointestinales en 5 muestras de las 21 que
se evaluaron en una sola unidad de produccién (23.8%). En general, de la mayoria
de las enfermedades ya habia registros previos, sin embargo, se evidencio la falta
de informacién de los productores sobre las mismas, por lo que se considera
relevante la difusion de informacion sobre las principales enfermedades que afectan
a ovinos, asi como su prevencion y control, y con ello mejorar la salud animal y
evitar las pérdidas econdmicas que afectan a la produccién ovina de la regién y del

pais.



2. INTRODUCCION

La produccién de pequefios rumiantes se consolida cada vez mas en el pais y crece
con grandes avances que benefician al mismo. Las enfermedades infecciosas estan
consideradas como uno de los problemas que frenan la produccion de pequefios
rumiantes, siendo la brucelosis, linfadenitis caseosa, histofilosis, clamidiasis, entre

otras, las de mayor impacto en las unidades de produccion (Guzman et al., 2016).

Las enfermedades infecciosas producen grandes pérdidas econdmicas a los
productores de rumiantes en casi todo el mundo, no solo por la muerte de los
animales, sino también por disminucién en ganancias de peso, menor eficiencia en
la conversion alimenticia y costos elevados del tratamiento en animales afectados

con procesos cronicos, entre otros (Alvarez et al., 2016).

Las enfermedades que pueden afectar a los animales son numerosas, por lo que
se debe hacer un analisis profundo y minucioso de los factores de riesgo que
pueden determinar su presentacion. Con el propdsito de implementar medidas de
control y profilaxis, lo mas importante es realizar un diagnéstico definitivo o
etioldgico. Un mal diagndéstico nos lleva a establecer medidas de control y profilaxis

equivocadas y con ello elevar las pérdidas econdmicas (Pefia et al., 2018).

El diagnéstico de la enfermedad se inicia basado en los signos clinicos y lesiones,
aunque en ciertos casos solo se logra el aislamiento de algunos agentes
bacterianos, ya que esté es relativamente sencillo. El andlisis anatomo-patolégico
que se obtiene al hacer la necropsia, es una herramienta para lograr un diagndstico
confiable de las enfermedades y si bien, la patologia dificilmente da la etiologia del
proceso de manera directa, es importante para direccionar el diagnéstico,
permitiendo descartar la participacion de algunos agentes y reafirmar la
participacion de otros (Pefia et al., 2018).

La mayoria de las técnicas diagnésticas que identifican de manera definitiva el
agente causal no estan disponibles o solo se llevan a cabo en laboratorios
especializados, principalmente por su alto costo. No obstante, es mas costoso

realizar medidas de control y profilaxis sin haber determinado al agente etiologico



implicado en el proceso, es por lo que las medidas para prevenir y controlar la
enfermedad en las unidades de produccién no son un gasto, sino una inversion
(Alvarez et al., 2015).

Por otra parte, existen enfermedades infecciosas causadas por distintos serotipos
o serovariedades de un mismo agente, entre los cuales no hay una antigenicidad
cruzada que permita una vacunacion efectiva, lo que hace indispensable conocer
qué serotipos estan presentes infectando animales en la unidad de produccion para
protegerlos contra la variedad de patogenos especifica (Alvarez et al., 2016).

Existe una gran diversidad de pruebas que permitirian establecer un diagndstico
etioldgico. Estas pruebas no se utilizan de manera rutinaria a pesar de ser muy
sensibles y especificas. Ejemplo de estas técnicas lo constituyen la reaccion en
PCR, la inmunohistoquimica (IHQ) y la inmunofluorescencia (IF); pruebas que son
muy Utiles en el diagnostico al detectar la presencia de algin componente
estructural del agente infeccioso en muestras clinicas y tejidos, asi como para la
deteccién de bacterias de dificil aislamiento y sobre todo para agentes virales
(Alvarez et al., 2015).

Actualmente, en México se cuenta con informacion referente a la incidencia y
prevalencia de la mayoria de los agentes etiol6gicos que afectan a los diferentes
sistemas en el ganado, pero, estos estudios han sido de manera aislada y en muy

pocos casos se analizan de manera integral.

Para poder establecer una estrategia correcta de diagnostico es importante conocer
las caracteristicas de las enfermedades mas comunes y de mas alto impacto que
se presentan en las unidades de produccion. Algunas de estas enfermedades que
destacan por su importancia son las de tipo reproductivo y de las que ya se tienen
antecedentes en las unidades de produccién ovina de la region, por lo que, a

manera de ejemplo se hara una breve resefia de las mismas.

2.1 Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa causada por el género

Brucella, que afecta al humano, asi como a diferentes especies de mamiferos



domésticos y silvestres. Se considera enzodtica en México y la zoonosis bacteriana

mas importante (Pefia et al., 2018).

El ovino es susceptible de ser infectado por dos especies, B. melitensis y B. ovis; la
infeccion por B. melitensis es comun en aquellos lugares donde la cria de ovinos se
desarrolla en estrecho contacto con la de caprinos. B. ovis es el agente causal de
la “epididimitis del carnero”; ésta es una enfermedad infectocontagiosa, clinica o
subclinica, de curso crénico que afecta en condiciones naturales al ovino (Trezeguet
et al., 2015; Xavier et al., 2010).

La infeccion por Brucella es de distribucion mundial y se encuentra en todos los
paises donde la produccién ovina es importante, causando serios perjuicios

econdémicos (Lopez, 2007).

- Etiologia: en ovejas y cabras la causa principal de la brucelosis es B.
melitensis, un cocobacilo o bacilo corto Gram negativo inmovil, que no forma
esporas o flagelos. Es un patdgeno intracelular facultativo que posee tres
serovariedades. También puede ser causada por B. ovis en caso de los ovinos
machos. Ocasionalmente se producen infecciones por B. abortus y B. suis, pero la
enfermedad clinica parece ser poco frecuente (IICAB, 2009; Coelho et al., 2014).

La Brucella en medios de cultivo se observan como colonias redondas de 1 a 2 mm
de diametro con méargenes lisos, traslicidas de color amarillo palido o convexas de
color perla. Posteriormente se vuelven mayores y ligeramente mas oscuras. El pH
Optimo de crecimiento varia de 6.6 a 7.4, la temperatura ideal es de entre 36°C a
38°C, aunque la mayoria de las cepas pueden crecer en un rango de los 20 a 40°C
(Coelho et al., 2014).

- Patogénesis: la via de entrada de B. melitensis suele ser por medio de las
mucosas (mas comunmente la mucosa oral), de donde las bacterias son
transportadas a los linfonodos mas proximos, donde ocurre la multiplicacion. La
especial afinidad que B. melitensis tiene por el endometrio gestante y por la placenta
fetal provoca la principal manifestacién clinica de la infeccién: el aborto durante el

altimo tercio de la gestacién o el nacimiento de animales prematuros con poca



viabilidad. Los animales generalmente abortan una vez, aunque se sigue eliminando
la bacteria en cada gestacion subsecuente en el periparto (Manazza et al., 2006;
Lopez, 2007).

La brucelosis por B. ovis es una enfermedad venérea, la transmision es a través del
semen, siendo la via mas importante la monta natural. En los carneros penetra en
los tejidos y es transportada por linfa, ya sea libre o en el interior de las células
fagociticas, hasta alcanzar los linfonodos regionales y se difunden via hematégena
a todo el organismo principalmente tracto genital, higado, bazo, pulmones, rifilones

y linfonodos (Lépez, 2007).

En las hembras que entran en contacto con B. ovis se observa una cervicovaginitis
mucopurulenta transitoria, salpingitis y endometritis que pueden originar

reabsorcion fetal o esterilidad (Coelho et al., 2014).

- Signos clinicos y lesiones: los signos en las ovejas infectadas son aborto,
muerte fetal y nacimiento de crias débiles. Por lo general el aborto ocurre durante
el dltimo tercio de gestacion y se produce solo una vez, pero en gestaciones
posteriores hay una nueva invasion del Utero con excrecion de la bacteria. Se puede
producir epididimitis y orquitis aguda en los machos, lo que provoca infertilidad y
conduce generalmente a la infeccion crénica, ocasionalmente se observa artritis
(SAG, 2016).

Las lesiones que se observan con mayor frecuencia son metritis purulenta con
exudado hemorragico en las carunculas y endometrio, también se puede presentar
placentitis necrotica, cambios testiculares palpables, orquitis y epididimitis

necrosante (L6pez, 2007).

La infeccién por B. ovis se manifiesta con abortos en el Ultimo tercio de gestacion y
reabsorcidbn embrionaria con repeticion de celo. En machos la epididimitis esta
mayoritariamente en la cola del epididimo que presenta un aumento de tamafio tres
0 cuatro veces superior al normal y consistencia dura, involucrando un solo
epididimo, también pueden ocurrir anomalias testiculares caracterizadas por atrofia

y pérdida de tono (Lépez, 2007).



- Diagnostico: las pruebas serologicas empleadas con mayor frecuencia en
los pequeiios rumiantes son las de aglutinacion o de rosa de bengala en placay en
tarjeta al 3%, y la prueba de fijacion de complemento. También se emplean los
ensayos indirectos como ELISA. En los ovinos y caprinos vacunados se pueden
utilizar pruebas de precipitacion basadas en haptenos nativos. La prueba de fijacion
del complemento, la prueba de IDGAy la prueba de ELISA se llevan a cabo usando

antigenos de superficie solubles obtenidos de la cepa B. ovis (Padilla et al., 2003).

El diagndstico mas preciso es el aislamiento de la bacteria, a pesar de que, este
género es dificil de aislar, y su crecimiento suele ser lento. La prueba de PCR se

vuelve importante para el diagnostico rapido y eficiente (Alvarez et al., 2015).

- Prevencion y control: la vacuna utiliza una cepa viva como inmundégeno, la
vacuna Rev 1 de B. melitensis se aplica por via subcutanea o conjuntival, en dosis
cladsica en hembras de tres a cuatro meses de edad y en dosis reducida en hembras
mayores de seis meses. No se recomienda usar la cepa RB51 en ovinos y caprinos
(Coelho et al., 2014).

2.2 Linfadenitis caseosa

La linfadenitis caseosa 0 pseudotuberculosis es una enfermedad bacteriana
cronico-contagiosa de los pequefios rumiantes. Se caracteriza por la formaciéon de

abscesos en linfonodos, piel y diversos 6rganos internos (Barrientos et al., 2008).

Se conoce que la linfadenitis caseosa a nivel mundial ocasiona pérdidas por
desecho de animales, disminucion de la produccion lactea, desordenes
reproductivos, decomiso y en raros casos, mortalidad (Barrientos et al., 2008; Lloyd,
2000).

- Etiologia: el agente causal de la linfadenitis caseosa es Corynebacterium
pseudotuberculosis. Son bacterias Gram positivas, intracelulares facultativas, son
bastones pleomorficos de 0.5 um a 0.6 um de ancho por 1.0 um a 3.0 um de largo,
anaerobia facultativa, no esporulada, sin cipsula y no maovil. Sus colonias son

pequefas, blancas y secas, su crecimiento en medios de cultivo tarda



aproximadamente 48 horas a 37°C. Los medios mas utilizados son el medio PPLO
y el BHI (Lloyd, 2000).

La exotoxina fosfolipasa D es su principal factor de virulencia, inhibe la quimiotaxis
de los neutréfilos y la degranulacion de células fagociticas, y activa complemento
por la via alternativa, ocasionando necrosis y trombosis en los linfonodos y
favoreciendo la supervivencia y multiplicacion del microorganismo. Otro factor de
virulencia, son los lipidos de pared celular que protegen a la bacteria de la
fagocitosis e induce necrosis hemorragica y abscedacion crénica (Hernandez,
2015).

- Patogenia: la transmisién de la infeccion es a través de heridas. Existen dos
presentaciones de la enfermedad: la cutanea o superficial, que se caracteriza por
afectar a los linfonodos superficiales o el tejido subcutaneo, la segunda es la visceral
o generalizada que afecta los linfonodos y 6rganos internos, como el higado, rifiones
o glandula mamaria, ocasionalmente el corazén, cerebro, médula espinal, testiculos

y articulaciones (Hernandez, 2015; Belchior et al., 2007).

La infeccién puede iniciar con la presencia de un animal infectado, que libera a la
bacteria través de una herida, donde se disemina a los linfonodos y diversos
organos viscerales, hay un crecimiento bacteriano incontrolado dentro de los
macrofagos, por lo que el hospedador intenta restringir y limitar la infeccion a través
de la formacion de piogranulomas que encapsulan las células infectadas con C.
pseudotuberculosis en el linfonodo afectado que supura y disemina a otros
linfonodos externos o internos. Posteriormente se inicia el proceso en el que
disminuye la reaccion inflamatoria en el parénquima del linfonodo que se encapsula
de manera lenta aumentando de tamafio y con mayor consistencia sélida, también
ocurre la formacion de pequeiios nddulos de mineralizacion que se distribuyen como
capas conceéntricas que al corte dan apariencia de "anillo de cebolla". El periodo de
incubacion es muy largo, pudiendo durar de dos a seis meses (Hernandez, 2015;
Belchior et al., 2007).

- Signos clinicos y lesiones: en la presentacién cutanea el principal signo

clinico es la presencia de abultamientos en la piel. Estos abultamientos pueden

8



presentarse de manera solitaria 0 en cadenas, afectando principalmente los
linfonodos de cabeza y cuello. En la presentacion visceral los signos clinicos varian
segun el 6rgano al que se haya diseminado. Si alcanza el sistema nervioso central,
los signos seran nerviosos, si alcanza la glandula mamaria se manifestara como
mastitis purulenta. La presentacion visceral es mas comun en ovinos, afectando

principalmente al pulmon (Carrillo et al., 2005; Hernandez, 2015).

Las lesiones en ambos casos son abscesos que se forman en los linfonodos
afectados, que suelen ser de 1 a 2 cm de diametro con pérdida de pelo en la zona,
contienen material color verde palido que puede formar de manera progresiva la
estructura concéntrica de “anillos de cebolla” que a su vez madura a una masa

calcificada (Hernandez, 2015).

- Diagnéstico: habitualmente el diagndstico se hace con base a los signos
clinicos, que son muy caracteristicos de la enfermedad, especialmente cuando ésta
es cronica y se forman las lesiones en forma de “anillos de cebolla”. Sin embargo,
también existen diferentes métodos empleados para diagnosticar la enfermedad. El
diagnéstico definitivo es el microbiologico, se realiza cultivando el material purulento
colectado en agar sangre al 5% o agar de telurito de potasio incubandolo en una
estufa bacteriol6gica en anaerobiosis a 37° C por 48 a 72 horas. Para el diagndstico
molecular se ha desarrollado la técnica de PCR gracias a el uso de iniciadores
especificos para cada especie, se puede determinar con precision la presencia de
C. pseudotuberculosis (Belchior et al., 2007; Carillo et al., 2005).

- Prevencion y tratamiento: la bacteria es sensible a la mayoria de los
antibioticos. Otro tratamiento convencional que se utiliza es el drenado del absceso,
aunque la probabilidad de reincidencia es muy alta, el procedimiento consiste en
debridar el absceso en un lugar aislado, realizando un lavado de la zona afectada

con solucion antiséptica y aplicacion de un antibiético parenteral (Hernandez, 2015).

Existen vacunas comerciales que no estan disponibles en México, por lo que se han
desarrollado inmunogenos basado en diferentes antigenos como toxoides o

baterias completas inactivadas. También se han creado vacunas y toxoides



inactivados con formalina que han demostrado dar buenos resultados (Carillo et al.,
2005).

2.3 Histofilosis

Histophilus somni puede causar una variedad de afectaciones en los ovinos, que
incluyen cuadros respiratorios, nerviosos, septicémicos, reproductivos y articulares
(Casademunt, 2008).

- Etiologia: H. somni es un cocobacilo pleomérfico, Gram-negativo, anaerobio
facultativo, previamente conocido como H. ovis, Haemophilus agni o Haemophilus
somnus, y es un habitante normal del tracto respiratorio y urogenital del bovino,
ovino y caprino. Es una bacteria de crecimiento lento (de 48 a 72 horas) y se incuba
con COzal 10%. Sus colonias son pequeiias y de color amarillo, y por el crecimiento
lento sus colonias, éstas pueden enmascararse por otras de crecimiento mas rapido
(Sandal e Inzana, 2010).

H. somni fue descrito por primera vez en muestras de semen de borregos con

epididimitis en México en 2005 utilizando la técnica de PCR (Aguilar et al., 2008).

- Patogenia: la infeccién en ovinos tiende a ser endémica ya que la bacteria
se mantiene como comensal en el tracto genital de las ovejas y carneros jovenes, y

se transmite por via reproductiva o aérea (Aguilar et al., 2008).

No esta muy clara la patogenia de H. somni, sin embargo, se sabe que la bacteria
es capaz de resistir la accion de los neutréfilos, macrofagos y monocitos, los cuales
fagocitan el microorganismo, pero no pueden eliminarlo, motivo por el cual éste

persiste y prolifera contribuyendo al desarrollo de la enfermedad (Gutiérrez, 2017).

- Signos clinicos y lesiones: en ovinos puede llegar a causar problemas
reproductivos como epididimitis, orquitis, vulvitis, mastitis, reduccion de fertilidad y
llegar a una septicemia, causar una infeccion subclinica, sin lesiones escrotales
palpables, esta infeccion puede ser la fase inicial de los problemas reproductivos
gue se vuelven clinicamente visibles o de una infeccion primaria que puede persistir

por afios (Casademunt, 2008).
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Datos experimentales revelan que H. somni tiene la capacidad de causar muertes
en embriones. También se ha aislado frecuentemente de Utero y de casos de
endometritis. Esto puede causar infertilidad y aumento en nimero de dosis de
semen por concepcién (Romero et al.,, 2013). En tracto respiratorio alto puede
causar laringitis y traqueitis. En el tracto respiratorio bajo puede causar neumonia,
cursando con hipertermia, salivacion, lagrimeo, postracidn e incremento de la
frecuencia respiratoria. En bovinos se reconoce que causa meningoencefalitis

tromboembdlica (Romero et al., 2013).

Las lesiones encontradas suelen ser pleuritis fibrinosa y pleuroneumonia con
presencia de fibrina en las superficies pleurales de los l6bulos afectados. Ademas
de la forma respiratoria, nerviosa y reproductiva hay otras presentaciones menos
reportadas clinicas y subclinicas como mastitis, poliartritis, conjuntivitis y otitis
(Aguilar et al., 2005).

- Diagnostico: para confirmar la presencia de H. somni se utilizan las técnicas
de IDGA, ELISA, inmunohistoquimica y PCR a partir de semen de carneros con
epididimitis (Romero et al., 2013; Gutiérrez, 2017).

- Control y prevencion: se recomienda la revisiébn de carneros previo a la
época de servicio y eliminar aquellos con problemas de epididimitis u orquitis que
puedan diseminar el patdgeno a otros animales (Gutiérrez, 2017).

2.4 Clamidiasis

El aborto enzodtico de los pequefios rumiantes (AEPR) o clamidiasis es causado
por la bacteria Chlamydia. EI AEPR ocurre al final de la gestaciéon y provoca
importantes pérdidas econémicas, existe evidencia de su presencia en rebafios

ovinos y caprinos en México (OIE, 2018; Mora et al., 2015).

- Etiologia: se entiende por clamidiasis a aquellos procesos infecciosos
ocasionados por Chlamydia spp. Las clamidias son microorganismos procariontes,
no moviles, intracelulares obligados y aerobios (OIE, 2018).

- Patogenia: los animales susceptibles a C. abortus se infectan ingiriendo o

inhalando a la bacteria que se encuentra en descargas vaginales, membranas
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placentales de cabras que hayan abortado, asi como agua o alimento contaminado
(Arrevillaga et al., 2007).

Después de la ingestion, la bacteria se aloja en las tonsilas y epitelio intestinal
causando una infeccion subclinica, cuando hay un cambio en el sistema
inmunologico, el microorganismo se disemina a 6rganos como el higado, bazo y

pulmon donde la bacteria permanecera latente (Arrevillaga et al., 2007; Rios, 2011).

Los cambios fisiologicos derivados de la gestacion inducen una segunda
colonizacion, el microorganismo llega a células endometriales, infectando toda la
pared endometrial entre los dias 40 y 50 de gestacién. De los dias 60 a 90 de
gestacion la bacteria infecta al feto a través de los placentomas, provocando el

aborto en el dltimo tercio de la gestacion (Arrevillaga et al., 2007).

C. pecorum es comunmente asociada a problemas del tracto digestivo de los
rumiantes, aunque también puede ocasionar problemas de fertilidad, conjuntivitis,

artritis, mastitis e inflamacién pulmonar en borregos, cabras y bovinos (Rios, 2011).

- Signos clinicos y lesiones: los animales infectados no muestran
enfermedad clinica antes del aborto, aunque pueden observarse cambios de
conducta y en las secreciones vulvares en ovejas durante las 48 ultimas horas de
gestacion. Si hay aborto, pueden observarse descargas vaginales de color
amarillento café ligeramente sanguinolento a los 14 dias del aborto, las cuales
contienen grandes cantidades de la bacteria (OIE, 2018).

Al momento del parto, las membranas placentarias aparecen engrosadas y se
encuentran generalmente cubiertas por un exudado purulento de coloracién
amarillenta, lo que le da aspecto de “cuero”. Los fetos pueden presentar edema en
cavidad abdominal y hematomas en esa region, las membranas fetales pueden
presentar necrosis y el higado se puede observar congestionado con puntos grises

de necrosis focal (Arrevillaga et al., 2007).

- Diagnéstico: la deteccién de infecciones causadas por Chlamydia puede
efectuarse mediante el aislamiento en medios bioldgicos a partir de muestras

contenidas en descargas vaginales, sangre, heces o tejidos obtenidos a la
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necropsia, asi como por pruebas serolégicas como fijacion del complemento, ELISA
e inmunofluorescencia y mediante técnicas de identificacion como tinciones o PCR.
Estos métodos varian ampliamente en su sensibilidad y especificidad (SAG, 2014,
Mora et al., 2015).

La tincion de Chlamydia por Stamp, Machiavello o Ziehl Neelsen es rapida y se
puede hacer en la mayoria de los laboratorios de diagndstico, pero su interpretacion
puede ser complicada por la diferenciacion de Chlamydia con Brucella y Coxiella
(SAG, 2018).

La prueba mas empleada para el diagndstico serologico de C. abortus es la de
fijacion de complemento, por lo que no es muy sensible ni especifica por lo que no
es de las mas recomendadas. La deteccién de anticuerpos mediante métodos
serologicos como ELISA y la prueba de anticuerpos fluorescentes demuestran solo
la presencia del agente y no permiten la identificacion de las especies, serotipos o
subtipos respectivos (Rios, 2011).

- Tratamiento y prevencion: animales infectados pueden ser tratados con
quimioterapéuticos de la familia de las tetraciclinas y la eritromicina. En casos de
aborto enzodtico o procesos de poliartritis se puede administrar oxitetraciclina
intramuscular (20 mg/kg) en las hembras y en otros animales afectados pueden

reducir la severidad de la afeccion (Rios, 2011).

Existen dos vacunas comerciales para el control del aborto clamidial en pequefios
rumiantes, una de ellas utiliza una cepa viva atenuada de C. abortus y el antigeno
de la otra se basa en microorganismos atenuados en conjunto con un adyuvante,

ninguna de estas vacunas esta disponible en México (Arrevillaga et al., 2007).
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3. JUSTIFICACION

Para realizar un buen control y una profilaxis efectiva en una unidad de produccion
se requiere de un buen diagnéstico; ya que éste da pautas para determinar cuales
son las enfermedades infecciosas de importancia en una unidad de produccion,
zona, estado o pais, y con ello establecer las medidas de control y profilaxis que se
requieren para las enfermedades que realmente estdn presentes y generan un
impacto negativo en los animales. El uso de las herramientas de laboratorio también

es fundamental para llegar a ese buen diagnostico.

Tanto la linfadenitis caseosa, brucelosis e histofilosis, por mencionar algunas, son
enfermedades que en nuestro pais generan grandes pérdidas economicas. Es
debido a esto que el diagnadstico etioldgico de estas enfermedades que se realizara
en el presente trabajo sentara las bases para el tratamiento, prevencién y control
adecuado de las mismas, asi como evitar las pérdidas econémicas que ocasionan

la presencia de estas enfermedades.
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4. HIPOTESIS

Si en las unidades productivas estudiadas en el estado de México y zonas aledafias
en el estado de Hidalgo, existen casos clinicos de enfermedades comunes de los
ovinos como son: linfadenitis caseosa, brucelosis ovina, clamidiasis e histofilosis, es
factible que con el uso de diferentes técnicas diagnosticas se pueda corroborar el
agente infeccioso presente en las unidades de produccién incluidas en el estudio
asi como evaluar su frecuencia para estimar el impacto de éstas en cada unidad de

produccion
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de las principales enfermedades que afectan a los ovinos
a través de un diagnostico de situacion utilizando técnicas como PCR, pruebas

serologicas y bacteriologicas.
5. 6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener muestras clinicas de unidades de produccion de animales con
signos clinicos de alguna enfermedad para enviar al laboratorio y determinar
el diagndstico etioldgico.

- Procesar todas las muestras en el laboratorio segun el diagnéstico
presuntivo.

- Aplicar las diversas técnicas de diagnéstico tales como PCR, ELISA,
histopatologia, etc.

- Determinar cuéles son las principales enfermedades infecciosas en el

ganado ovino en las comunidades bajo estudio.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Obtencidon de muestras

En un lapso de 4 a 6 meses se tomaron muestras de animales que presentaron
signos clinicos sugestivos de alguna enfermedad de etiologia infecciosa o bien en
aguellos casos donde no hubo signos clinicos, pero que se sospech6 de la
presencia de algun problema infeccioso. Se tomaron muestras a los animales segun
la cantidad de estos, si era una poblacion grande, se tomaba un porcentaje, si eran
pocos animales, se tomaba muestra de toda la poblacion. Las muestras fueron
enviadas al laboratorio y conservadas de acuerdo con el tipo de muestra y
posteriormente fueron trasladadas al laboratorio hasta su estudio. Todas las
muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Diagnostico del CENID Salud
Animal e Inocuidad, sede Palo Alto, INIFAP de acuerdo con el tipo de enfermedad

de la cual se sospechaba.

Las herramientas metodologicas de diagnéstico que fueron utilizadas para la
identificacion del agente infeccioso involucrado incluyeron la PCR, ELISA, técnicas

de aglutinacion, coproparasitoscopicas y aislamiento bacteriano.

Se visitaron personalmente cinco unidades de produccion (UP), sin embargo, hubo
7 unidades de produccién que a pesar de que no se visitaron de forma presencial y
no se conté con la descripcidn del lugar, fueron incluidas en el estudio, ya que se
hizo el trato (la comunicacion) con los productores para el envié de muestras al
laboratorio utilizando servicio de mensajeria a peticion del médico responsable de

la unidad de produccién.

UP1: unidad ubicada en Jiquipilco, Estado de México, tenia una poblacién 120
animales machos y hembras al momento de realizar el estudio, los cuales estaban
destinados a la engorda. Se hizo el diagnéstico clinico de brucelosis ovina causada
por B. ovis, ya que se observaron animales machos con cuadros de epididimitis, por
lo cual se tomaron muestras de sangre para la obtencién de suero de 60 animales
al azar en la poblacion. Se realiz6 la prueba de IDGA para B. ovis e H. somni como

diferencial.
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UP2: Ubicada en Jiquipilco, con un grupo de 100 animales machos destinados a la
engorda a, los cuales se trajeron de otro Estado, se observaron 2 machos con
cuadros de epididimitis, por lo que se tomaron muestras de sangre para la obtencion
de suero de 49 animales al azar. Se realiz6 la prueba de IDGA y ELISA para B. ovis
e H. somni como diferencial, ademas de la ELISA para Chlamydia spp.

UP3: unidad ubicada en Zapopan de Juarez, Hidalgo, con una poblacion de
aproximadamente 50 animales: 37 hembras (mayoria de estas gestantes), con diez
corderos y el resto eran sementales. Se reportaron abortos, asi como, nacimiento
de crias débiles por lo que se tomaron muestras de sangre de todas las hembras y
de los machos. También, se identificaron animales que presentaban abscesos
submandibulares, por lo que se sospeché de linfadenitis caseosa y se tomaron
muestras de sangre para la obtencidén de suero, asi como hisopados del contenido
del absceso. A todos los sueros de las hembras y los machos se les hizo la prueba
tamiz de tarjeta para la brucelosis ovina, asi como, ELISA para Chlamydia.
Adicionalmente se realizé la IDGA a los sueros de los machos para B. ovis. En el
caso de los hisopados, se hizo aislamiento bacteriano y posterior tincion de Gram
para observacion en microscopio. Del aislamiento se hizo la extraccion de ADN para
la prueba de PCR multiplex de C. pseudotuberculosis. A los sueros de los animales

sospechosos de linfadenitis caseosa se les realizé la prueba de ELISA.

UP4: unidad de produccién con mas de 150 animales, siendo 4 sementales,
aproximadamente 50 corderos y el resto hembras (la mayoria gestantes). La UP
tenia algunos animales con historial de aborto, por lo cual se les tomaron muestras
de sangre para la obtencion de suero a dichas hembras, al igual que aquellas que
tenian abscesos sospechosos a linfadenitis caseosa, de los cuales, al momento de
debridar el absceso se tomd muestra con hisopo. A los sueros de las hembras con
abortos se les realiz6 la prueba de tarjeta para brucelosis junto con el ELISA para
clamidiasis. A los hisopados se les realizo aislamiento bacteriano y extraccion de
ADN de las colonias encontradas para la prueba PCR multiplex de C.
pseudotuberculosis. A los sueros de los animales con abscesos se les realizé de

igual manera el ELISA para detectar anticuerpos contra C. pseudotuberculosis.
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UP5: unidad de produccion ubicada en Pachuca, Hidalgo. Con una poblacion total
de aproximadamente 120 animales teniendo ovinos y caprinos juntos, siendo 111
hembras, dos sementales y el resto corderos y cabritos. La UP tenia historia de
entre 50 y 53 abortos recientes, todos en el Gltimo tercio de gestacion, retencion
placentaria y nacimiento de crias débiles. Los sementales eran importados de
Texas, EUA, los cuales no contaban con ningun tipo de documentacion, por lo que
se sospecha de brucelosis. Se toman muestras de sangre para la obtencion de
suero de todas las hembras ovinos y caprinas, asi como de algunos mortinatos
recientes. A los sueros de las hembras se les realizd la prueba de tarjeta para
Brucellay el ELISA para clamidiasis. El liquido abomasal extraido de los mortinatos,
mismo al que se le realizé aislamiento y extraccion de ADN, se proceso para la

prueba de PCR que detecta Brucella spp. y S. abortusovis.

7.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica se realizdé para la deteccion de ADN genodmico, utilizando PCR
multiplex para el caso de Corynebacterium pseudotuberculosis, y pruebas de PCR

independientes para S. abortus ovis y Brucella spp.

La extraccién de ADN se realiz6 mediante dos métodos: un estuche comercial
Quick-DNA Miniprep (Zymo research, EUA) segun las instrucciones del fabricante
(anexo 1) y mediante un protocolo de extraccion denominado “fenol-cloroformo”

(anexo 2).

Para realizar la PCR, se utiliz6 una mezcla comercial tipo Master Mix y los
iniciadores especificos de cada agente (cuadro 1). Estos se colocaron en un tubo
microcentrifugo para PCR junto con el ADN molde de cada agente, los iniciadores
y el agua a un volumen final de 25 pl (cuadro 2). En el caso de C.
pseudotuberculosis, se realizé un PCR mudltiplex, en donde se utilizaron 3 pares de
iniciadores. Se colocaron las muestras en el termociclador programado con las
condiciones de amplificaciébn establecidas previamente (cuadro 3). Con una
desnaturalizacion inicial, se determind la temperatura y el tiempo de acuerdo con
las caracteristicas del ADN utilizado. Se realizaron los ciclos sucesivos de

desnaturalizacion, alineamiento y extension. Finalmente, una Ultima extension para
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permitir que la polimerasa termine de sintetizar todos los fragmentos que pueden
haber quedado incompletos. Se realizé la lectura de resultados mediante
electroforesis en gel agarosa al 2% con TAE 1X como amortiguador de corrida. El

gel se visualizé en un lector de rayos UV (Serrato et al., 2014).

Cuadro 1. Iniciadores utilizados en las PCRs para cada agente infeccioso.

Microorganismo Nombre Secuencia (5°- 3") Producto de
del amplificacion
iniciador (pb)
Corynebacterium 16S-F ACC GCACTT TAG TGT GTG TG 816
pseudotuberculosis
16S-R TCT CTACGC CGATCT TGT AT
C2700F CGT ATG AAC ATC GGC CAG GT 446
C3130R TCC ATT TCG CCG AAG CGC TG
PLD-F ATA AGC GTA AGC AGG GAG CA 203
PLD-R2 ATC AGC GGT GAT TGT CTT CCA
GG
Brucella spp F4 TCG AGC GCC CGC AAG GGG 900
R2 AAC CAT AGT GTC TCC ACT AA
Salmonella 1S200 CGA TGA AAG CGT AAATAA GG 900
abortusovis TTC TCT TGT CAG TCT CAA AC
Staphylococcus spp = 23srRNA ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 1250

AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC

ADNr 16S GTA GGT GGC AAG CGT TAT CG 228
CGCACATCGTCAG
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Cuadro 2.- Componentes de reaccion de la PCR para diversos agentes.

Microorganismo Componente Volumen/Reaccion
Brucella spp PCR Master Mix 6.5 pL
Fwa 2.5 uL
Rv2 2.5 uL
ADN 2 UL
H20 11.75 pL
Volumen final 25 uL
Corynebacterium PCR Master Mix 12.5 uL
pseudotuberculosis 15S-F 0.25 uL
16S-R 0.25 uL
C 2700 F 0.1pL
C3130R 0.1puL
PLD F 0.1puL
PLD R2 0.1puL
H20 5.6 pL
ADN 1L
Volumen final 25 uL
Salmonella PCR Master Mix 6.5 pL
abortusovis IS200F 2.5 pL
IS200r 2.5 uL
ADN 2 uL
H20 11.75 pL
Volumen final 25 uL
Staphylococcus spp PCR Master Mix 6.5 uL
16S 2.5 uL
23S 2.5 uL
ADN 2 uL
H20 11.75 pL

Volumen final

25 L
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Cuadro 3.- Condiciones de amplificacién de las PCRs para detectar diferentes bacterias.

Microorganismo

Brucella spp

Corynebacterium

pseudotuberculosis

Salmonella

abortusovis

Staphylococcus
spp

Etapa Temperaturay tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C durante 10 minutos
inicial !
Desnaturalizacién 95°C durante 30 segundos
Hibridacion 45°C durante 90 segundos 30
Extension 72°C durante 90 segundos
Extension final 72°C durante 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C durante 3 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 95°C durante 60 segundos
Hibridacion 58°C durante 40 segundos 40
Extension 68°C durante 90 segundos
Extension final 68°C durante 90 segundos 1
Desnaturalizacion 95°C durante 3 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C durante 30 segundos
Hibridacién 51.6°C durante 30 40
segundos
Extension 72°C durante 60 segundos
Extension final 72°C durante 5 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C durante 5 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 95°C durante 30 segundos
Hibridacion 68°C durante 30 segundos 15
Extensién 72°C durante 30 segundos
Extension final 72°C durante 2 minutos 1
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7.3 Inmunodifusion en gel de agar (IDGA)

Esta técnica se realizé para detectar B. ovis e H. somni.

Para el caso de B. ovis, se utilizé6 como base antigénica un extracto salino caliente
de B. ovis cepa REO 198 elaborada en el laboratorio de diagnéstico del CENID
Salud Animal e Inocuidad, sede Palo Alto, INIFAP (Diaz et al.,2001). Para H. somni

se utilizé un antigeno obtenido por sonicacién (anexo 3).

La IDGA es una técnica de precipitacion que se basa en la aparicion de un
precipitado visible cuando hay antigenos solubles con sus anticuerpos especificos
(Nava et al., 2012). En una caja de Petri desechable con gel de agarosa (anexo 4)
se perforan pocillos en forma de roseta con un pozo central rodeado por 6 pozos
periféricos, el pozo central se llena con 15 a 30 pL de antigeno, mientras que en los
pozos periféricos se coloca de 15 a 30 pL de los sueros problema, se colocan
también un suero control negativo y otro control positivo. Se incuba el gel en camara
humeda a temperatura ambiente por cuatro dias, una linea de precipitacion entre el

antigeno y el suero problema indica un resultado positivo.

7.4 Ensayo de inmunoabsorciéon ligado a enzimas (ELISA)

El ELISA es una técnica muy usada para medir anticuerpos, antigenos, proteinas y
glicoproteinas en muestras biolégicas. Se llevan a cabo en microplacas que

permiten medir multiples muestras en un solo ensayo (Horlock, 2018).

Este ensayo se realizd6 para medir anticuerpos de Chlamydia y C.

pseudotuberculosis de acuerdo con el procedimiento descrito por Corona, (2011).

Se sensibilizé una microplaca de poliestireno con el antigeno diluido 1:80, colocando
50 pl del antigeno por pozo y se incubd 24 horas a 4°C. Después de este periodo la
placa se lavé cuatro veces con 300 ul de PBS-Tween 20. La placa fue blogueada
colocando 50 ul de leche descremada por pozo al 3% por una hora y se realiz6

nuevamente el lavado de la placa.

Se colocaron 50 pl del suero problema (anticuerpo primario) a una dilucion de 1:20
en cada pozo, incluyendo los controles positivos y negativos, se incubo una hora a

37°C, transcurrido este tiempo se realizo otro lavado de la placa. Posteriormente se
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colocé el anticuerpo secundario a una dilucion de 1:1000 colocando 50 pl en cada
uno de los pozos, se cubrié con papel aluminio y se incub6 a 37°C por una hora. Se
hicieron nuevamente lavados de la placa y finalmente se adicioné a cada pozo 50
pl de 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) y se mantuvo

en oscuridad 5 minutos.

Se realiz6 la lectura de la placa en un espectrofotometro a una longitud de 405 nm
con la ayuda del programa de computo Genb.

7.5 Técnicas de aglutinacién (tarjeta)

La técnica se realiz6 de acuerdo con la NOM-056-Z00-1995: especificaciones
técnicas para las pruebas diagndsticas que realicen los laboratorios de pruebas
aprobados en materia zoosanitaria. Sirve como prueba tamiz para la deteccion de
brucelosis por su alta sensibilidad y es utilizada para controlar y/o erradicar la
infeccion en un rebafio o hato. La prueba consiste en colocar una gota de 30 L de
muestra de suero y 30 pL de antigeno con el colorante Rosa de Bengala
(concentracion de 3% en ovinos y caprinos y de 8% en bovinos), mezclar con
rotacidbn para obtener una muestra homogénea, se realiza la lectura con el
aglutinoscopio inmediatamente después de mezclar, la prueba se considera positiva
cuando existe cualquier grado de aglutinacion, se detecta la presencia de
anticuerpos circulantes de tipo IgG e IgM de origen vacunal o por infeccion

secundaria.

7.6 Aislamiento bacteriano

Las muestras para realizar el aislamiento de C. pseudotuberculosis se sembraron
por el método de dilucién en agar sangre al 5% y se dejaron incubar por 48 horas a
37°C. Se seleccionaron las colonias pequefias de color blanco y de consistencia

seca, se realizo tincién de Gram para la observacion microscopica.

7.7 Coproparasitoscopicos (flotacion)

La técnica se realizé colocando en vasos de precipitado 1 g de materia fecal, se
afadié aproximadamente 50 ml de solucion saturada de NaCl se homogenizd y se

colo en otro vaso, se dejo reposar por 15 minutos y con un asa de platino se
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colocaron 3 gotas de la superficie de la mezcla en el portaobjetos para observar en

el microscopio.

7.8 Sedimentacion

La técnica consistio en colocar en un vaso 1 g de materia fecal, se agrego6
aproximadamente 100 ml de agua y homogenizo para posteriormente colarlo en otro
vaso, se dejo reposar 10 minutos. Posteriormente el sobrenadante se decanto y se
conservo el sedimento. Lo anterior se repitidé de 2 a 3 veces y finalmente se colocé

el sedimento en una caja Petri con colorante para su observacion en el microscopio.
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8. RESULTADOS

Las unidades de produccion se ubican principalmente en comunidades del Estado
de México, sin embargo, por la cercania y oportunidad, se visitaron unidades de

produccion en los Estados colindantes como del Estado de Hidalgo.

Se recibieron un total de 344 muestras de animales que mostraron un cuadro clinico
sugerente de alguna enfermedad de tipo infecciosa, las cuales se procesaron segun
las pruebas disponibles y las mas adecuadas para la identificacion de cada agente

etiologico basado en el diagndstico clinico.

Para aquellas enfermedades que se consideraban de tipo reproductivo, ya sea por
la presencia de abortos, la orquitis o epididimitis en los machos, o signos tales como:
retencién de placenta, presencia de mortinatos o de crias nacidas débiles, se les
realizaron pruebas de diagndstico para la identificacion de brucelosis, considerando
para las brucelas lisas la prueba de tarjeta al 3% y para las brucelas rugosas (B.
ovis) la prueba de IDGA.

En las pruebas mencionadas resultaron 94 (31.7%) animales positivos a brucelas
lisas (Fig. 1), de los cuales 90 fueron de una sola unidad de produccion (75%)
procedentes de la UP ubicada en Pachuca, Hidalgo. Derivado de este resultado y
debido a que la UP tuvo en ese momento dos mortinatos recientes, se decidié
extraer el liquido abomasal de los mismos para el aislamiento de Brucella. Después
del periodo de incubacion a 37°C durante 6 dias, se observo el crecimiento de
colonias circulares con bordes regulares y translucidas, sugerentes de Brucella. La
identificacion del agente en estas colonias se realizé a través de la PCR especifica
para Brucella spp., junto a otras dos muestras de liquido abomasal que se habian
remitido de otra unidad de produccion tiempo atrds. Todas las muestras dieron
resultado negativo, por esta razén se realiz6é adicionalmente la PCR para identificar
S. abortusovis como diagnéstico diferencial, sin embargo, los resultados fueron

negativos también.

Asi mismo, a todos los sueros positivos a la prueba de tarjeta, de forma
complementaria se realiz6 la prueba de ELISA, utilizando dos antigenos diferentes:
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el hapteno nativo (HN) y de lipopolisacéaridos (LPS) de Brucella. En la prueba con el
HN resultaron 49 animales positivos (16.5%) y el resto negativos, sin embargo, en
la prueba en la que se utiliz6 LPS como antigeno resultaron 73 animales positivos
(24.7%) vy el resto negativos, de los cuales 21 animales resultaron negativos a

ambas pruebas.

Fig. 1. Resultados tarjeta utilizando rosa de bengala, siendo en el que se ve un resultado
positivo con abundante aglutinacion (A) y en el que se considera resultado negativo donde
no se aprecia aglutinacion (B)

En el caso de las brucelas rugosas se tomaron en cuenta principalmente los sueros
obtenidos de los machos que presentaron signos clinicos de orquitis y epididimitis
0 que, a pesar de ser asintomaticos se sospechaba de infecciéon. Se tomaron un

total de 150 muestras.

A estos animales se les realizd la prueba de IDGA para B. ovis, dando como
resultado 15 animales positivos (10%) de diferentes unidades de produccion, tanto
en Hidalgo como en el Estado de México (Fig. 2). Adicionalmente las muestras
positivas fueron evaluadas de forma complementaria con la prueba de ELISA, de
los cuales, 14 fueron positivos (9.3%) nuevamente en distintas unidades de

produccién en ambos Estados.

Asi mismo, y a pesar de ser positivos a brucelosis en las pruebas previamente
descritas y considerando la posibilidad de infecciones mudltiples, a los mismos
sueros de estos machos se les realizé la prueba para histofilosis. Primeramente,
con IDGA, de las cuales resultaron 8 positivos (5.3%) y 5 sospechosos. De igual
manera, a estas muestras se les realizdé la prueba de ELISA complementaria,
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resultando los mismos 8 animales positivos a histofilosis, distribuidos en dos

unidades de produccioén en ambos Estados donde se muestreo.

De estos animales, hubo tres que resultaron positivos tanto a B. ovis como a H.
somni, todos de la misma Unidad de Produccion ubicada en el Estado de México y
que presentaban problemas de orquitis y epididimitis. Asi mismo, uno de los

animales perteneciente a una unidad en Hidalgo resulté positivo a Chlamydia spp.

Fig. 2. Resultados positivos IDGA, en donde se ve la aglutinacién y se considera como

resultado positivo (flechas)

A los sueros con diagndstico clinico de enfermedad reproductiva, se les realizo
prueba para clamidiasis. Para dicha prueba, se utiliz6 la técnica de ELISA,
resultando 41 (24%) animales positivos y el resto negativos. Estos animales
positivos procedian de 2 UP diferentes, localizandose una en el Estado de México

y la otra en Hidalgo.

Los casos sospechosos a la infeccién de C. pseudotuberculosis fueron aquellos
animales que se observaron con los caracteristicos abscesos producidos por el
agente. Se tomaron muestras de sangre a todos estos animales, ademas de
algunos animales de la misma UP aparentemente sanos. A los que fue posible el

tratamiento del absceso se hizo la extraccion de muestra por hisopado.

Se tomaron en total 15 hisopados y se separaron 23 sueros, incluyendo 5 muestras

de animales aparentemente sanos. En los 15 hisopados se aislaron colonias
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blancas, secas, con una consistencia yesosa sugerente a Corynebacterium spp. La
tincion de Gram mostro bastones rectos con una agrupacion clasica en letras chinas
caracteristica de C. pseudotuberculosis (Fig. 3). Se hizo una extraccion de ADN
para su identificacion por PCR multiplex especifico de C. pseudotuberculosis, del
cual resulté que los 15 aislamientos fueron positivos. En los 15 aislamientos se
observo la amplificacion de la region rpoB, en tres aislamientos ademas de esta
region, se observo la amplificacion de otras dos regiones genéticas de C.
pseudotuberculosis que fueron RNA16s y pld incluidas en la PCR multiplex (Fig. 4).
De igual manera se realiz6 la prueba de ELISA para Corynebacterium con las
muestras de suero de todos estos animales, de los 23 sueros representativos de
todos los animales, 17 fueron positivos y los 6 restantes fueron negativos, de los 17

positivos, hubo 2 muestras que fueron de animales aparentemente sanos.

Fig. 3. Corynebacterium pseudotuberculosis: morfologia bacteriana en agar sangre con

técnica de estria cruzada (A) y a vision de microscopio con tincién de gram (B).

Cinco aislamientos obtenidos de hisopados en diferentes unidades de produccién
presentaron morfologia sugerente a Staphylococcus spp, se realizé la tincion de
Gram para su posterior revision al microscopio en donde se evidenciaron bacterias
en forma de cocos, con agrupacion en racimos o cadenas (Fig. 5), debido a que
estas bacterias y la morfologia de las colonias son sugestivas a Staphylococcus
spp., por lo cual, se decidié también realizar una PCR para este agente infeccioso
para confirmar la presencia de dicha bacteria, en donde las 5 muestras resultaron
positivas al gen 16s ARN.
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Fig. 4.- Perfil de amplificacion de la PCR multiplex para Corynebacterium pseudotuberculosis
de muestras de ovino. Carril 1 y 8. Marcador de pares de bases. 2-7. Productos finales de
muestras de ovino. 9-11. Productos finales de muestras de caprinos. 12. Control positivo. 13.
Control negativo. Muestras del carril 2-6, 11 positivos al gen rpoB. Muestras 7,9y 10 positivas
a .fragmentos genéticos de C. pseudotuberculosis. pld, rpoB y 16s RNA: iniciadores
especificos para C. pseudotuberculosis, pb: pares de base.

Para el diagnéstico parasitario las muestras de heces fueron evaluadas por las
pruebas de flotacion y sedimentacion. De las 21 muestras de animales procedentes
de una sola unidad de produccién, solamente en 5 animales se identifico la
presencia de nematodos gastrointestinales en la prueba de flotacion, sin embargo,
no se realizé la identificacion de las especies encontradas.

¥ o

Fig. 5. de Staphylococccus spp: morfologia bacteriana en agar sangre con técnica de estria

cruzada (A) y a visién de microscopio con tincién de gram (B)
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Cuadro 4.- Resultados finales obtenidos de diferentes unidades de produccién de ovinos y
caprinos en distintas regiones geograficas. Se describe la enfermedad infecciosay el tipo de
técnica que se utilizo para su identificacion.

Enfermedad #de Tipo de Técnica Resultados Estado
muestras muestra
- . Hidalgo y
296 Sueros Tec_:nlca de 94 po_smvos, 202 Estado de
tarjeta 3% negativos (31.7%) .
Meéxico
: Liquido Aislamiento y : Estado de
Brucelogls 4 abomasal PCR Negativos México
(Brucelas lisas) —
HN: 49 positivos y 45
negativos (16.5%) .
94 Sueros ELISA LPS: 73 positivos y 21 Hidalgo
negativos (24.7%)
. Hidalgo y
Brucelosis 150 Sueros IDGA 15 positivos, 135 Estado de
. negativos (10%) "
(Brucelas rugosas: México
B. ovis) 14 positivos y 1 Estado de
15 Sueros ELISA negativos (9.3%) México
23 Sueros ELISA 17 positivos y 6 Estado de
negativos México
Linfadenitis Ais'gorr;ii‘:'icg)s: 15
caseosa ' '
15 Exudados Aislamiento y PCR: 15 positivos a Esta}dp de
PCR . México
Corynebacterium
pseudotuberculosis
. Hidalgo y
Clamidiasis 171 Sueros ELISA 41 positivos y 130 Estado de
negativos (24%) "
Meéxico
8 positivos, 5 Hidalgo y
150 Sueros IDGA sospechosos y 137 Estado de
Histofilosis negativos (5.3%) México
13 Sueros ELISA 8 positivos y 5 Estado de
negativos México
Salmonelosis Fo . .
(Salmonella 4 Liquido Aislamiento y Negativos Esta,ldp de
: abomasal PCR México
abortusovis)
Ner_natod_os 21 Heces Fl_otamon Y 5 positivos a flotacion Esta}d_o de
gastrointestinales sedimentacién México
Staphylococcus , Aislamiento y " Estado de
spp 5 Hisopados PCR 5 positivos MEXICO
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Cuadro 5.- Resultados finales obtenidos de diferentes unidades de produccién de ovinos y
caprinos en distintas regiones geograficas. Se describe el porcentaje de animales positivos
segun la unidad de produccién

Enfermedad UP # de positivos Porcentaje Técnica Estado
1 0/120 0% México
2 0/100 0% México
Brucelosis 3 0/50 0% 1o Hiqla]go
(Brucelas lisas) 4 0/150 0% México
T3%:90/120 T3%: 75%
5 E-HP: 49/120 E-HN: 40.8% T3%, ELISA Hidalgo
E-LPS: 73/120 E-LPS:60.3%

Bucelosis 1 4/120 3.3% México
(Brucelas rugosas: 2 9/100 9% IDGA México
B. ovis) 3 2/50 4% Hidalgo
Linfadenitis 3 2/50 4% ELISA Hidalgo
caseosa 4 7/150 4.6% México
2 27/100 27% México
. 3 10/50 20% Hidalgo
Clamidiasis 4 4/150 2 6% ELISA México
5 0/120 0% Hidalgo
1 4/120 3.3% México
Histofilosis 2 4/100 4% ELISA México
3 0/50 0% Hidalgo
Salmonelosis 5 0/2 0% Alslalgncl:%nto y Hidalgo

Nematodos Flo_tacién y . .
. . UPX 5/21 23.8% sedimentacié México

gastrointestinales n
Staphylococcus UPX 5/20 2504 Aislamiento y México
spp. PCR

NOTAS: T3%: Prueba de Tarjeta al 3%, E-HN: Prueba de ELISA utilizando como antigeno el hapteno

nativo, E-LPS: Prueba de ELISA utilizando como antigeno de lipopolisacaridos, UPX: Unidades de

produccion incluidas en el trabajo de las cuales no se visitaron o describieron.
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9. DISCUSION

De las muestras totales analizadas en el presente estudio, hubo 296 con diagndstico
clinico asociado con enfermedades reproductivas, de éstas, 94 fueron positivas
(31.7%) a brucelas lisas con la técnica de tarjeta, mientras que en la prueba de
ELISA utilizando HN y LPS de Brucella resultaron 49 y 73 positivos respectivamente,
esto podria ser debido a que la prueba de ELISA que utiliza como base antigénica
el hapteno nativo tiene una especificidad mayor al 90% lo que en el diagnéstico
permite diferenciar animales infectados de vacunados (Miranda et al., 2012), por lo
que se considera confirmatorio, por lo tanto, se podria decir que los 49 positivos con
el antigeno HN son realmente positivos, sin embargo, de los 24 resultados de

diferencia entre la ELISA con HN y LPS, estos podrian ser falsos negativos

De acuerdo con lo reportado por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica
(SIVE), en el periodo comprendido de la semana 1 a la semana 44 del aiio 2021, se
confirmaron 6 casos de brucelosis ovina en el Estado de Hidalgo y 44 en el Estado
de México. Sanchez y Arteaga reportaron (2019) reportaron una variacion en los
casos reportados por el SIVE y los casos reales en el Estado de Hidalgo, siendo
mayor los casos reales que los reportados, lo cual es consistente con los 49 casos
confirmados en Hidalgo en la presente investigacion respecto a los 6 casos
reportados en el SIVE, esto también podria deberse a que usualmente los
laboratorios que reportan al SIVE no son laboratorios que se especialicen en el
diagnéstico de enfermedades reproductivas, por lo que no reciben casos
sospechosos a brucelosis, debido a ello no se tiene resultados fidedignos de la
situacion actual de brucelosis en esta region. Sin embargo, a pesar de que en el
Estado de México se reportaron 44 casos de brucelosis, no se encontré ningun caso
en las UP visitadas, por lo que no es un problema relevante en tales unidades del

Estado de México.

En estudios realizados en el Estado de Puebla resultaron 48 animales positivos
(8.1%) a Brucella spp. de 590 muestras totales (Hernandez et al., 2016), con lo cual,
se observaron resultados similares en otro estudio en el Estado de Durango, donde

se encontraron 19 animales positivos (5.8%) a brucelosis en una poblacion de 333
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animales (Ortega et al., 2009). Contrastando con el Estado de Veracruz en donde
de una poblacion de 414 animales, resultaron solamente 4 positivos (Roman, 2016).
De lo anterior descrito, se puede observar que la cantidad de animales positivos en
relacion con la poblacion total en este estudio es mucho mayor a la reportada en
otros Estados y otros estudios, las 49 muestras positivas obtenidas de la evaluacion
de 296 (16.5%) animales permiten considerar que la brucelosis es un problema de
gran importancia en la unidad de produccion de donde derivaron la mayor parte de

los casos en el Estado de México.

El 71.1% del territorio nacional presentan casos de brucelosis activa, ya que los
esfuerzos que se realizan para erradicar la infeccién no son suficientes, sumado a
la desinformacion de los ganaderos para prevenir y controlar la brucelosis (Ordofiez
et al., 2021), lo cual se evidencié en la UP de donde se obtuvieron los casos
positivos a brucelosis, ya que el productor encargado no estaba al tanto de la
existencia de esta infeccion y de las medidas que se tenian que tomar para su
prevencion. Siendo asi que, al momento de adquirir nuevos sementales, no se
aseguroé que fueran libres de Brucella, no se realizé cuarentenay se realizé la cruza
con monta directa; posteriormente es cuando presenté mas de 50 abortos en su UP,
y resultaron positivos un gran porcentaje de animales, evidenciando el gran
problema de brucelosis que se tenia, por lo que es notoria la importancia de la
difusién de informacion sobre las enfermedades infecciosas, asi como sobre su

control y prevencion.

Al realizar la prueba de PCR al ADN extraido del liquido amniético obtenido del
abomaso de los dos mortinatos procedentes de la misma UP, esta prueba resulto
negativa tanto a Brucella spp. como a S. abortusovis, esto puede deberse a que
estos animales si llegaron a término, nacieron y en el proceso murieron, por lo que
es posible que no aspiraran realmente liquido amnidtico, lo cual causaria que se
obtuvieran resultados negativos a pesar de saber que provenian de las mismas

madres brucelosas de la UP.

Brucelosis por B. ovis: resultaron 15 animales positivos (10%) en IDGA de una
poblacion de 150 ovinos, mientras que en la prueba de ELISA resultaron 14
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muestras positivas (9.3%) distribuidas en tres UP en el Estado de México y en
Hidalgo. Estos resultados son similares a los reportados en un estudio realizado en
carneros del altiplano mexicano, en el cual se encontraron 10 animales positivos
(9%) en una poblacion de 111 carneros. En ese mismo estudio se realizo la prueba
de ELISA, teniendo una seroprevalencia del 22.5% (Méndez et al., 1999). En otros
estudios en el Estado de Zacatecas, se identifico inicialmente una prevalencia del
18.6% (Carrera et al., 2013), mientras que, en un estudio posterior en el mismo
Estado, en una poblacién de 552 animales, 90 resultaron positivos a B. ovis (16.5%),
siendo la prevalencia inicial mayor a la del estudio actual (Gutiérrez et al., 2015). A
pesar de no presentar una prevalencia tan alta como en otros estudios en otras
regiones del pais, este agente sigue considerado relevante, ya que sigue causando
problemas de salud en los animales, ocasionando pérdidas econdmicas

significativas en las unidades de produccion en donde se presenta.

Histofilosis: en esta misma poblacion de 150 animales se realizé la prueba de
IDGA y ELISA para H. somni, identificando en ambas pruebas 8 muestras positivas
(5.3%), tres de estos animales fueron positivos tanto a B. ovis como a H. somni,
coincidiendo con los resultados el estudio del 2015 por Gutiérrez et al. en el Estado
de Zacatecas, donde de los 552 muestras analizadas, hubo 36 animales positivos
(6.5%) a H. somni de los cuales cinco animales fueron positivos también a B. ovis,
evidenciando a este Ultimo como un agente de importancia causante de epididimitis
y que puede estar en asociacion (coinfeccion) con B. ovis. De igual manera uno de
los animales positivos a B. ovis, resulté positivo a la prueba de ELISA de Chlamydia.
Ambos casos vinculados a infecciones concurrentes en estos animales, lo que
sugiere que la frecuencia de epididimitis en ovinos del Estado de México e Hidalgo

puede estar asociada a agentes infecciosos diferentes a B. ovis.

Linfadenitis caseosa. se colectaron y se obtuvieron un total de 23 muestras de
sueros, entre las cuales habia 5 de animales aparentemente sanos. Se obtuvieron
17 resultados positivos a la prueba de ELISA, 15 correspondian a animales con
enfermedad clinica (presencia de abscesos) y dos a animales aparentemente

sanos. Esto puede deberse a que la linfadenitis tiene una presentacion con
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abscesos en cabeza y cuello y una presentacion visceral, en la cual, a pesar de que
los animales no presentaron estos nodulos caracteristicos, pueden presentar la
enfermedad en su otra presentacion (Acosta et al., 2018), lo cual justifica los
resultados positivos a la prueba de ELISA realizada. En otros estudios realizados
en México en el afio 2019, se encontrd una prevalencia de la infeccion del 33% con
57 positivos de un total de 160 muestras analizadas (Hernandez et al., 2019),
mientras que en otros estudios mas antiguos se reporta una prevalencia del 5.4%
(Ochoa et al., 1994). Por lo que se puede decir que desde hace afos la linfadenitis
caseosa es una enfermedad que ha estado presente en las unidades de produccion
ovina causando pérdidas economicas y de la cual es necesario establecer las

medidas de prevencion para su control.

De los 15 hisopados utilizados al aislamiento se logré6 en las 15 muestras
crecimiento bacteriano con morfologia sugerente a C. pseudotuberculosis, de estos
aislamientos, se realizo la PCR, en la cual se obtuvieron las 15 muestras positivas
al gen rpoB y tres de estas muestras positivas a las demas regiones genéticas
RNA16s y pld que amplifica esta PCR multiplex. Segun Montes de Oca et al. (2019)
los analisis basados en el gen rpoB son considerados de eleccion para C.
pseudotuberculosis, ya que ayuda a diferenciar a nivel subespecie en contraste con
otras regiones genéticas como 16s ARN (Pavan et al., 2012); por lo que con estos
resultados se confirma el diagndstico de C. pseudotuberculosis de las 15 muestras

analizadas.

Staphylococcus spp: se identificaron en 5 muestras de hisopados, posterior al
aislamiento y observacion al microscopio, la morfologia sugerente a
Staphyloccocus spp., se realizé la PCR y las 5 muestras resultaron positivas al gen
16s ARN y negativas al gen 23s, de los cuales segun Sunagar et al., (2013) el gen
16s ARN puede ser identificado en el caso de diferentes géneros de bacterias,
incluyendo diversas especies de Staphylococcus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa
y Salmonella typhi, por lo que no se puede considerar el resultado de la prueba
positiva a la especie S. aureus, pero si se podria considerar positiva a

Staphylococcus spp. debido a que es el Unico agente infeccioso que esta
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relacionado con abscesos purulentos. Hay registro del 2015 en un estudio por
Velazquez et al. en donde se encontro en el Estado de México con una prevalencia
del 44.2% de S. aureus y 19.6% de Staphylococcus coagulasa negativa en muestras
de leche, lo que indica que, si es un agente infeccioso que esta presente en la regiéon

infectando ovinos, causando diferentes cuadros clinicos y pérdidas econémicas.

Clamidiasis: de las 171 muestras a las que se les realiz6 la prueba de ELISA para
clamidiasis, se obtuvieron 41 animales positivos (24%). En contraste, en un estudio
realizado en el Estado de Sonora donde utilizaron la técnica de aislamiento a partir
de una poblacién de 125 animales, se obtuvieron 69 resultados positivos, lo cual
demostré una prevalencia mucho mayor de la infeccion (55.6%) (Castro-Flores et
al., 2021), mientras que Sanchez et al. (2021) utilizando de igual manera la técnica
de aislamiento, reporté 43 animales positivos (23.2%) en diferentes regiones del
pais, lo cual es similar a los resultados de este trabajo.

De los 41 animales positivos a clamidiasis, 10 fueron del Estado de Hidalgo (19.6%),
mientras que los restantes 31 fueron provenientes del Estado de México (34.4%), lo
cual concuerda con otro estudio realizado en diferentes Estados de México, donde
se utilizo la prueba de ELISA dando como resultado en el Estado de Hidalgo una
prevalencia del 11.3% con 97 positivos de 855 animales y en el Estado de México
43.3% con 140 positivos de 323 animales. En este mismo estudio, también se
encontraron casos positivos en los Estados de Tlaxcala, Sonora, Chihuahua,
Chiapas y Querétaro (Palomares et al., 2020). Estos resultados indican que la
clamidiasis es una enfermedad infecciosa muy presente en las unidades de

produccion del pais.

De los animales antes mencionados procedentes del Estado de Hidalgo, estos
presentaban historial de abortos y de nacimiento de crias débiles. Los machos
sexualmente activos también fueron positivos a la infeccion, lo cual sugiere que el
uso de machos infectados con clamidias se debe considerar como un factor de
riesgo de presencia y transmision de la infeccion por via sexual a las hembras del
rebafio, concordando con lo encontrado por Flores et al. (2021) y Teankum et al.
(2007), en los cuales se demuestra la presencia de Chlamydia en el semen de
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ovinos. Por otra parte, los animales procedentes del Estado de México no
presentaban historial de abortos, sin embargo, de acuerdo con el propietario de la
UP estos fueron adquiridos de otros sitios en los que se tienen antecedentes de
enfermedades reproductivas, por lo que considerando esto ultimo, es un factor de
riesgo de importancia para el contagio de la infeccion.

Nematodos gastrointestinales: se encontraron 5 animales positivos de 21
muestras totales (23.8%), todas provenientes de la misma UP en el Estado de
México, lo cual es mucho menor que diversos estudios realizados igualmente en el
Estado de México, en donde la prevalencia reportada oscilo del 80-90% en dos
comunidades del Estado y el nematodo gastrointestinal mas comun identificado fue
Haemonchus spp., (Sanchez, 2017). Por otro lado, Figueroa et al., (2018)
identificaron una prevalencia del 52.4% en el Estado de Guerrero. Los resultados
de estos estudios muestran las altas prevalencias de parasitosis por diversos
nematodos gastrointestinales, haciéndolos un gran problema de salud animal, lo
cual estd muy ligado al mal uso de antiparasitarios y al desconocimiento del

problema sanitario por los productores ovinos del pais.

Con los resultados obtenidos se pudo determinar la presencia de varias
enfermedades infecciosas que afectan las unidades de produccion ovina en la zona
del Estado de México e Hidalgo, ademéas de las inicialmente mencionadas al
principio de este estudio, se encontraron infecciones por Staphylococcus spp. y
parasitosis por nematodos gastrointestinales. Se encontré una alta prevalencia de
brucelosis y de linfadenitis caseosa, asi como una importante prevalencia de
histofilosis y clamidiasis. Algunas de estas enfermedades nunca fueron
consideradas por los productores, por lo que no se establecian medidas de control
y profilaxis, lo que evidencia la importancia de reconocer las enfermedades de
mayor importancia en la zona, para capacitar a los productores respecto a las
opciones de estrategias de control y prevencién que pueden disminuir o evitar las

pérdidas economicas que afectan la produccion ovina de la region y del pais.
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10. CONCLUSIONES
Con la aplicacion de diferentes técnicas de diagnostico se pudo determinar
la presencia de infecciones consideradas comunes en poblaciones ovinas.
Adicionalmente se encontraron otras infecciones, como las producidas por
Staphylococcus spp. y por nematodos gastrointestinales.
Se presento una alta prevalencia de agentes relacionados con enfermedades
reproductivas como la brucelosis (tanto por brucelas lisas como por rugosas)
y linfadenitis caseosa.
Se evidencio la asociacion de agentes infecciosos causando epididimitis en
carneros (H. somni con B. ovis y B. ovis con Chlamydia spp).
Hay una evidente falta de informacion en las diferentes unidades de
produccion sobre las enfermedades mas comunes en ovinos de la zona, asi

como de su prevencion y control.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Método de extraccion de ADN por estuche comercial

El método de extraccion consiste en agregar 200 plde muestra a un tubo Eppendorf
junto con 200 pl de Biofluid & cell buffer y 20 pl de proteinasa K. Mezclar
cuidadosamente e incubar el tubo a 55°C por 10 min. Aiadir 1 volumen de Genomic
binding buffer a la muestra y mezclar. Trasladar la muestra a un tubo colector,
centrifugar por 1 min, desechar el tubo colector junto con el liquido filtrado. Afadir
400 pl de DNA pre-wash en un nuevo tubo colector y centrifugar por 1 minuto, vaciar
nuevamente. Afiadir 700 ul de g-DNA wash buffer y centrifugar 1 min, desechar el
liquido con la muestra. Transferir a un nuevo tubo Eppendorfy afiadir >50 pl de DNA

elution buffer (min. 35 pl), incubar 5 min y luego centrifugar 1 min.
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Anexo 2. Método de extraccion de ADN por fenol-cloroformo

Se centrifugan 300 pl de muestra a 3000 rpm por 15 min, se decanta la SSF
cuidadosamente, posteriormente se resuspende el pellet en 500 ul de solucion 1,
adicionar 5 ul de lisozima y dejar a 39°C durante toda la noche, posteriormente
agitar y agregar 100 pl de soluciéon STEP, agregar 1.5 pl de proteinasa K, mezclar
bien y calentar a 50-60°C por 1 hora, agitar ocasionalmente hasta aclarar agregar 1
volumen de fenol bufferado y agitar 5 min para emulsionar (vigorosamente)
centrifugar a 3500rpm por 15 min (o en eppendorf 10,000 rpm), separar la fase
acuosay pasar a otro tubo, agregar 750 pl de acetato de potasio y mezclar, después
se agrega dos volumenes de etanol absoluto y mezclar, decantar el alcohol y
agregar 50 pl de TE 10:1 para disolver y agregar 5ml de cloroformo y emulsificar,
después centrifugar a 10,000 rpm por 15 min para separar las fases, se pasa la fase
acuosa a otro tubo y se adiciona 1.5 ml de acetato de potasio y agitar. Se agrega
10 ml de etanol y mezclar para precipitar el ADN, finalmente disolver el ADN en 2

ml de TE 1 :10 pasar a un vial y congelar a -20°C.
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Anexo 3. Método de sonicacidn

Cultivar cepas de C. pseudotuberculosis en agar sangre por 48 horas en oxigeno y
cosechar para resuspender células en 10 ml de agua destilada estéril, inactivar
colocando el tubo en bafio Maria a 60°C durante 30 min, sonicar dando 30 seg de
trabajo y 30 seg de descanso, repetir 10 veces el ciclo y uno ultimo con duracion de
1 minuto sin descanso. Posteriormente alicuotar la suspension sonicada en tubos
Eppendorf de 1.5 ml colocando aproximadamente 1 ml en cada uno. Centrifugar
todos los tubos 6000 rpm durante 10 minutos y pasar el sobrenadante a otro tubo
Eppendorf, centrifugar nuevamente el sobrenadante a 8000 rpm durante 30 minutos
y finalmente separar el sobrenadante y hacer alicuotas en tubos Eppendorf limpios

de 0.6 ml, esto se usara como antigeno.
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Anexo 4. Preparaciéon del gel de agarosa para IDGA

Preparacion de soluciones:

1. Buffer de boratos 0.03 (pH 8.3): &cido bdrico 0.19g, cloruro de potasio 0.72g,
agua destilada 95ml. Disolver y ajustar el pH a 8.3 con NaOH (0.2 N) y aforar con

H20 destilada a 100 ml, conservar a 4°C.

2.- Gel agarosa boratos: agarosa 0.9 g, buffer de boratos 5 ml, suero hipersalino
al 11% 95 ml.

Calentar el agua, afiadir azida de sodio (0.1%) y la agarosa agitando; calentar en
bafio Maria o en microondas entre 70 y 80°C hasta que quede transparente y sin
grumos (fundida). Se sirve el gel agarosa-boratos en la caja de Petri (10 ml/caja o
la cantidad que proporcione un espesor de 3 a 4 mm). La cantidad de gel preparado
es suficiente para 9 o 10 placas (10 mi/placa). Dejar gelificar durante 15 minutos a
temperatura ambiente y esperar 24 horas antes de emplearlas. Se hacen pocillos
en forma de rosetas (7 rosetas por caja) cada una debe de tener 6 pocillos y uno
central. El diametro de los pozos y la separacion de estos sera de 3 mm; la
profundidad sera entre 3 y 4 mm. Las placas se almacenaran en refrigeracion de 2
a 8°y en camara humeda sellada hasta por 15 dias.
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