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RESUMEN.

VILLEGAS ALBARRAN HECTOR. Estudio bacteriolégico y fagotipificacion de brucelas aisladas
de caprinos y bovinos. ( Ascsorado por: Q. F. B. Laura Herndndez Andrade. M. V. Z. M. en C.

Ph. D. Francisco Sudrez Giacmes y M. V. Z. M. en C. Dr. Efrén Dinz Aparicio).

Entre las prucbas diagnésticas de 1a brucclosis, el aislamiento ¢s la prucba indiscutible de una
infeccion por Brucella. La identificacion v tipificacion ofrecen  la posibilidad de la realizacion de
cstudios epidemiologicos, conociendo la distribucian y prevalencia de las cspecies y bjovaricdades
de Brucella en una drea determinada y ademas poder diferenciar, las cepas vacunales de las cepas
de campo. El objetivo de este estudio tue fa identitficacion. biotipificacién y fagotipificacién  de las
brucclas aisladas, asi como conocer la frecuencia de aislamicnto de 8. melitensis a partir de  érganos
abtenidos a la necropsia en los grupos de caprinos . Se trabajaron muestras que provenian de tres
constaba de 32 caprinos procedentes de Torredn, Coahuila, el grupo
2 lo conformaban 35 caprinos de Ajuchitiin, Qucerétaro. tos cuales habian sido vacunados ( Rev 1

grupos de animales: ¢l grupo 1

dosis reducida) y desatiados experimentalmente (la cepa de desafio era un aislamiento de campo de
Brucella melitensis biovariedad 1), y ¢l grupo 3 constaba de 55 bovinos productores de leche
procedentes del Estado de México. En ¢l grupo 1 no se sabian antecedentes de alguna posible
vacunacion, micntras que en ¢l grupo 3 se tenia ¢l antecedente de que el hato habia sido vacunado
con la cepa 19. Los grupos 1 y 3 eran positivos a brucelosis en la Prueba de Aglutinacion en Tarjeta.
En los grupos de caprinos ¢l aislamicnto sc¢ realizé a partir de organos obtenidos a la
necropsia{nédulos linfiticos. bazo. glandula mamariay Gtero); en los bovinos se realizé el aislamiento
a partir d¢ muestras de leche. El medio de cultivo selectivo emplecado en los aislamientos fue el
medio de Farrell. La identificacién y tipificacion se lHevd a cabo con las  prucbas: biogquimicas
convencionales. erecimiento en presencia de los colorantes Tionina, Fucsina y Safranina a diferentes
concentraciones, sensibilidad a 13 lisis por los fagos: Tb, Wb, Fi, 1z, Fi, Bk; y R/C a la Dilucién
Corricnte de Prueba, aglutinacién con antisueros monoespecificos Ay M y diferenciacién de cepas
vacunales de cepas de campo con medios de cultivo adicionados con penicilina, estreptomicina y
eritritol. Encl grupo 1 se logrd ¢l aislamiento en 17 caprinos (539%2); ¢l porcentaje de aislamientos
por 6rgano fue el siguiente : nodulos linfaticos en 13 animales(769%), bazo en 10(58%). glindula
mamaria en 8(479%) y Gtero en 4 animales(23%). Después de la tipificacién todas las cepas resultaron
ser Brucella melitensis biovariedad 1. en ningin caso se aislé cepa vacunal. En el grupo 2 se logré
el aislamiento en 23 animales (6592) y el porcentaje de aislamientos por 6rgano fue el siguiente:
nédulos linfiaticos en 22 animales (95%) en donde: nédulo submaxilar(5690), retrofaringeo(3492) .

supramamario(43%), mediastinico(30%), mesentérico(139) y preescapular (8%); bazo en 17(74%).
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glindula mamaria ¢n 9(399%) y atero en 7 animales(3072). En todos los casos sélo se aisld 1a cepa
de desafio. En ¢l grupo 3 se logro el aislamiento e¢n 6 animales (119), las brucelas aisladas se

identificaron como Brucella abortus biovariedad 1; en ningln caso s¢ recuperd cepa vacunal, Los

resultados al aislamiento en los caprinos nos indican que es en los nédulos linfiticos donde sc logré
cl mayor nimero de aislamicntos, seguido por el bazo. glindula mamaria y dtero. El reducido
nimero de aislamicntos en los bovinos es comprensible ya que la Brucella se elimina en forma
intermitente a través de la leche por lo que ¢s recomendable la realizacion de muestreos repetitivos.
El aislamicnto y tipificacion de las brucelas confirmd la presencia de la enfermedad en los grupos
de animales positivos ¢n 1a Prueba de Aglutinacion ¢n Tarjeta. El resultado de la tipificacion en
¢l grupo de animales que presentaban una infeccidn natural por Brucella, coinciden con las
biovaricdades de mayor prevalencia tanto en México como on ¢l Continente Americano. en donde

Ia biovariedad 1 es la que tiene mayor prevalencia tanto para Brucella melitensis como para Brucella
abortus.
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INTRODUCCION
La brucelosis es una enfcrmedad infectocontagiosa de curso crénico que afecta tanto al
hombre como a diferentes especies de animales domésticos, tiene una amplia distribucién
mundial y se considera endémica en México. Es una zoonosis de gran importancia para la
salud publica y la economia mundial. Los animales mas comunmente afectados son los
bovinos, cabras y cerdos; el contagio al hombre se considera accidental.

En los bovinos
Brucella aborius es la principal especie causal, mientras que en

los caprinos es Brucellu
melitensis. 1.os signos mas caracteristicos en los hatos son la presencia de abortos en la
ultima etapa de gestacidn, retenciones placentarias y esterilidad en los machos por orquitis
o cpididimitis, aunque también puede haber higromas y abscesos; ademas de que la
produccién lactea se afecta. Los animales pueden quedar como portadores que eliminan
Brucella al medio ambiente, contagiando, de esta forma, al resto de los animales, esto es
por ¢l variable peridédo de incubacién y marcado caracter latente del agente causal. Las
fucntes de transmisién son a través de la leche, semen, material excretado por el tracto
genital de la hembra y el producto de los abortos. La importancia econémica de fa brucelosis
estd dada por la pérdida que ocasiona en los animales productores, al causar abortos,
infertilidad, baja en la produccién de leche, restriccion de mercados para los animales y sus
productos, asi como interrupcién de los programas genéticos, entre otros; aunado lo
anterior a los grandes transtornos que ocasiona en los humanos infectados ( 1, 17, 30, 31).
HISTORIA.

Algunos historiadores de la medicina refieren que 1a brucelosis es una enfermedad que
se conoce desde la época de Hipécrates (hace 2400 afnos), sin embargo las primeras
descripciones de la enfermedad fueron realizadas por Cleghom en 1751, posteriormente

de 1854 a 1856 se observaron varios casos de ficbres prolongadas diferentes alas
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enfermedades conocidas de la época. El mayor nimero de casos se reportd en la isla de
Malta. Posteriormente Marston en 1859 realiza estudios referentes a los aspectos clinicos
y patolégicos de la fiebre del mediterrineo. Fue en el afio de 1886 cuando Bruce aisla por
primera vez el agente ctiolégico de la brucelosis, a partir del bazo de un soldado que muere
a causa de la infeccion, llamdndolo Micrococcus melitensis. Debido al gran ntmero de
humanos infectados, esta enfermedad despertd gran interés para su investigacién y en 1897
Huges presenta una de las descripciones mas completas de la enfermedad ( 14, 30, 33 ).
En 1897, Bang y Stribolt aislaron y describieron por primera vez, un microorganismo
obtenido de fetos y anexos fetales procedentes de vacas, al que denominaron "Bacillus
abortus”, estableciendo la etiologia del "uborto infeccioso™ en el ganado bovino. En 1914,
Traum aislé una nueva especie de Brucella a pantir de fetos porcinos procedentes de
hembras que habian abortado en una granja de Indiana E. U. A, al que denominé "American
melitensis" (especie aberrante de Brucella). Actualmente es conocida como Brucella  suis.
En 1920 Meyer y Show propusieron a la "Sociedad Internacionul de Microbiologia", la
creacién de un nuevo género bacteriano, al que denominaron Brucella, en honor a Sir David
Bruce. En 1953 Brucella ovis fué descrita por Buddie y Boyes en Australia, a la vez que
Simmouns y Hall lo hicieron en Nueva Zelanda. En 1957 Stoenner y Lackman aislaron la
quinta especie de este género a partir de la rata del desierto (Neofoma lepida) al Oeste de
E. U. A., a la que se denomind Brucella neotormnae. Finalmente, en 1967 en E. U. A,
Carmichael y Bruncr, aislaron la dltima especie de este gépero hasta hoy conocida,

denominada Brucella canis a partir de tejidos y fetos de perros de la raza Beagle ( 14 ).



La brucclosis en América.

En América Latina la aparicién de la enfermedad fue debida a la introduccién de

animales infectados durante el tiempo de la colonia. Al ser Espaiia una nacién

mediterranea. la presencia de la enfermedad era alta dando pie a la presencia de ésta en

los paises latinoamecricanos. Sec considera que la brucelosis en general estuvo durante

muchos afnos localizada en las zonas de mayor produccién ganadera y que fue hasta la
segunda mitad del siglo XX cuando se extiende por todo el continente. De acuerdo a las
investigaciones bibliograficas realizadas por los doctores Villela y Silva hace mas de S0 anos.
es el Dr. Carbajal en 1906 quien sospecha de la presencia de brucelosis en México al
estudiar un caso de fiebre remitente de donde intenta el aislamiento del AMicrococcus
melitensis, refiriendo al Dr. Valenzuela quien un  afio antes habia sospechado que sus
pacientes que presentaban  fiebres remitentes estuvieran enfermos de fiebre de Mailta. En
1912 el Dr. Reséndiz, en Querétaro, relaciona la enfermedad con la importacién en 1910
de cabras murcianas. El Dr. Thomas Perrin es el primero en intentar el aislamiento del
agente etioldgico en México sin éxito, siendo el Dr. Manuel Vergara en 1921, quien aisla
por primera vez al microorganismo, hecho que fue confirmado en 1923 por Placeres con

estudios bacteriologicos y serolégicos ( 14, 15, 21, 30, 33 ).

ETIOLOGIA.

El agente etiolégico de la brucelosis es la bacteria del género Brucella, y son seis las
especies conocidas: B. aborius, B. melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis. Las
primeras cuatro especies se aislan pormalmente en forma lisa, mientras que B. ovis
y B. canis sélo se conocen en forma rugosa. Las brucelas son pequeiios cocobacilos que
miden de 0.5 a 0.7 u de didmetro, dispuestos como baé;erias separadas y menos
frecuecntemente en parejas,

cadenas cortas o pequeiios grupos. Son Gram negativos,
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inmdviles, no poseen flagelos, ni forman esporas. Son microorganismos aerobios estrictos
¥ poscen un metabolismo de tipo respiratorio. Algunas espccies y biovariedades (B. ovis
y B. abortus) requieren un suplemento de 5 a 10% de CO, para su crecimiento,
especialmente en aisiamientos primarios. La temperatura optima de crecimiento es de 37
°C, aunque el crecimiento puede tener lugar en el intervalo comprendido entre 20 y 40 °C.
El pH 6ptimo de crecimiento va desde 6.6 a 7.4. Son catalasa positivos y generalmente
positivos a 1a reaccidn de  oxidasa (excepto B. ovis, B. neoromace y algunas biovariedades
de B. aborties), no producen indol, no licitan la gelatina ni lisan los eritrocitos. No producen

acido ni gas a partir de carbohidratos, son urea y nitrato positivos, ¢cn el medio de citrato

de Simmons tienen reaccién negativa y en el medio de Triple Azicar Hierro producen

alcalinizacién ( 2, 6. 9, 13, 20, 27 ).

DIAGNOSTICO.

En humanos, el diagnéstico de la brucelosis depende del conjunto de datos clinicos,

antecedentes epidemioldgicos y resultados de estudios de laboratorio. En animales,
excepto en casos de abortos o retenciones placentarias, no siempre se cuenta con
antecedentes clinicos que orienten al diagndstico, por lo que los resultados de laboratorio
son determinantes. Los métodos de diagnéstico de laboratorio pueden dividirse en dos
grupos: los directos, que se refieren al diagnéstico bacteriolégico, el cual esta orientado al
aislamiento y tipificacién del agente etioldgico, cuyo caracter diagndéstico es definitivo, ya
que el crecimiento de 1a bacteria es 1a confirmacion de tas demés prucbas; y los indirectos

por los cuales se busca la presencia de anticuerpos especificos anti- Brucella en el suero
sanguineo ( 2, 5, 18).




DIAGNGOSTICO BACTERIOLOGICO.

Para el aislamiento de Brucella, en todos los casos se debe realizar con precaucidn, siendo

importante contar con las técnicas adecuadas tanto en la obtencidn, como en el
P .

procesamiento de las muestras, asi como para su inoculacién en los medios de cultivo
apropiados, evitando de esta manera una posible contaminacién del técnico o profesional.

El material que debe ser utilizado para el aislamiento es el procedente del aborto (el cual

incluye: cotiledones placentarios, liquido amnistico, contenido gastrico, higado y bazo

fetales): material de necropsia (bazo, dtero. glindula mamaria, testiculos, epididimo,

prostata, vesicula seminal. nddulos linfaticos: submaxilares, parotideos, retrofaringeos,

mesentéricos, mediastinicos, supramamarios,

inguinales e iliacos), muestras de leche,
exudado vaginal o uterino y semen. Siempre que sea posible se deben obtener muestras de
sangre, con la finalidad de realizar un diagnéstico serolégico simultineo. La toma de

muestras de sangre para la realizacion de hemocultivos no es frecuente en animales ( 2,
4,5, 18).

Para el aislamicpto y reproduccién de las brucelas se utilizan medios sélidos, que facilitan
la identificacién y el aislamiento de las colonias y dificultan la disociacién (colonias que
pasan de fase lisa a rugosa), entre estos tenemos como medios mas recomendados: Agar
dextrosa con suero, Agar infusidn con papa y suero, Tripticasa Soya Agar, Agar Triptosa

y Agar Brucella (albimi); como medios liquidos tenemos: Caldo Triptosa Soya, Caldo

Triptosa y Caldo Brucella. Cuando se trata de muestras a partir de sangre se recomienda
¢l medio difasico de Ruiz Castajieda. Cuando sc sospecha una importante contaminacién

con gérmenes exdgenos sc utilizan medios selectivos, los cuales se preparan agregando
antibidticos y fungiostiticos a los medios anteriormente sefialados con excepcion de los
medios que contengan sangre. El uso de colorantes como el violeta de etilo también es

recomendable, sin embargo hay que tener presente que existen algunas biovariedades de
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B. aborties sensibles a los colorantes ( 2, 5, 6. 18, 27).

FAGOTIPIFICACION.

Se han descrito varios bacteridéfagos activos para el género Brucella. Se ha observado que
estos bacteriofagos no lisan a otros géneros de bacternias por lo que son de valor taxonémico
para la identificacién de género y especie. Los bacteriéfagos se han clasificado en scis
grupos: Grupo 1: tipificado por la cepa Tbilisi ( TB ). fago de referencia; Grupo 2: fagos
tipificados por Firenze ( Fi ) cepa 75/13: Grupo 3: Weybridge ( Wb ); Grupo 4: comprende
los fagos Berkeley Bk, Bk; y Bk;, ¢l mas util es el Bk;: Grupo S: incluye los fagos para
brucelas no lisas, todos son derivados del fago R, ¢l cual fue desarrollado como un mutante
seleccionado de una mezcla de fagos activos en cepas lisas de Brucella; los existentes son
R/O. R/M y R/C; Grupo 6: comprende al fago Izatnagar ( Iz ), aislado en la India. el cual
se encuentra todavia en experimentacion.

En las pruebas se¢ emplean dos concentraciones: la Dilucién Corriente de Prueba
( DHP ) y una mas concentrada 10 000 x DHP ( 8, 21).

Clasificacién actual del género Brucella.

Con respecto a la taxonomia de este agente, su clasificacién ha sido siempre un tema de
controversia entre los taxonomistas; como ejemplo, a través de la historia se menciona que
tras los descubrimientos de Bruce y Bang en 1886 y 1897 respectivamente, en 1914 Traum

aislé una nueva especie y observé su parecido morfolégico y cultural con B. aborus,
aunque diferia marcadamente de ella en algunas caracteristicas bacteriolégicas al no exigir
CO, para su aislamiento primario, esta fué denominada "4dmerican melitensis"(especie
aberrante), conociéndose actualmente como B. suis. Evans cstablecié las similitudes

bacteriolégicas entre B. melitensis y B. abortus, y en 1920, Huddleson observd que.
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B. abortus necesitaba una atmdésfera enriquecida con CO, para su crecimiento, y en 1927,

este mismo autor, conjuntamente con Abell sefialé que la capacidad de producir dcido
sulfhidrico diferenciaba claramente a B. abortis de B. melitensis. En los altimos 30 aifos,

cuando se incluyeron las especies B. neotomae, B. ovis y B. canis, B. neotomae no tuvo
ninguna dificultad en ser incluida en ¢l género, ya que comparte con las especies clasicas

su caracteristica de ser lisa y las de metabolismo particular de este género, sin cmbargo, la

inclusion de B. ovis y B. canis dentro del género fue mas dificil, ya que estas especies son

naturalimente rugosas y difieren en su patogeria para  producir enfermedad ( 14, 33 ).

Con ayuda de la tecnologia de vanguardia, como es ¢l analisis de acidos nucleicos,
permitieron a Hoyer y Mc. Cullough en 1968 analizar el genoma de las diferentes especies

del género Brucella. Utilizando hibridaciéon de ADN, establecieron que las cuatro especies

lisas (B. melitensis, B. aborius, B. suis, B. neotomae) tenian un 100 96 de homologia en su

secuencia de polinucleétidos y que B. ovis tenia un 94 9 de homologia. Posteriormente al

analizar a B. canis cstablecieron la homologia de esta con las demas especies.

Estos
estudios genéticos permitieron establecer que

las seis especies de Brucella estdn
fuertemente relacionadas, existiendo poca variacion a nivel genético entre ellas, sugiriendo

que se considere a una soéla especie de Brucella, siendo esta B. melitensis, y convirtiendo las

ahora conocidas especies en biovariedades ( 25 ).

En 1982 el Subcomité de taxonomia de Brucella, decidié 1a supresién de la biovariedad
8 de B. abortus, al no haber sido aislada en muchos afios y no existir una cepa de referencia
valida para esta biovariedad. En la 9a. edicién del Manual Bergey se sustituyé el término

biotipo por el de biovariedad, aunque ambos tiene el mismo significado. En 1988, el
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Subcomité de taxonomia de Brucella admitid y corrigié algunos errores que han hecho
aumentar o disminuir el nimero de biovariedades recounocidas. En la dltima reunién
celebrada en 1986 en Manchester durante el  XIV  Congreso Internacional de
Microbiologia, el citado Subcomité expuso que se habia detectado que la cepa de referencia
de B. abortus biovariedad 7 (63/75) era un cultivo mezclado de las biovariedades 3y S de
esta misma especie, por lo que, si no se demostraba su auntenticidad debia ser suprimida
y su posicién debia ser ocupada por B. abortus biovariedad 9. Por otra parte, propusieron
nuevas propiedades fenotipicas para la biovariedad 6 de esta misma especie, reduciéndose
las diferencias entre ésta y la biovariedad 3. También se establecié una nueva cepa de
referencia para la biovariedad 5 de B. suis (cepa 513). En resumen el género Brucella se
encucntra

integrado actualmente por: B. melitensis (3 biovariedades), B. aboruus (7

biovariedades), B. suis (5 biovariedades), B. neotomae, B. ovis y B. canis (2.7, 14).

B i
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JUSTIFICACION.

La brucelosis es una dec las enfermedades que cuentan con mayor nimero de pruebas
diagnésticas, siendo el aislamiento bacteriolégico la prueba confirmatoria y definitiva. La
identificacién y tipificacion ofrecen la posibilidad de realizar estudios epidemioldgicos para
conocer la distribucidn y prevalencia de las especies y biovariedades de Brucella en un drea
determinada y ademas poder diferenciar, las cepas vacunales de las cepas de campo. La
identificacion de Brucella se basa en dos pruebas principales: el estudio de la lisis por fagos
y la utilizacion de las pruebas metabdlico-oxidativas. Generalmente la fagotipificaciéon se
lleva a cabo mediante la utilizacidn del fago Tb, sin embargo, la utilizacién de las demas
fagos resulta importante para determinar posibles variaciones en esta prucba. La tipificacion
sc lleva a cabo mediante el estudio dc cuatro determinaciones principales que ponen en
cvidencia las caracteristicas fenotipicas de las biovariedades dentro de cada especie, estas
son: el requerimiento de CO,, la producciéon de H,S, ¢l crecimiento en presencia de
colorantes y la aglutinacién con antisueros monoespecificos. Con bastante frecuencia y en
determinadas circunstancias. se presentan mutaciones en este género cuya expresion
fenotipica se traduce c¢n cambios en la morfologia de las colonias, pérdida del requerimiento
de CO, necesario para el crecimiento de algunas biovariedades, ausencia de produccién de
H.S y de actividad uredsica y de la oxidasa, en aquellas que habitualmente lo producen, y
modificaciones en los patrones de sensibilidad a los colorantes y antibiéticos. Por lo anterior,
es importante determinar las posibles variaciones que se pudieran presentar ¢n las pruebas
de identificacién y tipificacién, y con ello alterar el diagnéstico bacteriolégico; ademas el
estudio de las caracteristicas fenotipicas es de gran utilidad en los laboratorios de diagnéstico
de brucelosis, asi como en los dedicados a la investigacién o elaboracion de productos

biolégicos, especialmente antigenos y vacunas ( 2, 8, 9, 10, 14 )
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OBJETIVOS :

Aislamiento de bacterias del género Brucella a partir de drganos obtenidos a ]a necropsia

en caprinos y de muestras de leche en bovinos.

Identificacion, biotipificacién y fagotipificacion de las brucelas aisladas.

Conocer el porcentaje de aislamiento de Brucella a partir de los 6rganos obtenidos a la

necropsia.
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MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en el Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Microbiclogia Veterinaria , del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Apgropecuarias. S. A. G. A, R. localizado en el Km. 15.5 de la carretera federal México-
Toluca, Palo Alto, Cuajimalpa, México, D. F. ; y en el Departamento de Micrabiologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de ia Universidad

Nacional Auténoma de México, Ciudad Universitaria, México, D. F.

Descripcién del estudio:
La investigacion se clasifica como un estudio observacional, descriptivo, transversal,
prospectivo ( 24 ).

P d "

Pr de las tras.

Se trabajaron muestras que provenian de tres grupos de animales: el grupo 1 estaba
formado por 32 caprinos procedentes de Torreon, Coahuila; el grupo 2 lo conformaban 35
caprinos de Ajuchitlan Querétaro, los cuales habjan sido vacunados ( Rev 1 dosis reducida)
y desafiados experimentalmente via conjuntival (la cepa de desafio era un aisilamicento de
campo de Brucella melitensis biovariedad 1), y el grupo 3 constaba de 55 bovinos productores
de leche procedentes del Estado de México. En el grupo 1 no se sabian antecedentes de
alguna posible vacunacién, mientras que en el grupo 3 se tenia el antcc.:edente de que el hato
habia sido vacunado cor la cepa 19. Los grupos 1 y 3 eran positivos a brucelosis en la
Prueba de Aglutinacién en Tarjcta.

Las técnicas de recoleccion y pro

> de las ras se siguicron de acuerdo con

lo descrito por Alton y col. 1988 ( 2 ).



14
Obtencién de las muestras.

Los caprinos se sacrificaron humanitariamente por el método de pistola de émbolo
cautivo, en ¢l rastro ubicado en la Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan, Edo. de
Meéxico, en donde se realizé la necropsia y se obtuvieron los érganos mas adecuados para
aislar a la bacteria, los cuales fueron: nédulos linfiticos (supramamarios, retrofaringeos,
submaxilares, preescapulares, mediastinicos y mesentéricos) bazo, tteroy glandula mamaria.

Los drganos se recolectaron en bolsas de plidstico y fueron llevados al taboratorio, en
donde, se congelaron para su posterior procesamiento.

En los bovinos se intentd el aislamiento a partir de muestras de leche, la cual se recolectd
en tubos estériles a partir de todos los cuartos. Previamente se lavd y secd la ubre, y se
desinfectaron los pezones con algodén y alcohol al 709, se deseché el primer chorro de
leche y se procedio a recolectar de 10 a 20 ml de leche de cada pezén. Las muestras se

enviaron en condiciones de refrigeracién al laboratorio para su procesamiento.

Procesamicnto de las muestras para aislamiento.

El medio de cultivo selectivo que se utilizé para los aislamientos fue ¢l medio de Farrell.
Para su claboracién sc siguicron las recomendaciones del fabricante, utilizando los
siguientes ingredientes basales:

- Base de Agar Brucella* 45 gr.
- Suplemento selectivo de antibidtico*™ 20 ml.
- Suero de ternera estéril.

El procesamiento de los érganos obtenidos a la necropsia fue el siguiente:

- Con ayuda de instrumental quirirgico, se realizé la di ion de las ras para remover

* DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, EUA.

es OXOID Lab. ies, H ire, England
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la grasa y tejido excedente, se sumergieron en alcohol al 709 y se flamearon hasta que se

consumid totalmente el alcohol absorbido.

- Se cortaron en pequeifios pedazos las muestras para depositarias en bolsas de plastico

estériles (dos bolsas por érgano).

- Se procedié a macerar las muestras utilizando un pistilo de mortero.

- En una proporcién de 2 partes de drgano y 10 partes de diluente se afadid Solucién

Salina Fisiolégica (SSF) estéril a las bolsas, las cuales se procesaron en el aparato

macerador de tejidos” por un lapso de 60 segundos, para lograr una distribucidn homogénea

de la muestra.

- El liquido procedente del procesamiento de las muestras, se distribuyé de manera

uniforme c¢n bandas por toda la superficie del medio de Farrell mediante hisopos estériles.
Las muestras de leche se centri fugaron a una velocidad de 4000 rpm. por 15 minutos, con

la finalidad de separar la grasa del sedimento. Se realizd la siembra sobre el medio de

Farrell con el asa microbioldgica en dilucidén por estrias, tanto del sedimento como de la

grasa.

Las placas se inocularon por duplicado para su incubacién en presencia y ausencia de CO,.

Identificacién bacteriolégica.

Las técnicas de identificacién, fagotipificacién y biotipificacién se realizaron de acuerdo
con lo descrito por Alton y col. 1988 ( 2).

1.0s cultivos del primoaislamiento se revisaron diariamente a partir de las 48 h. de ser
incubados, y se resembraron todas las colonias sospechosas de pertenecer al género Brucella.

Los cultivos del primoaislamiento que después de 10 dias no indicaban el crecimiento de

colonias sospechosas, fueron eliminados.

* STOMACHER 400 Laboratory Blender, Eangland.
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Una vez que se logrd el crecimiento en las resiembras, se realizaron frotis de los cultivos
sospechosos y se examinaron por la tincién de Gram. Los frotis que indicaban caracteristicas
de la presencia de bacterias del género Brucella (pequefios cocobacilos Gram-negativos)
se les procedid a realizar las pruebas bioquimicas.

Para la realizacion de las pruebas bioquimicas, crecimiento en presencia de colorantes,
fagotipificacién y aglutinacién con antisueros monoespecificos A y M, se utilizaron las
siguientes cepas de referencia® como controles:

-16 M Biovariedad 1  B. melitensis.
- 544 Biovariedad 1 B. aborus. Dependiente de CO,

- 1330 Biovariedad 1 B. suis.

Pruebas bioquimicas.
a) Citrato de Simmous”: Esta prueba determina la capacidad bacteriana para utilizar el
citrato de sodio como 1unica fuente de carbono.

La inoculacién se realizé con estria continua sobre la superficie del medio, efectuandose

la lectura de la prueba a las 24 h. después de scr incubadas a 37 °C, con y sin CO,.

Interpretacidn de la prucba:
- positiva: Cambio del medio a color azul.
- negativa: El medio permanece color verde.

b) Triple Azicar Hierro(TSI)® . Esta prueba determina la capacidad para utilizar azicares

(fermentacién de glucosa y lactosa).

Se inoculd por picaduray estria, realizindose lalecturaalas 24 h. d

és de ser incubad
a 37 °C, en presencia y ausencia de CO,.

* BIOXON dc México.

1 Cepas donadas por el Institut de la Recherche Agronomique , Paris, Francia.
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Interpretacién:
Las bacterias del género Brucella, presentan la reaccciéon S en esta prueba:
-superficie (color rojo. Alcalinizacién)
-fondo (color rojo. Alcalinizacién)
-Produccién de gas Negativa.
(Ausencia de burbujas de gas en el medio)
-Produccién de sulfuro de hidrégeno Negativo.
(Ausencia de precipitado color negro en ¢l medio)
c¢) Urea de Christensen(agar).” Esta prueba determina la habilidad de las bacterias de
producir la enzima ureasa que desdobla la urea en amoniaco.
Se inoculd por estria continua, incubandose los tubos a 37 °C, con y sin CO,. Se revisaron

los tubos desde ¢l momento de su inoculacién para observar el tiempo de reactividad a la

urea.

Interpretaciéon:

- positiva: El medio cambia de color a rosa intenso.
- negativa: El medio permanece sin cambio de color.

d) Oxidasa ~ (Método de Kovac). Se impregnd un pedazo de papel filtro con 2 a 3 gotas

de solucién acuosa del reactivo de oxidasa, antes de que el papel se secara completamente,
se utilzaron palillos de madera para tomar una porcién de cultivo a probar, frotandolo sobre
la superficie del papel filtro.

En esta ﬁmeba, ademas de las cepas control antes mencionadas, se utilizé una cepa de
Brucella ovis (aislamiento de campo) como cepa "control”, 1a cual es negativa en la reaccién
de oxidasa.

* BIOXON de México.

=* SIGMA Chemical CO. St. Louis. EUA.
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Interpretacion:
- positiva: aparicién de un color pirpura intenso en 10 segundos después de frotar el cultivo

al papel filtro. Una reaccién tardia (después de 10 segundos) debe ser ignorada.

- negativa: aparicion de cualquier otro color o ausencia de este.

d)Produccién de dcido sulfhidrico (H,S).Determina la capacidad bacteriana para producir
H,S.

El medio empleado fué el Agar Tripticasa Soya* (TSA) , aunque también se puede usar
Agar-Brucella, servidos en tubos de manera inclinada.

Se inoculé por estria continua; posteriormente se introdujo una tira de papel filtro
impregnada con acetato de plomo al 10 9 sujeta al tapon del tubo. Es muy importante
que el‘papcl no toque la superficic de agar para evitar falsos resultados.

LLos tubos se tapan parcialmente incubandose a 37 °C, con y sin CO,. La lectura se realizé

a las 24 h. Diariamente se cambio la tira de pape! por 3 dias, realizandose las respectivas

lecturas.

Interpretacion:

- positiva: aparicidén.de un color negro en el extremo de la tira de papel debido a la

produccién de H,S.

- negativa: el extremo de la tira de papel aparece sin cambio de color.

* BIOXON de México.

** MERCK de México.
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Prueba de Acriflavina.

Como los cultivos de Brucella tienden a modificarse de colonias en fase lisa a fase Tugosa,
se realizé la prueba de Acriflavina™

T.a Acriflavina se diluyd en relacidén 1:1000 en agua destilada (10 mg. en 10 ml), se
deposité sobre un portaobjetos una gota de la solucidén de Acriflavina, con el asa
microbioldgica, se suspendid en ella una porcién de cada cultivo. Se observd que los cultivos
problema permanecian en suspensidn (cultivos en fase lisa), mientras que un cultivo de

Brucella ovis (aislamiento de campo) utilizado como cepa "control”, se observé formacién

de pequefios grumos (cultivo en fase rugosa).

Crecimiento en pr ia de colorantes.

Para esta prueba se prepararon soluciones madre para cada uno de los siguientes
colorantes™ : Ver CUADRO 7.
- Tionina 0.1%
- Fucsina basica 0.1%
- Safranina 1%

Las soluciones madre se mantuvieron 1 h. en un baifio de agua hirviendo y se conservaron

en refrigeracion hasta su utilizacién.

El medio base utilizado fue el TSA , al cual se le agregd la cantidad necesaria de cada

solucién madre de los colorantes y, después de 1 id

4

se virtieron en
placas de Petri.

= Técnica Quimica de México.
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Una vez solidificadas las placas se incubaron un dia anterior en la estufa a 37 °C para
secarlas y como control de contaminacién. Las placas asi preparadas deben utilizarse
dentro de los 7 dias de haberse preparado.

La siecmbra se realizé a partir de cultivos recientes de 24 a 48 h.; se prepararon
suspensiones de cada cepa en 1 ml de SSF estéril. El grado de turbidez de las suspensiones
debe ser bastante upiforme.

Se sumergi¢ en cada suspensidn bacteriana un hisopo estéril con ¢l que se sembré unasola
estria en cada una de las placas con colorante previamente identificadas.

El orden de la siembra fue el siguiente:

Se sembraron primero las placas con colorantes de las mas diluidas a las miés concentradas,
girando el hisopo, para no pasar colorante de un tipo a una placa de otro tipo de colorante.
Ejemplo: Tionina 10 pg- Tionina 20 ug - Tionina 40 ug - Fucsina 10 ug-

Fucsina 20 ug- Safranina 100 ug.
Se incubaron las placas a 37 °C, en presencia y ausencia de CO,, realizindose la lectura a

las 72 h.
FAGOTIPIFICACION.

Se utilizaron los siguientes fagos a la Dilucién Corriente de Prueba (DCP): Tb * , Wb*®,

1z°, Bk, , Fi™ y R/C °. La Dilucién Corriente de Prueba, es la dilucién fagica o la

- Bacteriéfagos d das por el L i Nati 1 de la Rech he A

-1 iq Paris, Francia.

BacteriSfagos donados por ¢l Central Veterinary Laboratory, Weybridge, UK.
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concentraciéon del fago necesaria que produce una lisis completa de un crecimiento
bacteriano de Brucella.

La tipificacién se realizé a partir de cultivos recientes, con los cuales se prepararon
suspensiones bacterianas que tuvieran una turbidez uniforme.

Para esta prueba las suspensiones bacterianas se estandarizaron por densidad éptica a 600
am, 0.165 de D.O. = 0.9 10° Brucella por ml, en el espectrofotémetro.

En esta prueba las placas contenian como medio base TSA, las cuales se introdujeron un
dia anterior a la estufa a 37 °C para secarlas y como control de contaminacién. Se sumergié
en cada suspensidén bacteriana un hisopo estéril con ¢l que se sembré una sola estria en las
placas previamente identificadas.

Sobre las estrias de siembra se depositaron 30 ul de la DCP de cada fago. Una vez que
se deposité el fago, las placas no deben moverse hasta que la gota del fago se haya
absorbido en el medio; las placas se llevaron a incubar a 37 °C en presencia y ausencia de

CO,;, realizdndose la lectura a las 72 h. de ser incubadas.

SEROTIPIFICACION.

Se prepararon suspensiones de cultivos jévenes en tubos de 1 m! de Solucién Salina
Fenolada estéril, las cuales se inactivaron a 65 °C por 1 h. en baifio de agua. Las
suspensiones deben tener una turbidez uniforme.

Se depositaron 30 ul de cada uno de los antisucros A y M © sobre un portaobjetosy a
cada una de ellas se anadieron 30 il de las suspensiones bacterianas a probar, mezclandolos
con el asa microbiolégica. La aglutinacién debe producirse durante el primer minuto con

uno de los antisucros. Como en los dos sueros monoespecificos se produjo aglutinacién, se

* Anti os i i i det Nati { Veterinary Scrvices. U.S. D. A, Ames. lowa. EUA.
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practicé la prueba en tubo de ensayo. En este caso ,como se disponia de poca cantidad de
antisueros, se realizd la prueba en microplacas; utilizando una microplaca para el antisuero
A y otra para el M.

Se realizaron diluciones dobles seriadas de cada antisuero, empezando por ladilucién 1:5
{40 ul de Solucién Salina Fenolada estéril y 10 pl de antisuero), hasta la dilucién 1:160.
Posteriormente se adicionaron 25 ul de las suspensiones bacterianas a cada una de las
diluciones.

Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 h. para la examinacién de la aglutinacion.

Difer iaci de v les de cepas de campo.

P

En esta prueba sc¢ emple;u-on placas cuyo medio de cultivo base era el TSA, al cual se le
agrega}on los antibiGticos: penicilina a una concentracién de 5 Ul por ml de medio de
cultivo, estreptomicina 2.5 ug por ml de medio de cultivo, y el aziicar meso-eritritol,*** a
una concentraciéon de 1 mg por ml de medio de cultivo.

Las placas al igual como en las pruebas anteriores se incubaron 24 h. en la estufa a 37 °C
antes de ser utilizadas, previamente identificadas.

Las cepas utilizadas como control fueron:

-

- 544 Br. abortus biovariedad 1. Dependiente de CO,

-C19 Br. abortus biovariedad 1. (cepa vacunal)

- 16 M Br. melitensis * biovariedad 1.

- Rev 1 Br. melitensis biovariedad 1. (cepa vacunal)

= Ccpas de refi ia d. las por el Insti de la Recherche Agronomique.
Paris. Fraocia.
..V ial de la Prod Naci 1 de Biolégi PRONABIVE.

ess  SIGMA Chemicl CO. St. Louis. EUA
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En el caso de las cepas identificadas como B. abortus se utilizaron las placas con penicilina
(5 U/ml) y meso-eritritol (1mg/ml), que inhiben la proliferacién de 1a cepa 19. Cabe
sefnalar ademas que la cepa 19 no necesita CO, para crecer.

. Con respecto a las cepas identificadas como B. melitensis, se utilizaron las placas que
contenian penicilina (5UI/ml). que inhiben la proliferacién de la cepa Rev 1, y
estreptomicina(2.5 pg/ml) en donde la cepa Rev 1 proliferay las cepas de campo de B.
melitensis no crecen.

Para la siembra se prepararon suspensioncs de las cepas problema y de las cepas control
en tubos con 1 ml de SSF estéril, procurando que las suspensiones tuvieran una turbidez
uniforme: posteriormente se sumergio en cada suspensioén un hisopo estéril y se inoculé una
sola estria en las placas, previamente identificadas.

Las placas se incubaron a 37 °C en presencia y ausencia de CQ,, realizandose la lectura

alas 72 h.
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RESULTADOS

Aislamiento,
Enelgrupo 1, selogréel aislamiento en 17 animales (53%2). El porcentaje de aislamientos
por drgano fue el siguiente: nédulos linfaticos en 13 animales (76%%), bazo en 10 animales

(58%), glandula mamaria en 8 (4792) dtero en 4 (237%). FIGURA 1.

En el grupo 2, se aislé 1a bacteria en 23 animales (659 ), cuyo porcentaje de aislamientos
por érgano fue el siguiente: nédulos linfaticos en 22 animales (95%), bazo en 17 (749%),

glandula mamaria en 9 (399:) y atero en 7 (30%). FIGURA 2.

El porcentaje de aislamientos por nédulo linfatico en este grupo, fue el siguiente: noédulo
submaxilar (569), retrofaringeo (34% ), supramamario (439), mediastinico (30%9%).

mesentérico (139 ) y preescapular (8% ) FIGURA 3.

En ¢l grupo 3 sec logré el aislamiento a partir de las muestras de leche en 6 animales (119%).
Identificacién.

El resultado en las pruebas bioquimicas , aunado a las caracteristicas de las colonias
aisladas. y lo observado en la tincién de Gram. confirmaron la presencia de bacterias del
género Brucella. CUADRO 1.

{.a produccién de H,S y !a necesidad de utilizacién de CO,;indicaron que los aislamientos
en los grupos 1 y 2 se identificaran como B. melitensis mientras que los aislamientos en

el grupo 3 se identificaron como B. abortus. CUADROS 2 y 3.



25
Fagotipificacién.
Mediante esta prucba se confirmé la identificacién por especie, en donde los aislamientos
obtenidos en los grupos 1 y 2 sc identificaron como B. melitensis y los obtenidos en el grupo

3 como B. abortus. CUADRO 4.

Crecimiento en presencia de colorantes.

Con esta prucba se confirmé aun mas la identificacién por especie y ademas en el caso
de los aislamientos de B. abories, que éstos pudieran pertenecer a las biovariedades 1 6 4,
ya que solo estas dos biovariedades no crecen en ninguna concentracién del colorante

Tionina como sucedié con los aislamientos del grupo 3. CUADROS 2y 3 .

SEROTIPIFICACION.

Con esta prueba los aislamientos identificados como B. relitensis resultaron ser
biovariedad 1. mientras que los aislamientos de B. abortus se identificaron también como

biovariedad 1. CUADROS 2 y 3.

Diferenciacién de cepas vacunales de cepas de campo.

Como los aislamientos de B. melitensisy B . abortus resultaron ser biovariedad 1, se puede
sugerir la existencia de alguna cepa vacunal, ya que las cepas vacunales de ambas especies

pertenecen a la biovariedad 1. R

En los grupos ly 3 no se logré recuperar cepa vacunal en ningin €aso, mientras que en

el grupo 2, sdlo se logré aislar la cepa de desafio. CUADROS 5y 6.
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DISCUSION

En el aislamiento de cepas de Brucella en érganos a partir de animales sacrificados son
clasicos los estudios realizados por Renoux y col. (1956) acerca del aislamiento de
B. melitensis en tejidos y 6rganos de cabras infectadas experimentalmente porvia conjuntival,
en donde se sefiala una amplia variacion cn la frecuencia de aislamientos. A través de este
conocido trabajo. cste autor llega a las siguientes conclusiones: ningdan drgano muestreado
fue positivo en ¢l 10092 de los casos, que los nédulos linfiticos estan casi siempre infectados
por B. melitensis, que los nédulos linfiticos mis préximos al sitio de inoculacién estian
infectados mas frecuentemente y que cualquier organo tejido o viscera, puede estar infectado
(28 ).

Considerando las diferencias que pudieran existir en cuanto al material y métodos
utilizados por Renoux, se pueden realizar algunas comparaciones con el presente estudio.

Con respecto al grupo 1, se observé que se logré un mayor porcentaje de aislamientos a
partir de los nédulos linfaticos ( 76%% ), seguido por el bazo, la glandula mamaria y el ditero

En relacién al grupo 2 dc caprinos que fueron inoculados experimentalmente via
conjuntival, se observé que aqui también ¢l mayor porcentaje de aislamientos se obtuvo
a partir de los nédulos linfiticos ( 959 ), seguido igualmente por el bazo, la glindula
mamaria y Gtero; en este grupo 2 en donde sec establecié e! porcentaje de aislamiento por
tipo de noédulo linfatico, se observé que en los nédulos submaxilares se obtuvo el mayor
porcentaje de aislamiento ( 56% ): Soberdn y col. ( 1996 ), siguiendo los procedimientos
de Alton y col. ( 2 ), realizaron aislamientos en cabras desafiadas experimentalmente por
via conjuntival con una cepa de campo de Brucella melitensis, principalmente a partir de los

nédulos linfaticos submaxilares ( 32 ); por lo anterior se puede mencionar que en los
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nédulos mas proximos al sitio de inoculacion de la cepa de desafio, se tieme la mayor
posibilidad de realizar el aislamiento como lo indican Renoux y col. ( 28 ).
Alton y col. ( 1988 ) consideran que las ltocalizaciones mas frecuentes de Brucella para
realizar el aislamicnto a partir de animales sacrificados tanto en hembras caprinas, ovinas
y bovinas es en Organos del tejido linforeticular, seguido por el Gtero en gestacién o

puerperal y en la ubre ( 2).

Mancera y col. (1992) realizaron una ecvaluacién seroldgica en cabras vacunadas y

desafiadas experimentalmente, en donde para el aislamicnto siguieron las técnicas

recomendadas por Alton y col. (2), en este trabajo obtuvieron aislamientos
principalmente a partir de los nédulos linfaticos y el bazo ( 22).

Marin, M. P. y col. (1995), siguiendo los procedimientos por Alton y col. ( 2), realizaron
aislamientos de B. melitensis principalmente a partir de nddulos linfaticos en 17 ovejas
procedentes de un rebaio infectado naturalmente por B. melitensis biovariedades 1y 3 (23).

Con rclacion a lo anterior se observé en el presente trabajo que en los grupos 1y 2 a
partir de los ndédulos linfiticos y ¢l bazo, se obtuvicron los porcentajes mas altos de
aislamiento, debido a que éstos son Organos del sistema linforeticular, y de acuerdo con la
patogenia de Brucella, esta tiene una localizacion inicial en los nédulos linfaticos, de donde
se propaga a otros Srganos linfoides como el bazo, ademas de que la bacteria tiene
predileccion por el Gtero y la glandula mamaria ( 16 ).

En relacion con los aislamientos de Brucella a partir de muestras de leche, la literatura
menciona que el microarganismo se elimina de manera intermitente a través de la leche y
que esta eliminacién puede ser masiva, poco intensa, continua o discontinua e incluso nula,

dependicndo la etapa de la enfermedad, debido a esto es necesario efectuar muestreos

repetidos para hacer posible el aislamiento, ademais de que se requiere de muchos cuidados
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tanto en la obtencién como en el procesamientos de las muestras, ya que el riesgo de que
estas se contaminen es alto y por ende se reduce la posibilidad de realizar el aislamiento
(2.5,14).

En el presente estudio sélo se logré el aislamiento en 6 animales de los 55 bovinos
positivos a brucelosis en la Prueba de Aglutinacién en Tarjeta, debido a que sdélo sc realizé
un sdlo muestreo y que este coincidié con una etapa de baja o nula climinaciéon del
microorganismo; no obstante si el aislamiento de la bacteria confirma la enfermedad, su
ausencia no asegura lo contrario.

El aislamiento del microorganismo en los grupos 1 y 3 confirmé cl diagnéstico de la
enfermedad, ya que estos grupos habian resultado positivos a brucelosis en la Prueba de
Aglutinacion en Tarjeta.

Con respecto a los medios de cultivo selectivos que han de utilizarse en el aislamiento
primario de Brucella, 1a literatura recomicnda la utilizacion de medios de cultivo selectivos;
estos son medios base a los que se les anaden antibidticos, fungiostaticos y en determinadas
ocasiones colorantes capaces de inhibir la presencia de microorganismos contaminantes que
dificulten el crecimiento de Brucella, al crecer mas rapidamente que esta, y por lo taanto,
1a realizacién de un diagndastico bacterioldgico correcto, sobre todo cuando se procede ala
siembra de material altamente contaminado ( 2, 9, 29 ).

Autores como Kuzdas, Morse y Renoux, han descrito medios selectivos compuestos de
antibidticos, fungiostaticos y colorantes con los que obtuvieron buenos resultados en el
aislamiento primario ( 28, 29 ).

Mas recientemente Farrell (1974) elabora un medio sclectivo en el que incorpora un
total de 6 sustancias inhibidoras de microorganismos contaminantes. Este medio selectivo

es en la actualidad ampliamente utilizado por su excelente calidad, poder de seleccién y
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capacidad de asegurar el crecimiento de las especies de Brucella, a excepcién de B. ovis.
(2,14,29).

En relacion al medio de cultivo selectivo de Farrell utilizado en el primoaislamiento del
presente estudio, se observaron resultados al aislamiento satisfactorios en los grupos 1y
2, ya que ademas de haber obtenido gran cantidad de aislamientos, se redujo en gran
medida el crecimiento de microorganismos contaminantes facilitando el aislamiento de
Brucella. Con respecto al grupo 3, también se observaron buenos resultados en el
primoaislamiento. ya que se solo se presentaron pocos casos de contaminacién en las
muestras. no interfiriendo con los resultados al aislamiento.

Los resultados a las pruebas bioquimicas han sido recomendados en la identificacién de
las especies de Brucella, Alton y col. 1988 ( 2).

Particularmente en lo que se refiere a la prueba de la urcasa, Corbel y col. (1985 )
realizaron un estudio en ¢l que examinaron 604 cepas pertenecientes a las 6 especies de
Brucella procedentes de varios paises, entre estos México. La mayoria de estas cepas
pertenecian a la biovariedad 1 tanto de B. abortus como de B. melitensis. En este trabajo
se menciona que esta prucba es sélo sugestiva para diferenciar especies de Brucella, en
relacién al tiempo de reactividad a la urea. La mayoria de las cepas de B. suis, B. canis y
B. neotomae que examinaron Corbely col. mostraron una actividad rapida a la urea ( menos
de 15 minutos) como lo establece la literatura, aunque encontraron cepas positivas hasta
en un lapso de 1 hora. Con respecto a B. aborius y B. melitensis encontraron que la mayoria
de las cepas examinadas resultaron positivas a la urea en un lapso que iba desde 1 hasta
24 horas; también observaron que las cepas de B. aborrus tenian una reactividad
relativamente mas ripida que las cepas de B. melitensis. Cabe resaltar que encontraron cepas
negativas de B. abortus y B. melitensis e inclusive cepas de B. ovis con reaccidn positiva, lo

cual no es habitual en estas especies; en conclusidn se menciona que esta prueba no es
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definitiva para diferenciar especies del género Brucella con base al tiempo de reactividad,
y que cn el caso de B. abortus y B. rnelitensis esta prueba es menos confiable para
diferenciar ambas especies ( 10 ).

En el presente estudio la mayoria de los aislamientos tanto  de B . ruelitensis como de
B. abortus fueron positivos a la urea en un lapso de 3 a 5 horas, sugiriendo que estos
pudieran pertenecer a cstas especies, tomando como relacion que 1a cepa de B. suis(1330)
utilizada como control resulté positiva a los 15 minutos, como lo establece la literatura. Sin
embargo no se encontrd diferencia en el tiempo de reactividad entre ambas especies. Cabe
sefialar como menciona Corbel y col. (1985) que la prueba de ureasa no es definitiva para
diferenciar especies de Brucellu, sobre todo tomando en cuenta que se pueden encontrar
resultados atipicos con respecto al comportamiento habitual de las bacterias de este género
segin lo establecido por la literatura.( 2, 10 )

Las pruebas de produccion de H,S, requerimiento de CO, y crecimiento en presencia de
colorantes, son pruebas importantes para diferenciar especies y biovariedades de Brucella.

En los aislamientos obtenidos en ¢l presente trabajo, las prucbas de produccién de H,S
y requerimiento de CO, fueron determinantes para establecer la especie a la que
pertenecian, ya que ningiun aislamiento de B. melitensis presentd produccién de H,S, ademas
de que no necesitaron atmosfera enriquecida con CO, para su crecimiento, mientras que los
aislamientos de B. aborrus presentaron una marcada produccién de H,S y siempre
necesitaron de atmésfera enriquecida con CO, para su  crecimiento, concordando
con lo establecido en la literatura ( 2, 9).

La prueba de crecimiento en presencia de colorantes fue determinante para establecerla
biovariedad ed los aislamientos de B. abortus, ya que sdlo las biovariedades 1 y 4 no crecen

en presencia del colorante Tionina a ninguna concentracién. Las cepas de B. abortus
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que se aislaron no crecieron en presencia del colorante Tionina a ninguna concentracidn,
lo que indicé que las cepas aisladas pudicran pertenecer a las biovariedades 1 6 4.

La prucba de fagotipificacién ha sufrido gran evolucién desde que en la Ex-Unién Soviética
en 1955 Podkadze y Abashidze aislaron el fago Thbilisi (Th), siendo el primer bacteriéfago
estable del géncro Brucella. Con posterioridad se han aislado otros bacteriéfagos que, con
mayor o menor éxito se han aplicado a la identificaciéon de Brucella ( 8, 11, 14 ).

M. Moreira-Jacob(1968) reporté el aislamiento de tres nuevos fagos designados como
A422, M58 y S708, estos fagos fueron examinados por Morris y col. (1973), quienes
concluyeron que al igual como sucede con el fago Tb, estos fagos lisaron sdlo las cepas
identificadas como B. abortus, y ninguno de los fagos fue capaz de lisar las cepas de

B. melitensis (8, 26 ).

El aislamiento y estudio de los fagos Bk,. Bk, y Bk,, especificos de Brucella melitensis, fue
realizado por Douglas y Elberg entre 1976 y 1978. Si bien estos trabajos representaron un
notable avance dentro la fagotipia aplicada a ta identificacién de B. rnclitensis, Corbel estima
que existen imperfecciones, debidas fundamentalmente, a la gran variabilidad de este fago.
Segin este autor han surgido problemas con el fago Bk, debido a las dificuitades de su
propagacién y a una lisis pobre o poco definida en muchas cepas de B. melitensis ( 8 ).

La tipificacién del genero Brucella se basa principalmente en el estudio de la lisis por
bacteriéfagos ya que permite una ficil y rapida identificacién dec especies, principalmente
cuando se trata de diferenciar B. rclitensis y B. abortus (5, 8, 14 ).

Los resultados de la fagotipificacion de las cepas aisladas en el presente estudio
confirmaron plenamente la identificacién por especie, concordando con lo establecido en
1a literatura ( 12 ), ya que los aislamientos de los grupos 1 y 2 se identificaron como

B. melitensis al ser lisados parcialmente por los fagos Bk, e Iz, mientras que los aislamientos
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del grupo 3 se identificaron como B. abortus al ser lisados por los fagos Tb, Wb, Bk,, Iz y
Fi.

La identificacién, tipificacion y biotipificacion de los aislamientos de Brucella es importante
para la realizacién de estudios epidemiolégicos sobre distribucion y prevalencia de las
especies y biovariedades ( 4, 5, 14, 21 ).

En el presente estudio al realizar las pruebas de identificacion, tipificacién y biotipificacién,
no se encontraron resultados atipicos en las cepas aisladas en relacidn con lo establecido
en la literatura (2, 9).

En 1981 en un estudio realizado en ¢l Centro de Salud Animal de Santa Ana Tecamac,
México, se encontrd que los biotipos de B. abortus que prevalecian en muestras de leche de
bovino eran ¢l biotipo 1 (57.5%), biotipo 4 (35%), biotipo 2 (2.5%) y biotipo 9 (2.5%)
(3).

En un trabajo donde se realizaron aislamientos de B. abortus a partir de muestras de leche
procedentes de bovinos Holstein adultos revacunados con dosis reducida de la cepa 19 en
el Edo. de México, se obtuvieron los siguientes resultados: De 100 aislamientos de B. abortus
en 61 casos se determind el biotipo; treinta y cuatro de ellos correspondieron al biotipo 4
y veinticuatro al biotipo 1. Los biotipos 2, 7y 9 se aislaron en una ocasién y en ningin caso

se recuperd cepa vacunal ( 19 ).

En 1983 se hizo un estudio en Mexicali a 5430 bovinos, los cuales se examinaron

serologicamente y por cultivo de muestras de leche. De 53 wvacas examipadas

bacteriolégicamente se aislaron cinco cepas de B. abortus biotipo 1 y dos cepas del biotipo
2(15).

Segun el Centro Panamericano de Zoonosis en el continente Americano, el biotipo de
mayor prevalencia de B. abortus es el 1, seguido por orden en el nimero de aislamientos

porel 4, cl 2, el 6y el 9. Con respecto a B. melitensis el biotipo mas frecuente es el 1 (15).
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Los resultados en la prueba de aglutinacién con antisueros monoespecificos del presente
trabajo, indicaron que los aislamientos se identificaron como biovariedad 1 tanto como
para B. melitensis como para 8. aborrus. Al ser identificados los aislamientos como
biovariedad 1, se puede pensar que algunos pudieran perteneccer a cepas vacunales, ya que
la cepa Rev-1 de B. melitensis y la cepa 19 de B. ubortis pertenecen a la biovaricdad 1: sin
embargo en ninguno de los casos se logrd aislar cepas vacunales.

De acuerdo al resultado obtenido en el presente estudio y lo reportado en la literatura.
se indica que la biovariedad 1 es la que mas prevalece en nuestro pais como cn el
Continente Americano tanto para B. melitensis como para B. abortus, siecndo importante
para la realizacion de analisis epidemioldgicos sobre prevalencia y  distribucion  de
especies y biovariedades. Ademas en el caso de 8. aborius 1a biovariedad 1 se considera
universal, siendo la que mas predomina de las demis biovariedades que ocurren en el
mundo. En Ameérica Latina sec ha comprobado que mas decl 809 de las cepas aisladas de

B. abortus correspondian a la biovariedad 1 (1, 15).
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CONCLUSIONES.

El mayor porcentaje de aislamiento en jos érganos obtenidos a la necropsia en los grupos
de caprinos sc¢ obtuvo a partir de los nédulos linfaticos, seguido por el bazo, 1a glandula
mamaria y el itero.

En cl grupo 2, donde se obtuvo el porcentaje de aislamiento por tipo de nédulo linfatico,

- se observé que en los nédulos submaxilares se logré el porcentaje de aislamiento mas alto
debido a su proximidad con el sitio de inoculacién de 1a cepa de desafio, la cual se inoculd
via conjuntival.

Con la prueba de fagotipificacion se confirmé plenamente la identificacion por especie de
las cepas aisladas.

No se encontraron resultados atipicos en las pruebas realizadas a las cepas aisladas.

El aislamiento del microorganismo confirmé la presencia de la enfermedad en los grupos
1 y 3 que eran positivos en la Prueba de Aglutinaciéon en Tarjeta.

No se identificaron cepas vacunales en ninguno de los aislamientos obtenidos en los 3
grupos.

El resultado de la biotipificacion, en donde las cepas aisladas se identificaron como
biovariedad 1 tanto para B. melitensis como para B. abortus, confirma lo reportado en la
literatura en donde se establece que la biovaricdad 1 es la que presenta una mayor
prevalencia tanto en México como en el Continente Americano, siendo importante en Ia

realizacién de estudios epidemiolégicos.
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CUADRO 1 CARACTERISCAS DIFERENCIALES ENTRE  Brucelis

Y OTROS MICROORGANISMOS GRAM NEGATIVOS.

Brucelis | Bordelela | Campylobacter | Moraxella |Ach Yersinfa CEPAS CEPAS CEPAS
ESPECIE pronchiseptice fatua enterocolltica 0%
GRUPOT | GRUPO2 | GRUPOS
Norfologla | pequefios | pequefios | formadecoma {diplococos | diplococos bacilos Paquafios | Pequefios | Peguefios
cocobaciios | cocobatlios cocobacllos |cocobaction | cocobaciios
Produccién
dedcldo
nagr {a) . . . v v . . .
con
glucoss
Oxidass +h} + + 4 . . + + +
_Ursasa ) hd . ¥ v + 3 + +
Utllzaclén
d clirsto . + v

Fuente: Alton, G, G, Jones, S, M., Angus, R. . and Vergar, J. M.:
Techniques for the bruceliosls laboratory. Institut Nationa!
Hational da La Recharche Agronomique. Parls, 1938,

En esta cuadro se observa qus las cepas aisladas

+ = reaccion posiliva.
o los 1res grupos pertenecen af género  Brucella. - = reacrion negativa.
¥ = varigble,
s} B.neolomas pusds produck alguna farmentacidn,
b Exceplo B ovit y algunas cepas de
B.nectomse  B.eborfus  qua son negativas.
¢ Excaplo 8 ovis

yocasionalmente B, abordus  qua son negativas
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CUADRO 2. IBENTIFICACIONDE  Brueelta

Determinacién da fas principales técicas aplicadas para la ipificacitn Brucefa

. CRECIMIENTO ENPRESERCA AGLUTINACISH
NECESIDAD [PRODUCCION] oo DECOLORANTES HOSPEDADOR
ESPECIE BIOVARIEDAD) DECOy | DEHS MREASAOXIDASA Tionina Fucsina  jSafranina}  ANTISUEROS HABITUAL
10 2] 100 |MONOESPECICOS
dgm |t [T AW
8. melftamis| 1{ . . +b + + 3 + . + caprinos
1— 2 . . +b + + + 3 + + . ovinos

3 . . +b + + + + + 4 +

B. sbortus 1 “ + + + . . . + + + + .

* “ + 4 + . . . . . v + .

3 +H + £ " + + + + + * + .

4 L) + L3 » - . . + L3 IR . + bovinos

3 . . +* + + + . + + + . +

[ . . " + + + . + + + + .
(] 40s + 4 LI00S SR SR S + ¢4 . -
B, suls 1 . + 1] ¥ + PR 1 v
H . . 7] + + + . . . . +
3 . . +d + + + + + + +
4 . . Y] + + + . . Y +
[ . . +f + + + + . . - .
8. neocfomas 3 + +4 . . . . . . +
B.evls + . . . + + + . h .
8. conls . . +d + + + + . Y N

£n #ste cuadro 88 obsarvan las diferaries espaces y blovariedades da  Brucelia
A dro da refarend

¥ stados alas proebas do
para comparar los resultados de las prosbat reakizadas a tas capas alstadas.

1) Usuakmenty postiva en el alslamisnto primario.
b) Actividad infsrmedia, en algunas cepas rapida.
£) Activided Intarmadis, excaplo en La capa de relarencia S4d(blovariedad 1), y ocasionaiments

2igunas capss patoganas qua 40n nagativas.

d) Actividad répida

#) Exceplo ba biovariadad 3, aistada en Senegal y Guinea Bissau que es negativa

1) Aigunas capas aistadas en Canada, Gran Brelahia y USA na crecan en cololantes.
)} Adgunas cepay fucaing reslstentes han sido aisiadas en Sudaméricay Sureste de Asta,
) Nogativa para muchas cepss.

+) Vadable, 50%positivas.
* Requiers de suate.

A) Sin presencia de COz.
B)En presenciade COs.

v varisbie.

+ = Raaceidn o crecimisnto posttiva.
« & Reacgidn o crecimianta negativo.
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CUADROJ. RESULTADOS DE LAS TECNICAS APLICADAS PARA LA TIPIFICACION DE

LAS CEPAS AISLADAS,
; CRECIMIENTO EN PRESENCIA AGLUTINAGION
: NECESIDAD/PRODUCCION DE COLORANTES CON
ESPECIE BIOVARIEDADY DECOx | DEHS WREASAOXIDASA Tionlna [~ Fuceims Salraning]  ANTISUEROS
0 n 4 19 20F 100 IMONQESPECIFICOS
S} Jglmt Agiml A ]
GRUPO 1 1 . - + + AR +AsB A4B + + + . +
GRUPO2 i . P A R T Y VT R Y R [ : +
GRUPO 3 1 + + + + . . + + + +
Copnn
utllizadas
como
control
544 m + + . + . . . + + + + .
oM _{2) - - + + +AB _ +A+B A + + + . +
KEINE] . ¢+ + + 3 + + N N B 3
|_B.ovis® + . . . + + + . h

En esta cuadro 58 aprecian los resultados de las prubay apiicadas para la dentficacién de tas cepas aistadas,

Los sislamiantos da os grupos 1y 288 Identficaron como 8 meffensis

blovariedad 1; enalgrupo 2 los aislamientos comesponden a is cepa de dasafio,
Los sislamiantos de grupo 3 s8 identficaron como B ebodtus
biovariedad 1.

{1) Cepade referencia biovariedad 1de 8 aborus
(2} Cepa de referencia biovariedad 1de B meifensis
(3) Cepa de reforencla biovariedad 1 de 8. suis

* Aslamiento de campo uliizado como cepa “control”
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CUADRO 4, FAGOTIPIADE  Brucefla  CON LOS FAGOS MAS UTILIZADOS ACTUALMENTE

QRUPOIFAGO| Brucelte ] Bruceiis | Brueslts 1 Brucells | Brucelln}Brucelis} CEPAS | CEPAS | CEPAS Cepas utilazadas como cotrol
ala | abortus wis miltnsls | neotomee § canis | ovis GRUPO 1| GRUPO 2] GRUPO3 M) M) Bavia()
o
1_jwml b N Wl weo e bowe o lomo N L L M N
1 inl ¢ ik ML L [ e L 1¢ W e
T’l wy L L v N L LY LY N L L L M
4t L L Lotp L NL AL P LP L L L
5 _JRC) N L HL L L L N M AL A Nt L
] i L L 1 L otf l L s e P l P L ‘ L P NL

Fusnte Cochel, M. d.y Thomas, E. L
The Beuceila phages thelr properties charactarisation
snd splications. 1880,

En esty cuadro se aprecis qus los alslamientos de los grupos 1 y 2
sadiptficaron como B.melitenels, y los  eislemienton del grupo 3 como 8. shortus,

Los fhh 1) Capa blovariedsd 1 de B, abortus
NL » Nolishs 2) Copablovarietsd 1 de B malitensiy
AP taleparchl 3) Copa alatamiento d campo,

V= vt

DHP » Dituckn fagica necasartz que produce una lisls completa 6o un cracimiento bacterland,

.
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CUADRO 5.

Caracterlsticas diferenciales entre la Cepa 18 de
Brucella abortus  yla cepa de campo de
Brucella abortus  biovariedad 1.

Requerimiento de 1_geclmlento.en medlo nedlo que contlens ; o
CEPA C0s Eritritol {  mg/mt) Penlclllna( 5Ullml)
m O S
lovarledad 1 4 + +a
opa 19 T -
acunal.
titlzada como b
ontrol
opas T
IGRUPO 3 + + +
+ + +

blovarledad 4
tilizada como
ontrol

Fuenta: Alton, G. G., Jones, L. M., Angus, R. O. and Verger, J. M.:
Techniques for the brucellosis laboratory. Institut National
de la Recherche Agronomique. Paris, 1988.

a) Usuaimente pasitiva en el aistamiento primario.
b} La cepa puede mutar y crecer en presencia de erilritol

+= crecimiento positivo.
- = cracimiento negativo.

En este cuadro se aprecia que los aislamientos del GRUPO 3 (bovinos)

pertenecen a cepas de campo.
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CUADRO 6, Caracterlsticas diferenclales entre 1a cepa Rev - 1 vacunal
Brucella melitensis y fa cepa da campo tipica de
Brucella melitensis blovariedad 1

[ Creci Croclmlentoenmedoguecontle .
..CEPA Penicilina {5 Uml) | Estreptomicina (25
Tipica

lblovarledadt | ¢ 4 e
Rev.1

Cepa vacunal

utillzada come - +

icontrol . N

16 M

GRUPO 1 + .
EPAS

GRUPO 2 +

Fuente : Alton, G. G., Jones, L. M., Angus, R. D. and Verger, J. M.;
Techniques for the brucetlosis laboratory. Institut Nationa!
de la Recherche Agronomigue. Paris, 1988.

En este cuadro se aprecia que las cepas aisladas en ambos grupos
pertenecen a cepas de campo;en el caso del grupo 2 la cepa aislada
es la de desaflo.
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CUADRO 7.

PREPARACION DE PLACAS DE PETRI CON COLORANTES

Cuentas para preparar 100 mi de cada medlo con colorante.

Diluclén {Concentracién|  Soluclones madre de colorantes
del enjgdel |
colorants| - colorante Tlonlna  {Fucsina; Safranina

0.4% 0.4% 1%
11125 000 40 4ml
colorante/
96ml . . -
medio
1150 000 20 2mi 2ml
colorante/ | olorants|
98mi 98m!
medio medio
111400 000 10 iml iml
colorante/ | olorante
99ml 99ml -
medio medio
1140 000 100 dml
colorante/
99ml
imedio

Fuents : Alton, G. G., Jones, L. M., Angus, R. D and Verger, J. M.
Techniques for the brucellosls laboratory. Institut National
de la Rechercha Agronomique, Parls, 1888,



No. de animales,

- Nodulo ifatico 76 %
14 f

. ] Baose%
12

1; il Glandula mamaria 47 %
1

‘T % Utero23%
8 Lo oo
8 ,
4 ' //
0

Organo

FIGURA 1. NUMERO DE ANIMALES CON AISLAMIENTO.  Por érgano).

Total : 32 caprinos.
* 17 animales con alslamiento {100%).

GRUPO 1.
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No. de animales,

%
§ 7] Nodulo tnftieo 95 %
I

2 F B Bao 1%
T —

% Utero 0%

16

10

; .

0

Organo.

FIGURA 2. NUMERO DE ANIMALES CON AISLAMIENTO. ( Por brgano ).

Total : 35 caprinos,
* 23 animales con alslamiento.(100%)

GRUPO 2,
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No. de animales.

14
12
10

{11 Submaxilar 56 %
] Supramamario 43 %

B Retrofaringeo 34 %

E  Mediastinico 30 %

Mesentérico 13 %

% Preescapular8%

Il

/i

Nédulo linfatico,

FIGURA 3. NUMERO DE ANIMALES CON AISLAMIENTO. {Por nddulo linfético ).

* 22 animales con aislamiento en nédulos linféticos (100%).

GRUPO 2.
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