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Abstract

Distribution of ovine brucellosis, either caused by B. ovis or by smooth brucellas (B. abortus or B. melitensis)
is unknown in Mexico. The objective of this study was to determine the presence of antibodies against B. ovis
and smooth brucellas in young rams from eight different states of Mexico. Six-hundred and twenty-two rams’
sera were studied. The animals were of different breeds: Suffolk, Black Belly, Hampshire and Pelibuey. The
age of these animals varied from 6 to 11 months, and they originated from 39 different flocks. The double
immunodiffusion test employing a saline extracted antigen was used for B. ovis diagnosis. Smooth brucella
antibodies were evaluated with the card test, using two different antigen cellular concentrations (3% and
8%), and the complement fixation test. There were 15 (2.4%) positive sheep to B. ovis antigen using the
immunediffusion test, representing 20.5% of the total flock sampled. Regarding the smooth brucellas, there
were only 5 seropositive sheep (0.8%) with an 8% cellular concentration antigen and 17 (2.7%) with a 3%
cellular concentration antigen. There were also 3 seropositive sheep (0.48%) to the complement fixation
test. Eleven (28.2%) seropositive flocks were found against smooth brucellas. Our results indicate that
infections due to B. ovis and smooth brucella are present in significant percentages to be considered in
national control- and eradication programs.
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Resumen

En México se desconoce la distribucién de la brucelosis ovina causada tanto por Brucella ovis como por
brucelas lisas (B. abortusy B. melitensis); en este sentido el objetivo de este trabajo fue determinar la presencia
de anticuerpos contra B. ovis y brucelas lisas, en sementales ovinos jévenes, de ocho diferentes estados de la
Republica mexicana. Se obtuvieron 622 sueros de ovinos machos, de las razas Suffolk, Blakbelly, Hampshire
y Pelibuey, de entre seis y 11 meses de edad, pertenecientes a 39 diferentes rebaiios. Para el diagnéstico de B.
ovis se empled la prueba de inmunodifusién doble en agar usando como antigeno un extracto salino. Las
pruebas utilizadas para la deteccién de anticuerpos contra brucelas lisas fueron la de tarjeta, con dos
diferentes concentraciones celulares del antigeno (3% y 8%) y la de fijacién de complemento. Los reactores
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positivos a la prueba de inmunodifusién fueron 15, que representaron 2.4%; hubo ocho rebafios con
animales positivos, esto correspondié al 20.5%. Respecto de las brucelas lisas el niimero de reactores a la
prueba de tarjeta al 8% de cc fue de 5 (0.8%), mientras que con antigeno al 3% de cc el nimero de reactores
fue de 17 (2.7%). A la prueba de fijacién del complemento presentaron reaccién positiva 3 sueros (0.48%).
Once rebaifios tuvieron animales positivos a las pruebas con antigenos lisos de brucelas (28.2%). Los datos
obtenidos en el presente estudio ponen de manifiesto que las infecciones causadas tanto por B. ovis como por
brucelas lisas, se encuentran presentes en porcentajes que deben tomarse en consideracién por los progra-

mas de control de la enfermedad

Palabras clave: BRUCELOSIS, OVINOS, DIAGNOSTICO, SEROLOGIA, MEXICO.

La brucelosis es una enfermedad causada por las dife-
rentes especies del género Brucella, éstas afectan a gran
variedad de animales tanto domésticos como silvestres. La
infeccién por brucelas lisas afecta principalmente a hem-
bras adultas, se caracteriza por la produccién de aborto,
infertilidad y aumento en la mortalidad perinatal; los ma-
chos son mds resistentes y cuando son afectados, las lesio-
nes se limitan al aparato reproductor. Las vias de infeccion
son variadas, la mas frecuente es el contacto con animales
infectados.® B. ovis afecta principalmente a machos, las
lesiones son epididimitis, orquitis e infertilidad. Las princi-
pales vias de infeccién son la venérea y el contacto sexual
entre ovinos machos.? Existe cierta especificidad de espe-
cie entre las diferentes brucelas y sus huéspedes naturales;
sin embargo, es bien reconocida la capacidad de las dife-
rentes brucelas para afectar a diferentes especies animales,
los ovinos constituyen huéspedes naturales de B. ovis y B.
melitensis. B. ovis hasido descrita en Nueva Zelanda, Austra-
lia, Estados Unidos de América, Rusia, Repiblicas Checay
Eslovaca, Rumania, Hungria, Francia, Alemania, Espana,
Canada, Perq, Uruguay, Chile, Brasil y México.? ‘

En México las brucelosis bovina y caprina son endémi-
cas, la primera es causada por B. abortus y la segunda por
B. melitensis. Sin embargo, no es raro encontrar a B.
melitensis que infectan a bovinos y viceversa, sobretodo si
se trata de explotaciones mixtas. En este dltimo caso, es
frecuente la explotacién mixta de caprinos y ovinos; por
lo que se debe considerar que al ser altala presencia de B.
melitensis en cabras (7%), ésta podria estar afectando en
gran medida a los ovinos; este hecho, aunado a que los
ovinos no se vacunan contra B. melitensis, pone de mani-
fiesto la importancia de conocer la presencia y distribu-
cién de la enfermedad en ovinos de México.310.16

En relacién con B. ovis se sabe que estd presente en
México, pero se desconoce su distribucién. El primer
informe sobre su presencia fue en 1974,° cuando se traba-
Jjaron 380 sueros de ovinos de la raza Pelibuey proceden-
tes de diferentes estados de la Repiblica mexicana; en
esa ocasién se encontré que 2.5% fue positivo a la prueba
de fijacién de complemento (FC). En el ano de 1979 se
realizé el primer aislamiento de B. ovisa partir de sementales
Suffolk importados de Estados Unidos de América.’ Si
bien B. ovis no es considerado como problema importan-
te en hembras, en un estudio realizado en un hato del
Estado de México que presentaba seropositividad a B. ovis

242

del 35% y se logré el aislamiento bacteriano, la fertilidad
en hembras era del 40% y los abortos del 8%.% En estu-
dios serolégicos realizados en el Estado de México (1987)
y en Tlaxcala (1989), el porcentaje de hatos positivos fue
de 47% para el primeroy de 23.5% para el segundo.'*!?
La enfermedad también ha sido notificada en el estado
de Hidalgo y el Distrito Federal.!*1%11® Respecto del pro-
blema de brucelosis en ovinos causadas por brucelas lisas,
s6lo existe una notificacién de animales seropositivos de
la zona de Apaxco, en el Estado de México."

La prueba mds frecuentemente usada en la deteccién
de anticuerpos contra brucelas lisas en ovinos es la de
tarjeta, ya que ofrece rapidez, economia, alta especificidad
y sensibilidad, ademds de que retine las caracteristicas de
una buena prueba tamiz. Como prueba confirmatoria se
recomienda la FC.*8 Para el diagndstico de B. ovis se han
utilizado las pruebas de Coombs, FC, inmunoensayos
enzimdticos (ELISA) e inmunodifusién doble en agar
(IDD). Se han descrito diferentes antigenos para ser utili-
zados en las pruebas anteriormente mencionadas; sin
embargo, el antigeno proteinico de extraccién salina es
€l méds recomendado para su uso en las pruebas de IDD y
ELISA.”8

Con base en la importancia que las infecciones por B.
ovis y brucelas lisas representan para la poblacién ovina
en México, asi como la poca informacién al respecto, se
consideré importante investigar la presencia de anticuerpos
antibrucelas en sementales ovinos jévenes procedentes
de ocho estados de la Repiblica mexicana. Si bien es
conocido que la infeccion por B. ovis es mas comin en
sementales adultos y que las brucelas lisas afectan con
mayor frecuencia a hembras adultas, se consideré impor-
tante conocer la seropositividad en esta muestra de ovinos
machos jévenes, ya que pone de manifiesto la importan-
cia del problema de brucelosis en la poblacién ovina.

Se utilizaron 622 sueros de ovinos machos jévenes, de 6
a 11 meses de edad, de las razas Suffolk se tomaron 447;
Black Belly, 116; Hampshire, 33, y Pelibuey, 26, proce-
dentes de 39 explotaciones distintas. Seis se localizaron
en Jalisco, 12 en el Estado de México, 2 en Tlaxcala, 11 en
Hidalgo, 2 en Guanajuato, 1 en Nuevo Leén, 4 en Puebla
y 1 en Veracruz; dichos estados estaban considerados
entre los de mayor produccién ovina (Cuadro 1). Los
sementales a los que se les tomaron muestras, se incluian
dentro del programa de ganado mejor, por lo que se les
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realizaron diferentes estudios para su evaluacidn; de estos
ultimos se decidié incluir el estudio serolégico para brucela,
con doble finalidad: para integrarlos dentro del progra-
ma y para conocer la importancia de la infeccién en este
grupo de animales. Se determiné que el tamafno de la
muestra fuera de la totalidad de los animales que fueron
evaluados en este programa. La distribucién de las mues-
tras se presenta en el Cuadro 1.

Para el diagnéstico de la infeccién por B. ovis se utilizé
la prueba de IDD, para la cual se describe una sensibili-
dad de 91.8% y una especificidad de 100%. Se utilizé un
extracto proteinico salino como antigeno, este tiltimo se
obtuvo a partir de la cepa REO 198 de B. ovis que es
independiente de CO,. Después de 48 h de incubacién
las células bacterianas se cosecharon en PBS, se
centrifugaron a 7,500 g durante 15 min a 4°C y se lavaron
con solucién salina. Se determiné el peso celular hiime-
do, se ajusté a una concentracién celular final de 6.6% en
solucién salina. La extraccién del antigeno se realizd en
autoclave a vapor fluente (100°C) durante 15 min, se
centrifugé a 12,000 g por 15 min, a 4°C, el sobrenadante
se dializ6 en una membrana, para posteriormente
centrifugarlo a 7,500 g por 15 min a 4°C. El sobrenadante
se ultracentrifugé a 100,000 ga 4°C por 6 h. El sedimento
se resuspendi6 en la cantidad minima suficiente de agua
destilada y se liofiliz6, permanecié en este estado hasta su
utilizacién como antigeno, para lo cual se reconstituyé
con agua destilada.>® Para la realizacién de la prueba se
preparé un gel de agarosa al 0.8%, en solucién
amortiguadora de borato 30 mM, con pH de 8.3, se
agreg6 solucién salina al 11% y azida de sodio 0.1%. Para
la realizacién del gel se virtieron 3 ml de la solucién de
agarosa en una laminilla de 7.5 X 2.5 cm, se dejé gelificar
y se perforaron pocillos de 3 mm de didmetro a distancias
de 3.5 mm en disposicién de roseta de 6 pozos y uno
central en el que se colocé el antigeno a una concentra-
cién final de 5 mg/ml. La cantidad de antigeno y de
sueros que se deposité en los pocillos fue de 15 pl, se
utilizaron testigos positivos en cada laminilla.*®

Cuadro 1

LUGAR DE ORIGEN Y RAZA DE LOS ANIMALES ESTUDIADOS

Niimero Razas
Estado de rebatios Suffolk Black Belly Hampshire Pelibuey Total
Jalisco 6 0 87 0 0 87
México 12 215 18 0 26 259
Tlaxcala 2 35 0 0 35
Hidalgo 11 118 11 11 0 140
Guanajuato 2 21 0 22 0 43
Nuevo Leén 1 20 0 0 0 20
Puebla 4 34 0 0 0 34
Veracruz 1 4 0 0 0 4
Total 39 447 116 33 26 622

Para la deteccion de anticuerpos contra brucelas lisas
se utilizaron las pruebas de rutina de tarjeta y FC. La
prueba de tarjeta cldsica con cc del antigeno al 8% se
realizé segiin la técnica descrita por Alton et al,' la cual
presenta una sensibilidad de 78% y una especificidad de
100%. De acuerdo con lo notificado por Diaz,® al trabajar
con caprinos se decidié realizar una modificacién de la
técnica de tarjeta en la cual el antigeno se ajusta a una cc
de 3%, esto iltimo resulta en un incremento en la sensibi-
lidad a 97% vy la especificidad de 100%. La técnica de FC
se utiliz6 Gnicamente como prueba confirmatoria pro-
bando sélo los sueros que fueron positivos a cualquiera
de las dos modalidades de la prueba de tarjeta. Para la
realizacién de la FC se siguié la descripcién de Alton et
al.! Todo suero con reaccién positiva de 1:4 o mayor fue
considerado como positivo.

En el Cuadro 2 se pueden apreciar los resultados de B.
ovis por medio de la prueba de IDD, en los cuales se
observa que 2.4% del total de sueros fueron positivos.

Cuadro 2
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION DOBLE
PARA EL DIAGNOSTICO DE B. ovisEN SUEROS DE 622
OVINOS PROCEDENTES DE OCHO ESTADOS
DE LA REPUBLICA MEXICANA

Ovinos Ovinos  Rebafios  Rebarios
Estado positivos  nmegativos  positivos  negativos
Jalisco 2 85 3 3
México 3 256 1 11
Tlaxcala 0 35 0 2
Hidalgo 9 131 3 8
Guanajuato 0 43 0 3
Nuevo Leén 0 20 0 1
Puebla 1 0 1 3
Veracruz 0 0 0 1
Total 15 (2.4%) 607  8(20.5%) 31
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Ocho rebarios resultaron afectados (20.5%). Los estados
de Hidalgo, Puebla, Estado de México y Jalisco, presenta-
ron por lo menos un hato positivo, por lo que se puede
inferir la amplia distribucién de B. ovis. Sin embargo, la
distribucién de animales positivos dentro de los rebaiios
no es amplia ya que sélo 15 animales presentaron
anticuerpos contra B. ovis.

En relacién con el nimero de sueros positivos a las
pruebas de antigenos lisos de brucela, se puede apreciar
en el Cuadro 3 que hubo 5 reactores a la prueba de
tarjeta cldsica, lo que representé 0.8%; en tanto que
cuando se utilizé la técnica modificada, cc al 3%, existie-
ron 17 sueros positivos, aumentando el porcentaje a 2.7%.
Hubo 3 sueros positivos a FC, lo que representé 0.48%
del total. Al analizar los resultados de brucelas lisas por
rebarios, se observé que 11 (28.2%) fueron positivos,
localizindose en los estados de Jalisco, Guanajuato, Hi-
dalgo y Estado de México. De los cinco animales positivos
a la prueba de tarjeta clasica todos fueron también positi-
vos a la técnica modificada.

Era de esperarse el aumento de sueros positivos al
utilizar la técnica modificada de tarjeta, en cc del antigeno
al 3%, al incrementarse la sensibilidad, como lo notifican
los trabajos realizados en otros paises.»®

El nimero de animales detectados como positivos por
la prueba de FC fue considerablemente menor al detecta-
do por la prueba de tarjeta modificada, esto tltimo coin-
cide con los resultados de Blasco,’ quien describe una
sensibilidad del 94% para la tarjeta modificada y de 88%
para la FC. Sin embargo, como lo mencionan estos auto-
res, €s necesario que para el uso rutinario de la prueba de

* NOM-041-Z00-1995, Campaiia Nacional contra la Brucelosis en
los Animales: Diario Oficial de la Federacion. Comité Consultivo

Nacional de Normalizacién de Proteccién Zoosanitaria, México,
D.F., 1996.
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Cuadro 3
RESULTADO A LAS PRUEBAS DE TARJETA 8%, TARJETA 3% Y FIJJACION DE COMPLEMENTO, PARA EL DIAGNOSTICO
DE BRUCELAS LISAS EN SUEROS DE 622 OVINOS PROCEDENTES DE OCHO ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA
Rebarios Rebatios Tarjeta Tarjeta
Estado positivos negativos 8% cc’ 3% cc FC**
Jalisco 3 3 0 5 0
México 5 7 4 7 3
Tlaxcala 0 2 0 0 0
Hidalgo 2 9 1 3 0
Guanajuato 1 1 0 2 0
Nuevo Leén 0 1 0 0 0
Puebla 0 4 0 0 0
Veracruz 0 1 0 0 0
Total 11 (28.2%) 28 (71.8%) 5 (0.8%) 17 (2.7%) 3 (0.48%)
* Concentracion celular
** Fijacion del complemento

tarjeta modificada, asi como para el diagnéstico de brucelosis
causada por brucelas lisas, debe de estandarizarse por
medio de sueros patrones internacionales.?

Con base en los resultados presentados en este trabajo,
se puede decir que la presencia de individuos seropositivos
a brucelas lisas es importante al presentar 2.7% de anima-
les y 28.2% de rebarios, en consecuencia deben disefiarse
estrategias especificas para los ovinos, ya que éstas no se
contemplan dentro de los programas oficiales de control
y erradicacién de la enfermedad.*

En referencia a B. ovis se observa que en trabajos reali-
zados en México hace mds de 20 aiios, la presencia era de
2.4%,° esta cifra es similar a lo encontrado en este trabajo
y en estudios recientes. Sin embargo, es de importancia el
hecho de que en este trabajo se obtuvo seropositividad en
20.5% de los rebarios analizados.
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