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RESUMEN.

El presente trabajo se realizé en un hato bovino, el cual presentaba problemas
reproductivos  principalmente abortos y retencién de placenta. Se muestreo una
poblacién de 300 vacas Holstein vacunadas y con repetidas revacunaciones con la dosis
reducida de Brucella abortus cepa 19 , a las cuales se les realizaron dos muestreos
serolégicos, que se trabajaron con las pruebas de tarjeta v rivanol, teniendo un 52% de
positivos a tarjeta, y un 32.9% de vacas positivas a rivanol, con titulos de 1:50 o
mayores. Se realizé un segundo muestreo de donde se obtuvieron los siguientes
resultados: un 45% de vacas positivas a la prueba de tarjeta, y un 23.5% de positivos a
rivanol. En base al segundo muestreo se seleccionaron 90 muestras de aquellos animales
que tuvieron aborto , expulsion fetal y retencion de placenta, sometiéndolas a la prueba
de tarjeta, teniendo un 97.8% de vacas positivas y un 76.4% de positivas a la prueba de
rivanol, de los animales positivos a esta Gltima prueba se les realizo la prueba de
inmunodifusion radial con hapteno'nativo, para diferenciar anticuerpos por vacunacién
de anticuerpos por infeccién, obteniendose un 21.1% de animales posifivos. De esos
mismos animales se obtuvieron muestras de exudado vaginal y de leche, para poder
realizar el aislamiento del agente e identificar si era una cepa de campo o vacunal,

aislandose tres cepas de campo de B. abartus biotipo 1.



INTRODUCCION.

ANTECEDENTES HISTORICOS DE I.A ENFERMEDAD.

Durante la guerra de Crimea (1854-1856) en los paises mediterréneos y particularmente en la
Isla de Malta, se observaron numerosos casos de fiebres ondulantes prolongadas, que no se
comparaban con las enfermedades entonces conocidas. En 1859, Martson hizo cuidadosamente
" estudios clinicos y autopsias de casos de fiebre mediterrineas  remitentes, presentando
posteriormente (1863) una descripcion detallada de la enfermedad tal como qcurria en Malta,
considerandose desde entonces como padecimiento endémico caracteristico de los paises del
Mediterraneo (7,14,16). ' )

El agente causal de la enfermedad fue identificado por Bruce en el ailo de 1886, al aislarlo del
bazo de personas muertas por esta infeccién en la Isla de Maita. Posteriormente logrd aislar el
gérmen de enfermos v pudo demostrar la virulencia del Micrococcus melitensis para el mono (18,
35).

El primer aislamiento e identificacién de Brucella abortus a partir de fetos bovinos abortados
y membranas fetales, fue realizado en Dinamarca por Frederick Bang en el afio 1897, por lo que la
enfermedad en bovinos tomé el nombre de “Enfermedad de Bang” o “Enfermedad abortiva de
Bang”. Traum en 1914 en EUA. aisla Brucella suis de cerdas que abortaban (41, 43).

Malvin y Eichhorn 1918 en E.U.A. sugieren que se estudie las semejanzas entre Micrococcus
melitensis y Brucella abortus. Huddleson en 1935 describe la prueba rapida para la aglutinacion en

placa que sirve para la campaiia nacional contra la brucelosis bovina en Estados Unidos. Ruiz
Castafieda en 1956 en México propene un medio de cultivo bifasico para Brucella y una prueba
diagndstica de tarjeta. En México el primer caso de brucelosis humana fue reportado por Carbajal
en ¢l afio de 1906, y es hasta 1937 cuando se iniciaron estudios en el ganado bovino y caprino
(31, 35).

DEFINICION.

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa, que afecta a los animales domésticos,
particularmente cabras, bovinos y cerdos, cuyas manifestaciones clinicas son la expulsion prematura
de! feto, retencion de placenta e infertilidad, se encuentra ampliamente diseminada en el mundo,y es
considerada como una de las zoonosis mas importantes (7, 14, 16, 29).

SINONIMIAS. Aborto contagioso, Aborto infeccioso, Aborto enzdotico, Enfermedad de
Bang, Fiebre de Malta en humanos (7, 16, 35, 43). '
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ETIOLOGIA.

La infeccién es producida por microorganismos del género Brucella, de forma cocobacilar,
los cuales estdn clasificados como cepas lisas: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. nectomae, en
las cuales empleando técnicas de tincion especiales, puede demostrarse la existencia de capsula.

Cepas rugosas: B. ovis y B. canis (7, 14, 16, 29).

Las caracteristicas de cada una de las especies de Brucella_ son:

» B. abortus; Se reconocen nueve biovariedades, infecta basicamente a bovinos también a caprinos

y ovinos que conviven con bovinos infectados.

» B. melitensis: Tiene tres biovariedades que difieren entre si por su compartamiento con sueros
monoespecificos anti-A y anti-M.
Causa una enfermedad contagiosa en caprinos y también en bovinos, produce en el hombre una
infeccidn severa y persistente.

* B. sujs: Hay cuatro biovariedades, la uno y la tres infectan a los suinos, las biovariedades uno, tres
y cuatro son altamente patogenas para el hombre.

= B. neotomae: Se aisld de ratas de el desierto en el noroeste de Estados Unidos.

* B. ovis: Causa epididimitis en corderos y abortos esporidicamente en ovejas, ocasionalmente
afecta a cabras, pero no infecta a otros animales, m al hombre.

o B. canis: Produce epididimo-orquitis en perros machos y metritis y abortos en perras, infecta al
hombre que convive con perros infectados.

La afinidad de especies no es definitiva y se pueden producir infecciones por cualquier
especie de Brucella en cualquier especie animal. Las especies de_B. gvis y B. canis son cepas
rugosas que no cruzan con cepas lisas (16, 30, 31, 43).

CARACTERISTICAS CULTURALES.

Las brucelas son pequefios cocobacilos Gram negativos, su crecimiento ocurre entre 20 y
40°C, a una temperatura dptima de 37°C y un pH 6.6 a 7.4. No son organismos primarios, las
colonias de Brucella tienen 0.5 a 1.0 mm de didmetro y son convexas.

Las colonias de las cepas varian considerablemente en color, consistencia y textura. Las
colonias rugosas son usualmente mucho menos transparentes que las colonias lisas, pero tienen una
textura pegajosa, Las brucelas son catalasa positiva, usualmente oxidasa positiva, no producen indol,
no licuan la gelatina, utilizan diversos carbohidratos, pero no producen acido ni gas en cantidades

suficientes como para poder usarlas en su identificacton (5, 16, 34, 40).
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Brucella es un microorganismo que crece bajo condiciones aerdbicas y microaerofilicas.El
crecimiento de algunas especies de Brucella, se estimula con suero fetal bovino en el medio de
cultivo, sobre todo si se trata de primoaislamiento, requiriendo de un 3-10% de COz .

La diferenciacion de las seis especies y sus biotipos se efectiia en base a su capacidad de
producir H2S, necesidades de CO2, habilidad de crecer en medios que contengan concentraciones
variables de Fucsina basica y Tionina, aglutinacion por sueros monoespecificos y susceptibilidad a
suftir lisis por los fagos: Wb, Tb, Iz y R/C (4,3).

Con relacién a la estructura antigénica de las brucelas, se sabe que existen dos antigenos
principales en la cepas lisas, las cuales se conocen como antigenos A y M, siendo estos residuos
formados de polihidroxiamino, presente en el lipopofisacarido {(LPS) de B, abortus y B. melitensis la
proporcion del antigeno A:M en B.abortus es de 20:1 y en B. melitensis es de 1:20.

Las cepas rugosas de Brucella, tienen caracteristicas antigénicas similares entre si pero
diferentes a las cepas lisas. Es importante conocer la estructura antigénica del género Brucella va que
parte de la respuesta inmune del animat es funcién de dicha estructura antigénica (2, 5, 30, 31).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE B. abortus.

B._abortus es una bacteria Gram negativa, que como otras especies del género, se caracteriza
por ser un patégeno intracelular facultativo, esto es por poder multiplicarse en las células fagocitarias
del sistema inmune de sus huéspedes naturales (13).

Consta de una envoltura celular caracteristica de las bacterias Gram negativa, consitituida por
una membrana interna y otra externa, existe un espacio comprendido entre ambas membranas
denominado periplasma o espacio periplasmatico, en donde se encuentran proteinas solubles y un
polimero glucopeptidico {mureina o péptidoglicano).

La parte exterior de la membrana externa es la unica parte de la bacteria que se encuentra en
contacto con ¢l medio ambiente v contiene distribuidos asimétricamente fosfolipidos, proteinas y un
lipopolisacarido (LPS) (5, 14,16).

LPS: Es un componente bacteriano, que en el caso de Brugella como en el de otras bactenias
estudiadas es un coadyuvante para la respuesta inmt.me, porta determinante antigénico
extraordinariamente inmunodominante y tiene propiedades mitogénicas policlonales para células B y
es causante en muchos casos de los sintomas del shock séptico (13, 22, 43).

Esté constituido de una parte lipidica (lipido A), una cadena O que es la parte polisacérida y

una region central que es un oligosacarido que sirve de union entre el lipido A y la cadena O.
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Ellipido A es un glucolipido hidrofobo inserto en la membrana externa de 1a bacteria y por lo
tanto no expuesto al medio externo. El LPS permanece en la membrana externa debido a la
interaceidn hidrofoba del lipido A con ¢l resto de los componentes del mismo. EI LPS posee
determinantes antigénicos que da reacciones cruzadas con otros Gram negativos. La cadena O es la

responsable de las reacciones cruzadas con Yersinia enterocolitica serotipo 9, Escherichia coli

serotipos 0:157, 0:116 y 0:117 y Vibrig cholerae,

La sintesis del LPS tiene lugar en el citoplasma en la parte interior de Iz membrana interna,
por Io que en el citoplasma podemos encontrar precursores det LPS desprovistos de su componente
lipidico, no son inmunogénicos pero reaccionan con anticuerpos especificos anti-LPS y son
conocidos como hapteno nativo (HN).

Por medio de inmunoelectroforesis se ha identificado un segundo componente de! LPS de
naturaleza exclusivamente polisacarida, esta fracciéon fie originalmente llamada componente 1,
posteriormente segundo polisacirido y después polisacirido B (poly-B). Sin embargo por

- representar el equivalente del hapteno nativo (HN) de otras bacterias Gram negativas, actualmente se
emplea con preferencia la denominacién de HN (14, 37, 41).

TRANSMISION.

La transmision de la enfermedad es basicamente por via oral, ya que los animales infectados
eliminan las brucelas a través de secreciones como la leche, exudados vaginales y orina, pero la
mayor cantidad de microorganimos es excretado mediante el aborto o incluso durante el parto.

-Representan de esta forma los productos y los loquios de los mismos, un foco de infeccién para el
resto de animales que integran el hato, donde se contamina la pastura, agua e instalaciones,
propiciando asi la entrada por via oral, aunque existen otras vias de transmision come la exposicién
conjuntival, 1a inhalacion, el contacto a través de la piel, el semen, en el caso de las terneras pueden
adquirir la infeccidn en utero o por ingestion de leche contaminada, a través de la via congénita (7,
12, 14, 16). _

PERIODQ DE INCUBACION.

El periodo entre la exposicion a B. abortus y la aparicion de respuestas clinicas o seroldgicas

es muy variable. Esta influenciado por la gestacidon, nimero y virulencia de las bacterias, edad,
vacunaciones previas. Thomsen (1950) encontrd que el periodo de incubacidn era inversamente

proporcional al estado de desarrolio fetal en el momento de la exposicién. Variaba de 53 a 251 dias

(16).



PATOGENIA

Las brucelas al introducirse a los tejidos a través de las mucosas, son fagocitadas por los
macrofagos pero resisten la destruccion celular interior, por lo tanto permanecen a salvo de los
mecanismos de defensa por largos periodos de tiempo pudiéndose multiplicar dentro del fagocito ya
que es un parasito facultativo y que puede vivir dentro o fuera de las células, esta relacion huésped-
parasito es muy compleja por lo que el periodo de incubaci6n es variable.

Las bacterias que se multiplican en el interior del fagocito, llegan por via linfitica a los
nodulos linfaticos r;:gionales, ocasionando asi una linfadenitis, donde algunas células mueren
liberando bacterias y factores que activan la multiplicacion de mis mononucleares. Las células
parasitadas que sobreviven son transportadas al torrente sanguineo causando asi una bacteremia, la
que puede persistir por mucho tiempo. La diseminacién hemtica de las brucelas les permite llegar a
los érganos y tejidos de su predileccion como: bazo, nodulos linfaticos, glandula mamaria y
especialmente utero gravido, placenta y tejidos fetales; en los machos, la bacteremia se localiza
principalmente en tejido linfoide, testiculos y glandulas accesorias. Esporddicamente se localiza en
Jas estructuras sinoviales causando asi una tendosinovitis, artritis o bursitis subcutinea
principalmente tarsiana y carpiana (5, 7, 26, 29, 30, 31).

El tropismo de las brucelas hacia el aparato reproductor femenino se debe a la presencia de
eritritol, azicar que estimula considerablemente el crecimiento de esta bactera ( 30, 31).

En el ttero bovino gestante, crece la bacteria dentro de las células del epitelio corionico,
provocando una reaccion inflamatoria. Esencialmente en los placentomas, las bacterias penetran y se
multiplican dentro de! citoplasma de las células epiteliales coridnicas. De esta forma las células
parasitadas pueden necrosarse y desprenderse de la membrana basal de las vellosidades del corion,
esto provoca transtornos en la nutricién del feto que a su vez puede contraer la enfermedad ya sea
por via 'saﬁguinea, cuando !as brucelas entran al torrente sanguineo a través de las vellosidades o por
via digestiva, o al deglutir el liguido amnidtico rico en gérmenes.

Al presentarse la inflamacion de las envolturas fetales (placentitis), se producen traﬁstomos
en la respiracion y en la nutricion del feto, provecando anoxia y muerte de éste. El feto muerio
constituye un cuerpo extrafio que es expulsado, las lesiones placentarias provocan generalmente
retencién completa o fragmentos de la misma, dando lugar a una sepsis local. En la mayoria de las

vacas se presenta el aborto tardio en las primeras gestaciones (6 6 mas meses); al desarrollar
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suficiente inmunidad después de dos o tres abortos, Ia vaca logra llegar al término de las gestaciones
sucesivas.

En el caso de las hembras no gestantes la enfermedad puede permanecer latente y
desarroliarse hasta el momento de la gestacion, o en su defecto se localiza en la glandula mamaria y
ganglios linfaticos adyacentes, ocasionando una mastitis intersticial.

En tos machos, la infeccién se localiza en los testiculos, epididimo y glandula accesorias y
adquiere generalmente caracter de tipo ¢ronico.

Los bovinos jovenes muestran una relativa insensibilidad hasta que alcanzan la pubertad.
Pueden ser infectados por vias y procesos como los descritos anteriormente, incluyendo la ingestion
de leche contaminada, pero la infeccion desaparece en el curso de pocos meses (16, 29, 38, 37, 41).

SIGNOLOGIA CLINICA.

La signologia especifica de la enfermedad la constituye el aborto tardio repentino y repetitivo
a lo largo de la vida productiva del animal, donde generalmente ocurre en el Ultimo tercio de
gestacion , frecuentemente se relaciona con retencion placentaria , resultando una metritis. Es
frecuente la infeccion permanente de la glindula mamaria y ganglios linfaticos supramamarios, con
cantidades constantes o intermitentes de bacterias en la leche. Las alteraciones inflamatorias de la
glandula mamaria infectada reducen la produccion de leche en una proporcion estimada en el 10%
(23, 29, 43).

En los machos, se observan ocasionalmente orquitis y epididimitis, afectandonse los sacos
escrotales con tumefaccién aguda y dolorosa , hay vesiculitis y como consecuencia: esterilidad. Estos
animales se consideran como propagadores potenciales si se utilizan para fines de inseminacién
artificial. En forma menos comiin se presentan sinovitis e inflamacion de tipo higromatoso sobre todo
en roditlas (5, 7, 11).

DIAGNOSTICO.

Es dificil precisar el diagnéstico clinico de la causa del aborto en un animal aislado o ¢n un
grupo de bovinos, debido a la multiplicacion de las mismas que lo pueden provocar. Para tal fin
existen numerosas pruebas diagnésticas, que consisten en el aislamiento del agente causal y pruebas
serolégicas (3).

Las pruebas mas utiles para el diagnostico de la brucelosis bovina en las campafias de control
son las seroldgicas, con las que se detectan anticuerpos especificos frente a Brucella en el suero

sanguineo.



Las pruebas seroldgicas no sélamente deben identificar los animales que han estado en
contacto con el antigeno; es preciso poder diferenciar los animales que han sido vacunados y estin
sanos de aquellos que habiendo sido vacunado o no estan infectados.

Esto es debido a que la vacunacion, incluida la realizada con cepas vivas, que es
generalmente aceptada como fa més efectiva no protege al 100% de los animales por lo tanto, la
prueba serologica ideal seria aquella que fuese capaz de diferenciar los animales infectados de los
vacunados, fuese simple de realizar y proporcionar los resultados con rapidez y repetibilidad (15,
38).

La diferenciacion entre infectados de vacunados se realiza interpretando las pruebas
serologicas en funcion del tipo de inmunoglobutinas, el antigeno empleado y el estado del animal. En
bovinos esta claramente demostrado que en los animales infectados y en los vacunados la respuesta
humoral incluye las clases IgM e IgG; sin embargo en la vacunacion, el nivel de anticuerpos cae
rapidamente, de tal manera que a los seis meses no se encuentra 1gG2 y solamente persisten bajos
niveles de IgM e 1gG1, a diferencia de los animales infectados, en donde persisten altos niveles de
IgGl e IgG2.

Tanto animales infectados como vacunados estimulan la aparicién de IgM e IgG frente al
lipopolisacarido (LPS), mientras que los anticuerpos frente al hapteno nativo (HN) y proteinas
citoplasmaticas son solo de la clase IgG (2, 4, 15).

Berman y Jones (1979) observaron que el uso de hapteno nativo en una solucién de gel
agarosa la cual contenia un 10% de NaCl precipitaba rapidamente los anticuerpos, igual como lo
haria el LPS. Pero Alonso y col., (1988) realizardn un estudio en donde observaron que la
precipitacién del hapteno nativo requiere de anticuerpos de alta afinidad y a titulos relativamente
altos, en donde ambas circunstancias se logran solo con una exposicion prolongada de la bacteria al
sistema inmune como es ¢! caso de una infeccion por cepa de campo se producen anticuerpos contra
el hapteno nativo y no cuando se trata de una exposicion temporal al microorganismo como es el

caso de [a revacunacion con dosis reducida de B, abortus cepa 19.

El diagnostico de brucelosis en bovinos se realiza por médicos veterinarios aprobados, se
debe realizar en los laboratorios aprobados, por la Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarrollo
Rural (SAGAR) con muestras de suero se;ﬁguineo, leche, liquidos corpdrales y muestras de tejidos,

mediante pruebas seroldgicas y estudios bacteriolégicos.
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Dentro de las pruebas inmunolégicas que ayudan al diagnostice de la brucelosts v que sen
autorizadas por la SAGAR se encuentran:

- Prueba en tarjeta

- Prueba de rivanol

- Prueba de fijacién del complemento

- Prueba de anillo en leche

- Cualquier otra prueba especial que se considere necesaria, conforme a las disposiciones de la

| Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (38).

PRUEBA DE TARJETA: También conocida con el nombre del antigeno acidificado, fue descrita
por Rose y Roapke en 1957, es una prueba rapida que emplea un antigeno coloreado con Rosa de
Bengala y suspendido en una sustancia amortiguadora con un pH de 3.6, la concetracién de la B.
abortus cepa 1119-3 es del 8%. La prueba es rapida, sensible y especifica. Con los bovinos
infectados experimentalmente, la reaccion es positiva mucho antes que con la prueba de aglutinacion
en tubo y otras pruebas, esto se debe a que la acides del antigeno inactiva a las IgM y solo deja
aglutinar a las IgG (1, 26, 28, 30, 32).

PRUEBA DE RIVANOL: Esta prueba fue desarrollada por Anderson (1964), es un método
cuantitativo y rdpido, complementario a la prueba de tarjeta, para aquellos sueros que resultan
positivos a ella. El reactivo de rivanol en una primera etapa precipita la albimina y las
macroglobulinas (IgM) del suero de bovinos, mediante el uso de cantidades iguales de suero y una
solucion al 1% de rivanol, queda un precipitado y un sobrenadante del cual solo se detectan
exclusivamente las IgG.

Sin embargo, para que la prueba pueda ser efectiva se emplea un antigeno de B. abortus especial,

que es altamente sensible, con el fin de compensar el efecto de la dilucion de los anticuerpos (1, 2,
20, 44).

PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL(IDR) CON HAPTENO NATIVO (HN): Fue
descrita originalmente por Diaz y col. en 1979. Es una prueba confirmatoria sencilla y econdmica
que ha demostrado su efectividad en bovinos y caprinos. En el ganado bovino, la prueba presenta
una alta especificidad para diferenciar animales con infecciéon demostrada por aislamiento
bacteriolégico de los vacunados con cepa 19. En algunos estudios realizados por Berman y Jones

mencionan que en la vacunacion de adultos con la cepa 19, su especificidad es del 80%, superior al
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66% de la Fijacion del complemento. Esti prueba ha sido aplicada al diagnéstico de la brucelosis
bovina dentro de programas de control con buenos resultados (4, 6, 13, 17, 24).

PRIMOAISLAMIENTO DEL MICROORGANISMO: El diagnostico bacteriolégico es mas
seguro pero tardado, en el se aisla el microorganismo a partir de muestras obtenidas de animales que
han resultado positivos en las pruebas serolégicas. Actualmente se cuenta con medios de cultivo
selectivos y enriquecidos que permiten un buen crecimiento en el primoaislamiento, inhibiendo
eficazmente otros microorganismos contaminantes, el aislamiento de una cepa de Brucella spp
imptlica su identificacion y tipificacion

E! conocimiento de la especie y del biotipo es indispensable para el estudio de una poblacion

afectada. La existencia de excelentes medios selectivos permite aislar facilmente las brucellas a partir
de secreciones vaginales y de la leche de las vacas infectadas. El medio selectivo mas utilizado para
el aislamiento de Brucella es el medio Farrell creado en 1974. Hay métodos de tincidn que permiten
poner de relieve a las brucelas, pueden hacerse en frotis de membranas fetales, contenido gistrico de
fetos, exudado vaginal, semen de carnero, etc. Los resultados positivos y negativos pueden
confirmarse mediante el cultivo. En general se utilizan dos métodos: ¢l método de Ziehl-Neelsen
modificado y el de Koster modificado. (2, 5, 7, 11, 16, 40).

CONCEPTOS DE SENSIBILINDAD Y ESPECIFICIDAD.
Existen dos parametros empleados para medir la capacidad de una prueba diagndstica en

cuanto a la diferenciacion entre los animales que tienen la enfermedad v de los que no la padecen.

SENSIBILIDAD: Es la capacidad de la prueba para identificar de manera exacta a los
animales que tienen la enfermedad, es decir, dar al individuo como positivo, se expresa en

porcentaje.

ESPECIFICIDAD: Es la capacidad de la prueba para proporcionar datos negativos cuando
los individuos investigados realmente no presentan la enfermedad problema, expresada también en
porcentaje.

En la actualidad no existe una prueba diagnostica para brucelosis que tenga 100% de
sensibilidad y especificidad, sin embargo se requiere de sensibilidad y especificidad alta para el

diagnostico oportuno de cualquier enfermedad (36).
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La sensibilidad y especificidad se calcula por medio de las siguientes formulas;

Sensibilidad: positivos verdaderos

positivos verdaderos + negativos falsos

Especificidad: _ negativos verdaderos

negativos verdaderos + positivos falsos

La brucelosis plantea un doble problema el sanitario v el econémico:

a) Desde el punto de vista de [a salud piblica es transmitido directa o indirectamente del animal al
hombre. Como la enfermedad no se transmite normalmente de un ser humano a otro, la profilaxis se
reduce a ia lucha y eliminacién de la infeccién en los animales afectados.

b)Las principales pérdidas econdmicas por la brucelosis en los bovinos son por abortos o
nacimientos brematuros, infertilidad, disminucion en la produccién lactea, castigo en el precio de los
animales infectados y disminucion de las ventas de leche y subproductos lacteos (30, 31).

En el hombre produce incapacidad laboral, con la consighiente pérdida econdomica, una fuente
importante de infeccién para el hombre es la leche de vaca, el contacto con fetos abortados o vacas
del matadero, ta caracteristica de |2 enfermedad es una fiebre recurrente u ondulante, su distribucion
geografica es mundial.

En México la brucelosis mis comitn es la producida por B. melitensis (85%) , aunque en el
ultimo afio el Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de Nutricion, ha reportado un

incremento en la frecuencia de B. abortus , segin la Secretaria de Salud, se registran anualmente un

promedio de 6,500 casos. Esta cifra representa solo los casos registrados de pacientes que demandan
atencion médica, por lo que se considera que sélo representa al 30% de la poblacidn afectada,

Segun la Direccion General de Epidemiologia de México los estados del pais con mayor
incidencia de brucelosis en humano son: Guanajuato, Jalisco, Michoacén, San Luis Potosi,
Zacatecas, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Cd. México y Qaxaca; recientemente se ha extendido hacia
el sureste (3, 9, 30, 31).

10



Todos los animales infectados, enfermos o aparentemente sanos constituyen una fuente de
infeccion potencial de brucelosis; pueden ser portadores del gérmen durante toda su vida y contagiar
a otros animales; los microorganismos se excretan por productos de abortos, placentas, sémen,
leche, heces y orina.

En México son excepcionales los lugares en donde no se presenta.

Los indices de prevalencia son menores en el norte det pais, lo cual puede explicarse por las
caracteristicas ecologicas de aquellos lugares en donde los indices de los agostaderos impiden la
elevada densidad de poblacion bovina, por el contrario lo que sucede en las zonas de alta
prevalencia en donde la densidad de poblacién es elevada proporcionando la diseminacién de la
enfermedad (45).

Las vacunas juegan un papel muy importante en el control de la brucelosis, limitando su
difusién y reduciendo su impacto econémico.

La B. abonus cepa 19 fue desarrollada para la inmunizacién del ganado vacuno, existen
muchas pruebas de que dicha cepa es estable y de que no recupera la virulencia, incluso despues de
pases repetidos en animales gestantes. La Campafia Nacional contra la brucelosis dispone para la
vacunacién en bovinos 2 tipos de vacunas con cepa 19; una considerada como vacuna en dosis
clasica para vacunar becerfas de 3 a 6 meses de edad que debe contener por lo menos 1 x 10'° UFC
de Brucella por mililitro de vacuna reconstituida y se aplicarén subcutaneamente una dosis de 5 mi de
vacuna de B. abortus cepa 19 (5 x 10'° UFC) no debe utilizarse en hembras mayores de 6 meses ni
menores de 3 meses, ni animales gestantes ¢ machos.

Existe otro tipo de vacuna para hembras mayores de 6 meses, incluso gestantes, denominada
vacuna de dosis reducida, este tipo de vacuna puede aplicarse a partir de los 18 meses, en el caso de
que hayan sido vacunadas con la dosis clasica a la edad de 3 a 6 meses, 6 bien puede aplicarse a
hembras mayores de 6 meses que no recibieron la vacuna con dosis clasica, esta debe contener un
titulo de 3 x 10° a 3x10° UFC por cada dosis, equivalente a 2 ml (30, 31, 38, 40).

Se ha demostrado que este tipo de vacuna provee una proteccion comparable a la de la
dosis completa, con menos reacciones adversas tales como: menos reacciones posvacunales y una
rapida disminucién de los anticuerpos posvacunales. La vacunacion de las terneras con cepas
completas da una proteccién durante 5 o mas prefieces y una seguridad de un 70 a 75% (3, 26).

Los hatos lecheros con repetidas inmunizaciones en un periddo corto de tiempo, tienen

problemas de diagndstico.
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La revacunacién unica es una practica reconocida por la Norma Oficial Mexicana contra la
brucelosis, sin embarge no se conoce cual es la especificidad de las pruebas serodiagndsticas para
poder llegar a diferenciar bovinos vacunados de infectados .

La revacunacion es una herramienta poco estudiada ya que no se sabe a ciencia cierta si
ayuda o no al control de la brucelosis, sin embargo, en la cuenca lechera de Tizayuca , Hgo se tomo
la decisién de revacunar a todo el ganado a los 9 meses siguientes de la vacunacion, fueron
apareciendo nuevas vacas infectadas pero a pesar de esto el problema se redujo considerablemente.

Se optd entonces en 1983 por establecer un programa, fundamentando en vacunar becerras
de 3 a 6 meses de edad con la vacuna estandar, todos estos animales serian revacunados con dosis
reducida al entrar a su primer servicio de inseminacion artificial. En ese afio se sacrificaron 67
animales, lo que representa el 0.36% de la poblacion.

Para 1987 solamente se presentaron 3 casos de vacas reactoras, es importantes sefialar gue

esa cuenca estd ubicada en una drea enzo6tica para brucelosis (30, 31).

12

e o a



OBJETIVO GENERAL,

Llevar a cabo la evaluacién de la prueba de Inmunodifusién Radial con hapteno nativo, como
prueba confirmatoria, para el diagndstico de brucelosis, en un hato bovino vacunado y revacunado

repetitivamente con la dosis reducida de Brucella abortus cepa 19 y que presenta problemas

reproductivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar las pruebas de tarjeta como tamiz y de rivanol como complementaria a esta,
para determinar el porcentaje de animales positivos en un hato lechero con antecedente

reproductivos y con repetidas revacunaciones con la dosis reducida de Brucella abortus cepa 19.
2.- Evaluar la prueba de Inmunodifusién Radial con hapteno nativo(HN), como prueba
confirmatoria a las pruebas oficiales (Tarjeta y Rivanol) para diferenciar anticuerpos por vacunacién

de anticuerpos por infeccion.

3.- Realizar el estudio bacteriolégico para intentar el aislamiento de Brucella y determinar si

las cepas aisladas son vacunalés o de campo.
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MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo se realizo en un rancho ubicado en Cuautitlin, Edo. de Méx. El cual se
encuentra a una altura de 2252 mts. sobre el nivel del mar, en un terreno plano con una inclinacion
del  5-10% aproximadamente. El clima que presenta es templado subhimedo y lluvias en verano, la
temperatura varia de entre 12 y 16° C y la precipitacion pluvial varia de 600 a 800 mm.

Se utilizd un hato lechero de 300 vacas Holstein, 200 de ellas con diferente produccion
lechera, y el resto vaquillas de reemplazo y vacas secas, cuyas edades fluctiian entre los 2 y 6 afios,

vacunadas y revacunadas con la dosis reducida de B, abortus cepa 19, con antecedente de

problemas reproductives como son: abortos, expulsiones fetales y retenciones de placenta.

1.- Material y metodologia para muestreo.

Se obtuvieron muestras serologicas de 300 bovinos, por puncién en la vena coccigea,
utilizando tubos vacutainer de plastico .

1.1.- Estudio serolégico.

Se realizaron dos tomas de muestra a intervalo de 6 meses, obteniendo muestras serologicas
de 300 bovinos, realirtando la primera toma de muestras el dia 01 de diciembre de 1995 y la segunda
muestra tomada el dia 09 de julio de 1996, siendo trabajadas ambas muestras en los laboratorios

de la planta pasteurizadora Alpura. Se seleccionaron de este ultimo muestreo 90 muestras
. serologicas de aquellos animales que presentaban antecedentes de problemas reproductivos recientes
( aborto, retencion de placenta y expulsion fetal).

Las muestras se mantuvieron en congelacidn, para ser sometidas a tres pruebas diferentes
que fueron: Tarjeta, Rivanol e Inmunodifusion Radial (solo a las 90 muestras, para diferenciar a los
animales infectados de animales vacunados).

Las muestras se trabajaron en los laboratorios del Centro Nacional de Investigaciones
Disciplinarias en Microbilogia Veterinaria del Instituto Nacional de Invesiigaciones Forestales. y
Agropecuarias , SAGAR, Localizado en el Km. 15.5. de la carretera federal México-Toluca, Palo
Alto, Cuajimalpa, México,D.F.

2.- Material y metodologia para aislamiento.

Se obtuvieron 90 muestras de exudado vaginal y leche, obtenidas de los 4 cuartos de las

vacas en produccion, colocandolas en tubos de vidrio con tapon de rosca estériles, manteniéndolas
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en congelacion. Las muestras de exudado vaginal se depositaron en medios de Stuart, conservandose

en refrigeracién,
2.2.- Estudio bacterioldgico.

Se intento el aislamiento de B. abortus, a partir de estas muestras, sembrandolas en medios

selectivos de Farrel, el cual contiene:
1.- Base de agar Brucelia.
2.- Suero de ternera estéril al 5%.
3.- Suplemento selectivo (Oxoid SRO83A) conteniendo antibidtico y agentes antimicrobianos
como:
a) Bacitracina 25 mi! Unidades Internacionales/ml
b) Polimixina B 5 mi} Unidades Internacionales/ml

¢} Cyclohexamida 100 pg/ml

d) Vancomicina 20 pg/ml
e) Acido nalidixico 5 pg/ml
f) Nistatina 100 mil Unidades Internacionales/mi (1).

Las muestras de leche fueron centrifrugadas, sembrindo la grasa y el sedimento,
incubandolas a 37°C en condiciones de velobiosis (5-10% CO2) durante 10 dias aproximadamente.
A las colonias sospechosas se les realizarén las siguientes pruebas:
* Tincion de Gram: Para observar su morfologia y pureza.
* Pruebas bioquimicas: Se realizarén las pruebas bioquimicas de: triple aziicar hierro (TSI), urea,

écido sulfhidrico , citrato y oxidasa.

* Prueba de dependencia de colorantes: A ambas muestras se les realizé la susceptibilidad a_

colorantes sembrandolas en medios de: Tionina, Safranina y Fucsina basica a diferentes
concentraciones.

* Prueba de reaccion con antisueros monoespecificos: Las muestras se sometieron a una reaccion
con antisueros A 'y M para conocer el biotipo al que pertenece la bacteria.

* Prueba de fagotipificacion: Para la elaboracion de esta prueba se emplearon los fagos: Wb, Th, Iz
Fi.

* Prueba de sensibilidad a antibioticos: Esta prueba se realizd como complemento a las pruebas

bioquimicas, realizando el crecimiento en medios con penicilina, estreptomicina y meso eritritol para

determinar si Ja cepa era vacunal o de campo ().
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PRUEBA DE TARJETA.

Se empled el antigeno de PRONABIVE, para su realizacion se requirid de una pipeta
micrométrica, con la cual se colocaron 301 del suero problema sobre una placa de vidrio, agregando
posteriormente 30p! del antigeno , se mezclaron y se agitaron durante 4 minutos por rotacion,
realizando la lectura con la  ayuda de una fuente luminosa.

Interpretacion de resultados:

Negativo {-): Color rosado uniforme sin aglutinacion.

Positivo (+): Cualquier grado de aglutinacién (1).

PRUEBA DE RIVANOL.

Se utilizo el antigeno de PRONABIVE, realizindola de la siguiente manera: se mezclaron 0.4
ml de- suero problema con 0.4 ml de solucién de rivanol, se dejaron reposar durante 30 min
centrifugindose después a 3000 rpm durante 5 min. Posteriormente se tomo el sobrenadante con
una pipeta de 0.2 m} y se hicieron las diluciones correspondientes (0.08, 0.04, 0.02, 0.01, 0.005 ml)
en un una placa de vidrio, se agregaron 30ul de antigeno para la prueba de rivanol, se mezclaron de
menor a mayor concentracion, se agitaron 4 veces y se dejo reposar durante 6 min, la lectura se
realizé con la ayuda de ﬁna fuente luminosa.

Interpretacian de Resultados:

Negativa (-): No hay aglutinacion.

Positiva (+): Hay aglutinacidn completa.

El resultado se expresa en funcion de la dilucion mas alta en la que se observa aglutinacion.

En animales no vacunados cualquiera que sea el titulo obtenido (a partir de 1:23), se
interpreta como infectado por el tipo de inmunoglobulinas que detecta (IgG).

En animales vacunados la aglutinacién completa en 1:25 se considera sospechosa, pero a
partir de 1:50 sera positiva (1).
PRUEBA DE INMUNODIFUSION RADIAL (IDR} CON HAPTENQ NATIVO (HN)

PREPARACION DEL ANTIGENO DE HN

Se utilizé fa cepa de B.

melitensis 16M. Se realizaron cultivos para la preparacion de
extractos celulares, los cuales se mantuvierén a 37° C durante 43 h. Las células se cosecharon por
filtracion tangencial, en un sistema Pellicon (Millipore Corp), provisto de un filtro PTHK 000C5
{Millipore Corp).
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Las células fueron resuspendidas en agua destilada en la proporcion de 30 g de peso himedo
por 100 ml. Esta suspension se esterilizo a 120 ® C durante 15 min y tras enfriarla a temperatura
ambiente; los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 12 x g durante 15 min.

El sobrenadante obtenido fue precipitado primeramente con tres valimenes (300 mil) de
etanol al 95 %, manteniendo ]a mezcla a 4° C durante 18 h, con agitacién continua.

El precipitado (primer precipitado enriquecido en LPS), fue recolectado (5,000 x g, 4° C, 10
min) en agua destilada y dializada contra agua destilada (2 x 100 volimenes), a 4° C y liofilizado. Al
sobrenadante agua-etanol del primer precipitado, se le afladieron dos volimenes (200 ml) de etanol
al 95 % y la mezcla se mantuvo a -20°C durante 18 h. El precipitado resultante (segundo precipitado,
HN) se recolectd por centrifugacion (5.000 x g, 5°C, 5 min), se dializd contra agua destilada y se
liofilizé. (13)

METODOLOGIA DE LA IDR CON hapteno nativo (HN).

Preparacion de las soluciones:

*** Solucion A (solucién amontiguadora de boratos glicina pH 7.8)

Glicina 713 g
Cloruro sédico §$73¢g
H:z0  destilada 450 ml

Llevar el pH a 7.8 con Na Oh, 1 N (4 2/100 ml de H:0)

Aforar con Hz0 hasta 500 ml,

*** Solucion B (Agarosa)

Agarosa (alta pureza) 0.8 g
Arida de sodio 50 mg
H20 destilada 50 ml

Calentar H20, afiadir azida y la agarosa agitando y calentar en bafio Maria a 100°C hasta que
quede transparente y sin grumos.

*** Solucion C (Stock HN}

1 mg de HN en 1 m! de H20 destilada.

Preparacién del gel:

Suficiente para tres placas (3mb/placa) los cilculos son para 250 pg de HN/ml como
concentracion final. Habitualmente el titulo de HN es de este orden o inferior.

* * Disolver 1 g de NaCl en 5 ml de solucion A.
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* * Afadir 200 p! de la solucion C a 5 m! de la sol A + NaCl, y mezclar.
* * Calentar la mezcla anterior en bafio Maria a 60 °C.
* * Afiadir 5 ml de solucién B, previamente fundida y mezclar.
* * Vertir la mezcla (con pipeta caliente) en las placas (3 ml/placa o cantidad que
proporcione un espesor del gel de 2 mm).

* * Dejar solidificar 15 min pero esperar 24 h antes de emplearlas.

* * Las placas se pueden almacenar en refrigeracion y cerradas durante 15 dias.

Desarrollo de la Prueba:

Perforar pocillos con sacabocado a una distancia minima de 4 mm entre ellos y extraer el gel
con aguja o pipeta Pasteur conectada al vacio.

Lienar los pozos con suero (10-15 pl) e incubar las placas cerradas a temperatura ambiente |
durante 24 h.

Utilizar un control de un suero positivo y un negativo.
L L2 ]

Resultados e interpretacién de la prueba:

Silos sueros son positivos, aparecera un halo o anitlo de precipitacion alrededor del pozo.

***  Realizacién de la Prueba con los sueros problemas:

Se utilizaron 4 placas de gel, las cuales contenian solucién de antigeno de hapteno nativa
(1pg/ml), solucion de Inmunodifusion radial (IDR) de gel, solucion amortiguadora de glicina. Se
colocaron 0.02 ml de cada uno de los 90 sueros problemas en cada uno de los pozos que tienen las

placas de gel, se dejaron incubando durante 24 h a temperatura ambiente, realizando la lectura al dia

siguiente (15, 16).
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RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en la primera toma de muestras de la poblacion total (300
bovinos), fue realizado e} 01 de diciembre de 1995, y nos muestra la situacién en la que se
encontraba el hato en relacion a Ja presencia de Brucella, teniendo un 52.3 % de positivos a lo que se
refiere a la prueba de tarjeta utilizada como tamiz y un 32.6% de positivos a la prueba de rivanol,
considerando como positivos a todos aquellos animales con titulos mayores o iguales a 1:50.
(CUADRO 1)

De acuerdo a los resultados recabados de la primera toma de muestras se llevo a cabo un
segundo muestreo de toda la poblacion | el cual se realizd el 09 de julio de 1996, observando una
disminucion de reactores positivos a las pruebas iniciales, en donde se abtuvo un 45% de positivos a
tarjeta y un 23.6% de vacas positivas a rivanol. (CUADRO 2)

De 165 resultados obtenidos en el ultimo muestreo, se seleccionardn 90 sueros de aquellos
animales con problemas reproductivos recientes (aborto, expulsion fetal y retencidn de placenta) y
que recibjeron més de una revacunacion, obteniendo un 97.8% de vacas positivas a tarjeta y un
76.4% de positivos a rivanol, llevando estos Ghtimos a la prueba de inmunodifusién radial para
diferenciar a los verdaderos animales infectados de los vacunados, encontrando un 21.1% de
positivos a dicha prueba. (CUADRO 3)

Del estudio bacteriologico realizado a las 90 muestras de exudado vaginal y leche solamente

se lograron aislar tres (3.3%) cepas de campo de B. abortus biotipo 1.
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CUADRO 1.

RESULTADOS A LA PRUEBA DE TARJETA Y RIVANOL DEL
PRIMER MUESTREQ REALIZADO EL I de diciembre de 1995

© DE 300 BOVINOS.
RESULTADOS TARJETA RIVANOL
POSITVOS 157 (52.3%) 98 (32.7 % )
NEGATIVOS 143 (47.6%) 202 (67.3% )
TOTAL 300 300

NOTA: En la pruebu de rivanol se dieron como positivos con titulos 2 de 1:50.
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CUADRO 2.

RESULTADOS A LA PRUEBA DE TARIETA Y RIVANOL DEL SEGUNDO MUESTREQ REALIZADO EL 9 de julio de 1996

RESULTADOS TARJETA RIVANOL
POSITIVOS 135 (45 %) 71(23.7% )
NEGATIVOS 165 (55 % ) 228 {76.3 % )

TOTAL 300 300 -

NOTA: En la pracha de rivanol se dieron como positivas con  titulos > 1:50.
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CUADRO 3.

RESULTADOS DE I.A PRUEBA DE TARJETA, RIVANOL E INMUNODIFUSION RADIAL DE 90 VACAS CON
PROBI.EMAS REPRODUCTIVOS Y REPETIDAS REVACUNACIONES.

RESULTADOS TARJETA RIVANOL IDR
PQSITIVOS 88(97.5%) 69 (76.7% ) 19{21.1% )
NEGATIVOS 2{2.2% ) 21{23.3 %) 71(78.9% )

TOTAL 90 90 80

NOTA: Los sueros positivos en rivanol fueran considerados desde titulos 2 1:50
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GRAFICA 1,

PORCENTAIE DE ANIMALES POSITIVOS A LAS PRUEBAS DE TARJETA, RIVANOL E INMUNODIFUSION RADIAL EN 90
ANIMALES CON PROBLEMAS REPRODUCTIVOS

[dtarjeta
R rivanol
OIDR
97.8% 76.6% 21.1%
PORCENTAJES
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DISCUSION,

Pinochet y col., (1991) realizaron un estudio en hembras adultas, a las cuales revacunaron
con dosis reducida ( 4.5 x 10° UFC) por via conjuntival, las cuales habian sido vacunadas con dosis
completa de B. gbortus cepa 19, entre los 3 y 8 meses de edad, formando 2 grupos, uno
experimental revacunado y un grupo control, realizaron muestreos periddicos, llevando a cabo
pruebas serologicas para dar seguimiento a la curva de anticuerpos, encontrando que en los animales
revacunados no se presento ninguin caso, a diferencia del grupo control, en el cual algunos animales
s¢ llegaron a infectar,

Aparicio (1997) llevé a cabo un estudio serolégico y bacterioldgico en un hato bovino con
problemas de brucelosis, los que revacund con dosis reducida de B._abortus cepa 19, a una
poblacion de 72 vacas vacunadas con dosis normal de cepa 19 de B. abortus, entre los 3 y 6 meses
de edad, revacunandolas con dosis reducida (3 x 10° UFC/ml) por via subcutinea, en edad adulta,
empleando diversas pruebas serologicas, para conocer la especificidad de esta, en donde no se
presentaron nuevos reactores a la enfermedad después de Ia revacunacion.

Flores (1980) en la cuenca lechera de Tizayuca Hgo, realizé un estudio en donde vacuné
becerras de 3 a 6 meses con dosis normal { 5-6 x 10° UFC ) de cepa 19 de B. abortus en donde
abservo que la prevalencia y el nimero de vacas seropositivas aumentd, decidiendo revacunar a
todo el ganado con dosis reducida (3 x 10° UFC) por via subcutanea, tomando a la vez medidas de
prevencion mds estrictas, logrando cen esto que el nimero de animales desechados disminuyera.

Por [o tanto estos estudios muestran que el empleo de la revacunacién anica ademas de estar
autorizada por la Norma Oficial Mexicana, puede ser una practica il que puede emplearse como ya
lo demostraron los autores anteriores en hatos localizados en zonas enzodticas, en donde los
animales se encuentren més expuesto a contraer la infeccion y cuando el uso de la vacunacién tnica
con dosis normal no proporcione la proteccién necesaria,

Pero el empleo de la revacunacion repetida, como es el caso del estudio que realizd, en donde
se trabajaron con animales que habian recibido més de una revacunacion (2 a6)sies una practica
que ademds de no estar autorizada hasta el momeato por la Norma Oficial Mexicana, presenta
desventajas las cuales dificultan el diagnéstico de brucelosis.

Ei uso de una revacunacion constante puede llegar a provoca en los animales un respuestd de
hipersensibilidad tardia o tipo IV debido a la constante administracién del antigeno (10, 19, 31).

La revacunacién dificulta el diagndstico serologico, debido a la persistencia de anticuerpos,

los métodos o pruebas convencionales no permiten diferenciar a corto plazo entre la persistencia de
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titulos vacunales residuales y los originados por una infeccion de campo, esto impide la eliminacién
temprana de animales positivos a infeccion natural. (25)

La revacunacion repetida puede provocar un aumento en la posible eliminacién del
microorganismo vacunal a través de la leche, ya que con una sola revacunacion se presenta desde un
0.5% a un 2% en vacas revacunadas con dosis reducida (27).

Dentro de cualquier hato bovino, el uso de la revacunacién repetida provoca un aumento en
los gastos de inversion, originando por fo tanto un desequilibrio econdmico para et ganadero.

' La prueba de tarjeta es una de las pruebas oficiales segon la Norma Oficial Mexicana para el
diagnostico de brucelosis bovina, y mostrd en este estudio una especificidad de 51% en los dos
primeros muestreos y un 2.2.% en los 90 animales que presentaron problémas reproductivos, cabe
destacar que el hato se encuentra es una zona donde la prevalencia es baja, lo que difiere con
estudios realizados por Nicoletti y col.,1996; Morgan y col., 1969; Davies y col., 1997, Pinochet,,
1991; en donde trabajaron con la prueba de tarjeta en becerras vacunadas con dosis completa (5 x
10° UFC) cepa 19 de B. abortus y revacunadas con dosis reducida de B, abortus, realizando un solo
muestreo, obteniendo hasta un 45% de especificidad, dada por la respuesta posrevacunacion y a la
alta prevalencia de brucelosis que existia en la zona donde se encontraba el hato.

Esto demuestra que la prueba de tarjeta es la que tiene menos capacidad para diferenciar a los
animales infectados de los revacunados, ya que es una prueba que detecta la presencia de cualquier
tipo de anticuerpo circulante, ya sea de origen vacunal, por infeccién 6 por cepas de campo, dando
un alto nimero de falsos positivos (28).

Como se puedo observar también en el estudio, la prueba de tarjeta puede dar como
positivos a los 9-10 meses posrevacunacion, que fue lo que sucedio con algunos de los 90 animales
con problemas reproductivos, que dieron como positivos, cuando en los estudios anteriores, algunos
de ellos habian sido negativos.

La Norma Oficial Mexicana (NOM) contra Ja brucelosis bovina establece a la prueba de
rivano} como una prueba complementaria a la de tarjeta, siendo de tipo cuantitativa, y que se realiza
para diferenciar animales vacunados de infectados.

Reyes (1996) realizé un estudio en un hato bovino de Cuautitlin, en donde obtuvo una
especificidad del 95% en la prueba de rivanol a los 210 dias posvacunacién con dosis normal de cepa
19deB. abgﬁug.

Garcia y col.,1993; elaboraron un estudio en Tamaulipas en donde encontraron una

especificidad de! 75% a rivanol a los 250 dias posvacunales.
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Aparicio (1997) obtuvo también una especificidad del 85 % a los 270 dias posrevacunacion
en un hato bovino con prdblemas de brucelosis .

La prueba de rivanol en el estudio realizado proporciona un 73% de especificidad, esta
prueba es considerada como una de las pruebas complentarias para diferenciar a los animales
infectados de los vacunados, pero igualmente que en los casos anteriores esta prueba no fue efectiva
. para diferenciar los anticuerpos de infeccion de los anticuerpos vacunales, esto puede deberse a la
respuesta que da la revacunacion , en donde se provoca la produccién de anticuerpos de tipo IgG en
mayor cantidad y [gM en menor cantidad, es por ello que la prueba de rivanol al detectar solamente
anticuerpos IgG de tipo “infeccioso™ llegue a reaccionar ante los anticuerpos que se dan por la
revacunacion dando asi, resultados falsos positivos.

Diaz (1993) realizo un estudio empleando diferentes polisacanidos y sueros de vacas
infectadas con B. abortus biotipo 1, teniendo wun grupo control y un grupo experimental,
cbservando que Ia IDR da en los bovinos vacunados una alta especificidad y en los infectados una
alta sensibilidad, principalmente cuando se utiliza HN. de B. melitensis 16M.

Berman y Jones (1979) réalizaron un estudio con 23 vacas prefiadas, las cuales fueron
vacunadas con dosis reducida (5x10° U.F.C./ml) y a las cuales se les realizaron muestreos periédicos,
realizando la prueba de tarjeta, rivanol y fijacion del complemento, reafizando la prueba de
inmunodifusion radial a todos los animales positivos a rivanol, demostrando que la IDR fue la que
menos resultados falsos positivos presento, seguida de la fijacion de complemento, llegando a la
conclusion que la IDR tiene la capacidad para descubrir animales positivos después de la vacunacion
con dosis reducida.

Reyes (1996} realizé un estudio en donde probé la especificidad y sensibilidad de diferentes
pruebas diagnosticas en becerras de 3-9 meses vacunadas con dosis normal de cepa 19 de B, abortus
encontrando que fa prueba de IDR fue la segunda prueba mas especifica para diferenciar animales
infectados de vacunados después de ELISA-C ya que detectd solo 7 muestras como positivas a los
30 dias después de la vacunacion.

Aparicio (1997) realizd un estudio en bovinos revacunados con dosis reducida cepa 19,
realizando muestreos periddicos obteniendo que ta IDR resulto ser positiva en 6 animales infectados
30 dias posrevacunacion.

Estos estudios realizados sobre la prueba de Inmunodifusién Radial tienen relacion con el
trabajo realizado, ya que al igual que eilos los animales eran revacunados, pero con la diferencia de

que estos animales contaban con mas de una revacunacion ( 2 2 6 ), la IDR pudo en realidad
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diferenciar a los animales infectados de los vacunados, mostrando un 79 % de especificidad, ta cual
se debe al empleo del hapteno nativo. Berman y Jones (1979) encontraron que el empleo del hapteno
nativo en una solucion de gel de agarosa la cual contenia un 10% de NaCl precipitaba rapidamente
los anticuerpos, de igual manera como lo haria el LPS.

Algunos de los resultados positivos que se obtuvieron con la IDR coincidieron con el
aislamiento que se realiz6.

Angulo y col., 1982; realizaron un estudio en e! Estado de México, en donde recolectaron
100 muestras de leche, sembréandolas en medios Farrell, de los 100 gislamiento de B, abortus en 61
casos se determind el biotipo; 34 de ellos correspondieron 2l biotipo 4; 24 al biotipo 1 cepa de
campo. Los biotipos 2, 7 y 9 se aislaron en una ocasion y en ningiin caso se recuperd cepa vacunal,

En este trabajo se obtuvo que en el estudio bacterioldégico realizado a las 90
muestras de exudado vaginal y leche solo se lograron aislar 3 cepas de campo de B. abortus biotipo
1, en este caso tampoco se pudo recuperar cepa vacunal.

Lo cual resulta comprensible considerande el bajo porcentaje de eliminacion det

microorganismo vacunal a través de Ia leche.
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CONCLUSIONES.

El repetido uso de la revacunacion de hembras adultas con dosis reducida (3 x 10° UFC)
cepa 19 de B. abortus dificulta el diagnéstico y Ja capacidad de diferenciar entre animales infectados
de los revacunados.

El empleo de la revacunacion repetida es una préctica no autorizada por la Norma Oficial

Mexicana, pero la revacunacién unica si seria un método ideal para aplicarlo en hatos localizados en

zonas endémicas, en donde los animales se encuentren en mayor riesgo de contraer la infeccién y
cuando la vacunacién Gnica con dosis clisica (5 x 10'® UFC) sea insuficiente para prevenir a los
animales contra la brucelosis.

La prueba de Inmunodifusion Radial es una prueba barata y que presenta alta sensibilidad y
especificidad, la cual puede ser considerada como una prueba de gran valor, ya que puede ser
utilizada en areas donde se lleva a cabo la revacunacion de ganado adulto, en donde este sistema en
ocasiones puede provocar dificultad para diferenciar a los animales que se encuentran infectados de
los animales vacunados y que dificulta su diagnéstico por las pruebas oficiales, las cuales en
ocasiones proporcionan falsos positivos.

El empleo de una prueba diagnostica tamiz como es la prueba de tarjeta aunada a la IDR
podria ser una herramienta titil dentro de un programa de control en grandes hatos bovinos y en

areas donde Ia incidencia sea demasiada alta.
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