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RESUMEN: 

Se trabajaron 116 sueros sanguíneos e hisopos vaginales de 

ovinos hembras, estas muestras fueron recolectadas·de animales 

que llegaron al Rastro Municipal de Guadalajara procedentes del 

Estado de Colima, y del Estado de Jalisco de la Región de Tlájomua-

co de Zúñiga, Tala, Tapalpa y periferia de Guadalajara- de crias 

de traspatio. 

Los sueros se trabajarón~~ con las técnicas de diagnóstico pa-

ra brucelosis y detectar anticuerpos contra ~.ovis apoyandose en 
e 

en la prueba de Tarjeta, reacción de Huddleson, aglutinación están-

dar en tubo, estándar en tubo en presencia de 2 mercaptoetanol,--

estándaren tubo modificada con el ácido etilendiaminotetraácetico 

(EDTA). Se utilizó en antígeno de la cepa lisa~ abortus 1119-3 

y de la cepa rugosa ~· canis RM 6/66 para evaluar la sensibilidad 

y especificidad de ambos antígenos, a las secreciones vaginales 

se les practicó un culitivo bacteriológico utilizando el medio de 

Farell 

Del total de 116 sueros sanguíneos trabajados, 4, (2%) reac-

cionaron positivamente a las pruebas de reacción de Huddleson y 

a la de aglutinación estándar en tubo y estándar en tubo en pre-

sencia de 2 mercaptoetanol utilizando en antígeno ~· abortus 

1119-3. 

Respecto a las titulaciones obtenidas trabajadas con el 

antígeno B.canis RM 6/66, reaccionaron 110 (95%) a la prueba de 

aglutinación estándar en tubo, 2J (18%) a la estandar en tubo en pre 



sencia de 2 mercaptoetanol y 74 (64%) a estándar en tubo con 

EDTA. De acuerdo a los resultados obtenidos, la prueba aglutina­

ción estándar en tubo modificada con EDTA, disminuyó hasta en un 

40% los positivos respecto·a las pruebas tradicionales . 

Concluyendo que el EDTA adicionado a la prueba estándar en 

tubo es recomendable para eliminar los falsos positivos, resultado 

de las pruebas serológicas tradicionales, las cuales nó son reco­

mendables en el diagnóstico de Brucella ovis por la presencia de 

anticuerpos heterólogos y la falta de técnicas para trabajar sue­

ros sanguíneos en cada especie animal en el diagnóstico de la 

brucelosis. 

~os cultivos bacterianos de las secreciones vaginales fueron 

negativos. esto lo podemos atribuir a, que si la hembra no se 

encontró preñada al momento de la infección la Brucella permane­

cera por mayor tiempo en el aparato reproductor y eliminara la 

bacteria con mas frecuencia para su aislamiento. 
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INTRODUCCION: 

La brucelosis es una enfermedad zoonotica que afecta a los 

animales dómesticos, se transmite al hombre por ingerir productos 

lacteos no pasteurizados, por contacto directo a trav~a de piel 

intacta ó conjuntiva, por inhalación de substancias desecadas pr~ 

venientes de animales infectados.Esta continúa siendo un problema 

de Salud P~blica en México y en el mundo. 

El género Brucella, es un organismo pátogeno intracelular fa-

cultativo, es un cocóbacilo Gram negativo de 0.5 a 0.7 micras de 

diámetro y de 0.6 a 5 micras de longitud, no producen capsula no 
, 

son moviles ni producen flágelos, la especie ~- abortus requiere 

la suplementación de 10% de CO 2 para s~~trecimiento éspecialmente 

en el primer aislamiento 1,3,4~21 ). 

Las formas lisas, Brucella abortus, Brucella melitensis y 

Brucella suis son algunas colonias translúcidas redondeadas 

de borde completo, de superficie lisa y brillant~ o bien de color 

amarillo palido translúcido bajo la luz transmitida ( 1,4,5,). 

Las formas rugosas y/o mucoides, (Brucella canis y Brucella­

ovis), producen colonias que a menudo son mas grandes que las li-

sas, tienen una superficie granulada o viscosa (1,5,8,). 

Para la identificaci~n es fundamental definir el estado de 

la disociación de los cultivos, ya que por lo general las carac-

teristicas serológicas, la sensibilidad de los fagos y la viruleu 

cia alternan drasticamente en las fases mucoide y rugosa. La in­

fección entra usualmente via na~ofar!ngea o por la penetración 

a través de piel si existe alguna abración. La bacteria es fa-

, ' o' gócitada por macrofagos, celulas efectoras del sistema inmune 
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bien se multiplica intracelularmente con esto se produce una nue-

va ba¿teremia. Si el animal esta prefiado la bacteria invade el 

útero y se multiplica rapidamente en la placenta y en algunas oca­

cienes en el feto ( 4 ) . 

Cuando la infección progresa en las hembras, se observa que 

los microorganismos desaparecen del sitio de la infección 

poco después de la exposición, la bacteremia es prolongada y las 

bacterias reaparecen en el aparato genital al tercer mes de la -

gestación. Para que se produzca el aborto, debe de existir una ~ 

cumulación de bacterias y de exudado que provoque la necrosis y 

la separación de las carunculas (4). La consecuencia fundamental 

de la infección por lo general no es el aborto sino una placenti­

tis que interfiere en la nutrición fetal y trae como resultado 

productos con menor peso al nacer. Cuando la oveja no ha sido pr~ 

ñada la infección puede establecerse en el sistema inmunocompete~ 

te esto es de gran importancia epizootiológica después de una res 

puesta serológica negativa la infección entra en una fase inapa -

rente y hay· problemas en el diagnóstico. En ovejas hembras la 

excreción de la Brucella melitensis a través de la vágina es más 

prolongada que en el caso de vacas infectadas por Brucella abortus 

dura aproximadamente 62 dias como lo reportó, Entesar y colabora­

dores ( 17 ) . 

La brucelosis ovina muestra más afinidad por el aparato re­

productor de el macho que por el de la hembra, las consecuencias 

mas frecuentes y ma"s. graves por _!!. ovis en el macho son epididi­

mitis y esterilidad (1,2). La fuente de las bacterias e~el s~ 

men contaminado que excretan los machos infectados. La transmi-
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sión pasiva v~nerea es a trav~s de una hembra comdn con la que 

ambos carneros machos se aparean con esa hembra en el mismo ciclo 

estral, al alojarse en cobertuos antes ocupados por carneros in­

fectados, estos son más sensibles a la infección nó asi las 

hembras que resisten más a la enfermedad, además el macho constit~ 

ye el reservorio animal para la persistencia de la infección. En 

animales jovenes se ha encontrado hasta un 80% de los apareados 

presentan pruebas clínicas y serológicas de la infección. Se sos-

pecha que la sódomia es forma principal de propagación entre car 

neros jovenes, se ha logrado la transmisión experimental vía rec­

tal. La infección nasofaríngea tambienes importante, ya que los 

carneros ociquean los genitales de otros machos (12). 

Las ovejas hembras son mas resistentes a la infección que los 

machos, al aparearse las hembras con los machos infectados rara 

vez se infectan en forma activa presentado titulaciones pósitivas 

en la prueba de fijación de complemento y en pocas ocasiones el 

contacto directo con el aborto transmite la enfermedad de una 

oveja a otra, aunque la hembra infectada excrete ~· ovis durante 

10 días aproximadamente se transmite la infección si se produce 

el estro en ese periodo. En ovejas inseminadas con semen infecta­

do se produce vaginocervicitis transitoria, puede recurrir en el 

siquiente estro y aún despúes de la parición, las ovejas en este 

estado son transmisoras (1,2). 

La infección de carneros produce efectos perjudiciales en la 

calidad de semen y en la eficiencia de la capacidad reproductora 

del animal. El semen de carnero infectado aún cuando no se obser-
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van lesiones, contiene células epiteliales escamadas, detrito es­

permatico, y~· ovis ( 1,2 ). 

La disminución de la fertilidad y la degeneración seminal pre­

ceden la aparición de lesiones. En rebafios donde se han producido 

abortos la producción de crias es baja, de 100 a 25%. El 20% de 

hembras no son fecundadas y el 16% de corderos nacidos vivos mue­

ren antes de 6 semanas de edad y se prolonga la temporada de pa­

rición por la interferencia en las operaciones de la cria ( 1,2 ). 

En condiciones de infección natural en los carneros transcu­

rre un periodo de 6 a 17 semanas entre la expo•ición y la apari-­

ción de lesiones, siendo la infección asintomatica, las bacterias 

permanecen confinadas en este sitio adem{s y en los gán­

glios linfáticos regionales, de 10 a 14 días antes que la en·ferm~ 

dad avance a la fase bacteremica, con una infección más generali­

zada, que compromete el bazo, rifiones y gánglios linfaticos dis-­

tantes del sitio de la exposición, al iniciar en organos genita-­

les aparecen lesiones localizadas de las ves{culas seminales, t{s 

ticulos, cola del epidídimo y con menor frecuencia en cabeza del 

epidídimo. Durante la fase bacteremica los microorganismos se lo­

calizan en riñones , y en algunos carneros hay excreción de ~· -­

ovis por vias urinarias. Esta bacteremia provoca nefritis inters 

ticial crónica en los ovinos, cuando la infección progresa en las 

hembras las fases regional y bacteremica de la enfermedad son muy 

distintas como se menciona anteriormente (1,2). 

Para el diagnóstico de la bruce1osis se cuenta con las prue­

bas serológicas siguientes en las cuales nos podemos apoyar 

para el estudio de sueros obtenidos de animales a estudiarse. 



---------------------------------- ----

5 

PRUEBAS SERODIAGNOSTICAS PARA DETECCION DE ANTICUERPOS DE BRUCELLA. 

Prueba de Rosa de Bengala. 

Prueba de la tarjeta. 

Prueba de analisis inmunoenzimatico ( ELISA). 

Prueba de la antiglobulina de Commbs. 

Prueba de fijación de complemento. 

Prueba de aglutinación estándar en tubo. 

Prueba de 2 mercaptoetanol. 

Prueba de aglutinación estándar en tubo modificada por el 

acido etilendiaminotetra~cetico ( EDTA ). 



PRUEBA DE ROSA DE BENGALA. 

Algunas investigaciones han sido conducidas a estable6er la 

efectividad de esta prueba en borregos, pero existe dÍscordancia 

que puede ser explicada por la diferente sensibilidad del ántig~ 

no empleado, esta prueba parece detectar tempranamente la infec-

ción y más rápido que la prueba Fijación de Complemento; la pru-
, 

eba de Rosa de Bengala parece tambien eliminar los bajos títulos 

6 

de' la prueba de Aglutinación Estándar en tubo y en muchos casos 

los falsos' positivos.( 10, 41 



7 

PRUEBA DE LA TARJETA: 

Prueba serodiagnostica utilizada en forma rutinaria con la 

ventaja de obtener rápidamente los resultados desp;és de 4 minutos 

se invalida la aglutinación en placa, al utilizar el mismo antíge­

no para la prueba de la tarjeta B. abortus 1119-3 téñido con Rosa 

de Bengala. 

Es importante señalar que la prueba de Rosa de Bengala su ~k 

de 7.0 es neutro a diferencia de la prueba de la tarjeta que tie­

ne un pli ácido de 3.55 ·:: 0.05 téñido con Rosa de:'Bengala. ( 30,41) 



PRUEBA DE ANALI~IS lNMUNOENZIMATICO (ELISA). 

Esta se encuentra en etapa de valoración para su 

aplicación en el diagnóstico de la brucelosis en pequeños 

rumiantes (?,20,28,34,38 ). 

8 
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PRUEBA DE LA ANTIGLOBULINA DE COMMBS: 

Esta es usada en sueros controles de animal~s que dieron 

resultados negativos, sospechosos ó con respuesta incompleta a 

la prueba de aglutinación estándar en tubo, debido a la pre­

sencia de anticuerpos en el suero.y demuestra una sensibilidad 

para ambos anticuerpos, IgG 1 y, IgG 2 ( 14, 39 ). 



PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO 

Esta considerada como el método más sensible y específico 

para el diagnóstico de la brucelosis. 

10 

La prueba fijación de complemento puede dar reacción nega­

tiva en infecciones tempranas, pero es particularmente de gran 

valor en la detección de infecciones crónicas y en la diferen­

ciación de las reacciones serológicas entre animales vacunados 

con la cepa Rev. I, de los infectados de manera natural{ 3,15, 

39). 
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PRUEBA AGLUTINACION ESTANDAR EN TUBO: 

Es ampliamente usada en ovinos, los sueros se diluyen en una 

solución hipertonica de NaCl al 5% necesaria para evitar el fen~-

meno de zona. Esta es debido a, las altas concentraciones de in-

munoglobulinas IgGl no aglutinables que actuan como bloqueadores 

de acticuerpos, son capaces de prevenir la fijación de IgG2 al -

ántigeno de superficie (14). 

Este método 
, 

presenta muchas limitantes siendo las mas im-·· 

portantes de estas, que da resultados que pueden ser negativos ó 

sospechosos de infecciones crónicas, esto~ inconvenientes: han si-

do demostrados en ovinos ( 22,31,32,36 ), por estas razones la 

prueba de aglutinación estándar en tubo puede ser usada solamente 

en preselección. 
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PRUEBA DE 2 MERCAPTOETANOL: 

El 2 mercaptoetanol inactiva las inmunoglobulinas IgM 

presentes en el suero. Además esta prueba nos sir·ve para de­

tectar las inmunoglobulinas IgG por esta peculiaridad un número 

bajo de falsos. positivos, que los obtenidos en la prueba de Rosa 

de Bengala. Este método puede detectar animales con infección 

crónica y puede reducir pero no eliminar positivos debido a , an-

tígenos heterológos { 9, 2.6 ) . 



PRUEBA DE AGLUTINACION ESTANDAR EN TUBO MODIFICADA POR EL 

ACIDO ETILENDIAMINOTETRAACETICO (EDTA). 

La actividad de aglutinación de Brucella en el suero de 

13 

una elevada proporción de animales no infectados, que reaccionan a 

la prueba de aglutinación estándar en tubo, es inestable en pre-­

sencia de la sal sódica del acido etilendiaminotetraácetico (EDTA) 

un agente quelante. Estas aglutininas llamadas EDTA-labiles se 

asocian con moleculas de IgM, si bien en una pequeña proporción 

de animales tambi~n puede intervenir la IgG. Estas inmunoglobu­

linas se unen a los microorganismos de Brucella a través del frac 

mento Fe de sus 75 sUb~nidades y no mediante el sitio de com­

binación de anticuerpos localizados Fab. Por lo que esta inter­

acción es bloqueada por el EDTA (2,12,17,23,27). 
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El ágente etiológico de la brucelosis en humanos fué descu­

bierto por Bruce en el bazo de personas muertas por. esa infección 

logrando aislar el germen en 1886 (4). 

En la guerra de Crimea 1854-1856, se observar~n numerosos 

casos de fiebres prolongadas no comparables con otras enfermedades 

conocidas hasta entonces en el Mediterráneo y· la 'Isla de"'Mal!:.ta 

en 1751, Clerghorn presentó las primeras descripciones. En el año 

de 1845 Marson describio detalladamente la enfermedad ocurrida en 

Malta. En 1887, Wright y Semple ~O) desarrollar~n un estudio de 

diagnóstico como base aglutinante de suero sangu{neo en enfermos 

(41 ), en 1867 Huges presentó monografía ma~ completa sobre la 

materia (40). 

El Dr. Zammit (41 ) en 1905 encontró aglutininas en suero de 

cabras, Dr. Hurcks descubrio B.melitensis en la leche y en la or! 

na de las cabras infectadas, esto origino~la la prohibición del 

consumo de leche en la Isla de Malta. En 1904 las cifras de morbi 

lidad fueron de ó a 7 por cada 100 habitantes. Según Gat (18) en-

tre 1936 y 1937 se reportaron 12,780 casos y en 1934, 684 defun-

cienes. En 1897 presentaron un trabajo sobre etiológia de aborto 

contagioso y el ágente etiológico lo llamarbn bacilo de Bang. 

En 1969 Rodríguez Heres, (35) muestreo 160 vacas con antece-

dentes de aborto contagioso y encontró el 32.7% de reaccionantes 

a brucelosis y 16.% de leptospirosis, por esto concluyó que las 

infecciones podrían ser responsables en la zona estudiada (35 ). 

~ 

En 1970, situaron por algunas estimaciones la prevalencia 

de la brucelosis en el país en un 4% con valores m!nimos y en 



maximos de 0.20 y 20.5 %. hubo notable disminución de 1970 a 1971 

debido a la campaña de vacunación, aunque en muchas zonas existía 

prevalencia superior al 5%, solo en el estado de Chihuahua y en -

el estado de Hidalgo se tuvier~n prevalencias del 1% (23). En 

1976 Scheibner demostró que se puede eliminar virtualmente en las 

reacciones de aglutinación no especifica de ~· abortus muy altas-

que constituyen un problema al diagnóstico, adicionando una sal -

sodica, (37). 

Nielsen y Col :en 1979, describen una prueba en la :que el ¿n-

tigeno de Brucella utilizado en la prueba de aglutinación estan -

dar en tubo modificada por la adición de E.D.T.A.,y demostraron • 

que en 18 sueros de bovinos bacteriologicamente confirmados posi-

tivos, sus titules finales no fueron afectados por la adición del 

E.D.T.A., (26). 56 

En 1979, se reportó el primer brote de epididimitis ovina en 

México originado por ~· ovis, al importar 13 sementales de la ra-

za Suffol~ e introducirlos a un rebaño de Guanajuato, estos pre -

sentaban lesiones macro y microscopicas características de la in-

fección causada por ~.ovis, por primera vez se aisló B. ovis en -

el país, (29 ). 

En un muestreo serológico realizado en Mexicalí, Tecate, y, 

Tijuana en 1981, reveló 6.22% de prevalencia en 1934 vacas 

examinadas. Se considero que para 1982 la brucelosis había dism~ 

nuido en un 2% en ganado de carne y en un 4% en ganado lechero -

(36 ). En 1985 Mac Milan y Col trabajarán muestras de suero de-

bovinos infectados con ~.abortus colectados durante el programa 

de Control y Erradicación de la brucelosis en Gran Bretaña, al -

15 



trabajar los sueros con la prueba de aglutinación estándar en tu­

bo modificada con E.D.T.A., observarori que disminuian los titules 

23). 

También en 1985 Now1an y de Geus, demostrarán que las reacio 

nes de aglutinación en el suero de bovinos infectados con la cepa 
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544 y vacunados disminuian los títulos con la técnica ag1utQnacion 

estándar en tubo modificada con E.D.T.A., y, que de 32 animales 

ningun suero sanguíneo se vió alterada la reacción de aglutina -

ción debido a B.abortus (27 ). Tambitn lo reportaron Garin y 

Col en 1985 ( 17). 

En 1988, De Gaus y Now1an reportarán que durante la campaña 

de Erradicación de bruce1osis realizada em Irlanda de 1985 a 1986 

se muestrearon 3,164,222 bovinos hembras, de los cuales dierón 

reacción positiva 5,104 trabajados con la técnica de aglutinación 

lenta en tubo, solo 852 el 17% del total de positivos ( 0.036% de 

los rebaños nacionales ) por la técnica de aglutinación lenta en 

tubo modificada con E.D.T.A. (12). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

En virtud de los pocos trabajos encaminados a conocer la 

sensibilidad y especificidad de los antígenos utilizados para 

17 

el diagnóstico de la Brucella ovis y considerando que la SARH 

estima que la ploblación ovina en México se encuentra infectada 

en un 80% ( comunicación persmnal del Delegado Estatal Ing.Rene 

Alejandro Orozco Santoyo ), es necesario desarrollar trabajos 

serólogicos para el diagnósttco eficaz y demostrar la frecuencia 

de esta enfermedad. 



JUSTIFICACION: 

Es imprescindible contar con un método de diagnóstico 

de esta zoonosis, ya que desgraciadamente no se puede 

diagnósticar por signología clínica y por los métodos 

serológicos tradicionales. 

18 



HIPOTESIS: 

Con el empleo de diferentes tecnicas serológicas y antígeno 

especffico correlacionado con los cultivos microbiologicos es 

posible diagnosticar Brucella ovis. 

19 



OBJETIVOS GENERALES: 

Detección de anticuerpos y aislamiento microoiológico de 

Brucella ovis en ovinos hembras sacrificados en el Rastro Muni­

cipal de Guadalajara 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

20 

Evaluar el ·antígeno de Brucella ~ RM 6/66 en las 

pruebas serológicas aglutinación lenta en tubo, 2 mercaptoetanol. 

y aglutinación lenta en tubo con EDTA. 

Detectar anticuerpos contra Brucella ovis empleando 

~ntígeno Brucella abortus 1119-3, mediante las tecnicas se­

rológicas prueba de la tarjeta, aglutinación lenta en tubo con 

EDTA. 

Correlacionar la titulación serológica de las diferentes 

pruebas entre sí. con los antígenos utilizados, 
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MATERIAL Y METODOS: 

Se recolectaron 116 muestras de suero sanguíneo y de secre­

ción váginal de ovinos hembras sacrificados en el Rastro Municipal 

de Guadalajara, procedentes del estado de Colima, y de Jalisco de 

los municipios de Tlájomulco de ZUñiga, Tala, Tapalpa y de la pe­

riferia de Guadalajara de crías de traspatio principalmente. 

Las muestras fueron trabajadas por triplicado en el area de 

Bacteriolog{a del Departamento de Medicina y Salud Pública de la 

Facultadde Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de 

Guadalajara, para la determinación de aglutininas anti-Brucella. 

Recolección de muestra de sangre: 

Se desinfectó la piel con alcohÓl yodado al 10%, se usó 

jeringa estéril, se tomo una muestra de 10 ml de sangre por 

punción en la vena yugular. Se deposito en tubo de ensaye, se 

transportó con refrigerante en termo manteniendose la tempera­

tura de 4°C para zu remisión al laboratorio de bacteriológia 

del Area de Medicina y Salud Pública de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia, se centrifugó las muestras sanguineas a 

2,000 r.p.m. por 5 minutos con la finalidad se separar el 

suero del paquete eritrocitico, este se utilizó para la deter­

minación de aglutitininas contra Brucella. 
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Los antígenos usados en las pruebas serológicas de agluti­

nación estándar en tubo, 2 mercaptoetanol y estándar en tubo en 

presencia del ácido etilendiaminotetraácetico (EDTA), fué una 

suspensión de Brucella abortus cepa 1119-3 de la Productora Na­
¡ 

cional de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE), para la deteccción 

de anticuerpos contra las cepas lisas y el antígeno Brucella canis 

cepa RM 6/66 para las cepas rugosas. 

Aglutinación estándar en tubo: 

El procedimiento fué de acuerdo al método descrito por 

Alton Y López Merino (1,2,4), se emplearon diferentes diluciones 

de suero en solución salina al 5% Y fenol al 0.5% como dilu-

yente, en una serie de tubos (13xl00mm) iniciando por una so-

lución 1:20 y finalizando con 1:320. Se añadió volumen igual 

(0.5ml de una solución 1:100 de la suspensión original del 

antígeno de Brucella abortus cepa 1119-3, los tubos se agita­

ron vigorosamente se incubarón a 37°C por 48 horas, se efec-

tuó la lectura sin ag~tar los tubos en cada prueba se in-

cluyó un suero control positivo. 

Para la detección de anticuerpos contra células rugosas se 

preparo una solución A y una solución B. 

Solución A- (solución formalizada). 

10 ml de formaldehido. 

90 ml de NaCl al 85%. 



Solución B -

NaCl al 35% p/v. 

100 ml de agua destilada. 

La dilución del suero se realizó en la solución B como 

diluente de la misma manera que para las lisas. 

Dilución del antígeno: 
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Se agregaron 0.6 ml de la solución formalizada en 99.4 ml 

de la solución B y 4.4,ml del antígeno de Brucella canis cepa 

RM 6/66 en 65.5 ml de la solucion diluente ( 1,3,4,5). 

Aglutinación lenta en tubo en presencia de 2 mercaptoetanol: 

El desarrollo del método se efectuó de la misma forma que para 

la anterior con las diferencias siguientes: 

- El diluente. se empleÓ en una solución de 2 mercatoe­

tanol al -0.1 molar. 

El antígeno se diluyó 1:100 para las cepas lisas y 

para las rugosas fué de acuerdo al procedimiento ante 

rior.-La incubación y lectura se efectuaron de la misma 

ya descrita (1,3,4,5 ). 



Aglutinación estándar en tubo adicionado con EDTA. 

Se realizó de acuerdo a la prueba normal de aglutinación 

lenta en tubo, se empleo un diluyente constituido P.Or una sal 

, sódica (ácido etilendiaminotetaácetico), en una proporción de 
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10 mm/lt. de solución tamponada con fosfatos a un pH de 7.2 en 

lugar de solución salina fenolizada las condiciones de incubación 

y lectura son las mismas descritas en los procedimientos ante~~ 

riores para las células lisas como para las células rugosas (12, 

23). Se determinó la aglutinación por una capa de células depo­

sitadas en el fondo y la clarificación del sobrenadante. La aglu­

tinación negativa se determinó al nó .observarse clarificación 

del sobrenadante, aún cuando las bacterias se depositarón en el 

fondo del tubo formando un botón uniforme.(27). 

Prueba de "la tarjeta: 

Sé empleo el antígeno de Brucella abortus cepa 1119-3 

(PRONABIVE), teñido con Rosa de Bengala. 

Prueba de Huddleson: 

Se utilizó un antígeno comercial ( Bigaux ), 

En las dos pruebas anteriores, como métodos rápidos de 

aglutinación en placa, se realizó la lectura a los 4 minutos 

para despúes darse por negativa la prueba en ausencia de aglu­

tinación. 
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Toma de muestras de secreción vaginal: 

Se desinfectó los genitales externos con solución yodada 

al 10%, se usó un hisopo esteril para cada animal el cual de 

introdujo en la vagina y posteriormente se deposito en un me-

dio de transporte ( Fa~ell ), se colocó en un recipiente térmico 

con refrigerante para conservar la temperatura a 4°C se re~ 

mitieron al laboratorio de Bacteriológia del Departamento de 

de~Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad ·de 

Guadalajara, para practicar los cultivos. 

El cultivo microbiolÓgico a partir de secreciones vaginales 

se realizó de la siguiente manera: 

Se sembraron por · duplicado en~l medio de Farell (21), 

el cual contiene; 

Bacitracina (25 mg/ml ) . 
Polimixina B (S~ mg/ml ) . 
Cicloeximida (lOOmg/ml ) . 
Vancomicina (20 mg/ml ) . 
Acido naliclíxico ( 5mg/ml ) . 
Nistatina ( lOOmg/ml ). 

El medio base fué agar casoy (Merck) adicionado de glucosa 

al 1% y sangre de borrego al 5% exenta de aglutininas contra las 

especies de Brucella. Una placa se incubó a 37°c durante una 

semana en una atmósfera normal para el aislamiento de B. meliten-

sis, ~- suis, ~· canis.y ~· abortus, la otra placa en presen-

cia de C02 al 5% para evitar que no se pierda algu~ 
nas especies bacterianas como ~· abortus y ~ ovis. 

/ 
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RESULTADOS: 

Los resultados de los sueros estudiados con el antígeno~. 

canis RM 6/66 para cepas rugosas en las diferentes pruebas 

serológicas nos muestra que de un total de 116 sueros sangu!~· 

neos de ovinos hembras, 110 (95%) reaccionaron positivamente de 
... 

una a mas pruebas serodiagnosticas utilizadas~ en una dilución 

de 1:40 de acuerdo como se reporta en el Manual de Normas y 

Procedimientos de la Campaña Nacional contra la brucelosis (ver 

cuadro 1 ). 

Con la prueba lenta en tubo 110 ( 95% ) fueron positivos, 

solo 21 (18%) a la prueba 2 mercaptoetanol y 74 (64%) a la 

prueba EDTA modificado. 

El porcentaje de sueros positivos y sus titulaciones 

se muestran en el cuadro 2. 

Cuando se usó el antígeno B. abortus 1119-3 para cepas lisas 

encontramos que de 116 sueros traba~ados solo 4 (2%) reaccio-

naron positivamente a las pruebas Huddleson y aglutinación 

estándar en tubo con los titules de 1:20 hasta 1:200 (ver cua~ 

dros 3· Y' 4) . 

Con respecto a. los cultivos 
, 

bacteriologicos de las se-

creciones vaginales, no fué posible aislar el ;gente etiológico. 



Cuadro 1 •. Comparación de sueros positivos utilizando el antígeno B. canis 6/66. 

Tipos de prueba 

No. de sueros Estándar en tubo 2 Marcaptoetanol EDTA 

Positivos llO llO 21 93 

r~egativos 06 06 95 23 

Total ll6 ll6 ll6 116 

"-> 
....¡ 



Cuadro 2 

Título 

1:20 

1:40 

1:80 

1:160 

1:320 

Totales 

Relación ·de sueros positivos con antígeno B. canis RM 6/66. 

No. de sueros 

1 

8 

27 

42 

32 

116 

Tipos de pruebas 

flstándar en tubo 

1 

8 

27 

42 

32 

110 

2"Mercaptoetanol 

(1) 1:40 
(1) 1:80 

( 6) 1:80 
(7) 1:160 

( 2) 1:80 
(2) 1:160 
(2) 1:320 

21 

EDTA 

(1) 1:40 
(1)·1:80 
(1) 1:320 

(1) 1:40 
(1) 1:80 
(1) 1:320 

(lO) 1:80 
(15) 1:160 
(13) 1:320 

( 5) .1:80 
(8) 1:160 

(17) 1:320 

74 

1\) 

CD 



--~---~~ ------- -- -----

Cuadro 3 Total de sueros trabajados 116 con el antígeno ~· abortus 1119-3 

Tipos de prueba 

----~----...1 

Estándar en tubo 2 Mercaptoetanol E D T A T.arjeta Huddleson 

~ositivos 4 (3%) 2 (1%) 

Negativos 112 (97%) 116 116 116 114 

t\l 
1.0 



---------------------------------~------~--~---

Cuadro 4 Comparación de sueros ·positivos utilizando antígeno ~· abortus 1119-3 

Estándar en tubo 

2 (1:20) * 

2 (1:200) * 

* Título. 

Tipos de pruebas 

2 Mercaptoetanol E O T A 

w 
o 
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DISCUSION: 

En el presente estudio se trabajarán 116 sueros sanguíneos, 

detectandose el 2% de seropositividad para cepas lisas con el an-

.tígeno ~· abortus 1119-3 y un 95% cuando se empleo el antígeno 

B. canis RM 6/66 para cepas rugosas, tomandose como positivas 

la titulación de 1:40 de acuerdo como lo marca el Manual de 

Normas y Procedimientos de la Campaña Nacional contra la Bruce·· 

selosis. de la Dirección General de Fomento y Protección Pecuaria S.A.R.H. 

Martinez Herrera(l988), realizó un estudio similar para de­

terminar la titulación de anticuerpos contra B. melitensis en 

cabras con problemasde infertilidad y aborto, utilizó al antígeno 

B. abortus 1119-3 para cepas lisas, que obtuvo 11.2% de sueros 

positivos, además trabajó con los antígenos rugosos ~· abortus 

45/20 y~ melitensis Bll5, que le resultó el 21.8% y el 10% 

de sueros positivos respectivamente. De acuerdo a los resultados 

en ambos trabajos se infiere que las cepas rugosas son altamente 

inmunogenicas • 

Resulta importante señalar la gran sensibilidad y especifi­

cidad que mostró el antígeno de B. canis RM 6{66 en los sueros 

de ovinos, como lo demostraron FLORES•CASTRO Y CARMICHAEL (1986) 

que reportaron fuertes reacciones de aglutinación con antisueros 

específicos contra ~.~, pero nó con antisueros para las cepas 

lisas~· abortus, ~.melitensis y ~.suis. 

Con respecto a la prueba de aglutinación estándar en tubo 

para las cepas lisas, hubo un 2% de sueros positivos, en compa-
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ración con la prueba de aglutinación estándar en tubo con EDTA 

que nó presentó títulos; pero en canbio cuando se empleo el ant! 

geno rugoso el 95% que reaccionó positivamente a la ,prueba de -­

aglutinación estándar en tubo disminuyó en un 64% cuando se tra­

bajó para la prueba de aglutinación estándar en tubo con EDTA, -~ 

resultados similares han sido reportados por NIELSEN(l979), GARIN 

(1985), MAC MILLAN (1985), NOWLAN (1985), y DE GEUS (1988), que 

utilizarán la prueba en bovinos. Por lo que se concluye, que el 

disminuir la titulación al utilizar en EDTA, se debe a la presen­

cia en el suero de ambos anticuerpos: EDTA-labiles y de infec­

ción 

En cuanto a los resultados negativos de los cultivos bacte­

riologicos, se debe posiblemente a que la infección ocurrió 

cuando la borrega se encontró gestante, que bien pudo abortar 

ó haber llegado al termino de la gestación, pero si•ocurriera la 

infección cuando la hembra no estuviera preñada, la bacteria se 

depositaria en el aparato genital y se estaría eliminando con 

con regularidad como lo reporta el Comite Mixto de la FAO/OMS de 

expertos en Brucelosis (8). 
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CONCLUSIONES: 

1) No se recomienda el uso de las tecnicas: Prueba de la Tarjeta 

y la reacción de Huddleson para trabajar sueros de ovinos 

por la baja presencia de anticuerpos a cepas lisas. 

2) Se recomienda al uso de las pruebas: Lenta en tubo, 2 mercap­

toetanol siempre y cuando se tome en cuenta las reacciones 

por la presencia de los anticuerpos heterológos y se utilice 

al antígeno rugoso. 

3) El uso de la prueba lenta en tubo con EDTA es recomendable 

para eliminar los falsos positivos. 

4) El porcentaje de anticuerpos en ovinos a cepa~ lisas en este 

estudio es de 4% y de cepas rugosas es de 95%. 

5) No se logró al aislamiento de Brucella ovis a partir de 

secreciones vaginales de 116 hembras debido a la ausencia 

del ágente etiológico por lo tanto no se pudo establecer 

la correlación con la titulación serológica. 
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