INFECCION NATURAL DE OVINOS POR BRUCELLA MELITENSIS
EN LA REPUBLICA ARGENTINA*

Dres. ALBERTO L. OSSOLA,} BORIS SZYFRES v BENJAMIN D. BLOOD
Del Centro Panamericano de Zoonosis, Oficina Sanitaria Panamericana, Azul, Argentina

INTRODUCCION

La brucelosis ovina debida a Brucelie
melitensis es una causa importante de
pérdidas econémicas, y fuente de infececién
humana en varios paises de Europa, Africa
v Asia (1). Aunque se conoce la existencia
de 4reas enzodticas de brucelosis caprina en
el continente americano, la infeccién de
ovinos por Br. melitensis no ha sido com-
probada, hasta ahora, mediante cultivos.
Se aislé Br. abortus de ovinos en dos oca-
siones, una en Canad4 (2) y otra en Estados
TUnidos (3). Los exdmenes seroldgicos de
ovinos realizados por otros investigadores
han revelado reactores a brucelosis en
varios paises de las Américas, pero los in-
tentos de aislar el agente etiolégico han
resultado infructuosos (4).

El objeto del presente trabajo fue in-
vestigar la ocurrencia natural, en las Améri-
cas, de brucelosis debida a Br. melitensts en
ovinos.

METODOS

El enfoque epizootiolégico de la investi-
gacion fue encontrar establecimientos donde
ovinos convivieran con caprinos infectados.
Se realizaron encuestas serolégicas en 629
ovejas y 592 cabras, en las provincias ar-
gentinas de La Pampa, Cérdoba y San Luis.
Los exdmenes bacteriolégicos se limitaron a
3 rebafios, en los cuales se encontraron
ovejas con reacciones seroldgicas.

La primera investigacién bacterioldgica
fue llevada a cabo en 2 establecimientos
situados en la zona de Puelches, en la parte
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sur de la provincia de La Pampa. Los duefios
de ambos establecimientos informaron que
habia habido abortos en las cabras. Hubo
también antecedentes de brucelosis en
miembros de las familias de los dos estableci-
mientos. De las 217 ovejas examinadas en
los dos establecimientos, 6 fueron reactores
8 la prueba de aglutinacién. Tres de estos
animales (una oveja, un capén y un earnero,
con reacciones incompleta 1/100, incom-
pleta 1/50 y completa 1/25, respectiva-
mente!) fueron sacrificados. Se inocularon
cobayos por via intraperitoneal con tejido

“de érganos genitales, bazo y ganglios lin-
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faticos. Estoscobayosfueron traidosal Centro
Panamericano de Zoonosis, y sacrificados
6 semanas después con el objeto de realizar
las pruebas de aglutinacién y exdmenes
bacteriolégicos.

Las encuestas seroldégicas permitieron
ubicar otro establecimiento (I.P.) en la
provineia de San Luis, con un mayor ntimero
de reactores de ambas especies animales.
En éste pudo realizarse una investigacién
bacteriolégica méas completa, aprovechando
las facilidades del Laboratorio Central de
Salud Piblica de la Provincia. Este estableci-
miento, situado a 10 Xm. de la ciudad de
San Luis, tenia 200 cabras y 24 ovejas,
todas de raza ‘“criolla.” Los corrales para
ambas especles estaban contiguos. Las
ovejas tenfan que cruzar el corral de las
cabras para entrar o salir de su propio
corral. De acuerdo con la informacién
proporcionada por el duefio, ocurrieron
numerosos abortos en las cabras y algunos
en las ovejas a fines de 1960; se notaron
también algunos casos de artritis. Dos de
las 4 personas que viven en el estableci-
miento tenfan antecedentes de brueelosis.

! Los titulos 1/25, 1/50 y 1/100, tal como se

expresa en este trabajo, corresponden a 25, 50 y
100 Unidades Internacionales (5).
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En junio de 1961, se realizaron en este
establecimiento dos encuestas serolégicas,
con 12 dias de intervalo. Se hicieron tres
extracciones de muestras de leche (o secre-
cién mamaria) y de mucus vaginal de ovejas
durante las primeras dos semanas después
del parto. Se examinaron también Ilas
cabras, tanto serolégica como bacterio-
l6gicamente. Cien de los 200 caprinos fueron
examinados por la prueba de seroaglutina-
cidn, y se realizaron cultivos de mucus
vaginal y secrecién mamaria de los animales
que tenfan titulos de 1/25 6 mayores. Las
cabras se encontraban en un estado avan-
zado de gestacién, y aunque no se habfan
registrado partos, habfan ocurrido varios
abortos.

Se realizaron exdmenes serolégicos por la
prueba de aglutinacién en placa con anti-
geno suspendido en solucién salina isoténica.
Las muestras de leche (y en algunos casos
muestras de precalostro o secrecién ma-
maria) fueron extraidas previo lavado de la
ubre con una solucién de un compuesto de
amonio cuaternario? y limpieza de los pezo-
nes con aleohol al 70%. Algunas de las
muestras fueron mantenidas durante toda
la noche a 4°C., y se sembré sélo la crema,
mientras que otras muestras fueron cen-
trifugadas, y se sembraron crema y sedi-
mento.

Las muestras de mucus vaginal fueron
extraidas con un hisopo de algoddén puesto
en un espéculo de vidrio, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Renoux y colabo-
radores (6). El mucus contenido en el
hisopo fue sembrado, ya sea directamente en
el medio, o después de mezclarlo con solu-
cién salina fisiolGgica.

Los cultivos fueron hechos sobre el
medio Brucella Agar (Albimi) que contenia
cristal violeta en la proporcién de 1:700.000.
Las cajas de Petri sembradas fueron incu-
badas durante una semana a 37°C. en
atmésfera normal. Se seleccionaron colonias
tipicas de Brucella, las cuales fueron repi-
cadas y los cultivos traidos al Centro

2 Hyamine, elaborado por Rohm and Hass, Co.,
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Panamericano de Zoonosis, donde se reali-
zaron los siguientes exdmenes: examen
microscépico de las preparaciones tefidas
con Gram, aglutinacién con sueros especifi-
cos, pruebas de movilidad y comportamiento
frente a hidratos de carbono.

Los cultivos que mostraban las carac-
teristicas del género Brucella fueron tipifi-
cados por los métodos bioquimicos y sero-
l6gicos. Todas las pruebas fueron realizadas
comparativamente con las tres cepas de
Brucella de referencia de la FAO/OMS (1)
(Br. abortus 544, Br. suis 1330, y Br. meli-
tensis 16M). La produccién de H,S y el
comportamiento de las cepas aisladas en
presencia de los colorantes bacteriostiticos,
fueron determinados por el método de
Huddleson (7) de acuerdo con las recomen-
daciones del Comité Mixto FAO/OMS de
Expertos en Brucelosis (8). Las pruebas de
ureasa fueron practicadas por el método
rapido de Stuart y colaboradores (9), y por
el de Ferguson y Hook (10). Para la tipifica-
cién serolégica de las cepas, se usaron sueros
monoespecificos, producidos en nuestros
laboratorios, empleando las técenicas des-
critas por Jones (11).

RESULTADOS
Encuestas serolégicas

En la provincia de La Pampa (zona de
Puelches) se examinaron 5 hatos. En uno
de ellos s6lo se encontré uno de los 144
ovinos examinados con un titulo de agluti-
nacién incompleto a 1/100. En otro rebafio
se eneontraron titulos bajos (1/25 y 1/50)
en ambas especies animales. Fn los otros 3
rebafios, todas las ovejas resultaron nega-
tivasa 1/25.

En la provincia de Cérdoba (zonas de
Mina Clavero, San Pedro y Gutemberg) se
examinaron lag cabras de 13 rebafios de
explotacién mixta y todas resultaron nega-
tivas a 1/25.

In la provincia de San Luis, la encuesta
se llevé a cabo en 4 establecimientos, y
solamente en uno de ellos, L.P., se encon-
traron reactores en ambag especies animales.
De los 24 ovinos de este establecimiento, 6
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eran corderos y 18 adultos. Todos los
corderos resultaron negativos a las pruebas
de seroaglutinacién. De los sueros de ani-
males adultos, 6 dieron titulos a 1/100 6
mayores, uno incompleto a 1/50, 4 incom-
pletos a 1/25, v los 7 restantes resultaron
negativos. Se observé diferencia de titulo
en la mayoria de los animales en las dos
pruebas realizadas con 12 dias de intervalo.
Una de las ovejas que resulté negativa en
la  primera prueba, realizada dos dias
después de un parto normal, dio un tftulo
parcial a 1/100 en la segunda prueba. En el
mismo establecimiento, 27 de las 100
cabras examinadas dieron titulos de agluti-
nacién de 1/25 a 1/100.

Exdmenes bacterioldgicos

El examen bacterioldgico realizado por
inoculacién de cobayos con drganos de 3
ovinos pertenecientes a dos establecimientos
de la provincia de La Pampa, resulté nega-
tivo.

En el establecimiento L.P. en San Luis,
se sembraron directamente muestras de
leche o secrecion mamaria de 14 ovejas.
Se aislaron 4 cepas de Brucella de 3 de estas
ovejas, las cuales eran reactores a 1/100, De
2 de las 3 muestras de leche tomadas de
cada uno de estos animales, con 6 dias de
intervalo cada una, se aislé Brucella de una
oveja en dos ocasiones y de las otras dos,
s6lo en una ocasién. No se pudo aislar Bru-
cella de los cultivos de mucus vaginal de 17
ovejas,

De los 31 caprinos del mismo estableci-
miento que dieron titulo de aglutinacién a
1/25 6 mayores, o tenian antecedentes de
abortos, se obtuvieron dos cultivos de
Brucella. Uno provenia de mucus vaginal de
una cabra serolégicamente negativa que
habia abortado pocos dias antes de la
extraceién de la muestra, y el otro de secre-
cién mamaria de una cabra preiiada, con un
titulo de aglutinacién incompleto a 1/100.

Las pruebas de tipificacién realizadas con
5 cepas aisladas (3 de ovinos y 2 de caprinos)
dieron los siguientes resultados: no hubo
producecién de H,S durante los 4 dias de
observacién; se observé crecimiento en
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placas de Brucella Agar (Albimi) con
tionina al 1:80.000, asi como también en las
con fucsina en igual concentracién; la
actividad uredsica se inicié a los 30 minutos
¥ se complets a los 60 minutos por el método
répido (9), mientras que, por el método de
Ferguson y Hook (10), comenzé a las 2
horas y se complet6 a las 4 horas. En la
tipificacién serolégiea, las cepas aisladas
aglutinaron (tanto en placa como en tubo)
el suero monoespecifico M, pero no el A.
De acuerdo con estos resultados, y con-
siderando también que las cepas aisladas no
requerian CO; para su crecimiento inicial,
se las clasific6 como Br. melitensis.

DISCUSION

Se ha sugerido que las diferencias de
incidencia de la brucelosis ovina entre los
paises americanos y los de otros conti-
nentes, pueden deberse a una diferencia en
la susceptibilidad de las razas de ovinos (1).
Sin embargo, los resultados obtenidos de
esta investigacién demuestran que la infec-
¢ién ocurre naturalmente en ovinos de raza
“criolla” en la regidn oeste de Argentina.
Por otra parte, se debe considerar que los
ovinos de Argentina, y de las Américas en
general, no son verdaderamente nativos,
sino descendientes de razas europeas.

Comprobada la susceptibilidad de la
oveja ‘“‘criolla” a la infeccién por Br. meli-
tensts, la presencia y prevalencia de la in-
feccién depende probablemente de la opor-
tunidad de estar expuesta a fuentes de
infeccién. En la presente investigacién se
eligieron para el estudio bacteriolégico, 3
rebafios de ovejas que vivian en estrecho
contacto con hatos de cabras infectadas.
Aunque no puede probarse, se presume que
1a brucelosis se transmitié de los caprinos a
los ovinos, y que las cabras constituyen el
reservorio de la infeccién, ya que la en-
fermedad de esta especie animal tiene amplia
difusién en la regién oeste de Argentina.

Debe tomarse en cuenta que en esta
situacién particular, la exposicién fue
masiva y los resultados no constituyen una
medida del grado de susceptibilidad de la
oveja “criolla” a Br, melitensis. Esta medida
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s6lo podria obtenerse mediante ensayos
controlados, con dosis graduadas del micro-
organismo.

Los hatos mixtos de cabras y ovejas no
son frecuentes en Argentina y no todos ellos
estdn infectados. La encuesta serolégica
realizada en tres provincias en zonas de cria
mixta, permitié ubicar un solo estableci-
miento, de los 22 examinados, con un alto
porcentaje de reactores de ambas especies
de animales. Los animales de los otros
establecimientos dieron resultados negativos
0 se encontraron unos pocos reactores, de
los cuales no se pudo aislar el agente etio-
l6gico. Los hatos mixtos se encuentran en
su mayor parte en las zonas de explotacion
ganadera primitiva, donde el intercambio
de animales es escaso o nulo.

En una encuesta llevada a cabo por Pardal
(12), en la provinecia de San Luis, se encon-
traron 6 (6,37 %) reactores entre 94 ovejas
examinadas. El autor no indica si intenté
aislar Brucello de los reactores.

Las 4reas de mayor produccién de ganado
ovino en Argentina, no son las mismas que
las zonas de produccién de ganado caprino;
en consecuencia, los resultados de encuestas
realizadas en distintas partes del pais son
diferentes. En las encuestas realizadas en
las provincias patagénicas y Tierra del
Fuego (13, 14) no se encontraron reactores.
Sin embargo, en el examen de 678 ovinos
sacrificados en el Matadero de La Plata
(15), se encontraron 4 animales con titulos
a 1/100, y 64 con titulos a 1/25 6 1/50. Enel
Matadero Municipal de Buenos Aires (16)
se examinaron 5.510 ovinos, 26 de los cuales
dieron titulos a 1/100 6 mayores, y 376
reaceionaron a 1/25 6 1/50.

En vista de los resultados obtenidos en
Argentina, es probable que la infeccién por
Br. melilensis exista también en otras partes
de América. En varios pajses se han levado
a cabo encuestas seroldgicas. En Brasil (17),
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se encontraron ovejas clasificadas como
“reactores” por los respectivos investiga-
dores. En México (18), de 1.000 muestras
de sangre tomadas en el matadero de la
capital, se encontraron 108 (10,8%) con
titulos a 1/80; en Perd (19), se encontraron
unos pocos ovinos con reacciones a 1/50,
¥ no se encontraron titulos mas altos; en
Uruguay (20), se examinaron 2.834 ovinos
procedentes de 8 departamentos del pafs, y
todos resultaron negativos. Estos resultados
no son enteramente comparables, ya que en
estas encuestas se usaron diferentes anti-
genos y técnicas de sero-aglutinacién. No
hay duda que el problema merece més
atencién y que es mnecesario ampliar los
examenes, poniendo especial empefio en la
investigacién bacteriolégica.

RESUMEN

La infeccidn por Brucelle melitensis, no
descrita hasta ahora en las Américas, en la
especie ovina, ha sido reconocida en la
regién oeste de Argentina. Se aislé Br.
melifensis de 3 ovejas seroldgicamente
positivas, mantenidas en un establecimiento
donde habia cabras infectadas.
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NATURAL INFECTION OF SHEEP BY BRUCELLA MELITENSIS IN ARGENTINA

(Summary)

Ovine brucellosis due to Brucella melitensis,
not hitherto reported in the Western Hemi-
sphere, was found in naturally infected sheep in

western Argentina. Br. melifensis was Isolated
from 3 serologically reacting ewes kept on a
ranch with infected goats.



