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RESUMEN 
Se efectuo un experimento con cabras de diferentes hatos, con los objetivos de determinar la sensibilidad yespecificidad relativa 

de la Prueba Modificada de Anillo en Leche (PMAL), y evaluar e( efecto de la mastitis sobre los resultados de la prueba. Se tomaron 

muestras de leche y suero sanguineo a 162 cabras. En la leche se efectuaron las pruebas PMAL, de Wisconsin modificada (PWM), 

asi como el estudio bacteriologico. La !eche se sembro en medio selectivo de Farrell para el aislamiento de Brucella yen agar 

sangre, para el aislamiento de microorganismos causantes de mastitis. Las cepas aisladas se identificaron mediante pruebas 

bioquimicas. A los sueros S8 les efectuaron las Pruebas de Tarjeta (PT) y de fijacion de complemento (F C). Solo se consiguieron 

dos aislamientos de cepas de campo de Brucella melitensis biotipo I, por 10 que, se obtuvo la sensibilidad y la especificidad relativas 

se obtuvo empleando la FC como prueba de referencia. Se encontro una sensibilidad relativa de 69% y una especificidad relativa 

de 85 %. Se aislaron 6,5 cepas de bacterias causantes de mastitis, a las que se efectuo una prueba de aglutinacion con suero 

hiperinmune de conejo anti-Brucella melitensis: solamente fueron positivas1 0,10 que representa e115.3 %. Entre las pruebas de 

mastitis hubo discrepancia en el numero de aislamientos (65) y el numero de cabras con mastitis subclinica, debido a que en 

algunasleches se aisl6 mas de una cepa. Se concluye que la prueba tiene baja sensibilidad com parada con FC, y que la mastitis 

no :~~uye de manera determil1ante en la aparicion de falsos positivos, presentando una buena especificidad. 

PALABRAS CLAVE: Brucelosls, Anillo en leche, Brucella melitensis, Caprinos, Mastitis. 

La zoonosis producida por Brucella se 
encuentra muy diseminada en todo el 
planeta; son pocos los parses que la han 
erradicado, entre los que 10 han logrado se 
encuentran Suecia (1), Israel (2) y Australia 
(3). Se ha reconocido la eficacia de la prueba 
de anillo en leche( PAL) para lograr el control 
de la enfermedad en bovinos (1,2) 
Desafortunadamente, la prueba no ha 
funcionado igual en caprin os (4,5) En un 
trabajo anterior (6) , al estandarizar la PMAL 
para el diagn6stico de brucelosis en 
caprinos, se encontr6 un alto numero de 
resultados falsos positiv~s; ademas, no 
existen datos sobre la sensibilidad y 
especificidad de la prueba, como tampoco 
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sobre la influencia de la mastitis en el 
resultado de la prueba. 
En estudios realizados para conocer la 
etiologia de la mastitis en cabras, se ha 
encontrado que los agentes mas frecuentes 
son los Staphylococcus coagulasa negativos 
y coagulasa positiv~s (7) Entre las especies 
de Staphylococcus estan: S caprae, S 
xylosus, S tJpidermidis, S chromogenes, S 
haemolyticus, S cohnii, S auricularis, S 
aureus yS hycus (7,8,9). Las Corinebacterias 
son el segundo grupo mas prevalente y entre 
las menos frecuentes estan las bacterias 
Gram negativas, Mycoplasma, 
Streptococcus y Levaduras (7,8,10) Todas 
estas bacterias se han asociado 
ampliamente a mastitis subclinica y 
clinica.(7). 
EI umbral fisiol6gico de las celulas 
somaticas en los bovinos es ampliamente 
aceptado, y hay cierto acuerdo en cuanto al 
numero de celulas somaticas en ovinos, pero 



en el caso del ganado caprino, hay confusion 
respecto al recuento celular somatico y 
todavia no se establece el umbral de celulas( 
11) En el caso de las celulas epiteliales de 
la cabra, durante el proceso de secrecion 
pierden parte de su citoplasma, aportando 
particulas celulares a .Ia leche; estas 
particulas estan presentes tanto en la 
secrecion de glandulas mamarias sanas 
como en las de infectadas (9,11), 
Este trabajo se efectuo con los objetivos de 
determinar la sensibilidad y la especificidad 
relativa de la PMAL para el diagnostico de 
la brucelosis caprina, y para tratar de 
conocer el efecto de la mastitis en los 
resultados de la prueba. 
Se emplearon 162 cabras de diferentes 
hatos del estado de Puebla, a las que se 
les muestreo leche y suero sanguineo. Las 
leches se colectaron en tubos esteriles en 
condiciones de asepsia y se les efectuo la 
PMAL con antlgeno de Brucella abortus 
(Lab. de Pronabive). La modificacion 
efectuada en PAL para PMAL consistio en 
agregar a 1 ml de leche 0.3 ml de cloruro de 
sodio al 25%, 0,1 ml de crema de vaca 
negativa a la PAL (Ia prueba Ileva 30 
microlitros de antigeno) y el aumento del 
tiempo de incubacion a 2 hen lugar de 1, a 
37 C (6). (La PAL consiste en agregar a I ml 
de leche 30 microlitros de antigeno, mezclar 
e incubar a 37 C durante 1 h.) 
Para el estudio bacteriologico se sembraron 
las leches en medio Farrell para el 
aislamiento de Brucella; se incubaron 
durante 7 dias a 37 C; a las colonias 
sospechosas se les efectuo tincion de Gram. 
La identificacion se lIevo a cabo por su 
reaccion en pruebas bioquimicas como urea, 
citrato, produccion de acido sulfhfdrico, triple 
azucar-hierro. Para conocer el biotipo, los 
aislamientos se probaron con los antisueros 
A y M, que son antigenos de superficie de 
las Brucelas lisas. La fagotipificacion se 
realize con los fagos Wb, Tb, Iz y Rc. Para 
conocer si las cepas aisladas eran de campo 
o vacunales, se probaron con penicilina y 
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estreptomicina, segun la tecnica descrita oor 
Alton y col.(4). 
EI estudio bacteriologico general de masiitis 
caprina se lIevo a cabo sembrando las leches 
en agar sangre e incubando durante 24 h. 
Las colonias sospechosas fueron 
identificadas con pruebas bioqulmicas como 
coagulasa en tubo para los Staphylococcus, 
las pruebas bioqufmicas fueron realizadas 
en un microsistema de identificacion API 
G-20, que contiene 17 pruebas 
bioquimicas(Analytab Products); las demas 
pruebas de identificacion se realizaron segun 
el National Mastitis Council (12). 
Para la determinacion de mastitis subclinica 
se empleo la prueba modificada de 
Wisconsin que consiste en: colocar 3 ml de 
leche en los tubos especiales para esta 
prueba, agregar 3 ml de reactivo de California 
diluido 1:2 con agua destilada, tapar los 
tubos y mover la grad ilia durante 10 
segundos, casi hasta posicion horizontal, 
dejar reposar los tubos 15 segundos e invertir 
la gradilla en posicion vertical, dejando que 
salga la mezcla durante 15 segundos. 
Regresar la gradilla a la posiCion normal; 
hacer la lectura de los ml restantes e 
interpretar (13), 
Con las cepas aisladas de las muestras de 
cabras con mastitis se efectuaron pruebas 
de aglutinacion con suero hiperinmune de 
conejo anti-Brucella melitensis. EI suero 
hiperinmune de conejo anti-Brucella 
melitensis se obtuvo por inoculacion por via 
intraperitoneal de una suspension de Brucella 
melitensis en solucion salina fisiologica, a 
una concentracion de 4x1 09 UFC/ml. A las 
tres semanas se sangro el conejo por 
puncion venosa, para valorar la concentracion 
de anticuerpos por aglutinacion en tarjeta 
(Rosa de Bengala); cuando esta fue 
adecuada se sangro en blanco por puncion 
cardiaca(13). 
A los sueros se les efectuaron las Pruebas 
de Tarjeta (PT) y Fijacion de Comp!emento 
(F C) usando las tecnicas descritas por 
Alton y col. (4). 



En el estudio bacteriologico solamente se 
aislaron dos cepas de campo de Brucella 
melitensis biotipo 1, confirmado por su 
sensibilidad a estreptomicina y resistencia 
a penicilina. En cuanto a fagotipificacion no 
fueron lisadas por los fagos Wb, Tb Y Rc, 
teniendo una lisis parcial con el fago Iz, 10 
que confirmo la especie aislada. Ademas, 
se aislaron 65 cepas de bacterias causantes 
de mastitis, que se presentan en el Cuadro 
I. Los resultados de la prueba PMLA fueron 
16 positivas y 117 negativas. En la prueba 
modificada de Wisconsin se detectaron 60 
positiva y 102 negativas a mastitis suclfnica. 
En la prueba serologica de tarjeta (PT) se 
obtuvieron 23 positiv~s y 135 negativos. 
En la prueba serologica de fijacion de 
complemente(F C) se encontraron 23 
positiv~s y 139 negativos. 
Debido a que solamente se consiguieron dos 
aislamientos de cepas de Brucella 
melitensis, no fue posible calcular la 
sensibilidad y especificidad absolutas, por 
10 que se obtuvo la sensibilidad relativa, 
tomando la FC como prueba de referencia. 
De 23 ani males positiv~s a FC solamente 16 
fueron positiv~s a anillo en leche, 
encontrandose 7 falsos positiv~s, por ser 
positiv~s a FC y negativos a PMAL. La 
sensibilidad de la PMAL fue de 69 %. 
En el caso de animales negativos se 
encontraron 139 a FC, y 117 de estos fueron 
negativos a PMAL, teniendo 22 falsos 
negativos por ser negativos a FC y positiv~s 

a PMAL. La especificidad relativa de la 
prueba de PMAL fue de 85%. 
De las cepas aisladas de casos de mastitis, 
con las que se efectuaron pruebas de 
aglutinacion con suero hiperinmune de 
conejo anti-Brucella melitensis, dieron 
reaccion positiva 6 cepas de Staphylococcus 
aureus, 2 de Streptococcus y 2 de 
Micrococcus, dando un total de 10 cepas, 
que representan el 15.3 % de las cepas 
aisladas. 
En el Cuadro 1, se observa que hubo 65 
aislamientos de bacterias causantes de 
mastitis y en el resultado de la prueba 
modificada de Wisconsin solamente 
aparecen 60 positiv~s a mastitis subclfnica. 
Esta diferencia se explica porque en algunas 
muestras se aislo mas de una cepa por 
leche estudiada. 
La PMAL presenta valores de sensibilidad y 
especificidad relativos, que al ser 
comparados con otras pruebas desmerecen 
mucho (15 ); sin embargo, no hay que perder 
de vista que la prueba esta contemplada 
como una prueba «TAMIZ», que nos indica 
si un hato tiene problemas de brucelosis para 
que se evalue individualmente a los animales. 
En cambio, las pruebas serologicas tienen 
utilidad y fines diferentes, por 10 que Ie 
comparacion puede no ser tan valida.(15) 
EI suero hiperinmune es rico en anticuerpos 
anti-Brucella; la cepa bacteriana causante 
de mastitis corresponderfa al antigeno que 
cruza;si no hay reaccion cruzada de 

CUADRO 1. BACTERIAS CAUSANTES DE MASTITIS AISLADAS DE LECHE DE CABRA, 

Staphylococcus spp 19 
Staphylococcus aureus 7 
Staphylococcus auricularis 1 
Staphylococcus epidermidis 6 
Streptococcus 2 
Cocos Gram ( + ) 5 
Micrococcus 17 

Bacillus Gram(-) 1 
Acinetobacter 2 
Escherichia coli 1 
Alcaligenes 1 
Levaduras 1 
S. sonii 1 
Moraxela 1 

TOTAL AISLAMIENTOS 65 
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aglutinaci6n , no esta modificando el REFERENCIAS 
resultado. EI bajo porcentaje de pruebas 
positivas de aglutinacion entre las cepas 
aisladas de mastitis y el suero hiperinmune 
de conejo anti-Brucella melitensis, hace ver 
que la influencia de la mastitis bacteriana 
en el resultado de 'Ia PMAL no es 
determinante. 
EI uso de la PAL en cabras no es 
recomendada por la Norma de la Campana 
de Erradicacion de la Brucelosis (16), 8stO 
es debido principalmente a que no existen 
resultados de trabajos de investigacion que 
soporten el uso de la PAL ni de la PMAL; 
aunque es deseable contar con una prueba 
para el diagnostico de brucelosis a partir de 
leche de cabras, sea 0 no la de anillo en 
leche, ya que no se cuenta con pruebas 
diagn6sticas de amplia cobertura para la 
vigilancia epidemiol6gica. 

EVALUATION OF THE MODIFIED MILK 
RING TEST FOR GOAT MILK FOR 
DIAGNOSIS OF Brucella melitensis AND 
THE EFFECT OF MASTITIS ON THE TEST 
RESULTS. 

SUMMARY. 

In order to determine the relative sensibility and specificity of 
the modified milk nng test (MMRT) for goat milk, and to evaluate 
the effect of mastitis on the test results, samples of milk and 
blood were taken from 162 pregnant goats. Milk samples were 
subjected to MMRT and the modified Wisconsin test for 
subclinical mastitis, Additionally milk samples were cultivated 
in selective Farrell's medium to isolate Brucella, and in blood 
agar to isolate mastitis related bacteria, The isolated strains 
were identified by biochemical tests, Serum samples were 
analyzed by the Rose Bengal test (RBT) and the complement 
fixation test (CFT). Only two field strains of Brucella melitensis 
type 1 were isolated, To determine relative sensibility (Rsen) 
and specificity (Rspe), CFTwas used as the reference test. The 
Rsen was 69% and the Rspe was 85% Sixty five isolated mastitis 
related bacteria were examined by an agglutination test against 
hyperimmune anti-Brucella melitensis rabbit serum. There were 
10 positive results (15,3%). The conclusion IS that the MMRT 
has a low sensivity In comparison to the CFT and that mastitis 
doesn't affect the specificity in a significant way 

KEY WORDS: Brucelosis, Milk ring test, Brucella melitensis, 
Goats, Mastitis 

55 


Bjorkman G H B. Eradication of bovine bruceliosis in 
Sweden, J, Am, vet. med. Ass, 1962; 140(11): 1192 

2. 	 Dafni I G, Eradication of bovine brucellosis in Israel 1970, 
1987. Isr, J vet med .. 1989 45(4):233 

3, 	 An6nimo. Technical report. Standardized Complerr,ent 
Fixation Test for Bovine 1:'" 'selias:s, Australian V<!terinary 
Journal. vol 5, Aug, 1977, P395-400 

4 	 Alton G G. Jones ML, Angus D R, Verqer MJ Teci1n1ques 
for the brucellOSIS laboratory In ;lltul,' NatiOnal la 
Recherche Agronomique Pa 103 13'8 13 

5, 	 Abd-EI-Gahni, Osman 1', 'j"" o. :i ~,'I EVdlualicrl of 
serodiagnostic methods I;" ", :'.':;)3 c, arnc;ng st.eeps 
and goats in IntJ,LJ ,il' :2) 1',2 

6, 	 Mancera M A, ", ,,', !i>' ; i~ J, SI:81'ez G c, 
C6rdovaLD,DiazAE,~: r. ii FC,;!1i",s'anumoral 
en cabras vacunadas 
usando la prueba de an,i' "" 
pruebas 'I ( 

7, 	 Corrales J C, 
A. Relationship 
intramammary paU.;; 
Symposiu;r "Sornal" 
Bella Italia. 1994 

8. 	 Corrales ,J C, Sk,rr; 
DominallCla lie est,,; , 
etlologia ae las Ir;,1 ,I,,' 
Jornadas Cient:(ic;, 
Ovil1oteulia C,:,~, ,~',' ' 

9 	 Poutrel 13. Les mOl: ; 'I 

I"INRA, ma,drk:: 

10 

I~ goats m, ,. J ['d," 

1, 	 GonLab 
F, Rota 
milk of smali I'[;:n r,JII 
SympoSl'j(n" ~;c·'n(I'" 

Belia itaiia 1994 

\ 1 [, ,3 m0JftenS!S 

'q, j"C""i8 :!(li~erentes 
..'.~. 

j, " 

':1 l e 
j Hlt~!fnatlOnal 

II~ (;f rurmnants" 

. IU L Contreras A, 
cUilnebacterias en la 

""nicas caprinas, XVIII 
, Joedad Espanola de 

I I '~et" ES,Jana 1983, 
,euvre Les colloques de 
'8 (goat diseases). Nion 

, i . \. Weinland B T Effect 
l1ammary infection on 
cylop1asmlc panicles 

24;('", 
t·" Gonzalez M C, Garc:a 

, I 1 situation of sec in 
(,I Sp~1m, Internatlona~ 

C 'ilk of small ruminants" 

12. 	 National Mastltll; C" 1<.1 lard Book on Bovine 
Mastitis Inc 1985 

13, 	 Perez D M Marua iechero, Ed. Mexico: 
Diana, 1984, 

14. 	 Comite MIx1(l FAOlorll,:-',x,'\iltoS en brucelosis. Quinto 
Informe. Ginebra,197C:l'i 

15. 	 Dlaz Apa(cio [" y <:01 of Serological Test for 
diagnosis of Brucel'il m: , lfection of goat. J, clin. 
Micro, 1994:'L 1109 

16 	 Norma Ol,cial Mexicar j 1\ ,)lv1841·200-1995, Diario 
Ofielal de la Fedel'8cion i'" da agosto de 1966. 


