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RESUMEN 

El objetivo de la presente investigación fue realizar el diagnóstico de brucelosis de ganado bovino 

nativo del Norte de México con cultivo de muestras de leche, seroaglutinación con rosa de bengala 

y rivanol según la NOM-041-ZOO-1995. Se seleccionó una población de 1600 bovinos hembra 

adultos lecheros raza Holstein-Friesian de 38 a 48 meses de edad. Cada muestra estuvo compuesta 

de leche extraída proveniente de todos los cuarterones, tomándose ~10 mL de leche por cada pezón. 

Sembradas en TSA/5% SBE y 5% CO2 atm, 37°C/21 d, subcultivos en agar Brucella y agar TSI 

37°C/21 d y pruebas bioquímicas para detectar la producción de H2S y ureasa, y así confirmar la 

identificación de Brucella. El suero obtenido fue para procesar rosa de bengala y rivanol. Resulto 

un total de 460 cultivos de leche positivo a Brucella spp, de las cuales 417 (90.65%) fueron positivas 

a rosa de bengala y 43 (9.35%) negativas. Al procesar rivanol, fueron 338 (73.48%) positivas y 122 

(26.52%). Rivanol sigue siendo buen referente para diagnóstico de brucelosis por infección, ya que 

permite descartar tanto muestras positivas por cultivo positivo en leche como por el diagnostico en 

suero con rosa de bengala. 

 

Palabras clave: Brucella abortus, salud pública, rivanol. 

 

ABSTRACT 

The objective of this research was to make the diagnosis of brucellosis in native cattle of Northern 

of Mexico with culture of milk samples, seroagglutination with rose bengal and rivanol according 

to NOM-041-ZOO-1995. A population of 1600 adult female Holstein-Friesian dairy cattle between 

38 and 48 months of age was selected. Each sample consisted of expressed milk from all quarters, 

taking ~ 10 mL of milk for each teat. Seeded in TSA/5% SBE and 5% CO2 atm, 37°C/21 d, 

subcultures in Brucella agar and TSI agar 37°C/21 d and biochemical tests to detect the production 

of H2S and urease, and thus confirm the identification of Brucella. The serum obtained was to 

process rose bengal and rivanol. A total of 460 milk cultures were positive for Brucella spp, of 

which 417 (90.65%) were positive for rose bengal and 43 (9.35%) were negative. When processing 

rivanol, they were 338 (73.48%) positive and 122 (26.52%). Rivanol continues to be a good 

reference for the diagnosis of brucellosis due to infection, since it allows to discard both positive 

samples by positive culture in milk and by the diagnosis in serum with rose bengal. 

 

Keywords: Brucella abortus, public health, rivanol. 
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1 INTRODUCCIÓN 

La brucelosis es de las zoonosis bacterianas más frecuentes en todo el mundo (Legesse et 

al., 2018). Al ser capaz de afectar al animal y al hombre, se considera una antropozoonosis, ya que 

su agente etiológico hospedado por algunos animales es transmisible a la especie humana. En 

humanos, puede presentar formas agudas y latentes (Cavalcanti-Soares et al 2015). El género 

Brucella infecta a animales de granja, bovinos, ovinos, caprinos y cerdos (Lou et al., 2018). Sigue 

siendo un problema de salud pública, especialmente en comunidades rurales (Koyuncu et al., 2018). 

Se encuentra en América Latina, región del Mediterráneo en Europa, oeste de Asia y en territorio 

africano. Esta enfermedad es causada por bacterias del género Brucella, Gram (-), intracelular 

facultativo (Cloeckaert et al., 2020). La cual puede transmitirse de los caprinos al hombre. 

Enfermedad que tiene diversas sinonimias, Fiebre Malta, Mediterránea u Ondulante (Wang et al., 

2020). La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de curso crónico que incide 

negativamente en la salud afectando al hombre y animales domésticos, fauna silvestre y mamíferos 

marinos (Miceli et al., 2019). Ocasionando cuantiosas pérdidas económicas al sector ganadero 

(Cutiño y López, 2020). Debido principalmente a abortos en el último tercio de la gestación, 

disminución en producción de leche, desecho anticipado del hato, nacimiento de becerras débiles 

aparentemente normales, positivas a Brucella abortus (Carrisoza-Urbina et al., 2014). B. melitensis, 

B. abortus y B. suis son las especies más virulentas en orden de patogenicidad para el hombre 

(Sadeghi et al., 2020). Desde la priorización de la brucelosis en 2017, se han realizado esfuerzos 

para desarrollar una estrategia de control (Sambu et al., 2020). El conocimiento de la propagación 

y la prevalencia de la brucelosis es esencial para tomar medidas de control (Díaz-Herrera 2015). 

Estos organismos pueden sobrevivir y propagarse por medio de alimentos y agua (Carrisoza-Urbina 

et al., 2014). Debido a su gran capacidad adaptativa para evadir los mecanismos inmunológicos, es 

una infección de difícil tratamiento, a pesar de no desarrollar evidencia de resistencia al manejo 

antibiótico establecido (Rodríguez et al., 2014). La OMS considera que la brucelosis tiene serias 

implicaciones para la salud, particularmente en segmentos menos favorecidos de la población y en 

regiones con insuficiente atención sanitaria. Brucella puede infectar a múltiples huéspedes, como al 

humano, animales de granja como ganado bovino, ovino, caprino y porcino (Pelerito et al., 2020). 

La prevención de la enfermedad en el ser humano está relacionada al control de animales positivos, 

además de cuidados con alimentos y con el contacto con fuentes de contaminación (Torres-Higuera 

et al., 2018). La brucelosis impacta de manera perjudicial a la salud humana y animal, reflejándose 

en el sector pecuario como grandes pérdidas económicas debido a los abortos, esterilidad y la 

disminución del rendimiento fisiológico que presentan los animales infectados, mientras que en el 

sector sociosanitario el contacto con animales enfermos. El consumo de productos cárnicos y lácteos 
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contaminados diseminan la enfermedad entre la población humana, causando un cuadro clínico 

inespecífico que puede generar enfermedades como: artritis, endocarditis, meningitis y 

osteomielitis, por mencionar las más comunes. Por lo que el objetivo fue realizar el diagnóstico de 

brucelosis de ganado bovino nativo del Norte de México con cultivo de muestras de leche, 

seroaglutinación con rosa de bengala y rivanol según la NOM-041-ZOO-1995. 

 

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Tipo de estudio transversal, analítico, comparativo y observacional. Se llevó a cabo en las 

instalaciones de la FCQ, y en los laboratorios del Centro de Investigación y Diagnóstico en Salud 

Animal (CIDSA) del Comité de Campaña de la Erradicación de la Tuberculosis Bovina y Brucelosis 

de la Región Lagunera de Coahuila y Durango, Asociación Civil. A partir del universo que 

concierne bovinos nativos de la Comarca Lagunera, se seleccionó por casuística a una población de 

1600 bovinos hembra adultos lecheros raza Holstein-Friesian de 38 a 48 meses de edad que hubiesen 

sido inmunizados contra brucelosis sólo con la vacuna RB51 cuya aplicación se haya efectuado en 

un lapso ≥12 meses. Las muestras tomadas de cada unidad experimental fueron leche directamente 

de la ubre y sangre tomada a través de la vena coccígea, y se transportaron al CIDSA, donde se 

procesó para obtención y resguardo de leche y suero bajo congelamiento. 

 

Toma, transporte y cultivo de muestras 

Según la OIE (2018), las muestras de leche se recogieron asépticamente después de realizar 

un lavado y secado de la ubre, así como previa desinfección de pezones utilizando agua tibia con 

jabón. Cada muestra estuvo compuesta de leche extraída proveniente de todos los cuarterones, el 

primer chorro de leche fue descartado (despunte) tomándose ~10 mL de leche por cada pezón. 

Asimismo, el par de guantes empleados por el personal ordeñador antes de la recolección de leche 

de cada animal se desinfectó con una solución de alcohol 70% para evitar contaminación cruzada. 

Después de la toma de cada muestra, se depositaron en hieleras previamente enfriadas con 

compresas de gel congeladas (4 a 10°C). Centrifugadas y sembradas por técnica de estriado en cajas 

Petri de vidrio con medio selectivo sólido agar soja-tripticasa (TSA/5% suero fetal bovino (SBE) y 

5% CO2 atm), la caja Petri se seccionó en dos partes, una para la crema y otra para la parte que 

sedimentó de la muestra después de haber sido sometida a centrifugación. Posteriormente, se 

incubaron a 37°C/21 d, se realizaron subcultivos en agar Brucella y agar TSI a todos aquellos 

cultivos que dieron un crecimiento bacteriológico positivo consistente con Brucella spp 37°C/21 d 

y al obtener un segundo crecimiento en ambos medios de subcultivo, se realizaron pruebas 

bioquímicas para detectar la producción de H2S (papel con acetato de plomo) y ureasa (método de 
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Christensen), y así confirmar la identificación de Brucella. Por otro lado, se consideraron como 

muestras negativas a Brucella spp todos aquellos cultivos que durante el lapso establecido no 

presentaron crecimiento.  

Procedimiento para la prueba Rosa de Bengala (RBT) Reg. SAGARPA: B-0653-009 Aba 

Test Tarjeta 8% Uso Veterinario PRONABIVE®. 

En un recipiente se agregó 1 L de agua corriente y 5 mL de cloro concentrado (para las 

puntillas desechadas). Se encendió el aglutinoscopio verificando que la luz blanca fuera constante 

y que la lámpara no presente ninguna anomalía. Se colocaron 30 µL de suero problema en cada uno 

de los cuadrantes de la placa de vidrio de reacciones febriles con 30 µL de antígeno RBT, 

manteniendo entre ambas alícuotas depositadas una distancia intermedia de ~1 cm en cada uno de 

los cuadrantes. Se mezcló en forma circular el suero problema con el antígeno utilizando un 

aplicador de madera. Después a un agitador universal de rotación (oscilador) y se dejó reposando la 

placa durante 4 min; se registró el tiempo en el cronómetro y fueron observados en el aglutinoscopio, 

para interpretación de resultados. La placa se lavó con texatrón neutro diluido al 25%. Se procedió 

a desinfectar con 5 mL del desinfectante (Benzal, etanol al 70%, y cloro). 

Procedimiento para la prueba Rivanol (RIV) en placa. Reg. SAGARPA: B-0653-019. Uso 

Veterinario PRONABIVE® Lote No. 4020289-1 

Los tubos Vacutainer® nuevos fueron rotulados con el número de identificación 

correspondiente a cada microtubo con muestra serológica, utilizándose un marcador indeleble de 

color negro para este propósito. Se agregaron 400 µL de cada suero problema en los tubos 

Vacutainer® correspondientes. Posteriormente, 400 µL de solución de Rivanol® en cada tubo, 

obteniéndose un volumen total de 800 µL, dejando en reposo 20 min, se centrifugo a 2,000 g por 5 

min. Empleando 5 cuadrantes por muestra, en una placa de vidrio, se colocaron 80, 40, 20, 10 y 5 

µL, se agregó 30 µL de antígeno RIV. Se mezcló aplicador y se colocó la placa en el agitador 

universal a velocidad media (15 rpm; Hold-on) 12 min. Se observaron e interpretaron resultados 

(toda muestra que presentó aglutinación a cualquiera de los títulos 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400 

se considera positiva). Con la respectiva desinfección de la placa y área de trabajo.  

 

3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

De las 1,600 muestras analizadas se tomó de cada unidad experimental muestra de leche y 

muestra sanguínea para obtención de suero, resultando un total de 460 cultivos de leche positivo a 

Brucella spp, asimismo, las muestras de suero trabajadas fueron sus precedentes. De las cuales 417 

(90.65%) fueron positivas a RBT y 43 (9.35%) negativas. Al procesar RIV, fueron 338 (73.48%) 

positivas y 122 (26.52%) (Figura 1).  
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Figura 1. Resultados obtenidos de la prueba RIV clasificados de acuerdo con el título de seroaglutinación, de 460 

cultivos de leche positivos Brucella spp. 

 

   

La RBT es una prueba sencilla, cualitativa que permite identificar la presencia de la 

brucelosis y con ello poder identificar los sueros positivos que son el caso de nuestra investigación; 

se sigue utilizando como prueba diagnóstica para brucelosis (Assenga et al., 2015; Purwar et al., 

2016); también, por su elevada sensibilidad y especificidad, se ha comparado la RBT con el método 

molecular en el diagnóstico de brucelosis, es una prueba sencilla que permite identificar sueros 

positivos como en nuestra investigación; como se pudo observar con la investigación realizada por 

Cevallos-Falquez y colaboradores (2010), realizaron una técnica de PCR convencional obteniendo 

un valor de sensibilidad del 75% y una  especificidad de 92% en comparación con la RBT. 

Asimismo, en el año 2017 se analizaron 30 muestras de suero sanguíneo de cabras que dieron 

positivas empleando la RBT, las cuales también resultaron positivas con las muestras de sangre total 

con el método PCR múltiple, los resultados de la amplificación de las muestras permitieron observar 

que ninguna de las muestras con RBT negativas presentaron bandas, es decir fueron Rosa de 

Bengala negativas, PCR múltiple negativas, con lo que se obtuvo una sensibilidad y especificidad 

del 100%, por lo que, el VPP y el VPN fueron 100% (Cuevas-Jácquez et al., 2017). 

 

4 CONCLUSIONES 

Se realizó el diagnóstico de brucelosis de ganado bovino nativo del Norte de México con 

cultivo de muestras de leche, seroaglutinacion con rosa de bengala y rivanol según la NOM-041-

ZOO-1995. El cultivo de leche fue el referente para seleccionar las muestras positivas a brucelosis, 

descartando por serología con RBT el 9.35%, y por RIV el 26.52%, concluyendo que RIV sigue 
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siendo buen referente para diagnóstico de brucelosis por infección, ya que permite descartar tanto 

muestras positivas por cultivo positivo en leche como por el diagnostico en suero por RBT. De 460 

muestras positivas a cultivo de leche, se eliminan como positivas por RIV un 26.56%, la prueba 

serológica RIV para diagnóstico de brucelosis es buen referente para identificar las muestras 

positivas por vacunación.  
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