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RESUMEN

La brucelosis es una zoonosis con morbilidad alta y distribucién
mundial, causada por especies del género Brucella que afectan a
otras especies productivas. Aunque se ha estudiado en forma am-
plia en bovinos y en caprinos, se desconoce el comportamiento
epidemioldgico de la enfermedad en ovinos, por lo cual el objeti-
vo fue realizar un estudio epidemiolégico (seroprevalencia, facto-
res de riesgo y distribucién espacial) de la brucelosis en las prin-
cipales 4reas de produccién ovina del estado de Veracruz. Como
hipétesis se esperaba una seroprevalencia del 50% con factores de
riesgo asociados en las dreas elegidas de produccién de ovinos. El
estudio fue transversal polietdpico y estratificado y se incluyeron
414 ovinos de 55 Unidades de Produccién (UP) seleccionadas
por conglomerados. El diagndstico fue en serie con la prueba
de tarjeta como tamiz e inmunodifusién radial como confirma-
toria. La seroprevalencia se determiné con el programa en linea
VassarStats y los Factores de Riesgo (FR) por razén de momios
con el programa en linea Win Epi. La distribucién espacial de las
unidades de produccién se georreferencié y los mapas de distri-
bucién espacial se elaboraron con el software QGIS 2.10.1. La
seroprevalencia general fue 1% (IC,,,: 0.3 a 2.6) y por unidad
de produccién fue 3.6% (IC,: 0.6 a 13.6). No se identificaron
factores de riesgo asociados con la presencia de brucelosis ovina,
pero se confirmé seroprevalencia baja de la enfermedad en dos

unidades de produccién en los municipios de Perote y Altotonga.
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ABSTRACT

Brucellosis is a zoonosis with high morbidity and worldwide
distribution, caused by species of the genus Brucella that affect
other productive species. There is ample experience studying the
disease in cattle and goats; however, its epidemiological behavior
in sheep is unknown. Therefore, our objective was to carry
out an epidemiological study (seroprevalence, risk factors, and
spatial distribution) of brucellosis in the main sheep production
areas of the state of Veracruz. As hypothesis, we expected a 50%
seroprevalence with associated risk factors in the chosen sheep
producing areas. The study was multistage cross-sectional and
stratified, and included 414 sheep from 55 farm (UP, production
units) selected by conglomerates. The diagnosis was serial
with the card test as screening and radial immunodiffusion as
confirmatory. We determined seroprevalence with the online
program VassarStats and the Risk Factors (FR) for odds ratio
with the online program Win Epi. Also, we geo-referenced the
spatial distribution of the production units, and mapped them
by using the QGIS 2.10.1 software. The overall seroprevalence

was 1% (., CL: 0.3 to 2.6) and per production unit was 3.6%

95%
(455,CI: 0.6 to 13.6). We identified no risk factors associated with
the presence of ovine brucellosis, but confirmed the disease with
low seroprevalence in two production units at the municipalities

of Perote and Altotonga.
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spp.» seroprevalence, risk factors, spatial distribution.
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INTRODUCCION

a brucelosis es una enfermedad crénica dis-

tribuida en el mundo y la bacteria del género

Brucella es su etiologia (Michaux-Charachon
et al., 1997; Castro et al., 2005). Esta enfermedad
es uno de los principales problemas de salud publi-
ca que se transmite de diversas especies animales al
hombre y genera morbilidad alta. Ademis, es una de
las zoonosis mds importantes porque compromete
la salud publica por la incapacidad laboral y costo
alto de los tratamientos prolongados (Bano y Lone,
2015).

El contacto directo con animales infectados, sus
membranas fetales y abortos, consumo de alimen-
to contaminado con las bacterias, en particular le-
che y sus derivados sin pasteurizar, y manipulacién
de muestras para laboratorio sin proteccién, son las
formas en las que se transmite el agente hacia el hu-
mano (Acha y Szyfres 2001). Entre las especies que
afectan al humano, Brucella melitensis suele ser la mas
virulenta y genera la mayoria de los casos de la en-
fermedad. Los hospederos naturales de B. melitensis
son ovinos y caprinos (Samartino, 2003). Sin embar-
go, Brucella abortus también puede infectar borregos
de forma esporddica, pero rara vez produce la en-
fermedad clinica. Oceania y Norteamérica, excepto
México, estan libres de los biovares 1, 2 o 3 de B.
melitensis, los cuales afectan a rumiantes pequenos
(Benavides, 2009).

En cultivo sobre agar, B. abortus, B. suisy B. meli-
tensis forman colonias lisas, redondas con bordes de-
finidos; en cambio, B. ovisy B. canis muestran forma
rugosa, con colonias redondas, brillantes y convexas.
Este aspecto de las colonias se debe a la expresion del
lipopolisacdrido (LPS) en la superficie de cada espe-
cie: LPS-S en las lisas y LPS-R en las rugosas; aunque
pueden ocurrir mutaciones que afecten a la expresién
del LPS (Castro ez al., 2005). El LPS es el principal
antigeno de la pared celular y es responsable por la
respuesta humoral. En las cepas rugosas de Brucella,
el LPS es semejante al de las cepas lisas pero no po-
see la cadena O, o posee s6lo alguno de sus residuos
(Fernandez-Prada ez al., 2001; 2003).

Brucella melitensis, B. abortus, B. suis'y B. canis
pueden infectar al humano, pero los agentes que
con mayor frecuencia causan la brucelosis humana
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INTRODUCTION

rucellosis is a chronic disease distributed

throughout the world and the bacterium of

the genus Brucella is its etiology (Michaux-
Charachon et al., 1997; Castro et al., 2005). This
disease is one of the main public health problems
transmitted from various animal species to humans,
and generates high morbidity. Furthermore, it is
one of the most important zoonoses because it
compromises public health due to and the high cost
of longer treatment (Bano and Lone, 2015).

The agent is transmitted to humans through
direct contact with infected animals, their fetal
membranes and abortion products, consumption
of food, in particular milk and its unpasteurized
derivatives, contaminated with bacteria and from
unprotected laboratory manipulation of samples
(Acha and Szyfres 2001). Among the species that
affect humans, Brucella melitensis is usually the most
virulent and generates most cases of the disease. The
natural hosts for B. melitensis are sheep and goats
(Samartino, 2003). However, Brucella abortus also
can infect sheep sporadically, but rarely causes clinical
disease. Oceania and North America, except Mexico,
are free of biovar 1, 2 or 3 of B. melitensis that affect
small ruminants (Benavides, 2009).

In agar culture, B. abortus, B. suis and B.
melitensis form smooth, round colonies with even
edges; instead, B. ovis and B. canis are rough in
shape with round, shiny, and convex colonies.
This aspect of the colonies is due to the expression
of lipopolysaccharide (LPS) on the surface of each
species: LPS-S in the smooth one and LPS-R in the
rough; although mutations affecting LPS expression
can occur (Castro et al., 2005). The LPS is the main
cell wall antigen and is responsible for the humoral
response. In the rough Brucella strains, LPS is similar
to that of the smooth strains but lacks the O chain,
or has only some of its residues (Ferndndez-Prada ez
al., 2001; 2003).

Brucella melitensis, B. abortus, B. suis and B. canis
can infect humans, but the agents that most frequently
cause brucellosis in humans are B. melitensis (98%)
and B. abortus (2%) (Alvarez-Herndndez et al.,
2015). In animals, smooth strains are generally the
most virulent and infect females, while rough species
prefer males (Padrén-Tello ez al., 2011). Brucella ovis
is more virulent in sheep than in any other species,
and it particularly affects males (Corbel, 20006).
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son B. melitensis (98%) y B. abortus (2%) (Alvarez-
Herndndez ez al., 2015). En animales, por lo general,
las cepas lisas son las mds virulentas e infectan a las
hembras, mientras que las especies rugosas infectan a
los machos (Padrén-Tello et al., 2011). Brucella ovis
es mds virulenta para las ovejas que para cualquier
otra especie, y afecta en particular a los machos (Cor-
bel, 2006).

En cuanto al impacto productivo de los pequenos
rumiantes, segin datos de la Organizacién de las Na-
ciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO), la produccién ovina ocupa el segundo lugar
en el mundo, y en México 71% de esta se realiza en el
estado de México, seguido por los estados de Hidalgo
y Veracruz (FAO, 2016). Para prevenir la enferme-
dad, la vacuna viva B. melitensis cepa Rev-1 se consi-
dera la mejor proteccién disponible contra la bruce-
losis en pequenos rumiantes (Blasco, 1997), aunque
presenta algunos efectos adversos como: interferencia
con el diagnéstico serolégico con la pruebas de rosa
bengala y fijacién del complemento. Ademds, se ex-
creta a través de la leche cuando se aplica en animales
adultos y resulta infectante para las personas (Garin-
Bastuji ez al., 2006; Pérez-Sancho ez al., 2014).

La brucelosis tiene graves implicaciones econé-
micas en las unidades productivas, ya que ocasiona
abortos en los animales y fallas reproductivas que
impactan sobre las variables productivas (Bofill ez
al., 1996). Ademds, esta enfermedad genera pérdidas
importantes en la produccién de carne y leche, y se
vuelve una barrera para el comercio y la exportacién
de los animales, asi como de sus productos (Acha y
Szyfres, 2001; Tsegay ez al., 2015). Por lo tanto, para
minimizar el riesgo de la enfermedad a través de su
control, erradicaciéon o ambos, en México, la Secreta-
ria de Agricultura y Ganaderia establecié la Campana
Nacional contra la Brucelosis en Animales (SAGAR,
1996).

Entre sus resultados, durante 2004 y 2005, se
realizé una campana de vacunacién intensiva en pe-
quenos rumiantes en la zona centro del estado de
Veracruz. La cobertura alcanzé mds del 90% de los
rebanos, y disminuyé la incidencia de la brucelosis
(Martinez-Herrera et al, 2010; Romdn-Ramirez et
al., 2017). Veracruz cuenta con una campafa zoosa-
nitaria contra la brucelosis, con avances significativos
en el control de esta infeccién en bovinos y capri-
nos. Sin embargo, en ovinos, cuya produccién es

As for the productive impact of small ruminants,
according to data from the United Nations Food and
Agriculture Organization (FAO), sheep production
ranks second in the world; in Mexico, 71% of it is
carried out in the state of Mexico, followed by the
states of Hidalgo and Veracruz (FAO, 2016). To
prevent the disease, the alive vaccine B. melitensis Rev-
1 strain is considered the best available protection
against brucellosis in small ruminants (Blasco,
1997), although it has some adverse effects such as
interference with serological diagnosis by the Bengal
rose and complement fixation tests. Besides, vaccine
is eliminated through milk when applied to adult
animals and is infective for humans (Garin-Bastuji ez
al., 2006; Pérez-Sancho et al., 2014).

Brucellosis has serious economic implications
in the farms since it causes abortions in animals
and reproductive failures that affect the productive
variables (Bofill ez 2/., 1996). In addition, this disease
generates significant losses in the production of
meat and milk, and becomes a barrier to trade and
export of animals and derivatives (Acha and Szyfres,
2001; Tsegay et al., 2015). Therefore, to minimize
the risk of the disease through measures of control,
eradication or both, Mexico established the National
Campaign against Brucellosis in Animals, run by
SAGAR (1996).

As a result, between 2004 and 2005, there was an
intensive vaccination campaign carried out among
small ruminants in the central area of the state of
Veracruz. More than 90% of the herds were covered,
and the incidence of brucellosis decreased (Martinez-
Herrera et al., 2010; Roman-Ramirez et al., 2017).
In the state of Veracruz there is a sanitary campaign
against brucellosis in animals, with significant
advances in the control of this infection in cattle and
goats. However, on sheep, whose production is sparse
in this state, there is no reliable epidemiological
information.

Thus, as the state of Veracruz ranks third in the
national sheep inventory, it is important to learn
about the epidemiology of brucellosis. The objective
of this study was to identify the seroprevalence,
risk factors, and spatial distribution of brucellosis
in sheep. The hypothesis assumes a seroprevalence
value of 50% and some risk factors associated with
the breedstock in three sheep-producing areas in the
state of Veracruz.
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mds dispersa en la entidad veracruzana, se carece de
informacién epidemiolégica confiable.

Por lo tanto, debido a que el estado de Veracruz
ocupa el tercer lugar en el inventario ovino nacional,
es importante conocer la epidemiologia de la bruce-
losis. El objetivo de este estudio fue conocer la sero-
prevalencia, los factores de riesgo y la distribucién es-
pacial de la brucelosis en ovejas. La hipétesis supone
un valor de seroprevalencia del 50% con factores de
riesgo asociados al ganado en tres dreas productoras
de ovinos en el estado de Veracruz.

MATERIALES Y METODOS
Diseno del estudio

El estudio transversal polietdpico y estratificado, se realizé de
noviembre 2014 a mayo 2015 en tres dreas del estado de Veracruz.
En los municipios: 1) Coatzintla, Gutiérrez Zamora, Papantla
y Tihuatldn en la regién Totonaca; 2) Altotonga, Ayahualulco,
Emiliano Zapata, Jalacingo y Perote en la region de la capital del
estado; y 3) Angel R. Cabada, Santiago Tuxtla, San Andrés Tuxtla
y Catemaco en la regién de Los Tuxtlas, (INAFED, 2015).

Perote es el municipio con mayor nimero de ovejas y cabras
en el estado, pero los municipios aledanos (Altotonga, Ayahua-
lulco, Emiliano Zapata y Jalacingo) también poseen un inventa-
rio importante (SIAP, 2016). Los municipios seleccionados en
la regién Totonaca y en la regién de Los Tuxtlas también tienen
una cantidad importante de ovejas. En conjunto, las tres zonas
escogidas agrupan alrededor de 90% del inventario ovino estatal.

La regién Totonaca se ubica en el norte del estado, a lo largo
de la planicie costera del estado de Veracruz y hacia la sierra norte
de Pucbla, donde predomina un paisaje montafioso. El relieve
es plano, pero hay lomerios, montanas y cafiadas, y el clima es
cdlido himedo. El uso de suelo se orienta a actividades del sector
primario, con cerca del 90% de su territorio destinado a activida-
des agropecuarias, como cultivos y pastizales.

La regién de la capital del estado se ubica en el centro del
estado y su topografia es bastante accidentada, con varias eleva-
ciones importantes. Predomina el clima templado y se destaca
por su orientacién de uso de suelo con cerca del 70% dedicado a
actividades del sector primario. Los Tuxtlas es una regién cercana
a la costa, en la porcién centro-sur del estado de Veracruz, que
es una de las regiones mds lluviosas en el pais. En términos topo-
gréficos, la regiéon de Los Tuxtlas es accidentada, con varias ele-
vaciones y un relieve escarpado con alturas que van de 200 hasta
mds de 1700 m. Debido a las diferentes altitudes de la comarca,
el clima varifa de tropical a subtropical himedo (INAFED, 2015;
SIAP, 2016).
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MATERIALS AND METHODS

Study design

The multistage cross-sectional, and stratified study was
established from November 2014 to May 2015, in three areas
of the state of Veracruz. At the municipalities: 1) Coatzintla,
Gutiérrez Zamora, Papantla and Tihuaddn, in the Totonaca
region; 2) Altotonga, Ayahualulco, Emiliano Zapata, Jalacingo
and Perote, in the state Capital region; and 3) Angel R. Cabada,
Santiago Tuxtla, San Andrés Tuxtla and Catemaco in Los Tuxtlas
region (INAFED, 2015).

Perote is the municipality with the largest number of sheep
and goats in the state, but the neighboring municipalities
(Altotonga, Ayahualulco, Emiliano Zapata and Jalacingo)
also have an important inventory (SIAP, 2016). Selected
municipalities in the Totonaca and Los Tuxtlas regions also have
a significant number of sheep. Together, the three chosen areas
comprise around 90% of the state sheep inventory.

The Totonaca region is located in the north of the state
of Veracruz, along the coastal plain and towards the northern
highlands of Puebla, where mountains border the landscape.
Land relief is flat, but there are hills, mountains, and ravines,
and the climate is humid warm. Land use is oriented to primary
activities, about 90% of the land is agricultural, for crops and
grasslands.

The state Capital region is located at the center of the state
and its topography is quite rugged, with several important
elevations. Temperate climate predominates and land use stands
out for nearly 70% land dedicated to primary activities. Los
Tuxtlas is a region near the coast, in the southern-central portion
of the state of Veracruz, and one of the rainiest areas in the
country. In topographic terms, the Los Tuxtlas region is rugged,
with several elevations and a steep relief with heights ranging
from 200 to over 1700 m. Due to the different altitudes of the
region, the climate varies from tropical to humid subtropical
(INAFED, 2015; SIAD, 2016).

We calculated the sample size with the online program Win
Epi v. 2.0 (Thrusfield et 4/, 2001; Thrusfield, 2005), with the
«estimate percentages» procedure, and adjusted it to an estimated
prevalence of 50% (95% confidence and 5% error). We did this
on the assumption that there is a lack of information to establish
the real prevalence of ovine brucellosis in the state; thus, we
determined a minimum sample size of 381 sheep, and 414
samples were actually collected.

The number of farms (UP) for sampling was estimated using
clusters according to the table of values proposed by Cannon and
Roe (1982) for a prevalence of 50%, and obtained five UP per

municipality and six sheep in each of them. Due to the possibility
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El tamafio de muestra se calculé con el programa en linea
Win Epi v.2.0 (Thrusfield et 4/, 2001; Thrusfield, 2005), con el
procedimiento ‘estimar porcentajes’ y se ajustd a una prevalencia
estimada del 50% (95% de confianza y 5% de error). El supuesto
parte de que se carece de informacion para establecer la prevalen-
cia real de la brucelosis ovina en la entidad; asi que se determiné
un tamafio minimo de muestra de 381 ovinos, y se recolectaron
414 muestras.

El nimero de unidades de produccién (UP) para muestreo
se estimé por conglomerados de acuerdo con la tabla de valo-
res propuesta por Cannon y Roe (1982) para una prevalencia de
50%, y se obtuvieron cinco UP por municipio y seis borregos en
cada una de ellas. Debido a la posibilidad de detectar anticuerpos
maternos, no se consideraron las hembras menores a tres meses
de edad. Por ello, solo se muestrearon de forma aleatoria todas
las hembras mayores a tres meses, sin importar estado fisiolégico
y todos los machos que eran o serfan destinados a sementales.

De estos ovinos se obtuvieron muestras de sangre sin anti-
coagulante, que se procesaron en serie con la Prueba de Tarjeta
al 3% (PT) como tamiz, e Inmunodifusién Radial (IDR) como
confirmatoria (OIE, 2008). La prueba de tarjeta emplea como
antigeno B. abortus cepa 1119-3 a una concentracién de 3% y
corresponde a una cepa lisa de referencia internacional (SAGAR,
1996). Para la prueba confirmatoria con IDR se usé un antigeno
que se obtiene de una cepa rugosa de B. melitensis B115, asi como
Ag de pared poli-B. Para identificar los factores de riesgo (FR),
en cada UP se aplicaron dos encuestas, una general por UP y otra
individual por ovino muestreado.

El cuestionario general considerd las variables sistema de
produccién (intensivo, semintensivo o extensivo), movilizacién
de ovinos (si/no), préstamo de sementales (si/no), convivencia
con otras especies animales (si/no), manejo reproductivo (monta
natural, monta controlada, inseminacién artificial), manejo de la
cria al nacer (toma o no de calostro; separacién de la madre en
paridero) y las medidas de higiene y bioseguridad (vacunacién,
desparasitacién, desinfeccidn, aislamiento y cuarentena).

El cuestionario individual consideré las variables: proce-
dencia del ovino (de otro estado, de otra regién del estado, del
vecino, nacido en la UP), edad, estado e historial productivo,
antecedentes clinicos compatibles con brucelosis ovina, ingesta
de calostro y condicién corporal. Ademds, se realizé un examen
fisico general de cada ovino para conocer las constantes fisiologi-

cas e identificar cuadros patolégicos pre-existentes.
Andlisis estadisticos

La seroprevalencia se calcul6 con el programa en linea Vas-

sarStats (Lowry, 1998-2019) para cdlculo de proporciones, y para

of detecting maternal antibodies, we excluded females younger
than three months old. Therefore, samples included only females
older than three months, regardless of their physiological status,
and any male that was or would be set as ram.

From these sheep we obtained blood samples without
anticoagulant, which were serially processed with the 3% Card
Test (PT) as a screening test and Radial Immunodiffusion
(RID) as confirmatory (OIE, 2008). The card test uses the B.
abortus strain 1119-3 as an antigen at 3% concentration and
corresponds to a smooth international reference strain (SAGAR,
1996). For the confirmatory RID (radial immunodiffusion) test,
we used an antigen obtained from a rough strain of B. melitensis
B115, as well as the poly B wall Ag. To identify the risk factors
(FR), we applied two surveys in each farm (UP), one general for
UP and another individual per sampled sheep.

The general questionnaire considered the variables
production system (intensive, semi-intensive or extensive);
mobilization of sheep (yes/no); borrowing of rams (yes/no);
coexistence with other animal species (yes/no); reproductive
management (natural mating, controlled mating, artificial
insemination); management of the calf at birth (colostrum intake
or not; separation from the mother in farrowing) and hygiene
and biosecurity measures (vaccination, deworming, disinfection,
isolation, and quarantine).

The individual questionnaire considered the variables: sheep
origin (from another state, another area of the state, neighboring,
or born in the UP), age, state and productive background, clinical
history compatible with ovine brucellosis, colostrum intake and
body condition. In addition, we performed a general physical
examination of each sheep to acknowledge physiological traits

and identify pre-existent pathological conditions.

Statistical analyses

Seroprevalence was calculated with the online program
VassarStats (Lowry, 1998-2019) to estimate proportions, and to
determine FR we employed the Odds Ratio test with the online
program Win Epi v. 2.0 (Thrusfield ez al., 2001).

Georeferencing

UP were georeferenced with a Garmin® GPS 60 device, at
an error margin of + 3 m, coordinates were recorded in UTM
(Universal Transverse Mercator) at the foot of each UP. With
this information, we mapped spatial distribution with the QGIS
2.10.1 program. (QGIS Development Team, 2017).
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determinar los FR se utilizé la prueba de Razén de Momios con
el programa en linea Win Epi v. 2.0 (Thrusfield ez a/., 2001).

Georreferenciacién

Las UP se georreferenciaron con un dispositivo GPS 60,
marca Garmin®, con un margen de error de + 3 m, las coordena-
das se registraron como UTM (Universal Transverse Mercator) al
pie de cada UP. Con esta informacidn se construyeron los mapas
de distribucién espacial con el programa QGIS 2.10.1. (QGIS
Development Team, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION
Seroprevalencia por municipio

La seroprevalencia general para las tres regiones
fue 1% (IC,,,:0.3 a 2.6), aunque las regiones Toto-
naca y de Los Tuxtlas resultaron negativas y los tni-
cos municipios con borregos seropositivos fueron Pe-
rote y Altotonga, en la regién de la capital del estado
(Figura 1).

Seroprevalencias
0%

M27%

W 7.9%

RESULTS AND DISCUSSION
Seroprevalence by municipality

The general seroprevalence for the three regions
was 1% (., CI: 0.3 to 2.6), although the Totonaca
and Los Tuxtlas regions were negative and the only
municipalities with seropositive sheep were Perote
and Altotonga, in the state Capital region (Figure 1).

Brucellosis cases were located in the central zone
of the state of Veracruz, with seroprevalence values
recorden in the municipalities of Perote (7.9%) and
Altotonga (2.7%). These findings coincide with a
study carried out with goats in which prevalence was
4.05% at the municipality of Perote, and 0.52% of
general prevalence for goats in the central zone of
the state of Veracruz (Romdn-Ramirez et al., 2017).
This figure shows that brucellosis exists in sheep in
the central zone of Veracruz, but differs from studies
conducted in other parts of the world.

In Tajikistan, seroprevalence value on sheep
grazing in common areas was 11% (Rajala ez

Figura 1. Seroprevalencia por municipio de la brucelosis ovina en el estado de Veracruz, México.
Figure 1. Seroprevalence by municipality of ovine brucellosis in the state of Veracruz, Mexico.
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Los casos de brucelosis se localizaron en la zona
centro del estado de Veracruz, con valores de sero-
prevalencia en los municipios de Perote (7.9%) y
Altotonga (2.7%). Estos hallazgos coinciden con un
estudio realizado con cabras en el cual la prevalencia
fue 4.05% para el municipio de Perote y la prevalen-
cia general de 0.52% en cabras de la zona centro del
estado de Veracruz (Romdn-Ramirez er al., 2017).
Esta cifra demuestra que la brucelosis se encuentra en
ovinos en la zona centro de Veracruz, pero difiere de
lo que concluyen estudios en otras partes del mundo.

En Tajikistan se identificé una seroprevalencia de
11% en ovinos que pastorean en dreas comunes (Ra-
jala et al., 2016). En el norte de Jordania, la seropre-
valencia de brucelosis ovina fue 14.3% por prueba
de tarjeta, 7.2% por ELISA y 2.2% al usar ambas
pruebas en serie (Al-Talathah ez 4/, 2003). En Per-
nambuco y Bahia, Brasil, la tasa de seropositividad en
borregos fue 6.5% para B. ovis, pero ninguna de las
ovejas y cabras probadas resultd positiva a B. abortus
(Peixoto et al., 2016).

En el noreste de Portugal, Coelho ez al. (2013)
hallaron una seroprevalencia individual a brucelo-
sis ovina y caprina de 0.44% en 278 097 animales
muestreados. En un estudio en rastros en Etiopia, la
brucelosis se encontré en 17 (1.99%) y 15 (1.76%)
de los 853 pequefos rumiantes muestreados con las
pruebas de Rosa de Bengala y fijacién del comple-
mento, respectivamente (Tsegay ez al., 2015). En una
feria pecuaria en la regién de Sertdo en el estado de
Pernambuco, noreste de Brasil, 5.88% de las ovejas
vendidas fueron seropositivas para B. ovis (Alves ez

al., 2017).
Seroprevalencia por unidad de produccién

Por UD, la seroprevalencia encontrada en este es-
tudio fue 3.6% (IC,,,: 0.6-13.6) (Figura 2), lo cual
podria deberse a que la infeccién se encuentra confi-
nada a la zona centro del estado. Sin embargo, nues-
tros resultados fueron inferiores a los observados en el
norte de Jordania, donde el 56% de los rebanos ovi-
nos fueron seropositivos a brucelosis por la prueba de
aglutinacién con Rosa de Bengala (RBT), también
llamada Prueba de la Tarjeta, y el 45% por ELISA
(Al-Talathah et al., 2003). En otro estudio en Jor-
dania el 22.2% (95%IC: 16.5-28.8) de los rebafos
ovinos fueron positivos a brucelosis (Musallam ez a/.,

2015).

al., 2016). In northern Jordan, ovine brucellosis
seroprevalence was determined at 14.3% by card test,
7.2% by ELISA, and 2.2% by using both serial tests
(Al-Talafthah ez 4/l., 2003). In Pernambuco and Bahia,
Brazil, the seropositivity rate in sheep was 6.5% for
B. ovis, but none of the sheep and goats tested was
positive for B. abortus (Peixoto et al., 2016).

In northeast Portugal, Coelho ez 2/. (2013) found
an individual 0.44% seroprevalence of ovine and
caprine brucellosis in 278 097 sampled animals.
In a slaughterhouse study in Ethiopia, 17 (1.99%)
specimens were brucellosis-infected, as well as 15
(1.76%) of the 853 small ruminants sampled by
the Bengal rose and complement fixation tests,
respectively (Tsegay er al., 2015). At an animal fair
in the Sertdo region, state of Pernambuco, northeast
Brazil, 5.88% of the sheep sold were seropositive for
B. ovis (Alves et al., 2017).

Seroprevalence per unit of production

By UD, the seroprevalence found in this study was
3.6% (4, Cl: 0.6-13.6) (Figure 2), which could be
because the infection is confined to the central area
of the state. However, our results exhibited lower
figures than those obtained in northern Jordan,
where 56% of the sheep herds were seropositive
for brucellosis using the Bengal rose agglutination
test (RBT) or also called Card Test, and 45% using
ELISA (Al-Talathah ez al., 2003). In another study
in Jordan, 22.2% (,,, Cl: 16.5-28.8) of sheep herds
were positive for brucellosis (Musallam ez a/., 2015).

In southeast Iran, 63 herds of 300 sampled (21%)
had at least one seropositive animal (Sharifi ez al.,
2014), while in northeast Portugal 8.9% of the 5466
herds tested had one or more animals with positive
serology to brucellosis (Coelho ez 4l., 2013). On the
contrary, our results are higher, compared to the
0.9% seroprevalence of ovine brucellosis found in the
Ethiopian-Somali region (Lakew ez al., 2019). Thus,
despite lesser, there is ovine brucellosis seroprevalence
in the state capital region of Veracruz.

One reason why brucellosis is located in the
central area of the state could be that sheep graze
in common areas along with other species such as
goats, which are seropositive in at least one of the
affected municipalities (Romdn-Ramirez ez al.,
2017). Another possible explanation is that sheep
could graze in common areas with animals from the
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Figura 2. Unidades de produccién afectadas con 4rea de influencia de brucelosis ovina en el estado de Veracruz, México.
Figure 2. Production units affected within the area of influence of sheep brucellosis in the state of Veracruz, Mexico.

En el sureste de Iran, 63 rebafnos de 300 mues-
treados (21%) tuvieron al menos un animal seroposi-
tivo (Sharifi ez al., 2014), mientras que en el noreste
de Portugal el 8.9% de los 5466 rebanos probados
tuvieron uno o mds animales con serologia positiva
a brucelosis (Coelho er al., 2013). Por el contrario,
nuestros resultados son altos en comparacién con el
0.9% de seroprevalencia de brucelosis ovina en la re-
gién Etiope-Somali (Lakew ez 2/, 2019). Entonces,
aunque baja, si existe seroprevalencia de brucelosis
ovina en la regién de la capital del estado de Veracruz.

Una razén por la cual la brucelosis se localiza en
la zona centro del estado, podria ser que los borregos
apacientan en dreas comunes con otras especies como
cabras, las cuales ya habrian mostrado seropositivi-
dad en al menos uno de los municipios afectados
(Romdn-Ramirez ez al., 2017). Otra explicacién po-
sible es que los borregos podrian apacentar en dreas
comunes con animales del estado de Puebla, que estd
en fase de control de brucelosis. Ese estado ocupa
el quinto lugar en produccién ovina del pais (SIAP,
2016) y colinda con el drea de influencia mayor de
ovinos del estado de Veracruz (SAGAR, 1996).
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state of Puebla, which are in the brucellosis control
phase. This state ranks fifth in sheep production in
the country (SIAP, 2016) and borders the largest
sheep area of influence in the state of Veracruz
(SAGAR, 1996). Our results coincide with those
of Al-Talathah e /. (2003), in northern Jordan,
and Teshale ez al. (2006) in eastern Ethiopia; they
indicated that grazing in communal grassland areas
increased the odds that a sheep herd might test
seropositive for brucellosis. In the present research,
we found differences in seroprevalence associated
with some variables. By sex, seroprevalence in males
was 2.8% (,,,Cl: 0.4 a 9.1), while in females it was
0.6% (., CL: 0.1-2.4).

One of the explanations would be that in the
sheep samples most animals were female. When
considering the productive status, there were 2.4%
(IC,,,,: 0.4 t0 9.1) seropositive in the ram group and
1.5% (,,,CIL: 0.3 to 5.7) in the pregnant ewes group.
UPs allocate most of the males for slaughter and keep
only a few to use them as rams, thus preventing the
spread of the disease. A higher prevalence in males
may be due to farmers keep the habit of exchanging
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Nuestros resultados coinciden con los de Al-Ta-
lathah ez al. (2003), en el norte de Jordania, y con
Teshale ez al. (2006) en el oriente de Etiopia; quie-
nes indicaron que el pastoreo en dreas de pastizales
comunales aumenté las probabilidades de que un
rebafo tuviera ovejas seropositivas a brucelosis. En
nuestra investigaciéon se encontraron diferencias en
la seroprevalencia asociadas con algunas variables.
Por sexo, en machos la seroprevalencia fue 2.8%
(IC,,,:0.4 2 9.1) mientras que en hembras fue 0.6%
(IC,,,,: 0.429.1).

Una de las explicaciones seria que la mayoria de
los borregos en las muestras fueron hembras. Al con-
siderar el estado productivo, en el grupo de semen-
tales hubo 2.4% (IC,,: 0.4 a 9.1) seropositivos y
1.5% (IC,,,: 0.3 25.7) en las hembras gestantes. Las
UP destinan para el abasto a la mayoria de los ma-
chos y conservan solo algunos para utilizarlos como
sementales, con lo cual se evita la diseminacién de
la enfermedad. Una prevalencia mayor en machos
se puede deber a que los productores mantienen la
costumbre de intercambiar sementales sin conocer su
estado zoosanitario, lo cual contribuye a diseminar la
enfermedad hacia otros rebafos (Martinez-Herrera et
al., 2010). El prestar o pedir prestados sementales se
identificé como factor de riesgo para brucelosis ovina
(Musallam ez /., 2015; Sharifi et al., 2014).

En todo el estado de Veracruz se practica el pas-
toreo de ovinos y es muy frecuente en el drea de in-
fluencia de las unidades de produccién identificadas
como seropositivas a brucelosis, algunos ovinos pue-
den caminar incluso varios kilémetros diarios en bus-
ca de alimento (Reviriego, 2000; Rojas ez al. 2000).
El drea perifocal abarca el municipio de Tepeyahua-
co, que tiene un inventario mayor de caprinos en
Puebla y del cual se desconoce su estado zoosanitario.
Los ovinos podrian ser reservorios y diseminadores
de la enfermedad o contraer la brucelosis de las ca-
bras, para luego infectar a otras cabras y bovinos. Esta
infeccién se disemina en las ovejas dentro de la zona
focal, y peri focal. Y a través de ellas la enfermedad
puede llegar al humano (Corbel, 2006). Por ello, se
ha sefalado la trashumancia como un factor de riesgo
para brucelosis ovina (Boukary ez al., 2013).

La Campana Nacional contra la Brucelosis en los
Animales en México dirige la mayoria de sus estra-
tegias hacia bovinos y caprinos (SGDR, 1996). Pero
resta atencién a los ovinos que tienen una importan-
cia econémica en Veracruz y otros estados. Ademds,

rams ignoring their sanitary status, which contributes
to spread the disease to other herds (Martinez-
Herrera er al.,, 2010). Lending or borrowing rams
was identified as a risk factor for ovine brucellosis
(Musallam ez a/., 2015; Sharifi ez al., 2014).

Sheep grazing is a common practice throughout
the state of Veracruz and very frequent in the area
of influence of the farms identified as seropositive
for brucellosis; some sheep can even walk several
kilometers a day in search of fresh grass (Reviriego,
2000; Rojas er al. 2006). The perifocal area
encompasses the municipality of Tepeyahuaco,
which has a larger inventory of goats in Puebla,
and its sanitary status is unknown. Sheep could be
reservoirs and disseminators of the disease, or acquire
brucellosis from goats, and then infect other goats
and cattle. This infection spreads in sheep within the
focal and peri focal zones, and through them, the
disease can reach humans (Corbel, 2006). Therefore,
transhumance is identified as a risk factor for ovine
brucellosis (Boukary ez 4l., 2013).

The National Campaign against Brucellosis in
Animals in Mexico directs most of its protection
strategies towards cattle and goats (SGDR, 1996).
However, it neglects sheep, which are economically
important in Veracruz and other states. Furthermore,
these ruminants are considered potential reservoirs
and disseminators of the disease. Consequently,
farmers carry out vaccination voluntarily, which
explains the lack of official data in the number of
vaccinated herds and sheep. Unfortunately, this
prevents us from estimating the effect that sheep
vaccination has on the seroprevalence of sheep
brucellosis.

Some studies have identified different risk
factors related to ovine brucellosis (Lakew ez al.,
2019). In Jordan, Musallam ez /. (2015) identified
five significant variables associated with a higher
probability of seropositivity to brucellosis: lending or
borrowing rams, feeding dogs with aborted material,
the presence of goats, the introduction of new
animals to the herd, and a large herd size. In contrast,
separation of newly introduced animals, quarantining
animals undergoing abortion, and use of disinfectants
to clean up pens were significantly associated with a
lower probability of being seropositive.

Innorthern Jordan, Al-Talathah ez4/. (2003) found
that the use of disinfectants, previous vaccination for
brucellosis, and tap water were protective factors.
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estos rumiantes se consideran reservorios y disemina-
dores potenciales de la enfermedad. En consecuen-
cia, los productores realizan la vacunacién de mane-
ra voluntaria, por lo cual se carece de datos oficiales
sobre nimero de rebanos y borregos vacunados. De
manera desafortunada esto evit6 estimar el efecto que
la vacunacién de ovejas tiene sobre la seroprevalencia
de la brucelosis ovina.

Algunos estudios han identificado factores de
riesgo distintos relacionados con brucelosis ovina
(Lakew et al., 2019). En Jordania, Musallam et 4/.
(2015) identificaron cinco variables significativas
asociadas con una probabilidad mayor de seroposi-
tividad a brucelosis: prestar o pedir prestados semen-
tales, alimentar a los perros con material abortado,
la presencia de cabras, la introduccién de animales
nuevos al rebafio y un tamano de rebafio grande. Por
el contrario, la separacién de los animales recién in-
troducidos, el mantener en cuarentena los animales
que han abortado y el uso de desinfectantes para lim-
piar los corrales se asocié significativamente con una
probabilidad menor de ser seropositivos.

En el norte de Jordania, Al-Talathah ez 2/. (2003)
encontraron que el uso de desinfectantes, la vacuna-
cién previa para brucelosis y el agua del grifo fue-
ron factores protectores. En la region de Sertao, Per-
nambuco, Brasil, el sistema de manejo intensivo se
identificé como factor de riesgo para B. ovis (Alves
et al., 2017). En el noreste de Portugal, Coelho ez al.
(2013) identificaron diferencias significativas en las
tasas de seroprevalencia entre tamafo del rebano, la
constitucién del rebafo, el tipo de produccién y las
organizaciones de ganaderos. En el sureste de Irdn, la
presencia de animales recién comprados tuvo asocia-
cién significativa con la seropositividad a brucelosis
en pequefos rumiantes y destacé la funcién del mo-
vimiento de animales entre rebanos en la epidemiolo-
gia de la brucelosis en esa regién (Sharifi ez al. 2014).

En Nigeria, el riesgo de transmisién de Brucella
spp. en rebafnos aumentd por trashumancia, crias
abortivas y rebanos con mds de 50 animales (Boukary
et al., 2013). En Argelia, la presencia de pequefios
rumiantes vacunados con Rev-1 en un rebafo redujo
cuatro veces las probabilidades de seropositividad a la
brucelosis, en comparacién con otros rebanos (Kard-
jadj, 2017). Sin embargo, en nuestro estudio no se
encontraron factores de riesgo ni factores protectores
para la presencia de brucelosis en ovinos en el estado
de Veracruz, lo que podria explicarse por la prevalencia
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In the Sertdo region, Pernambuco, Brazil, the
intensive management system was identified as a risk
factor for B. ovis (Alves et al., 2017). In northeast
Portugal, Coelho ez al. (2013) identified significant
differences in seroprevalence rates between herd size,
herd constitution, type of production, and farmer
organizations. In southeastern Iran, the presence of
newly purchased animals was significantly associated
with brucellosis seropositivity in small ruminants
and highlighted the effect of animal movement
between herds on the epidemiology of brucellosis in
that region (Sharifi ez 2/. 2014).  In Niger, the risk
of transmission of Brucella spp. in herds increased
due to transhumance, abortions, and herds of more
than 50 animals (Boukary ez al., 2013). In Algeria,
the presence of small ruminants vaccinated with Rev-
1 in a herd reduced the probability of seropositivity
to brucellosis by four times compared to other herds
(Kardjadj, 2017). However, we found no risk or
protective factors for the presence of brucellosis in
sheep in the state of Veracruz, which could be due
to the low prevalence identified and the limited
presence of seropositive animals which led to only
two positive UPs.

In this study, we discovered that brucellosis
is endemic to sheep in the state of Veracruz. The
current vaccination program focuses mostly on cattle
and goats, so the coverage for sheep population is
very low. Results obtained allow proposing revision
of current brucellosis control programs and related
vaccination schemes with measures promoting
hygiene and management practices. Besides, it
allows applying appropriate restrictions on the trade
of animals and enhancing awareness of livestock
owners on quarantine principles for newly purchased
animals, in order to minimize the risk of introducing
Brucella spp. to their herds.

CONCLUSIONS

Brucella spp. is present in sheep from the Capital
region of the state of Veracruz with a low general
seroprevalence. We identified no risk factors for
the presence of brucellosis in the three study areas.
Brucellosis is limited to only two production units in
the municipalities of Altotonga and Perote.

In Veracruz, ovine brucellosis is characterized
by a limited geospatial distribution. In addition,
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baja identificada y la presencia limitada de anima-
les seropositivos que se limité a solo dos unidades de
produccién.

Esta investigacién encontré que la brucelosis es
endémica en los borregos del estado de Veracruz. El
programa de vacunacién actual se enfoca en bovinos y
cabras, por lo cual tiene una cobertura muy baja para
la poblacién de ovejas. Los resultados permiten pro-
poner la revisién de los programas actuales de control
de la brucelosis y acompanar la vacunacién con me-
didas que promuevan précticas de higiene y manejo.
Ademds, respalda el aplicar restricciones apropiadas
al comercio de animales y mejorar el conocimiento
de los propietarios de ganado sobre los principios de
cuarentena para los animales recién comprados, con
el fin de minimizar el riesgo de introduccién de Bru-
cella spp. a sus rebafios.

CONCLUSIONES

Brucella spp. estd presente en ovinos de la regién
de la capital del estado de Veracruz con una seropre-
valencia general baja. No se identificaron factores de
riesgo para la presencia de brucelosis en las tres zonas
en estudio. La brucelosis estd delimitada a solo dos
unidades de produccién en los municipios de Alto-
tonga y Perote.

En Veracruz, la brucelosis ovina se caracteriza
por una distribucién geoespacial limitada. Ademds,
es importante evaluar la funcién individual de los
ovinos dentro de las campafias zoosanitarias contra
brucelosis
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