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I. INTRODUCCION

La Brucelosis es una antropozoonosis de distribucién mundial, producida por bacterias del
género Brucella. Su alto grado de morbilidad y mortalidad, tanto en animales como en humanos,
es una causa importante de pérdidas econdmicas y representa un serio problema de salud publica
en muchos paises. Representa un gran riesgo ocupacional para las personas que trabajan con
ganado, para las que elaboran subproductos pecuarios o para aquellas que consumen productos
sin pasteurizar provenientes de animales infectados. Provoca una pérdida muy importante a la
industria pecuaria, debido a que reduce la produccién, disminuye la fertilidad, produce abortos,
altera el valor comercial de los derivados y puede generar barreras en la comercializacién de los

animales y sus subproductos.

Las bacterias del género Brucella son pequefas, gram-negativas y pueden sobrevivir y
multiplicarse en las células del sistema fagocitario (por lo que es comln encontrar casos de
enfermedad de larga evolucidn tanto en animales como humanos), cuentan con una tendencia a la
focalizacién en determinados drganos, curso recidivante y la dificultad que el tratamiento

antibidtico tiene para erradicar completamente la infeccion.

La aparicién de esta enfermedad en humanos siempre se asocia a la enfermedad en el ganado,
por lo que para lograr un adecuado control de la enfermedad en el hombre, es fundamental el
desarrollo de programas de vacunacion del ganado y de vigilancia epidemiolégica del mismo. En
Guatemala Unicamente se ha registrado la existencia de Brucella abortus y ésta es de gran
importancia por sus danos tanto en la economia como en la salud publica, debido a la gran

difusién de la misma en hatos de todo el pais.



El propdsito de la presente investigacion es determinar si existen anticuerpos circulantes contra
Brucella abortus en el personal de lecherias, dando a conocer si éstos han estado en algun

momento en contacto con dicha bacteria.



Il. HIPOTESIS

El personal de lecherias adscritas a la Cdmara de Productores de Leche presenta anticuerpos

contra Brucella abortus



lll. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

e Contribuir al estudio de Brucelosis humana en grupos de personas de alto riesgo.

3.2 ESPECIFICOS
e Determinar la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus en personal de lecherias de

fincas adscritas a la Cdmara de Productores de Leche.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 BRUCELLA

4.1.1 Historia

El descubrimiento del género Brucella se realizé a finales del siglo XIX, a partir de casos de fiebre
de Malta en la isla del mismo nombre. Dicho descubrimiento fue realizado por un grupo de
investigadores encabezados por David Bruce que con base en las caracteristicas coloniales y
microscopicas la denominaron Micrococcus melitensis. En 1905 el médico maltés Themistokles
Zammit pudo comprobar que muchas de las cabras estaban infectadas y que el hombre contraia la
enfermedad principalmente por el consumo de leche y subproductos de cabra infectante. En
1897, Bang, en Dinamarca, descubridé Brucella abortus (Br. abortus) en vacas abortadas y demostré
qgue era la causa de la enfermedad conocida como Enfermedad de Bang, Brucelosis o aborto
epizoodtico del ganado bovino. En 1914, Traum descubrid Br. suis en cerdas abortadas. En 1918 la
microbidloga Alice Evans logré establecer una relacién entre Br. melitensis y Br. abortus,
comprobando las estrechas relaciones morfoldgicas, fisioldgicas y seroldgicas existentes entre
ambos microorganismos y en 1920, Meyer propuso el nombre de Brucella para el género, en
honor a su descubridor. El primer caso de fiebre ondulante humana producida por Brucella
abortus fue estudiado por Keefer en 1924, éste descubrimiento estimuld las investigaciones dando

por resultado el descubrimiento de muchos otros casos alrededor del mundo.®*?



4.1.2 ETIOLOGIA

El género Brucella, estd formado por cocobacilos gramnegativos pequefios, intracelulares
facultativos, inmdviles, aerobios, no formadores de esporas y muy resistentes a la desecacion, lo
qgue contribuye a que puedan permanecer viables durante largo tiempo en la paja y polvo de los

establos o en los alimentos como leche, mantequilla y queso.8

El género incluye seis especies, cada una de ellas muestra una preferencia por un huésped
determinado, aunque una especie puede infectar varias especies animales, asi se tiene que Br.
abortus infecta normalmente al ganado bovino, Br. melitensis afecta cabras y ovejas, Br. suis a
cerdos, Br. canis infecta perros, Br. ovis causa infeccién especificamente a ovejas y Br. neotomae a
roedores. El hombre es susceptible a cualquiera de las cuatro primeras especies, ya que se
considera que Br. ovis y Br. neotomae poseen una baja virulencia que las restringe solo a ciertos
huéspedes. En afios recientes, el espectro de huéspedes de Brucella se ha ampliado al incluir a los
mamiferos marinos. Se han realizado aislamientos de Brucella a partir de una gran variedad de
focas, leones marinos, delfines y ballenas, en las costas de diferentes continentes. Estas cepas,

.. . . 1
claramente forman un grupo separado al que, de modo no oficial, han denominado Br. maris. **

4.1.3 Morfologia y Tincion

Los microorganismos del género Brucella son cocobacilos pequefios, gramnegativos que tienen
un tamafio de 0.6 a 1.5 de largo por 0.5 a 0.7 um de ancho. Muchas veces parece que son cocos
mas que bacilos, cortos con extremos redondeados. Son inméviles, no forman esporas y carecen

de cdpsula. La pared celular de las brucelas se halla compuesta de tres capas que son bastante



rigidas y que cuando se rompen aparecen como delgadas membranas colapsadas. Las brucelas se
tinen de rojo con el método de Macchiavello y con el método de Ziehl-Neelsen modificado;

excepto Br. ovis, se tifen de color rojo cereza con el método de tincidn de Koster. L8

4.1.4 Caracteristicas de crecimiento

Los microorganismos de éste género crecen en aerobiosis y en atmdsferas con bajas
concentraciones de oxigeno. En el primer aislamiento las brucelas crecen lentamente. Algunas
necesitan de 5 a 7 dias y algunas hasta 14 o mds. Los cultivos no se deben de considerar negativos
hasta que no hayan transcurrido 21 dias de incubacion. Su temperatura éptima de crecimiento es
de 37 °Cy el intervalo de temperaturas de crecimiento esta comprendido entre 20 y 40 °C. El pH
Optimo de crecimiento estda comprendido entre los valores de 6.8 y 7.2 y el intervalo de

crecimiento estd comprendido entre los valores de 6.6y 7.4."

La morfologia colonial de Brucella oscila entre lisa y no lisa (mucosa). Las colonias lisas tienen
una superficie hUmeda y brillante, son trasltcidas con un tono ligeramente azulado y son circulares
con bordes lisos. Son cremosas y de consistencia blanda. Las colonias mucosas tienen un aspecto
y una consistencia de moco espeso. Tienen el mismo tamafio que las colonias lisas pero son mas
aplanadas y su superficie es mate. Son viscosas y se adhieren a la superficie de los medios de
cultivo. Las colonias rugosas son de color amarillo mate y mas opacas que las lisas o que las
mucosas. Cuando se exploran con asa de cultivo son friables e incluso desmenuzables. En el

primer aislamiento rara vez se encuentran colonias rugosas.1



Las colonias de las cepas correspondientes a Br. abortus, Br. suis, Br. melitensis y Br. neotomae,
generalmente son lisas cuando se aislan. Cuando se cultivan en el laboratorio, las colonias de estas
especies son rugosas y, cuando se hacen pases seriados, las colonias rugosas son capaces de
predominar sobre las lisas. Rara vez se presentan variaciones de los antigenos de superficie y de la
sensibilidad a los bacteriéfagos, aunque se ha sefialado que existen cepas de Br. abortus

resistentes a los bacteriéfagos.’

4.1.5 Resistencia y supervivencia

Brucella a diferencia de otras bacterias patégenas posee una gran capacidad para sobrevivir y
persistir en el ambiente bajo condiciones apropiadas, comparable a la resistencia de bacterias
esporuladas. Bajo condiciones de baja temperatura, humedad moderada, pH cercano a la
neutralidad y proteccidn contra el sol, las brucelas pueden sobrevivir por largos periodos aunque
no existe evidencia de que los organismos se repliquen significativamente bajo estas condiciones
en el suelo, agua o estiércol. En los restos de animales congelados, las bacterias sobreviven por
muchos anos. En materiales desecados que contengan materias orgdnicas y protegidas de la luz
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solar, pueden retener su infectividad por muchos afos.

En contraste, son bastante sensibles al calor, asi una suspension diluida de brucelas, se destruye
rapidamente al ser sometida a la pasteurizacion o al exponerla a temperaturas de 60°C por 30
minutos. Sin embargo, una suspension densa es mas dificil de inactivar y se debe de prolongar el

tiempo de exposicidn al calor o someterla a temperaturas mas elevadas. Brucella es muy sensible a



la radiacién ionizante y se muere con rapidez al exponerla a la luz ultravioleta (5 minutos).
También son sensibles, a la mayoria de los desinfectantes de uso comun, con excepcién de las
sales cuaternarias de amonio. Como sucede en otras bacterias, la susceptibilidad se reduce en
presencia de materia organica o a bajas temperaturas. El etanol, formol, isopropanol, iodéforos,

hipoclorito diluido y el fenol al 1% son eficaces para desinfectar la piel expuesta a Brucella. **

En general, Brucella es susceptible a la mayoria de los antibidticos, como lo muestran los
trabajos publicados en los que se realizaron ensayos in vitro empleando diferentes métodos. Las
sulfonamidas, los aminoglicésidos como la estreptomicina, gentamicina, kanamicina, amikacina,
tobramicina; las tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, novobiocina, rifampicina y quinolonas
como norfloxacina, ciprofloxacina, esparfloxacina y moxifloxacina, todos ellos son activos contra
Brucella in vitro a concentraciones minimas inhibitorias bajas. Los antibidticos beta-lactamicos son
los menos efectivos. Las cepas muestran alguna variacién en la susceptibilidad a los antibidticos en

funcién de su origen geografico. 8

4.1.6 Reservorios zooldgicos y geograficos de Br. abortus

Las especies de Brucella son parasitos obligados, cada una de sus especies tiene un hospedador
preferente que sirve de reservorio natural de la infecciéon. Los hospedadores preferentes de Br.
abortus son los bévidos y animales con ellos emparentados. La biovariedad 1 se encuentra en
todas las zonas del mundo productoras de bdvidos, también afecta a los yaks, al bufalo doméstico
de la India, al bisonte, alce, ratdn, caballos y a animales salvajes tales como los zorros, antilopes,

antilopes del Africa del Este y coyotes. La biovariedad 2 ha sido aislada con menor frecuencia,
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aunqgue esta ampliamente distribuida. La biovariedad 3 ha sido encontrada en los bufalos y en los
bévidos de la India, de Egipto y del Este de Africa. La biovariedad 5 Unicamente ha sido
encontrada en el Reino Unido y en Alemania. Las demas biovariedades han sido aisladas tan pocas

veces que no ha sido determinada su distribucién geografica.?

4.1.7 Transmision

La forma principal de contagio es por via digestiva, esta se produce cuando los animales lamen
fetos abortados, terneros recién nacidos o genitales de otros animales, y si estos estan brucelosos
se produce una ingestion masiva de bacterias. También es importante la ingestién de alimentos y
bebidas contaminadas con secreciones vaginales y leche de hembras enfermas. La via genital
puede ser importante solo si se realiza inseminacidn artificial con semen infectado de lo contrario,
la Brucelosis bovina no es una enfermedad venérea. El semen de un toro infectado puede
contener grandes cantidades de brucelas, mds sin embargo, no contagia a la vaca. Larazon es que

. . . . 12
la acidez de la vagina contribuye a destruir las brucelas.

La transmisidn es menos frecuente por via respiratoria, mediante la inhalacién de polvo y
particulas que transportan brucelas, puede tener importancia durante el verano cuando se relinen
los animales en los corrales y mangas para realizar vacunaciones, desparasitaciones, etc. Esta
enfermedad tiene un periodo de incubacién variable pues la bacteria luego de ingresar al
organismo se multiplica en nddulos linfaticos y 6rganos del sistema reticulo-endotelial y el tiempo
del mismo varia de acuerdo al estado fisioldgico del animal. El periodo de incubacién siempre es

mas corto en el animal prefiado. Elsigno principal de la enfermedad es el aborto al final del tercio
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medio de la prefiez (5 a 7 meses). Es frecuente la presencia de mortinatos debido a esta
enfermedad. La principal fuente de contagio son las secreciones vaginales que se producen desde
aproximadamente 15 dias antes del aborto o parto, hasta 4 semanas siguientes al mismo. Algunos
experimentos demostraron que se pueden eliminar hasta 1x10™ brucelas por gramo de placenta,
lo que nos indica la gravedad de un aborto y mas aun el parto de un animal bruceloso que nos
confunde pues creemos que estd sano, sin embargo elimina tantas brucelas como aquel que no
pare. El calostro y la leche también son portadores de brucelas, aunque la eliminacién es

intermitente. *?

Los rumiantes salvajes pueden adquirir infecciones por Brucella y constituyen un riesgo para los
animales domeésticos de la zona. Los carnivoros, de igual manera, pueden ser portadores del
microorganismo, en unos se produce la infeccién mientras que en otros la bacteria se deposita en

la materia fecal, contaminando de tal manera el pasto.’

La primera causa de infeccidn en una explotacién es introducir animales infectados procedentes
de compras de ferias u otros establecimientos. Por ello es recomendable que se conozca el estado
sanitario del hato del que proviene el animal y realizarle sus respectivas pruebas para asegurarse

de que se encuentre negativo a la enfermedad. 12

4.1.8 Patogenicidad

Poco después de haber penetrado en el organismo por cualquier via, los microorganismos son

englobados por las células fagocitarias en cuyo interior sobreviven, se multiplican y son
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transportados a los nédulos linfaticos regionales; alli los microorganismos siguen multiplicandose y
si logran vencer la barrera del sistema inmunitario, se propaga por via linfatica o sanguinea, en el
higado, bazo y genitales. Se aloja en las células fagocitarias. Si resiste el ataque del sistema
inmunitario, la bacteria empieza a multiplicarse en diferentes érganos. La localizacién final de
Brucella en los tejidos de los animales prefiados es la placenta, donde alcanza concentraciones
muy altas de aproximadamente 1010 bacterias por cm?, esto produce finalmente una placentitis

severa con infeccién del feto y aborto.” **

Las especies de Brucella son patégenas intracelulares facultativas y su virulencia estd
relacionada con la capacidad que poseen para resistir el efecto bactericida de los componentes del
suero normal y para adherirse, penetrar y multiplicarse en una gran variedad de células, tanto
fagocitarias como no fagocitarias. La localizacién intracelular las mantiene protegidas de los
antibidticos y de factores bactericidas del plasma como complemento y anticuerpos, lo que
determina la naturaleza crénica de la infecciéon. Los mecanismos que emplea Brucella spp para
producir dafio al huésped, aun no se conocen con detalle, aunque se acepta, que estan muy
relacionados con la permanencia intracelular de las bacterias, en donde se multiplican libremente

sin causarle aparente dafio a la célula. 12

La Brucelosis es principalmente una enfermedad propia de los animales sexualmente maduros.
Los abortos tienen lugar a mitad del periodo de gestacién. Evidentemente, algo ocurre a mitad de

la gestacion que induce al microorganismo a multiplicarse abundantemente en los cotiledones y
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en sus proximidades. Los abortos pueden presentarse como consecuencia de la accion de las

endotoxinas. *

4.1.9 Patologia

La lesidn basica de la Brucelosis es el piogranuloma, mientras que el drgano que experimenta
los mayores cambios patoldgicos es la placenta. Generalmente, la placenta se encuentra
engrosada y recubierta con un exudado purulento de color amarillo-pardo y de consistencia
gelatinosa que le confiere un aspecto resistente y coridceo. Los cotiledones afectados son

blandos, necréticos y también estan recubiertos con el exudado. *

Las lesiones no se limitan al tracto reproductor, también se pueden encontrar en el tejido
reticuloendotelial y en otras zonas en las que se localizan. Cuando el hospedador no tiene las
suficientes defensas o cuando el microorganismo invasor es especialmente virulento, puede tener
lugar la supuracién o la caseificacion de las lesiones. Los higromas son comunes en bévidos

. . s . 1
adultos con infeccion cronica.

En las hembras la principal manifestacion clinica de la Brucelosis es el aborto, que con
frecuencia va acompafado de retencién placentaria. En los machos las principales
manifestaciones clinicas son la orquitis y epididimitis. También puede ocasionar infertilidad o

esterilidad, no importando el sexo.*
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4.1.10 Aspectos inmunoldgicos

Una de las caracteristicas de la infeccidn por Brucella es la aparicidon de una hipersensibilidad de
tipo retardado a la endotoxina del microorganismo. Esta hipersensibilidad aparece a los varios

dias siguientes a la infeccién y puede intensificar la respuesta inflamatoria. *

En esta enfermedad, todavia queda mucho por conocer acerca de la inmunidad. Por ejemplo, la
vacunacion de las vacas con la cepa B-19 de Br. abortus previene el aborto, pero no la infeccidn.
Asimismo, en los perros infectados con Br. abortus es posible que exista bacteriemia durante

meses y afios sin pruebas de curacién o de que se desarrolle un estado de inmunidad. !

4.1.10.1 Inmunizacion artificial

Para la inmunizacion de los bovinos frente a la Brucelosis existen tres productos: la vacuna a
base de la cepa 19 de Brucella abortus, la vacuna de la cepa 45/20 de Brucella abortus y la vacuna
de la cepa RB-51. Durante la edad adulta, las vacas inmunizadas con cualquiera de estos tres
agentes son algo menos sensibles a las cepas de campo virulentas que aquellas que no han sido
inmunizadas. La inmunidad que inducen protege frente al aborto pero no frente a la infeccion.
Las cepas virulentas de Br. abortus se pueden localizar en los nddulos linfaticos, sobre todo los
supramamarios, y ser eliminadas a través de las glandulas mamarias durante toda la vida del

animal inmunizado. La inmunizacion es parte integral de los programas de control y erradicacién
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de la Brucelosis bovina. Estos programas estan avanzando con éxito no sélo porque la vacunacién
aumenta el grado de inmunidad del rebafio, sino quizd incluso porque realmente reduce la

diseminacion de los microorganismos a partir de la principal puerta de salida. !

La cepa 19 de Brucella abortus es una cepa atenuada naturalmente y se ha empleado en los
ultimos 40 afios para prevenir la Brucelosis. La inmunidad celular otorgada es relativa y oscila

segun distintos autores alrededor del 70%.*

El inmundgeno denominado RB-51 consiste en una cepa de Brucella abortus modificada en el
laboratorio para que adquiera suficientes propiedades inmunogénicas y se atenuara su virulencia
natural. La RB-51 tiene una ventaja muy importante pues a diferencia de la cepa 19 no induce la
produccién de anticuerpos que confundan el diagndstico. Esto obedece a que la cepa RB-51
carece de la cadena 0, propia del lipopolisacarido de las especies de Brucella en fase lisa, por lo
tanto, luego de vacunar con RB-51 todas las pruebas convencionales arrojan un resultado
negativo. Con respecto a la proteccién contra la infeccion, los estudios efectuados en USA
demostraron que la proteccidn contra el aborto y la infeccién es similar que el otorgado por la
cepa 19. Es recomendable que de utilizarse esta vacuna, hacerlo previo al servicio, pues de este
modo la vacuna tendra el suficiente tiempo de lograr inducir mayor inmunidad y prevenir el

12
aborto.

Vacunar animales seroldgicamente positivos o aquellos que abortan no tiene ningun sentido ya

. P 12
gue ninguna vacuna modifica el curso de la enfermedad.
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4.1.11 Diagnostico de Laboratorio

4.1.11.1 Recogida de muestras

Los liquidos a recoger en los animales vivos son: sangre, leche, semen y exudado vaginal de las
hembras que han abortado recientemente. En los animales muertos, los tejidos mas apropiados
para son los del sistema de los macréfagos: nddulos linfaticos supramamarios, retrofaringeos,
iliacos internos, lumbares y mesentéricos. El bazo, el higado y el Utero también deben ser
sembrados, lo mismo que el liquido articular de las articulaciones que presentan aumento de

tamafio y cualquier otro tejido u érgano con una lesién evidente.

Los productos del aborto son las fuentes de microorganismos mas ricas y por lo mismo los
aislamientos se pueden llevar a cabo a partir de la placenta, de las membranas y liquidos fetales, y

del contenido estomacal del feto.*

Todos los tejidos y liquidos deben de ser introducidos en bolsas de plastico impermeables, o en

recipientes de plastico o metdlicos, que deben ser manipulados con gran cuidado.

4.1.11.2 Examen directo

Se puede realizar el examen directo en frotis de contenido estomacal del feto, de liquido de los
cotiledones, de moco vaginal y de semen. También se puede teiiir y examinar directamente
improntas de la superficie de cortes recién obtenidos de cualquier tejido. Las tinciones de eleccién

son la de Gram, la de Koster, la de Macchiavello, y la de Ziehl-Neelsen modificada, y también tanto
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la técnica directa como la indirecta de los anticuerpos fluorescentes (FA), las cuales diferenciaran
los microorganismos del género Brucella de los pertenecientes a los géneros Coxiella y

Chlamydia.l

4.1.11.3 Métodos de aislamiento

En general, los medios que se emplean para el cultivo de Brucella contienen peptonas o
triptonas a las que se adiciona extracto de levaduras, suero o sangre para favorecer el crecimiento
de estas bacterias. Existen medios comerciales, cuya formulacidon redne estos requisitos. Las
muestras de sangre, médula dsea y de liquido cefalorraquideo de preferencia se inoculan en
recipientes con medio doble. Cuando aparece crecimiento visible, en la superficie del agar a las 24
h de incubacidn, se descarta el recipiente y se toma otro cultivo. Brucella se desarrolla al cabo de
4-5 dias. En algunos casos, la aparicidon de crecimiento es tardia (6 semanas). Las resiembras se
realizan con ayuda de una jeringa, que evita el abrir el recipiente. Se siembran por duplicado en
placas de agar sangre al 10%, en agar soya tripticasa (TSA) con extracto de levaduras al 0.5% y en
agar Mac Conkey. Una serie se incuba en atmdsfera de CO, y la otra en atmésfera normal a 36 °C.
Al cabo de cuatro dias, debe de observarse crecimiento visible en alguna de las series si existen

brucelas viables.®

En algunos casos de Brucelosis crénica se ha reportado el aislamiento de colonias en forma L
gue estan formadas por bacterias con pared celular modificada inducida entre otros factores por
antibidticos como la penicilina. Estas colonias sdlo son visibles al microscopio esteroscdpico, son

muy fragiles por lo que pueden pasar inadvertidas si no se emplean los medios de cultivo
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adecuados y se realiza una busqueda de ellas en los medios de cultivo. Preferentemente crecen en

el menisco que se forma entre la fase liquida y sélida del hemocultivo.®

4.1.11.4 Identificacion
Morfologia microscdpica
Bacilos cortos pequefios Gram negativos. Al emplear la tincion de Zielh-Neelsen modificada, las

brucelas se tifien de color rojo y se observa la misma morfologia. Otras bacterias se veran verdes.®

4.1.11.5 Morfologia colonial

En medio TSA, las cepas lisas producen colonias circulares, convexas con bordes regulares,
translicidas y coloracion dmbar. A la luz reflejada son brillantes, ligeramente opalescentes y de
color gris azulado. En agar sangre no produce hemodlisis, en agar Mac Conkey crecen poco y no
fermentan la lactosa. Las cepas rugosas, en TSA, producen colonias semejantes en la forma pero
varian considerablemente en tamafo, color, consistencia y textura. En las cajas de TSA, se
aconseja determinar la produccién de catalasa y oxidasa, para las cuales las brucelas son positivas.
Enseguida, se procede a aglutinar a las colonias sospechosas con suero polivalente anti Brucella. Se
recomienda realizar la suspensién de brucelas en solucion salina fenolada al 1.0% extremando las

precauciones. Si hay aglutinacién, muy probablemente se trate de bacterias del género Brucella.b
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4.1.11.6 Pruebas bioquimicas

Para identificar la especie y el biovar se procede a efectuar las siguientes pruebas bioquimicas

especiales:

Requerimientos de CO,: Inmediatamente después del primer aislamiento, la cepa en
estudio se siembra por triplicado en tubos con agar soya tripticasa y extracto de levaduras
inclinados. Se incuban dos tubos en atmdsfera de CO, y el otro en atmdsfera normal, a 36°C
por 48 horas antes de que se desarrollen mutantes independientes de CO,. Con el
crecimiento de uno de los tubos, se prepara una suspensién de bacterias para inocular el
resto de medios de cultivo.

Medio de TSI: ausencia de acido y gas.

Citrato de Simmons: No emplea este substrato como fuente de carbono, por lo que no se
modifica el color verde.

Medio de SIM: Observar la inmovilidad de las brucelas y la ausencia de indol y H,S en este
medio.

Medio de urea de Christensen: Medir el tiempo en que vira el medio a rojo, debido a la
produccién de ureasa. Brucella suis produce la mayor cantidad de ureasa y un tiempo muy
corto comparada con las demas especies que producen menor cantidad.

Tubo inclinado con agar soya tripticasa, con una tira de papel filtro impregnado con acetato
de plomo sujetado por la contratapa o el tapén de algoddn para observar la aparicion de

H,S por el ennegrecimiento de la tira de papel filtro.
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e Crecimiento en presencia de colorantes. Se siembra en dos colorantes: tionina y fucsina
basica.’

Existen otras pruebas consideradas como especiales, debido a que sélo se realizan en
laboratorios de referencia especializados en estas bacterias.

e Susceptibilidad a bacteriéfagos: Sobre una capa de Brucella sembrada en forma masiva, se
coloca una gota pequefia de cada uno de los bacteridfagos siguientes: Thilisi (Tb),
Weybridge (Wy) y Berkeley (Bk), se observa la existencia de lisis en los sitios en donde se
colocaron las gotas.

e Aglutinacidon con sueros monoespecificos: Se emplean el suero monovalente A y en
monovalente M. Al realizar esta prueba es muy importante tomar en consideracién lo
siguiente:

v B. abortus puede contener antigeno A (biovar 1,2,3 y 6) o antigeno M (biovares 4,5
y 9) en forma de antigenos dominantes o ambos antigenos A y M ( biotipo 7 ) en

forma igualmente dominante.

Las caracteristicas antigénicas particulares de los biovares de Brucella hacen que esta prueba

deba ser efectuada e interpretada en laboratorios especializados por personal con experiencia.6

4.1.11.7 Diagndstico inmunoldgico
Las pruebas de inmunodiagndstico mas corrientemente utilizadas se realizan utilizando suero

sanguineo o leche y con menor frecuencia semen y moco vaginal.®
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Las pruebas serodiagndsticas utilizadas con mayor frecuencia para descubrir la infeccion por las
especies de Brucella son las pruebas estandar de la aglutinacion en placa y la prueba estandar de
aglutinacién en tubo. La interpretacion de los resultados depende de si se trata de un animal que

ha sido vacunado oficialmente o de un animal no vacunado.®

Otras pruebas incluyen la prueba de la tarjeta (Rosa de Bengala), la prueba modificada de la
tarjeta, la prueba manual de la fijacion de complemento, la prueba Technicon automatizada de la
fijacion de complemento y la prueba de Rivanol. La prueba del anillo pone de manifiesto la
presencia de anticuerpos en la leche, y se utiliza en la leche a granel para identificar los hatos
infectados. Emplea un antigeno coloreado con hematoxilina, que se mezcla con 2 ml de leche y se
deja reposar, las bacterias tefiidas suben a la superficie con la grasa, formando una capa de color

purpura, porque las bacterias permanecen en suspension.’®

En nuestro pais, se utiliza la prueba de Rosa de Bengala (Card Test) como prueba tamiz y los

sueros reaccionantes deben ser procesados con la prueba de Rivanol.

4.1.12 Tratamiento

Para los animales enfermos de Brucelosis no existe tratamiento alguno.1
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4.1.13 Control y Profilaxis

4.1.13.1 Control mediante la inmunizacion de los animales sensibles

En las zonas de elevada incidencia, la Brucelosis se puede mantener bajo control mediante la
inmunizacién de las hembras. Mediante este sistema de control se reduce de forma considerable
el niumero de abortos, y tiene lugar la consiguiente reduccién de la posibilidad de exposicion al

agente. La inmunizacion sola contribuird a controlar la enfermedad, pero no la erradicara.’

4.1.13.2 Inmunizacion seguida de pruebas diagndsticas y sacrificio

El método habitual en los programas de control de la Brucelosis que utilizan estos tres
componentes, consiste en vacunar a las hembras del hato a una edad temprana, someterlas a
pruebas diagndsticas cuando han alcanzado la madurez sexual, generalmente durante la primera
fase de la gestacion o proxima a terminar ésta, y eliminar los animales infectados mediante
sacrificio de los mismos. Luego los hatos que contienen animales infectados deben someterse a un

. , - . . . 1
plan de pruebas diagndsticas hasta que todos los animales den resultado negativo a las mismas.

4.1.14 Epidemiologia de la Brucelosis humana

La Brucelosis una antropozoonosis, la principal fuente de infeccién la constituyen los animales
infectados, que en su mayoria, son aquellas especies productoras de alimento. Br. abortus es la
mas extendida en el mundo, sin embargo, se aisla poco de casos humanos. La infeccién en el
hombre es a menudo subclinica, y cuando presenta alguna sintomatologia es, en general, menos

severa que la causada por Br. melitensis o Br. suis. Las vacas y sus productos son la fuente de
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infeccion mas comun, aunque los perros también pueden jugar un papel importante en la
epizootiologia de la enfermedad en nuestro medio rural. Con base en los estudios bacteriolégicos
realizados, se conoce que el biovar 1 es el mas frecuente y el biovar 4 el mas virulento para el
hombre. Br. melitensis es la que mas se notifica como causa de enfermedad, se aisla con mayor
frecuencia de los casos humanos, casi en un 90%. Es la especie mas virulenta y esta asociada a una
enfermedad aguda severa. La bacteria infecta principalmente a cabras y borregos, pero otras
especies no quedan exentas. En forma particular, la infeccion en vacas, se ha visto como un
problema de gran trascendencia epizootiolégica en algunos paises del sur de Europa, del Medio
Oriente y en México. La presencia de Br. melitensis en bovinos es un problema potencialmente
grave, por el gran volumen de leche infectada que se produciria por animal y por la contaminacién

que se verteria al medio ambiente con un solo aborto (de 109-1013 bacterias / ml).°

Los huéspedes animales, excretan gran cantidad de bacterias junto con los tejidos y otros
productos del aborto; en menor cantidad por excreciones genitales, semen, orina que contaminan
los sitios donde habitualmente se encuentran, en especial donde pernoctan o alimentan. En
consecuencia, las especies mencionadas contribuyen en diferente medida a la contaminacién del
suelo, los traspatios, corrales, la paja de las camas, el agua de arroyos, canales y pozos. También
Brucella se excreta en la leche y el calostro. En repercusidon, el hombre puede adquirir la bacteria
por exposicidon ocupacional, contacto con medios ambientes contaminados, consumo de agua y

alimentos contaminados, y menos frecuente por transmision de persona a persona.®
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El predominio de un mecanismo de infeccion u otro dependerd de las condiciones
socioecondmicas y de los habitos del individuo asi como de las caracteristicas del medio social que
se considere. En los paises que tienen un mejor nivel sanitario, la enfermedad es de caracter casi
exclusivamente profesional, mientras que en los menos desarrollados, una parte importante de los
casos corresponde a la poblacién general, que adquiere la infeccidon a través de la ingesta de
productos lacteos no controlados, principalmente leche y queso fresco. Las personas se infectan al
inhalar polvo o pelo contaminado, por salpicaduras en la conjuntiva, por ingestién accidental, a
través de abrasiones o cortaduras de piel o por auto inoculacidn accidental de sangre del animal

infectado o de vacunas vivas.®

Es dificil determinar hasta qué grado el paso de los animales por ciertos caminos o rutas
pobladas puede producir contaminacion de calles, patios mercados, etc. El género Brucella puede
sobrevivir por periodos prolongados en el polvo, estiércol, agua, fetos, suelo, visceras y productos

lacteos.®

En otro contexto, al ser éstos microorganismos eliminados en forma intermitente con la leche,
el alimento se vuelve una fuente de infeccién para la poblacién que la consume sin ningin
tratamiento térmico preliminar. Tanto la poblacién rural como la urbana se veran afectadas, la
urbana con mayor capacidad de compra tendra un riesgo al adquirir productos lacteos sin control
sanitario. La manufactura de quesos concentra en buena medida a las bacterias que pueden
sobrevivir en esas condiciones algunos meses. Lo mismo sucede en el caso de la mantequilla,

crema o helados preparados con leche contaminada. El consumo de carne cruda o mal cocida,
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proveniente de animales infectados, representa un riesgo menor, ya que el musculo contiene baja
cantidad de brucelas. En cambio las visceras, la ubre y los testiculos contienen cantidades
importantes de bacterias. La sangre fresca es potencialmente peligrosa para aquellos individuos

que acostumbra consumirla natural o mezclada. 6

La transmisién de persona a persona es muy rara, en los casos reportados solo existe evidencia
circunstancial que sugiere que la transmisién se produjo por via sexual. De mayor importancia es la
infeccion como resultado de una transfusién de sangre o de un trasplante de tejido, la médula
6sea es la de mayor riesgo. Otra forma de transmisidn es de la madre con Brucelosis aguda al hijo a

través de la leche materna o de la placenta produciendo aborto o Brucelosis en el recién nacido.®

4.2 BRUCELOSIS EN EL HUMANO

La mayoria de los casos de Brucelosis humana estan relacionados al consumo de leche, queso
fresco, crema y otros derivados sin pasteurizar. Otras formas de adquirir la enfermedad son la
manipulacion de fetos abortados, placentas y liquidos fetales, accidentes vacunales, manejo de
carnes y visceras de animales con Brucelosis (matarifes, expendedores de carne, médicos
veterinarios). El periodo de incubacién suele ser variable, en general, de 2 a 3 semanas, aunque
puede prolongarse hasta algunos meses. De algin modo, éste depende de la virulencia de la cepa

de Brucella, 1a dosis y del estado nutricional e inmune del individuo.®
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La Brucelosis humana ha sido clasificada en forma arbitraria en varias categorias: subclinica,
subaguda, bacterémica, aguda, recurrente, crénica, etc. Dichos términos reflejan el espectro de las
manifestaciones clinicas pero complican el diagndstico. La mayoria de los autores coinciden en

considerar solo las fases aguda y crénica. 6

Por otro lado, la Brucelosis tipica en la etapa aguda, no siempre se identifica con facilidad, ya
qgue los signos y sintomas podrian ser la expresion de otras enfermedades febriles comunes en
nuestro medio. En consecuencia, se tienen que descartar enfermedades como: salmonelosis,
tifoidea, dengue, paludismo, tuberculosis, leptospirosis y otras que sean prevalentes en las zonas

donde se presenten los casos.

Con base en la experiencia clinica de muchos afios en nuestro medio, la Brucelosis se clasifica
como, aguda, subaguda, con recaidas y crénica cuando tiene mas de un ano. El cuadro clinico no es
caracteristico, ya que se manifiesta como una cascada de signos y sintomas de naturaleza
proteiforme. En la etapa aguda, la fiebre se presenta en el 95 a 98% de los casos, escalofrios (69-
85%), diaforesis nocturna (85-88%) y en menor porcentaje: cefalea, anorexia, fatiga, mialgias,
artralgias, y pérdida de peso. En algunos casos se presenta hepatomegalia (20-40%). Los leucocitos
rara vez exceden los 10,000/mm?>, pero la leucopenia y linfocitosis son caracteristicas en pacientes

bacterémicos. ®

En la fase subaguda por lo general se realiza el diagnéstico de fiebre de origen desconocido,

aunque la disociacion del pulso temperatura puede orientar al diagndstico de Brucelosis. En
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ocasiones el Unico hallazgo clinico es la hepatoesplenomegalia, que hace sospechar de malignidad
linfoide. La recaida o recidiva, se presenta entre los 2 a 3 meses después de haber concluido el

tratamiento instituido en un porcentaje de alrededor del 15% de los casos. 6

En la fase aguda, se pueden presentar complicaciones en 1-30% de los casos y menos del 1% se
diagnostica. En consecuencia, no se administra tratamiento oportuno. Cuando la infeccidon tiene
mas de dos meses puede afectar cualquier drgano o sistema. La complicaciéon esquelética se
presenta con mayor frecuencia, en la forma de sacroileitis, artritis periférica y espondilitis. En otros
casos se puede encontrar neurobrucelosis, que se manifiesta en ocasiones, con cefalea persistente
e intensa, asi como meningoencefalitis, mielitis, paresia depresién y psicosis. Se presentan
ademas, otras complicaciones a nivel genitourinario, siendo la mas frecuente la epididimo-orquitis
lateral y luego la prostatitis y cistitis. En el rifidn se pueden desarrollar granulomas caseosos

similares a los de la tuberculosis. ®

La endocarditis es poco frecuente (< 2%), sin embargo, es la causa del 85% de fallecimientos, es
el resultado de un cuadro clinico subagudo, en el que se presentan anormalidades valvulares. En
higado, hasta el 90% de los casos se diagnostica como hepatitis, con elevacién de fosfatasas y
transferasas. También puede haber abscesos esplénicos y calcificaciones que ameritan cirugia.

Existen muchas otras complicaciones como las hematoldgicas, oftalmicas y cutédneas.



28

La Brucelosis crénica es una entidad mal definida, se diagnostica al conjuntar resultados del
laboratorio con manifestaciones clinicas que se prolongan un minimo de un afio, con comienzo

insidioso y predominio de formas viscerales, osteoarticulares y neurolégicas, entre otras.

Existe también la forma subclinica, producida por cepas de baja virulencia, cursa con sintomas
poco aparentes o muy leves acompafiados de fatiga, en general se resuelven sin ningln

tratamiento.

4.2.1 Brucelosis en Grupos de Alto Riesgo

Se designa de alto riesgo a un grupo de personas que estan mas expuestas a contraer una
enfermedad. En nuestro medio los grupos de alto riesgo de contraer Brucelosis los constituyen
personas que realizan trabajos en centros de produccién de alimentos (lecheros, queseros,
mataderos, carniceros), trabajos en los que existe contacto con animales, con sus secreciones o
con productos de origen animal (veterinarios, zootecnistas, técnicos pecuarios, vaqueros,
manipuladores de estiércol), trabajos agrarios (ganaderos, agricultores), trabajos en laboratorios
clinicos de diagndstico e investigacion y trabajos en unidades de eliminacion de residuos

. . . 4
(instalaciones depuradoras de aguas residuales).

Desde el punto de vista laboral, interesan las siguientes vias de contagio:
e Via Cutaneo-Mucosa: la bacteria atraviesa la barrera cutdaneo-mucosa aun en ausencia de

pérdida de solucién de continuidad de la misma; la manipulacién de productos fetales,



29

contacto con polvo contaminado o el cuidado habitual del ganado pueden producir el
contagio en el ser humano.

e Via Respiratoria: el contagio por esta via se produce por inhalacién de aerosoles en
operaciones de limpieza de establos, movimiento de ganado y en general todas las
operaciones que puedan movilizar el polvo infectado.

e Via Digestiva: ocurre al ingerir productos lacteos no pasteurizados, toma importancia ya
qgue ingerir leche recién ordefada es un habito muy visto en las salas de ordefio. También
puede darse por ingestidn de alimentos que contengan deyecciones de animales infectados
o regados con aguas infectadas.

e Inoculacién Accidental: en actividades de vacunacidn, trabajos de laboratorio, tomas de

muestras, etc.

4.2.2 Tratamiento

Brucella en una bacteria intracelular facultativa, por lo que se recomienda seleccionar aquellos
antibidticos, que tengan la propiedad de penetrar dentro de las células blanco y que la dosis y
duracidn del tratamiento sean las mas adecuadas. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud se debe establecer un tratamiento con doxicilina 200 mg/dia mas rifampicina 600/900
mg/dia por un periodo de seis semanas para lograr la eliminaciéon de Brucella. Otro protocolo
utilizado es Tetraciclina 2g/dia mas estreptomicina 1g/24hs por 21 dias. Un segundo esquema es
rifampicina 600mg/dia y trimetoprim 320mg con sulfametoxazol 1600mg/dia, durante 6 semanas.
En caso de Brucelosis dsea el tratamiento debe prolongarse por 6-8 meses. Otros tratamientos

incluyen quinolonas combinadas con rifampicina o trimetoprim-sulfametoxazol. 6
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4.2.3 Diagndstico de la Brucelosis humana

El diagndstico de la Brucelosis en el humano debe de considerar aspectos clinicos, y contar con
una historia clinica detallada que incluya alguna informacién de tipo epidemioldgico. Es muy
recomendable practicar un estudio bacteriolégico, complementado con la busqueda de

anticuerpos en el suero. ®

El cultivo de la bacteria es la Unica evidencia contundente de que se trata de una infeccidn por
Brucella. Aunque se puede aislar de varias fuentes, la sangre es el material que se emplea con
mayor frecuencia para realizar el cultivo bacterioldgico. Existen algunas recomendaciones que
deben de tomarse en cuenta para lograr el cultivo con éxito, en primer lugar el paciente no debe
encontrarse bajo terapia antibiética al momento de tomar la muestra y de preferencia se debe de
practicar durante la fase aguda de la enfermedad, por la tarde, antes de que se alcance el pico
febril. Una vez que se tenga el crecimiento de colonias sospechosas, se recomienda realizar una

identificacién presuntiva. 6

En la actualidad existen otros sistemas de aislamiento y se cuenta también con métodos
moleculares como el de PCR, que es otra forma para poner de manifiesto a Brucella en sangre, LCR
y otras muestras. La ventaja que presenta es su rapidez, sensibilidad y especificidad, ademas que
permite identificar el DNA libre y procedente de bacterias muertas o danadas por el sistema

. ey . 2
inmune o los antibiéticos, que son incapaces de crecer.
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La prueba de Rosa de Bengala (RB) El antigeno es una suspension celular tefiida con Rosa de
Bengala y estandarizada a una concentracién celular del 9 -10% para humanos. Es una prueba de
escrutinio, rapida y sensible, cualquier resultado positivo debera ser confirmado con el cultivo o en
su defecto, con las pruebas serolégicas complementarias que determinen el tipo de anticuerpo
presente asi como el titulo. Determina anticuerpos de las clases IgM, IgG e IgA aglutinantes en
pacientes con Brucelosis aguda y crénica, pero no cuantifica los anticuerpos. Permanece positiva,
aun después del tratamiento y la recuperaciéon del enfermo, en algunos casos hasta por anos, por

lo que en forma aislada, no es de valor diagndstico. 6

Prueba de aglutinacidon estandar (SAT): Algunos autores consideran que es la prueba mas
confiable por su simpleza y porque presenta un alto grado de correlacion con RB, permite
determinar la cantidad de aglutininas totales (IgM, IgG e IgA) anti-brucella en suero, liquido
cefalorraquideo y otros fluidos, sobre todo si se emplea el micrométodo, que solo requiere de 10
pl de muestra. La norma sefiala un titulo igual o > 1/160 junto con una prueba RB positiva, para

considerarse de valor diagnésticoz.

Prueba de aglutinacién con 2-mercaptoetanol (2-ME): Es una variante de la anterior, que
emplea un agente reductor para inactivar los anticuerpos IgM presentes en el suero u otros
fluidos, pone de manifiesto aglutininas de los isotipos 1gG e IgA. Titulos > 1/ 20 se consideran
indicativos de Brucelosis. Es una prueba que correlaciona bien con la evolucién clinica de la

enfermedad, de tal modo que, una vez concluida la terapia y en ausencia de sintomas se esperaria
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gue se torne negativa. En cambio, los pacientes con recaidas presentan incremento en el titulo,
por lo que se considera un marcador de Brucelosis activa. En la Brucelosis crénica su utilidad es

mas limitada, por el tipo de anticuerpos que se inducen. 6

Prueba de Coombs indirecto: Se empleaba para detectar anticuerpos no aglutinantes de los
isotipos 1gG e IgA, sobre todo en los casos de Brucelosis crénica. En la actualidad ha sido sustituida

por el método de ELISA, que brinda mayores ventajas.®

Prueba de inmunoensayo enzimatico (ELISA): Algunos autores han empleado el mismo antigeno
de la prueba de SAT, para detectar los isotipos de anticuerpos caracteristicos de una Brucelosis
aguda y crdnica. Se ha encontrado una buena correlacion entre ELISA-IgM y SAT y en menor grado

entre ELISA-IgG y 2-ME, debido a que el 2ME detecta tanto aglutininas IgG como IgA. 6

La respuesta inmune inducida por Brucella en el hombre, se caracteriza por una produccién
inicial de anticuerpos del isotipo IgM, seguida de la secrecion de anticuerpos del isotipo I1gG e IgA
sérica. La evolucién de las inmunoglobulinas se puede medir empleando ELISA-IgM (con células
enteras o LPS) o la prueba de aglutinacidn estandar, ya que se ha observado entre ellas una buena
correlacién. Igual se puede evaluar IgG, empleando la prueba de aglutinacién con 2-ME o ELISA
para IgG, entre estas dos pruebas no existe correlacion. La diferencia se debe en gran medida a
que la prueba ELISA IgG, cuantifica anticuerpos no aglutinantes, que no son cuantificados por la
prueba del 2-ME, por lo tanto los titulos obtenidos con ELISA-G son de mayor magnitud, que los

obtenidos en la prueba de 2-ME. Esto en parte se debe al antigeno empleado para cada prueba,
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usualmente para ELISA 1gG, se emplea LPS crudo o purificado, cadena O, extractos proteicos o
proteina purificada. Una vez concluida la antibioterapia, el titulo de IgM disminuye mas rapido que
el de anticuerpos IgG, sin embargo, un porcentaje importante de individuos (alrededor del 40 %)
gue cursaron una Brucelosis aguda, y fueron dados de alta clinica, continlan presentando
anticuerpos IgM, meses después de la terapia. Los pacientes que sufren recaidas o infecciones
recurrentes, en forma caracteristica, presentan un incremento de anticuerpos IgG, medidos por

ELISA o por la prueba de 2-ME.°

Existen casos en los que no se observa una disminucién en el titulo de anticuerpos IgG, una vez
concluido el tratamiento. Por lo que se recomienda realizar una evaluacion del paciente, en la que
se incluyan estudios seroldgicos y bacteriolégicos, ya que el paciente, puede presentar una recaida
debida a la focalizacién de la bacteria en algiin érgano. Esta situacién puede desencadenar una
Brucelosis crénica. Algunos pacientes, ademas desarrollan anticuerpos del isotipo IgA sérico e IgE,
cuya funcién aln es desconocida, hasta ahora se les ha relacionado con algunos episodios

alérgicos o de dermatitis por Brucella.”

El método de ELISA a pesar de ser una prueba de gran utilidad para evaluar la evolucién del
paciente, tiene el inconveniente del costo y del antigeno, ya que cada laboratorio usa uno
diferente y a la fecha no existe ningun consenso en cuanto a que antigeno es el mas adecuado
para ELISA, en consecuencia, no se pueden comparar los resultados obtenidos en un laboratorio

con los de otro.”
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4.3 Investigaciones sobre Brucelosis realizadas en Guatemala

La Lic. Silvia Torres, en 1984, elabord su tesis de grado denominada “Brucelosis Humana y
prevalencia en poblaciones susceptibles en Guatemala”. La investigacién fue llevada a cabo en
base a 4 grupos ocupacionales: Médicos Veterinarios, Estudiantes de los 2 ultimos afios de la
carrera de Medicina Veterinaria, Trabajadores de un matadero de bovinos y Otras personas en
contacto con animales (auxiliares de laboratorio y trabajadores de granjas). El total de muestras
ascendia a 265, a las cuales se les realizo la prueba de aglutinacidn lenta en tubo como tamizaje y a
las muestras que saliesen positivas se les corrié las pruebas complementarias de card test y 2-
Mercapto-etanol. Los resultados de la investigacion revelaban un 8.3% de prevalencia de

Brucelosis, siendo los trabajadores de matadero de bovinos el segundo grupo més afectado.™

En el afio de 1986 la Dra. Cynthia Burski de Braaton realizd su tesis de grado con el titulo
“Prevalencia de Brucelosis humana en grupos de personas de alto riesgo”. La investigacién fue
realizada en base a 5 grupos considerados de alto riesgo de contraer Brucelosis: Trabajadores de
un rastro de cerdos del municipio de Santa Catarina Pinula, Médicos Veterinarios guatemaltecos,
Médicos Veterinarios y auxiliares de El Salvador, Otras personas que tienen contacto estrecho con
animales domésticos, Individuos que fueron reactores seropositivos a Brucelosis en un estudio
anterior. En total se tomaron 301 muestras sanguineas y fueron realizadas 3 pruebas diagnésticas
diferentes: la prueba estandar de aglutinacion en tubo (SAT), card test y la prueba de 2-Mercapto-

etanol. Cabe mencionar que de las 301 muestras, 67 evidenciaron reaccién positiva y Unicamente



35

2 de éstas provenian de trabajadores de rastros bovinos. Es de interés hacer notar que el mayor
numero de reactores positivos en este estudio pertenecen al grupo de personas que trabajaban en

un matadero de suinos.’

El Dr. Hugo Morales, en 1987, realizé su tesis de grado denominada “Brucelosis Humana
(Estudio serolégico prospectivo para Brucella en trabajadores de rastros bovinos registrados del
departamento de Sacatepéquez, durante los meses de Junio y Julio de 1987)”. Esta investigacion
se realizd en un total de 50 individuos provenientes de 8 rastros bovinos y fueron realizadas 4
pruebas diagndsticas diferentes: card test, aglutinacién en placa, aglutinacién lenta en tubo y 2-
Mercapto-etanol. Los resultados fueron negativos a todas las pruebas para el total de la

poblacién.™

4.4 Camara de Productores de Leche de Guatemala

La sede de La Cdmara de Productores de Leche de Guatemala (CPLG) se encuentra ubicada en el
municipio de Guatemala, cabecera departamental del Departamento de Guatemala, en la 24 calle

15-26 de la Zona 13. 3

La CPLG fue creada en 1,996 segun el Acuerdo Ministerial 214 — 96, por el M.V. Carlos Tejada
Valenzuela. Es una asociacidn civil, privada, no lucrativa, apolitica y no religiosa, que busca
promover por cualquier medio licito el mejoramiento social, econédmico y educativo de sus
productores asociados. Busca ser un factor multiplicador y facilitador del desarrollo firme y

constante de la produccidn lechera, considerando al cooperativismo una herramienta
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imprescindible para asegurar y sustentar la misma. Desde que fue creada, han sido socios mas de
350 productores a nivel nacional, mas sin embargo una cifra de aproximadamente 170
productores se mantienen activos cada afno. A la CPLG puede asociarse todo aquel que se dedique
a la produccién primaria de leche, no hay restriccion de tamafio de explotacidn, posicién

econdmica, género, religion u origen.’

La CPLG tiene como misién Consolidar el desarrollo del sector lacteo guatemalteco a través del
impulso del marco legal. Respeto a la normativa y el desarrollo de acciones encaminadas a
mejorar la productividad y calidad de la leche cruda y el desarrollo del consumo de lacteos

mejorados.?



V. Materiales y Métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos Humanos
e 3 Médicos Veterinarios Asesores
e 1 Estudiante Investigador
e Productores Lecheros

e Colaboradores

5.1.2 Recursos de Campo
e Boletas de Identificacion
e 1 Paquete de Algodon
e 1 Frasco de Acohol
e 50 jeringas y agujas
e 50 tubos vacutainer sin anticoagulante
e 1 Marcador
e 100 guantes de Latex
e 1 Banda elastica

e Vehiculo

Camara Digital
5.1.3 Recursos de Laboratorio

o Refrigeradora

37
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e Placas de vidrio con cuadricula

e 1 gradilla

e 1 micropipeta con 30 ul de graduacidn

e 100 puntas desechables para micropipeta

e 1 caja de mondadientes

e 1crondmetro

e 1 Hoja de protocolo para muestras seroldgicas
e 1 camara de Huddleson

e Tubos de ensayo

e Solucidn salina fisiolégica

e Reactivo de 2-Mercapto-etanol

5.1.4 Recursos Biolégicos
e Muestras de sangre
e Antigeno de Brucella abortus

e Antigeno de Brucella abortus coloreado con Rosa de Bengala

5.1.5 Centros de referencia
e Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
USAC
e Biblioteca Central USAC

e (Camara de Productores de Leche de Guatemala
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5.2 Metodologia

El estudio se realizé en individuos que laboran en lecherias adscritas a la CdAmara de Productores
de Leche localizadas en diferentes areas del pais, especialmente aquellas donde haya mayor
actividad lechera. La Cdmara de Productores de Leche cuenta con 170 productores asociados que
se encuentran activos en la actualidad, se toma en cuenta que las explotaciones que seran

visitadas cuentan con una cantidad de personal entre un rango de 5 a 10 personas por lugar.

5.2.1 Diseno del Estudio

5.2.1.1 Muestra
Por conveniencia se visitaron 10 Lecherias diferentes, muestreando a 5 individuos en cada una

para tener un total de 50 individuos como muestra.

5.2.2 Metodologia de recoleccion de muestras a nivel de campo

5.2.2.1 Extraccion de Muestra Sanguinea

Las muestras de sangre fueron obtenidas por un paramédico capacitado y previo a la toma de
cada muestra se les mostré un consentimiento informado y Unicamente se obtuvo la sangre si la
persona estuvo de acuerdo a participar de forma voluntaria. Las muestras de sangre fueron
obtenidas por puncién de la vena cefalica, o en su efecto, por puncion de las venas metacarpianas
dorsales. En cada caso el sitio de puncién se desinfectd con un algoddn con alcohol y luego se
colocd una banda elastica alrededor del antebrazo con el fin de realizar hemostasis y por

consiguiente detener el flujo sanguineo a través de la vena, consiguiendo asi la dilatacién de la
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misma. Inmediatamente después se introdujo una aguja dentro de la vena dilatada y se extrajo de
3 a5 ml de sangre y se depositd en un vial estéril el cual se colocé en un superficie en un dngulo de
45° para facilitar la formacion del coagulo y de esta forma obtener el suero. Luego de ser obtenida
la sangre requerida se retird la banda elastica para dejar de hacer hemostasis y se retird la aguja
cubriendo el sitio de puncidén con un algoddn seco para evitar una hemorragia. Se tuvo especial
cuidado al utilizar guantes en este procedimiento, debido a la susceptibilidad de adquirir

enfermedades transmitidas por contacto con sangre contaminada.

5.2.2.2 Identificacion y Almacenamiento de la Sangre

Previo a obtener las muestras se identificaron debidamente los tubos a utilizar. Luego de haber
obtenido la sangre, se vacié la misma cuidadosamente sobre las paredes de los tubos vacutainer
sin anticoagulante y se procedid a dejarla reposar en un angulo de 45° durante 15 a 20 minutos a
temperatura ambiente esperando que se formara el codgulo, en cuanto se obtuvo el suero las
muestras fueron puestas en refrigeracion (2 - 8°C). Se evitd la hemdlisis y la lipemia ya que esto

pudo haber interferido con los resultados.

5.2.3 Métodos de Diagndstico en Laboratorio
5.2.3.1 Prueba de Rosa de Bengala
1. Sellevo a temperatura ambiente el reactivo y las muestras de suero.
2. Utilizando la micropipeta automatica y una punta desechable nueva, se adiciond 30 ul del
antigeno en el centro de un cuadro de la placa. Para colocar el antigeno en varios cuadros

se utilizé la misma punta desechable.
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3. Nuevamente utilizando la micropipeta y una punta desechable nueva, se colocaron 30 ul de
la muestra en el mismo cuadro de la placa, a la par de donde se puso el antigeno
previamente. En este caso se utilizd una punta desechable diferente con cada muestra.

4. Se mezclaron ambas gotas con un aplicador (palillo de dientes) posicionandolo lo mas
horizontal posible, dandole forma de una moneda a la mezcla. Se utilizd6 un aplicador
diferente por cada muestra.

5. Se agité la placa con movimientos rotatorios por 4 minutos.

6. Con la ayuda de una cdmara de Huddleson se leyeron los resultado:

e Suero Negativo: cuando no existio aglutinacion.
e Suero Positivo: cuando existio aglutinacion por presencia de anticuerpos

especificos.”*

Esta es una prueba cualitativa de screening por lo que si alguna muestra resultaba positiva debia
ser confirmada mediante otra prueba cuantitativa para Brucelosis, en dicho caso se utilizaria la
prueba de 2-Mercapto-etanol pero segun los resultados de la investigacién no fue necesario

realizarla.

5.2.4 Andlisis Estadistico
Se realizd a partir de los resultados por positividad o negatividad y en base a los caracteres

epidemioldgicos importantes (edad, sexo y procedencia).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el desarrollo de esta investigacion se determind la presencia de anticuerpos contra
Brucella abortus en personal de 10 lecherias adscritas a la Cdmara de Productores de Leche en los
departamentos de Escuintla, Suchitepéquez y Solola. En cada una de las fincas fueron
muestreadas 5 personas que laboraban para las mismas, siendo un total de 50 personas
estudiadas, de las cuales 7 (14%) eran de sexo femenino y 43 (86%) de sexo masculino (ver Anexos
Tabla 1, Gréfica 1), el rango de edad que presentd mayor cantidad de individuos muestreados fue
de 30-45 afios con 20 individuos (40%), siguiendo con los mayores de 45 ainos con 15 individuos
(30%), luego de 15 a 29 aios con 14 individuos (28%) y por ultimo los menores de 15 afios con 1
individuo (2%) (ver Anexos Tabla 2, Grafica 2). Los individuos muestreados fueron provenientes de
los departamentos de Escuintla (52%), Suchitepéquez (32%), Solola (14%) y Guatemala (2%) (ver

Anexos Tabla 3, Grafica 3).

De las 50 personas muestreadas ninguna presentd reaccidn positiva a la presencia de
anticuerpos contra Brucella abortus por medio de la prueba de Card Test, por lo que se concluye

que el personal de las fincas estudiadas se encuentran libres de Brucelosis.

En la actualidad el personal de lecherias se encuentra capacitado sobre el adecuado manejo del
ganado bovino, sus secreciones y sus productos fetales; esto ha traido como consecuencia que se
reduzcan las posibilidades de contagio con las diferentes enfermedades zoondticas existentes en

nuestro medio.
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VIil. CONCLUSION

1. No hay presencia de anticuerpos contra Brucella abortus en el personal muestreado

de las 10 lecherias de fincas adscritas a la Cdmara de Productores de Leche.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Que en cada finca se cuente con un programa de capacitacidon para el personal sobre
Brucelosis y las medidas necesarias para evitar su aparecimiento, tanto en bovinos como en
humanos, asi como las principales zoonosis presentes en nuestro pais.

Que los propietarios de lecherias provean a sus trabajadores las medidas de bioseguridad
necesarias para reducir los riesgos de contagio.

Que se realicen muestreos rutinarios para la deteccidon de Brucella abortus en bovinos para
mantener los hatos libres de la enfermedad.

Fomentar los programas de vacunacién contra Brucelosis, sobre todo en aquellas fincas que
se encuentran en areas con alta prevalencia de la enfermedad.

Que se realicen estudios para la deteccién de anticuerpos en personal de lecherias con una
alta prevalencia de Brucelosis bovina.

Que se realicen estudios para la deteccidn de anticuerpos contra Brucella abortus en otros
grupos de alto riesgo como Médicos Veterinarios, personal de rastros bovinos, carniceros y

personal de laboratorios, entre otros.
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IX. RESUMEN

La Brucelosis es una enfermedad antropozoondtica con gran incidencia en los hatos
guatemaltecos. Representa un problema importante para la salud publica, debido a que las
personas que trabajan directamente con ganado bovino, sus secreciones y productos fetales
pueden ser contagiadas facilmente y por diferentes vias por Brucella abortus, por lo que se les
cataloga como grupo de alto riesgo. La Brucelosis es causa de una diversidad de signos y sintomas,
puede observarse desde fiebres, dolores de cabeza y escalofrios, hasta signos muy complejos de
diferentes 6rganos como hepatoesplenomegalia, meningoencefalitis y endocarditis, siendo esta

ultima, causa de fallecimiento en humanos.

El estudio se realizd con 50 muestras sanguineas obtenidas del personal de 10 fincas adscritas a
la Camara de Productores de Leche, ubicadas en los departamentos de Escuintla, Suchitepéquez y
Solola. El rango de edad de los sujetos de estudio vario de 13 a 72 afios, siendo el 14% de sexo

femenino y el 86% masculino.

A las 50 muestras se les corrié la Prueba de la Tarjeta o Card Test, de las cuales ninguna
presentd reaccidn positiva a la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus, por lo que se

concluye que el personal muestreado de las fincas estudiadas se encuentran libres de Brucelosis.
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11.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Soy una estudiante de la carrera de Medicina Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala y estoy realizando mi tesis que se titula
“Determinacion de Anticuerpos contra Brucella abortus en personal de lecherias adscritas a la
Camara de Productores de Leche”. Estoy investigando sobre una enfermedad que se llama
Brucelosis y su presencia en personas que trabajan con ganado bovino. A continuacidn encontrard
informacién y le invitaré a participar en mi estudio. No es necesario que decida hoy si quiere
participar, antes de decidirse puede platicar sobre la investigacién con alguien con quien se sienta
comodo. Si tiene alguna duda, por favor no dude en preguntarme cuando usted lo crea
conveniente, estaré encantada de responderle.

La Brucelosis es una enfermedad que la tiene gran cantidad del ganado bovino de nuestro pais.
Los humanos se pueden contagiar con esta enfermedad por tomar leche, comer queso, crema y
otros derivados de la leche no pasteurizados, ademas se pueden infectar por estar en contacto con
fetos abortados de vacas con Brucelosis, por tener contacto con placentas y los liquidos que la
acompafian, manejo de carnes y visceras de animales con Brucelosis y por accidentes en
vacunaciones contra Brucelosis.

Estoy invitando para este estudio a personas que trabajen en fincas ganaderas relacionadas a la
Cédmara de Productores de Leche, no importando la edad ni el género. Su participacion en esta
investigacion es totalmente voluntaria, usted puede elegir si participa o no. Usted puede cambiar
de idea mas tarde y puede dejar de participar aunque haya aceptado antes.

El procedimiento que se llevara a cabo sera el siguiente:

1. Se extraera una muestra de 5 ml de sangre, la cual se realizard con material completamente
nuevo y desechable. Sera levemente doloroso. La muestra de sangre la tomara un
paramédico capacitado y Unicamente se obtendra la sangre si usted acepta participar.

2. Con ésta muestra se realizaran la prueba de Rosa de Bengala y si ésta sale positiva se
realizard la prueba de 2-mercapto-etanol. Ambas pruebas se hardn en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, con el fin de determinar si usted ha estado en contacto con la
bacteria Brucella abortus, causante de Brucelosis en el ganado bovino.

3. En caso de ser positivo su resultado de laboratorio, se le hard saber inmediatamente para
gue pueda ser tratado por un médico si esto fuera necesario.
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He sido invitado (a) a participar en la investigacion “Determinacion de Anticuerpos contra
Brucella abortus en personal de lecherias adscritas a la Cdmara de Productores de Leche”.
Entiendo que se me extraerd 5 ml de sangre en una sola oportunidad. He sido informado (a) que
puede incluir un poco de dolor en el sitio de puncién. Se me ha proporcionado el nombre vy
direccidn de la investigadora para ser facilmente contactada.

He leido y comprendido la informacion o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de aclarar
mis dudas y se ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacion y entiendo que tengo el derecho de retirarme de
la investigacion en cualquier momento sin que esto me afecte de alguna manera.

Fecha

Nombre del participante

Firma o Huella

Nombre y Firma del Testigo (en caso de que el participante no sepa leer ni escribir)

Nombre del investigador

Firma del Investigador

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de consentimiento informado.



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
TESIS: “Determinacién de Anticuerpos contra Brucella abortus en personal de
lecherias adscritas a la Camara de Productores de Leche”.

11.2 FICHA DE TOMA DE MUESTRAS

No. Fecha Nombre Edad | Sexo | Procedencia Observaciones
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UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
TESIS: “Determinacién de Anticuerpos contra Brucella abortus en personal de
lecherias adscritas a la Cdmara de Productores de Leche”.

11.3 FICHA DE RESULTADOS DE LA PRUEBA
CARD TEST

No. DE
FECHA MUESTRA RESULTADO
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Tabla 1

Distribucion por Sexo de individuos muestreados para la determinacién de anticuerpos contra

Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo de Octubre a Diciembre de 2010

SEXO NUMERO DE INDIVIDUOS PORCENTAIE
Femenino 7 14%
Masculino 43 86%

Total 50 100%

Grafical

Distribucion por Sexo de individuos muestreados para la determinacion de anticuerpos contra

Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo de Octubre a Diciembre de 2010

B Femenino

B Masculino
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Tabla 2

Distribucion por Edad de individuos muestreados para la determinacion de anticuerpos contra

Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo de Octubre a Diciembre de 2010

EDAD NUMERO DE INDIVIDUOS PORCENTAIJE
Menor de 15 aiios 1 2%
15 a 29 afios 14 28%
30 a 45 ainos 20 40%
Mayor a 45 anos 15 30%
Total 50 100%
Grafica 2

Distribucion por Edad de individuos muestreados para la determinacidn de anticuerpos contra

Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo de Octubre a Diciembre de 2010

2%

W <15 anos
W 15-29 aios
30-45 ainos

W >45 anos
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Tabla 3

Distribucion por Procedencia de individuos muestreados para la determinacién de anticuerpos

contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo de Octubre a Diciembre de

2010

PROCEDENCIA NUMERO DE INDIVIDUOS PORCENTAIE

Escuintla 23 52%
Guatemala 1 2%
Solola 7 14%
Suchitepéquez 16 32%
Total 50 100%
Grafica 3

Distribucion por Procedencia de individuos muestreados para la determinacion de anticuerpos

contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo de Octubre a Diciembre de

2010

M Escuintla
B Guatemala
Solola

M Suchitepéquez

2%
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Tabla 4

Distribucion por Sexo de casos positivos y negativos de individuos muestreados para la

determinacidén de anticuerpos contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo

de Octubre a Diciembre de 2010

SEXO NUMERO DE CASOS CASOS
INDIVIDUOS (%) POSITIVOS (%) NEGATIVOS (%)
Femenino 7 (14%) 0 (0%) 7 (14%)
Masculino 43 (86%) 0 (0%) 43 (86%)
Total 50 (100%) 0 (0%) 50 (100%)
Grafica 4

Distribucion por Sexo de casos positivos y negativos de individuos muestreados para la
determinacidén de anticuerpos contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo

de Octubre a Diciembre de 2010

M Positivos H Negativos

Femenino

Masculino
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Tabla 5

Distribucion por Edad de casos positivos y negativos de individuos muestreados para la

determinacidén de anticuerpos contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo

de Octubre a Diciembre de 2010

Edad Numero de Casos Casos
Individuos (%) Positivos (%) Negativos (%)
Menores de 15 aiios 1(2%) 0 (0%) 1(2%)
15 a 29 afios 14 (28%) 0 (0%) 14 (28%)
30 a 45 aios 20 (40%) 0 (0%) 20 (40%)
Mayores de 45 aiios 15 (30% 0 (0%) 15 (30%
Total 50 (100%) 0 (0%) 50 (100%)
Grafica 5

Distribucion por Edad de casos positivos y negativos de individuos muestreados para la
determinacidén de anticuerpos contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo

de Octubre a Diciembre de 2010

M Positivos H Negativos

20

<15 afos

15-29 anos
30-45 afios

>45 afos
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Tabla 6

Distribucion por Procedencia de casos positivos y negativos de individuos muestreados para la

determinacidén de anticuerpos contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo

de Octubre a Diciembre de 2010

NUMERO DE CASOS CASOS
PROCEDENCIA INDIVIDUOS (%) POSITIVOS (%) NEGATIVOS (%)
Escuintla 26 (52%) 0 (0%) 26 (52%)
Guatemala 1(2%) 0 (0%) 1(2%)
Solola 7 (14%) 0 (0%) 7 (14%)
Suchitepéquez 16 (32%) 0 (0%) 16 (32%)
Total 50 (100%) 0 (0%) 50 (100%)
Grafica 6

Distribucion por Procedencia de casos positivos y negativos de individuos muestreados para la
determinacidén de anticuerpos contra Brucella abortus por medio de Card Test durante el periodo

de Octubre a Diciembre de 2010

M Positivos B Negativos

26

Escuintla

Guatemala
Solola

Suchitepéquez
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