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l. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, causada por bacterias
pertenecientes al género Brucella, con especies terrestres y marinas. Esta es una
zoonosis transmitida al ser humano por diversos animales, especialmente de
producciéon como los bovinos (Lopez, 2014). En Centro América se ha identificado

brucelosis en bovinos causada por la especie Brucella abortus (USC, 2011).

Para la poblacion en general que no tiene contacto directo con animales, la
fuente potencial de brucelosis es mediante el consumo de leche no pasteurizada y
sus derivados (Corbel, 2006).

En Guatemala para el afio 2009, la region suroriente del pais fue la mayor
productora de litros de leche de vaca, siendo Jutiapa el departamento que
encabeza esta region (Villagran, 2013). En el afio 2011 Jutiapa produjo 124,616
litros de leche (INE, 2011).

En Asuncién Mita el ultimo dato de la produccion lactea es del afio 2003
donde se reporta una produccién de 16,591 litros (INE, 2003). En este municipio
no existe evidencia que los productores utilicen programas de vacunacién o
realicen pruebas seroldgicas rutinarias para controlar esta enfermedad en sus

hatos.

Antes del 2014 no existian datos por parte del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Alimentacién (MAGA) sobre la prevalencia de esta enfermedad en el

municipio. Sin embargo en los meses de noviembre y diciembre de 2014 se



muestrearon 673 bovinos, para realizar la prueba de la tarjeta, obteniendo una
prevalencia del 2.08% de brucelosis bovina (MAGA, 2014)*.

Se identifican 12 procesadora de lacteos en la Cabecera Municipal de
Asuncién Mita, que procesan desde 65 a 2,000 litros de leche diarios sin
pasteurizar. Estas procesadoras proveen productos y subproductos al municipio y

a otros departamentos como Zacapa, Jalapa, Chiquimula y Guatemala.

Siendo la brucelosis bovina un problema en salud publica, el presente
estudio busca determinar la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus en
leche de vaca utilizada en las procesadoras de lacteos de Asuncion Mita para
generar informacion sobre la situacion de esta zoonosis mediante la prueba de
anillo en leche (PAL) que se caracteriza por ser una prueba de bajo costo, facil de
realizar, no es invasiva y puede cubrir una gran poblacién en poco tiempo, siendo

ideal para la deteccion de hatos infectados.

1 M.V. Carlos Quifiénez. 2015. Prevalencia de Brucelosis Bovina en Asuncién Mita, 2014. Guatemala,
Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacién (MAGA)/Programa para el control de la tuberculosis y
brucelosis bovina. (Comunicacién personal).



. OBJETIVOS

2.10bjetivo General

e Generar informacién sobre la situacién de la brucelosis bovina en el

municipio de Asuncién Mita, Jutiapa.

2.20Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus en leche
de vaca utilizada en las procesadoras, mediante la prueba de anillo en

leche en el municipio de Asuncién Mita, Jutiapa.

e Establecer si existe asociacion entre el resultado obtenido en la prueba

con los litros de leche producidos por hato.

e Establecer si existe asociaciéon entre el resultado obtenido en la prueba

con la procedencia de la leche analizada.

e Establecer si existe asociacion entre el resultado obtenido en la prueba

con la vacunacion o no de brucelosis bovina.



. REVISION DE LITERATURA

3.1Sinonimia

En humanos se denomina melitococcosis, fiebre ondulante, fiebre de
malta y fiebre del mediterraneo. En los animales se le denomina aborto
contagioso, aborto infeccioso y aborto epizoético (PAHO, 2001).En el ganado
bovino se le denomina enfermedad de Bang (Merchant & Packer, 1980).

3.2Definicién

La brucelosis es una enfermedad bacteriana infectocontagiosa, aguda o
crénica, que afecta tanto a los animales como al hombre, causada por bacterias
del género Brucella. (Vergara, 2008).La brucelosis se encuentra en la lista
Gnica de enfermedades de notificacién obligatoria por parte de la Organizacion
Internacional de Sanidad Animal (OIE) (OIE, 2012).

3.3Etiologia

3.3.1 Etiologia en bovinos

En el ganado bovino, la brucelosis suele estar causada por
biovariedades de Brucella abortus (OIE, 2012). El biovar 1 es universal y
predominante entre los siete que se producen en el mundo. La distribucién de
las biovariedades varia geograficamente. En América Latina, se han confirmado
los biotipos 1, 2, 3, 4y 6 (PAHO, 2001). En Centro América se ha identificado
brucelosis en bovino por B. abortus (USC, 2011).



En algunos paises, en concreto en el sur de Europa y en el oeste de
Asia, donde el ganado bovino se cria junto a ovejas o cabras, la infeccion
también puede estar causada por B. melitensis. En ocasiones, B. suis puede
causar una infeccion cronica de la glandula mamaria en el ganado bovino, pero
no se ha descrito que origine abortos ni se transmita a otros animales (OIE,
2012).

3.3.2 Etiologia en humanos

Del género Brucella se reconocen 10 especies: B. melitensis, B. abortus,
B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis y las mas
recientes Brucella microti, hallada en un raton de campo y Brucella inopinata
aislada de un implante de seno de una mujer con sintomatologia de brucelosis
(Méndez et al. 2013). Segun Lopez (2014), el humano es susceptible a la
infeccion producida por B. mellitensis, la mas patdgena, seguida por B. suis, B.

abortus y B. canis.

3.3.3 Caracteristicas del agente etioldgico

Las brucelas son bacterias gram negativas, de forma cocobacilar y un
tamafio de 0.5-0.7 um x 0.6-1.5 um. En general aparecen aisladas, pero pueden
presentarse en pares o pequefios grupos, solo son pleomorficas en cultivos
viejos (Stanchi, 2007). Son aerobios, no moviles. Las colonias son pequefias,
convexas y lisas (Brooks, Carroll, Butel, Morse & Mietzner, 2011).

Las muestras de fuentes animales o humanas suelen inocularse en agar
de tripticasa-soya y medios para hemocultivo. B. abortus necesita CO, entre 5 a

10% para multiplicarse. Las brucelas utilizan hidratos de carbono pero no



producen acido ni gas en cantidades suficientes para la clasificacion. Las cuatro
especies que generalmente afectan al humano son catalasa y oxidasa positivas.
El sulfuro de hidrégeno es producido por muchas cepas y los nitratos se

reducen a nitritos (Brooks et al., 2011).

3.3.4 Resistencia al ambiente

En las regiones humedas y frias con poca radiacién solar las brucelas
pueden permanecer viables por 40 a 100 dias. Por el contrario la accion directa
de los rayos del sol destruye rapidamente las brucelas en unas 4 a 5 horas. En
el agua estas pueden sobrevivir por 10 dias a 25°C y 57 dias a 8°C (Figueroa,
1984). En el suelo humedo y el estiércol usado como abono se registran
tiempos de sobrevida de las brucelas de hasta 80 dias. En el polvo, segun la
humedad ambiente, entre 15 y 40 dias (Stanchi, 2007).

Cuadro No. 1 Periodos de supervivencia de B. abortus en varios

substratos.
Medio Temperatura o ambiente Supervivencia
Superficies soélidas <31°C, bajo el sol. 4-5 horas.
Agua potable -4°C 114 dias
Agua del lago 37°C,pH 7.5 <1 dia.
Agua del lago 8°C,pH 6.5 >57 dias.
Suelo-seco 20°C < 4 dias.
Estiércol Verano 1 dia.
Estiércol Invierno 53 dias.
Estiércol liquido. En tanque a temperatura 7 semanas.
ambiente
Estiércol liquido. En tanque a 12 °C >8 meses.

Fuente: Corbel, 2006.



3.3.5 Supervivencia en los alimentos

Las brucelas son moderadamente sensibles al calor y a la acidez, son
destruidas mediante pasteurizacion (Brooks et al., 2011). La desecacion o la
fermentacién provocan la muerte de Brucella, pero los plazos son variables y
dificiles de determinar (en algunos quesos, Brucella puede sobrevivir unos 6
meses) (Stanchi, 2007). B. abortus, B. melitensis y B. suis mueren por la

pasteurizacion de la leche durante 10-15 minutos (Merchant & Packer, 1980).

Cuadro No. 2 Periodos de supervivencia de B. melitensis en varios

substratos
Medio Temperatura o ambiente | Supervivencia
Queso fresco 37°C 48-72 horas.
Yogur 37°C 48-72 horas.
Leche 37°C 7-24 horas.

Fuente: Corbel, 2006.

3.4Distribucién geografica

La distribucién de las diferentes especies de Brucella y sus biotipos
varia segun las areas geogréaficas. B. abortus es la mas extendida; B.
melitensis y B. suis se distribuyen de forma irregular. La infeccion por B. canis
se ha confirmado en muchos paises de varios continentes. B. ovis parece
encontrarse en todos los paises donde la cria de ovejas es una actividad
importante (PAHO, 2001).

En humanos, los paises con el mayor nimero de casos registrados de
Ameérica Latina son Argentina, México y Peru. El mismo patrén se mantiene

para los paises mediterraneos (PAHO, 2001).



En animales, esta enfermedad esta difundida ampliamente en América
Latina, siendo la brucelosis bovina y porcina enzodtica. La infeccion por B.
melitensis en cabras es alta en Argentina, México y Perl. B. ovis, esti
distribuida en todos los paises de América donde se crian ovejas a gran escala
(Argentina, Brasil, Chile, Peru, Uruguay y Estados Unidos) (PAHO, 2001). En
Centro América la brucelosis es de caracter enzodtico, siendo los bovinos la
especie mas afectada, sin embargo también se ha reportado en equinos, suinos
y el humano (Figueroa, 1984). Algunos paises del norte y del centro de Europa,
Canad4, Japon, Australia y Nueva Zelanda se consideran libres (OIE, 2012). En
2008, 12 paises de la Union Europea fueron declarados oficialmente libres de

brucelosis en el ganado bovino, asi como en el ovino y el caprino (Diaz, 2013).

3.5Transmisioén

3.5.1 Transmision en bovinos

La via principal de entrada de Brucella es oral, por la ingestion de
alimento o agua contaminados por secreciones o restos de abortos de vacas
infectadas, o bien por el lamido de las secreciones vaginales, los genitales, los
fetos abortados y los becerros recién nacidos de vacas infectadas. La via
venérea no se acepta en epidemiologia, ya que no tiene importancia en la
transmisién de la enfermedad, pero si el semen infectado y utilizado en la
inseminacion artificial (Diaz, 2013).

En establos lecheros se debe tomar en cuenta que el ordefio es otra
forma de contagio, ya que como la bacteria se elimina por la leche si se utilizan
las mismas pezoneras para ordefio de varias vacas es muy probable que la

bacteria se transmita entre estos animales, por lo que se recomienda ordefiar



primero a las vacas sanas y dejar para el final las vacas infectadas (Diaz,
2013).

La transmision vertical fue demostrada por Plommet, quien menciona que
un 60% a 70% de los fetos nacidos de madres infectadas nacen con la
infeccion. Las becerras también pueden resultar infectadas durante el
nacimiento al atravesar el canal de parto o bien al mamar calostro o leche de

vacas infectadas (Diaz, 2013).

Cuando hay lesiones en las tetillas, en los extremos de los miembros o
en el espacio interdigital que faciliten la penetracion del agente patégeno en
capas profundas de la piel, se puede dar el contagio por via cutanea cuando
tales lesiones se encuentren en contacto con superficies contaminadas
(Vergara, 2008).

3.5.2 Transmisién en humanos

Contacto directo: Contacto de la piel o mucosas con tejidos o
secreciones de animales como sangre, orina, semen, secreciones vaginales,
fetos abortados y en especial placentas. Segun Moral (2013) esta forma de
contagio es la mas frecuente en el medio rural y puede llegar a ser el
responsable del 60-70% de los casos registrados, afectando a veterinarios,
trabajadores rurales, matarifes, ganaderos e incluso a trabajadores de

laboratorio o trabajadores de servicios de salud.

Inhalacion: Mediante polvo contaminado en lugares donde hay animales
infectados, como establos, mataderos, salas de recepcién de leche, camiones

para transporte de ganado, etc. (Moral, 2013).



Ingestion: Al ingerir alimentos no pasteurizados, leche y sus derivados
(queso, crema, mantequilla, helados) y en menor medida carnes poco cocidas
(Moral, 2013). El proceso de elaboracion del queso en realidad concentra las
brucelas, que pueden sobrevivir durante varios meses en este tipo de producto.
Lo quesos duros preparados por fermentacion de acido lactico y propionico
presentan un menor riesgo, al igual que el yogur y la leche agria. El tejido
muscular contiene bajas concentraciones de Brucella, sin embargo higado,
rinon, bazo, ubre y testiculos, pueden contener concentraciones mucho mas
altas (Corbel, 2006).

Inoculacién: De material contaminado por Brucella spp. Este tipo de
transmision afecta principalmente a veterinarios, matarifes y personal de
laboratorio. Se ha descrito que se puede dar la enfermedad por

autoinoculacién accidental de la vacuna de B. abortus cepa 19 (Moral, 2013).

Perinatal: Por via transplacentaria, por ingestién de leche materna o por
la exposicion a sangre, orina 0 heces de la madre infectada durante el parto
(Moral, 2013).

Interhumana: Esta transmision es rara o excepcional, sin embargo se ha
informado contagio posterior a una transfusion de sangre, trasplante de médula
Osea y se han descrito casos ocasionales en los que se sospecha transmision
sexual (Moral, 2013).

3.6Patogenia en bovinos

La infeccion se adquiere principalmente por via oral, nasal o conjuntival.
Después de haber atravesado las mucosas (o la piel lesionada), la bacteria se
localiza en los ganglios linfaticos regionales (retrofaringeos, parotideos y

submaxilares entre los mas frecuentes) para luego diseminarse hacia otros
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organos linfoides, el bazo, los ganglios iliacos y los retromamarios. El periodo
de incubacion esta relacionado con el estado fisiolégico de la hembra. En la
hembra no gestante, la infeccion permanece localizada en los ganglios
retromamarios. Durante la gestacion, Brucella invade el utero en donde se
multiplica masivamente. Alli provoca una endometritis con ulceracion de los
espacios intercotiledonarios y compromiso del alantocorion, de los cotiledones
placentarios y de los liquidos fetales. Los fetos desarrollan hiperplasia linfoide,
deplecién timica y neumonia hematdgena. En caso de una primoinfeccion, el
proceso culmina de modo caracteristico con el aborto en el ultimo tercio de la
gestacion. El aborto es menos observado en gestaciones subsiguientes,
aunque las hembras quedan infectadas y eliminan brucelas con cada parto.
Los neonatos pueden infectarse via intrauterina, origen de brucelosis “latentes”
(Stanchi, 2007).

La obstaculizacion del aporte de sangre al feto, los efectos endotéxicos
sobre este y la infeccién hacen que haya una pérdida de viabilidad del feto y se
dé el aborto. Los fetos abortados que han estado muertos durante dias, con
frecuencia albergan organismos viables de B. abortus en el pulmén y en el
cuajar (Rebhun, 1999).

3.7Periodo de incubacioén

3.7.1 Periodo de incubacién en bovinos

El periodo de incubacion es dificil de calcular porque no se puede
establecer el momento de la infeccion. Puede ser variable y es inversamente
proporcional al desarrollo del feto. Cuando méas adelantada esta la prefiez, mas

corto sera el periodo de incubacion que puede fluctuar entre los 200 dias si la
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hembra se infecta por via digestiva en la época del servicio y unos 60 dias si se

infecta seis meses después de la monta.

3.7.2 Periodo de incubacién en humanos

Corbel (2006), menciona que en los casos de enfermedad aguda, el
periodo de incubacion es de dos a tres semanas, sin embargo cuando el inicio
de la enfermedad es gradual o lenta, los signos se pueden manifestar durante
un periodo de semanas a meses después de la infeccidén. Por otro lado Brooks,

et al (2011) menciona un periodo de incubacion de unas seis semanas.

3.8Periodo de eliminacién

Una masiva excrecion de Brucella comienza después del aborto y puede
continuar por 15 dias. Una vez que las membranas fetales son expulsadas, la
descarga uterina disminuye y el namero de microorganismos excretados
desciende rapidamente. Aunque la descarga del tracto genital usualmente se
libera de microorganismos después de 2-3 meses de la infeccion, algunas
vacas pueden quedar como portadoras y excretar bacterias de manera
intermitente y por muchos afios, contaminando el agua y los pastos que los

animales consumen (Vergara, 2008).

Durante el aborto o los partos infecciosos, se han reportado cifras tan
altas como 10 UFC (Unidades Formadoras de Colonias) de Brucella por
gramo de tejido cotiledonario de vacas. En estos casos los loquios, la orina, la

leche y los fetos estan infectados (Stanchi, 2007).
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3.9 Signos clinicos

3.9.1 Signos clinicos en los bovinos

En los rumiantes, la enfermedad pasa desapercibida, siendo el Unico
signo clinico el aborto. El cual se produce durante el udltimo trimestre de la
gestacion, las crias pueden nacer muertas o débiles. En general hay retencion
de secundinas, con los signos asociados a una metritis. En los machos, suelen
estar afectado el tracto reproductor, con orquitis uni o bilateral, y frecuente
compromiso de proOstata y vesiculas seminales. Puede observarse sinovitis y

artritis, en especial de los miembros posteriores (Stanchi, 2007).

3.9.2 Signos clinicos en el humano: formas de presentacién

Forma aguda: Después de la incubacidn se expresan sintomas generales
inespecificos como malestar, debilidad fisica, pérdida de apetito, sudoracion

abundante y fiebre alta en casos de infeccion por B. melitensis (Vergara, 2008).

Forma localizada: Se puede localizar en cualquier parte del organismo,
principalmente en el sistema esquelético (columna vertebral) y en menor
proporcion y con mayor frecuencia afecta rodillas, cadera, artritis y/o bursitis,
infecciones del tracto genitourinario y endocarditis, siendo esta Ultima la mayor
causa de muertes de los pacientes que la padecen (Vergara, 2008). Las
focalizaciones son muy variadas y para algunos autores guardan relacién con la
via de entrada. Las localizaciones mas frecuentes son: osteoarticular (20-85%
de los casos), hepatica (30-60%) y neuroldgica (2-5%) (Stanchi, 2007).

Forma cronica: Resulta cuando la enfermedad permanece por un tiempo
prolongado desde una forma asintomatica, presencia de sintomas leves,

recaidas hasta signos de infeccion activa (Vergara, 2008).
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3.10 Respuesta Inmune

La respuesta inmunitaria anti Brucella ha sido estudiada desde hace
largo tiempo, con una orientacion definida hacia el diagnostico. Es por ello que
su conocimiento ha seguido principalmente la evolucion de las técnicas
serologicas. Solo recientemente, la relacion entre la respuesta inmune y los

mecanismos de resistencia natural y adquirida comienzan a ser explorados.

La respuesta del hospedador a la infecciébn por Brucella es variable,
dependiendo de varios factores, a saber: del hospedador (idiosincrasia, edad,
sexo, estado reproductivo, gestacion, vacunacion, estado inmunoldgico,
exposicion previa del agente, dosis infectante y virulencia de la cepa) (Stanchi,
2007).

3.10.1 Respuesta inmune humoral

Tras un primer contacto con Brucella por vacunacion, la serologia se
vuelve positiva a la primera o segunda semana, con un predominio de
anticuerpos IgM durante las primeras 2 semanas. La respuesta a IgG comienza
también tempranamente, antes que la IgM llegue a su pico, y puede alcanzar su
maximo entre la tercera semana y el mes. En general, tras la vacunacién de las
hembras pre puberes sanas, los niveles de anticuerpos declinan hasta niveles
no significativos en el termino de 3 a 6 meses, es decir al momento de su
entrada en servicio. Esto ha permitido establecer programas de control médico-
sanitario con vacunacion y descarte de reactores serolégicos. Tras una
exposicidn a cepas virulentas, la respuesta seroldgica se manifiesta luego de 4-

10 semanas e incluso mas.
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Auln en condiciones experimentales, se observa variaciones importantes
entre los animales. La infeccion cronica se caracteriza en el bovino por la
sintesis prolongada de IgG1. Los niveles de anticuerpos IgG2 pueden variar de
acuerdo con el individuo, en tanto que los de IgG1 sufren una disminucién en el
periodo proximo al parto, debido a la derivacion suero-calostro propia de esta Ig
en el vacuno. En la leche de los animales infectados pueden aparecer Ac
(anticuerpos) de origen sérico (IgG1l), asi como de origen local (IgM e IgA)
(Stanchi, 2007).

Cuadro No. 3 Actividad de los Anticuerpos segun isotipo en distintas

pruebas seroldgicas para brucelosis.

PRUEBA ISOTIPOS

M G1 G2 A

SAL + +/- + -

2-Me - +/- + -

RB(a) +(b) + - -

FC - + - -
ELISA +(c) +(c) +(c) +(c)
Antiglobulina +(c) +(c) +(c) +(c)

PAL + +/- - +

(+) activa, (+/-) poco activa, (-) inactiva.

SAL: Seroaglutinacién lenta en tubo, 2-Me: 2 mercaptoetanol, RB: prueba de rosa de Bengala,
FC: Fijacion de complemento, ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas, PAL:
prueba del anillo en leche.

Fuente: Stanchi, 2007.

3.11 Diagnostico

Todos los abortos del ganado vacuno deben considerarse como casos

sospechosos de brucelosis y deberian investigarse. El cuadro clinico no es
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patognomonico, aunque el historial del rebafio puede servir de ayuda. El
diagnoéstico inequivoco de las infecciones por Brucella solo puede hacerse
mediante el aislamiento y la identificacion de Brucella, pero en situaciones en
las que no es posible el analisis bacteriologico, el diagndstico puede basarse en
los métodos serologicos. No existe una prueba Onica que permita la
identificacion de Brucella. Normalmente se necesita una combinacion de las
caracteristicas de crecimiento y métodos serologicos, bacteriologicos y/o

moleculares.

3.11.1 Pruebas en la leche

Un medio eficaz de examinar a las vacas lecheras es recurrir a la leche
de los tanques de recogida. De estos tanques se puede obtener leche de forma
mas barata y frecuente que las muestras de sangre, y habitualmente estan
disponibles en las centrales lecheras. Cuando se obtiene un resultado positivo,
todas las vacas que aportan leche deben comprobarse individualmente

analizando sus muestras de sangre.

3.11.1.1 Pruebadel anillo en leche

En los animales lactantes, la prueba del anillo de leche (PAL) puede
utilizarse para el diagnéstico de la brucelosis en rebafios. En poblaciones
grandes (>100 terneros lactantes) la sensibilidad de la prueba tiene menos
fiabilidad (OIE, 2012). Bercovich (1998), reporta una sensibilidad de 56% y una
especificidad del 99% para MRT, sin embargo, Salman, A.M. y Nasri, H.A.
(2012) reportan una sensibilidad del 85% y una especificidad del 95% para
PAL.
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La PAL puede ajustarse para compensar el factor de dilucién de las
muestras de leche entera procedente de rebafios grandes. Las muestras se
ajustan de acuerdo con la siguiente formula: tamafio del rebafio <150 animales
usan 1 ml de leche. 150-450 usan una muestra de leche entera de 2 ml. 451
700 usan una muestra de leche de 3 ml (OIE, 2012).

Pueden presentarse reacciones falsas positivas en animales vacunados
4 meses antes de la prueba, en muestras de leche anormal (como el calostro)
0 en casos de mastitis. Por tanto, no se recomienda la utilizacién de esta
prueba en granjas muy pequefas, donde estos problemas presentan un mayor
impacto en los resultados de la prueba (OIE, 2012). Sin embargo en muchos
paises es utilizada esta prueba para la vigilancia epidemiologica, ya que es
rentable, facil de realizar, no es invasiva y puede cubrir una gran poblacién en
poco tiempo, siendo ideal para la deteccién de rebafios infectados y para el

diagnéstico de brucelosis en animales individuales (Mohamand et al, 2014).

Procedimiento de la prueba: La prueba se lleva a cabo sobre las
muestras del tanque de leche entera. Si es necesario, las muestras se pueden
pre tratar con un conservante (formalina al 0,1% o bronopol al 0,02%) durante

2-3 dias a 4°C antes de su utilizacion.

o Se debe procurar que las muestras de leche y el antigeno se
mantengan a temperatura ambiente (20 £+ 3°C).

o Debe retirarse de la refrigeradora solo el antigeno necesario para las
pruebas del dia. Se agita suavemente la botella de antigeno.

o La prueba se lleva a cabo afiadiendo 30ul de antigeno a 1-2 ml de
leche completa (el volumen de leche puede aumentarse para muestras
de poblaciones grandes).

o La altura de la columna de leche en el tubo debe ser como minimo de

25 mm. Las muestras de leche no deben haber sido congeladas,
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calentadas, sometidas a agitaciones violentas o almacenadas durante
mas de 72 horas.

o Normalmente, las mezclas de leche y antigeno se incuban a 37°C
durante 1 hora junto con los estdndares de trabajo positivos vy
negativos. Sin embargo, la incubacion durante la noche a 4°C aumenta
la sensibilidad de la prueba y permite una interpretacion mas facil.

o Una reaccion fuertemente positiva se indica por la formacion de un
anillo azul oscuro por encima de la columna blanca de leche. Cualquier
anillo azul en la interfase de leche y de crema debe considerarse como
positivo y podria ser significativo, especialmente en el caso de grandes
poblaciones.

o La prueba es negativa si el color de la leche supera al de la capa

cremosa.

3.11.1.2 I-ELISA (ELISA indirecto) en leche

La prueba de I-ELISA en leche es sensible y especifica, y resulta
particularmente (til para analizar grandes rebafios. Se han comercializado
varios I-ELISA que se han validado en grandes ensayos de campo y se utilizan
mucho. Las muestras de leche de tanque colectivo se analizan generalmente a
diluciones mucho mas bajas que en el I-ELISA para suero (OIE, 2012). Los
formatos de I-ELISA, muestran una gran sensibilidad (98.1%) y gran
especificidad (88.1%). Por otro lado como las lecturas de color son medidas en
espectofotometros, se disminuye el error de apreciacion humano (Maldonado,
2010).
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3.11.2 Métodos indirectos

3.11.2.1 Pruebas seroldgicas

La serologia es el recurso diagnostico mas utilizado. Las pruebas
serologicas dan una evidencia de la infeccion brucelar, pero cuando son
efectuadas en forma uniforme y se las interpreta con criterio epidemiologico,
tomando en consideracién todo el rodeo, constituyen el instrumento mas

practico para el diagndstico (Stanchi, 2007).

La semejanza antigénica sobre todo a nivel del LPS-S, entre las
vacunas y las cepas salvajes explica en parte las respuestas séricas similares
provocadas en el animal por la vacunacion o por una infeccion. Esto hace dificil
diferenciar por serologia entre los animales infectados y los sanos vacunados.
Por lo anterior, los parametros a considerar respecto del desempefio de una
prueba serologica son la deteccion del mayor nimero posible de animales
infectados (sensibilidad) y la diferenciacion entre infectados y vacunados sanos
(especificidad) (Stanchi, 2007).

Los métodos seroldgicos que se describen a continuacién son métodos
estandarizados y validados, con caracteristicas de realizacion adecuadas para
ser consideradas pruebas obligadas o alternativas para el comercio

internacional.

Prueba de rosa de bengala (RBT): Esta prueba es una prueba sencilla
de aglutinacién puntual que utiliza antigeno coloreado con rosa de bengala y
tamponado a pH bajo, normalmente 3,65 + 0,05. La RBT es muy sensible, sin
embargo, como toda prueba seroldgica, a veces origina una reaccion positiva
debido a vacunacion con S19 o a reacciones seroldgicas falsas positivas. Las

reacciones falsas negativas se producen muy raramente. Sin embargo, la RBT
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parece adecuada como una prueba para detectar hatos infectados o para
garantizar la ausencia de infeccion en hatos libres de brucelosis (OIE, 2012).

Prueba de la fijacion del complemento (FC): La FC es una prueba
confirmativa ampliamente aplicada y aceptada. La prueba de FC es muy
especifica, ya que es la prueba menos afectada por los Ac residuales
posvacunales; ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad ya que
detecta IgG1 a niveles muy bajos (Stanchi, 2007). Sin embargo, como todas
las pruebas seroldgicas, a veces da resultados positivos debido a vacunacion
con S19 o a consecuencia de reacciones serologicas falsas positivas. Las
hembras que se han vacunado con B. abortus S19 entre los 3 y 6 meses se
consideran generalmente positivas si los sueros dan una fijacion positiva con
un titulo de 30 o mas Unidades Internacionales de la Prueba de Fijacion de
Complemento (UIFC)/ml cuando los animales se diagnostican con una edad de
18 meses o superior (OIE, 2012).

ELISA indirecto (I-ELISA): La prueba I-ELISA es muy sensible, pero a
veces no es capaz de distinguir entre los anticuerpos debidos a vacunacion por
S19 u otros problemas de reacciones serologicas falsas positivas y los

inducidos por las cepas patégenas de Brucella (OIE, 2012).

ELISA competitivo (C-ELISA): ElI C-ELISA parece tener mayor
especificidad que el I-ELISA. ElI C-ELISA es también capaz de eliminar la
mayoria de las reacciones debidas a los anticuerpos residuales que se

producen en respuesta a la vacunacion con S19 (OIE, 2012).

Prueba de polarizacion de fluorescencia (FPA): La FPA es una técnica
sencilla para determinar la interaccién antigeno/anticuerpo y puede realizarse
en instalaciones de laboratorio o en el campo. La sensibilidad y la especificidad

diagnostica de la FPA en la brucelosis bovina son casi idénticas a las de C-
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ELISA. La especificidad diagnostica en ganado recientemente vacunado con la
cepa S19 supera el 99% (OIE, 2012).

3.11.3 Métodos directos: Identificacion del agente

3.11.3.1 Bacterioldgico

El aislamiento de Brucella, es el tnico diagndstico de certeza. Al realizar
un cultivo se tienen los siguientes objetivos: aislamiento e identificacion,
mantenimiento de cepas en laboratorio (con fines de investigacion), o bien
preparacién en masa de células para vacunas o para antigenos de diagnostico.
En ocasiones se puede realizar el aislamiento por inoculacion en animales de
laboratorio, es decir se hace cuando hay muestras sumamente contaminadas,
cuando no hay disponibilidad de medios selectivos o cuando las muestras

cuentan con pequefios numeros de Brucella (Stanchi, 2007).

Para el diagnéstico de la brucelosis animal mediante cultivo, la eleccién
de las muestras depende en general de los sintomas clinicos observados. Las
muestras mas adecuadas incluyen fetos abortados (contenido estomacal, bazo
y pulmones), membranas fetales, exudados vaginales (frotis), leche, semen y
liquidos de las artritis 0 de los higromas. Los tejidos preferidos para cultivo de
las canales animales son los del sistema reticulo-endotelial (ganglios linfaticos
de la cabeza, mamarios, genitales y el bazo), el atero inmediatamente antes o
después del parto, y las ubres. El crecimiento aparece generalmente después
de 3—-4 dias, pero no se deben desechar los cultivos como negativos hasta
después de 8-10 dias (OIE, 2012).

Cualquier colonia con una morfologia similar a la de Brucella debe

analizarse por la tincién de Gram (o por la coloracién de Stamp) (OIE, 2012).
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3.11.3.2 Métodos de reconocimiento de acidos nucleicos

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha empezado a
estudiar pese al alto grado de homologia del ADN dentro del género Brucella,
se han desarrollado varios métodos que permiten, hasta cierto punto, la
diferenciacion entre especies y algunos de sus biovariedades, y se ha llegado a
una sensibilidad en la deteccion equivalente a unas 100 células de Brucella
(Stanchi, 2007).

3.12 Tratamiento

En los rumiantes, el tratamiento antibidtico no se realiza, esto debido al
costo y a la dificultad para diagnosticar con certeza la enfermedad. Sin embargo
en el hombre se utilizan varios antibioticos, solos o en forma combinada, este
tratamiento busca reducir la morbilidad, acortar la duracion del proceso y
disminuir la incidencia de complicaciones. En casos agudos se usa cloruro de
tetraciclina o la doxiciclina, y se agrega la estreptomicina. Otra prescripcion
combina la trimetoprima con el sulfametoxazol. Se recomienda un minimo de 3

semanas de tratamiento (Stanchi, 2007).

3.13 Control y prevencién

A medida que la fuente Ultima de la brucelosis humana es la exposicion
directa o indirecta a animales o sus productos (infectados), la prevencién se
debe basar en la eliminacién de tal contacto, es decir a la eliminacion de la
enfermedad en los animales, por lo tanto a continuacion se mencionan las
medidas de control y prevenciéon de la brucelosis en bovinos. El objetivo de un
programa de control y prevencién animal es reducir el impacto de una
enfermedad en la salud humana y las consecuencias econémicas. Si bien las

medidas de salud publica como la pasteurizacion y la educacion tienen cierto
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grado de éxito, sigue siendo principalmente una responsabilidad veterinaria el
control de la brucelosis (Corbel, 2006).

3.13.1 Prevencioén

o Seleccién cuidadosa de animales de reemplazo, pueden ser animales de
hatos libres de brucelosis o bien se debe realizar pruebas antes de la
compra para conocer su estado sanitario.

o Aislamiento de reemplazos comprados por al menos 30 dias y otra
prueba seroldgica antes que se mezclen con el hato completo.

o De ser posible se deben analizar mediante pruebas de laboratorio, la
causa de abortos, nacimientos prematuros, u otros signos clinicos y
aislar a los animales sospechosos hasta tener un diagnostico definitivo.

o Los hatos deben ser sometidos a pruebas de vigilancia epidemioldgica,
realizando pruebas periddicas de anillo en leche (por lo menos 4 veces al
afo), y realizar pruebas simples de deteccion serolégica como la prueba
de rosa de bengala, con animales destinados a sacrificio.

o Se debe realizar la eliminacion adecuada (incineracion o entierro) de
placentas y fetos no viables, y realizar desinfeccibn de areas
contaminadas.

o Cooperar con las autoridades de salud publica para investigar casos de

brucelosis en humanos (Corbel, 2006).

3.13.2 Control

Los procedimientos para la gestiéon de hatos infectados pueden variar
ampliamente de pais en pais. Sin embargo se pueden describir 2 principios
basicos del control: la reduccién de la exposicion a Brucella spp. y el aumento

de la resistencia a la infeccion (Corbel, 2006).
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Prueba, aislamiento/sacrificio: Las pruebas serolégicas son el método
habitual para identificar posibles animales infectados. Los procedimientos
bacteriologicos son Utiles para confirmar resultados de estudios
epidemioldgicos. La decision de sacrificar animales positivos a pruebas, se
hace considerando factores econémicos y la prevalencia. En la mayoria de los
casos el sacrificio solo tiene éxito en la reduccion de la incidencia si el hato
tiene una prevalencia muy baja (ejemplo: 2%). Mantener animales positivos es
menos peligroso si los restantes han sido vacunados pero esto solo se
considera como Ultimo recurso. Aislar animales positivos es esencial

especialmente en etapa de gestacion y después del parto (Corbel, 2006).

Higiene: El objetivo de este método de control, es la reduccion de la
exposicién de los animales susceptibles a los que estan infectados o a sus
descargas y tejidos, mediante la limpieza y desinfeccion de &reas

principalmente (Corbel, 2006).

Control de movimiento de animales: Los animales deberian estar
identificados por una marca, tatuaje o arete. La venta o movimiento de animales
de zonas infectadas a otras areas, sin autorizacion, debe ser prohibida. La
importacion de animales a areas limpias debe limitarse a animales provenientes
de zonas libres de brucelosis que ademas tengan pruebas recientes con

resultados negativos (Corbel, 2006).

Vacunacion: Existe un acuerdo general que el método mas exitosos para
la prevencion y control de la brucelosis animal es mediante la vacunacion,
aunque la vacuna ideal no existe. La cepa 19 de B. abortus ha demostrado ser
superior a las demas vacunas. La cepa RB51 de B. abortus se ha utilizado en
Estados Unidos y algunos paises de América Latina con resultados
alentadores. La vacunacion se recomienda cuando las demas medidas de

control han fracasado. Al vacunar los animales deben ser identificados y
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monitoreados continuamente para observar abortos a consecuencia de la

vacuna. Los reactores serologicos positivos deben ser retirados del hato.

Se recomienda a menudo que la vacunacién con cepa 19 se debe limitar
a hembras sexualmente inmaduras, con el fin de minimizar la estimulacién de
anticuerpos posvacunales que pueden confundir la interpretacion de las
pruebas de diagndstico y para evitar posibles abortos inducidos por la vacuna
(Corbel, 2006). Algunos métodos ensayados para reducir la duracion de las
reacciones posvacunales son la administracién por via conjuntival y el uso de

dosis menores (Stanchi, 2007).

3.13.3 Prevenciodn de la brucelosis humana transmitida por los alimentos

Para la poblacién en general que no tiene contacto directo con animales,
la fuente potencial de brucelosis es mediante el consumo de leche no
pasteurizada y sus derivados. La carne también puede ser una fuente
importante de infeccion, principalmente donde consumen productos crudos o

poco cocidos.

Leche y productos lacteos: La ebullicibn o pasteurizacion a temperatura
elevada mataran la bacteria en la leche. Si no estan disponibles instalaciones
para pasteurizacion, la leche se debe calentar a una temperatura minima de 80-
85°C durante al menos varios minutos o bien ser hervida. Esto se debe aplicar
a toda la leche para consumo humano ya sea para ser bebida sin transformar o
para fabricar otros productos (Corbel, 2006).

Carne: Es poco probable que el tejido muscular contenga grandes

concentraciones de Brucella, el nimero de organismos se reduce alun mas si la

carne se almacena correctamente antes de su consumo. Sin embargo si la
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carne o visceras son cocidas correctamente no presentan ningun peligro.
Ademas se debe tener cuidados de higiene en la preparacién y manipulacion de
carne 0 visceras contaminadas para no contaminar otros alimentos (Corbel,
2006).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

e Recursos humanos:

1 Estudiante Investigadora.
2 Asesores de tesis.

Personal de laboratorio.

e Recursos de campo:

Formol al 1%.

Recipientes para recoleccion de muestras de 100 ml.
3 Hieleras de duroport.

1 Hielera de plastico.

Gel refrigerante.

Libreta de notas.

Lapicero.

Masking tape.

Marcador permanente.

Beaker.

Jeringa de 5 ml.

e Recursos de laboratorio:

Micropipeta de 1000 pl

Puntas de 1000 pl

Gradilla

Tubos de ensayo de 12 x 75 mm.

Incubadora a 37°C.
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e Recursos biolégicos:
e Antigeno para el diagnostico de brucelosis animal (Método de
aglutinacion anillo en leche).

e 57 muestras de leche de vaca.

4.2 Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en las procesadoras de productos lacteos
ubicadas en la Cabecera Municipal de Asuncion Mita que reciben leche de las
diferentes aldeas del municipio. La Cabecera Municipal estd aproximadamente
a 470 metros sobre el nivel del mar, con una latitud norte de 14°19'58” y una
longitud oeste de 89°42’34”. Asuncién Mita se encuentra a 146 km de la
Ciudad Capital y a 31 km de la cabecera departamental de Jutiapa por la
carretera CA-1 (SEGEPLAN, 2011).

La Cabecera Municipal de Asuncion Mita colinda al norte con Santa
Catarina Mita y Agua Blanca; al este con Agua Blanca y la Republica de El
Salvador; al sur con Atescatempa, Yupiltepeque y la Republica de El Salvador
y al Oeste con Jutiapa y Yupiltepeque (SEGEPLAN, 2011).

4.3Muestreo

e Para realizar el siguiente estudio se identificaron 11 procesadoras en la
Cabecera Municipal de Asuncién Mita.

e Se tomo una muestra de leche de cada proveedor (57 proveedores).

28



4.4Métodos de campo

Se visitd a las unidades productoras durante el proceso de ordefio para
realizar una encuesta y obtener informacion sobre la produccion de leche y
el estatus sanitario de las mismas, asi también se llevo a cabo la toma de
muestras de leche.

Se tom6 una muestra por unidad productora, antes de enviar la leche a la
procesadora.

Se recolectaron 60 ml de leche en un recipiente estéril y se agreg6 formol
al 1% (1ml de formol por cada 10 ml de leche).

Las muestras se identificaron con un numero correlativo del 1 al 57.

La toma de muestras se realiz0 durante un mes, los dias martes, miércoles
y jueves de cada semana, para procesar las muestras los dias viernes.

Las muestras se almacenaron y fueron transportadas en refrigeracion hasta
el laboratorio (Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, USAC) siendo analizadas mediante la Prueba de
Anillo en Leche (PAL).

4.5Procedimiento de la prueba

Las muestras de leche permanecieron en refrigeracion a una

temperatura de 4-6 °C entre 24 y un maximo de 72 horas antes de su analisis.

Una hora antes de realizar la prueba, las muestras y el antigeno para el

diagndstico de brucelosis animal se colocaron a temperatura ambiente. Para la

prueba se realizaron los siguientes pasos:

Se homogeniz6 cada muestra, invirtiendo varias veces el recipiente.

Se colocd 1 ml de la muestra en un tubo de ensayo.
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e Se agrego6 30ul de antigeno a cada tubo. Se mezclé bien, invirtiendo el tubo
varias veces, sin que formara espuma, evitando dejar antigeno sobre las
paredes.

e Se llevo a incubacion a 37°C durante una hora, para luego realizar la

interpretacion.

4.6 Interpretacion de la prueba

¢ Negativo (-): Anillo de crema blanco y columna de leche azul.

e Una cruz (+): Anillo de crema y columna de crema del mismo color o casi
igual.

e Dos cruces (++): Anillo de crema de color mas pronunciado que la columna
de leche.

e Tres cruces (+++): Anillo de crema azul oscuro; la columna de leche tiene
aun un poco de color.

e Cuatro cruces (++++): Anillo de crema azul oscuro y la columna de leche es
blanca. (Garcia, 1982).
Nota: Para fines de analisis estadistico, se interpretaron los resultados
como negativos o positivos (Se tomaron como positivas todas las muestras

gue dieron como resultado de una a cuatro cruces).

4.7Andlisis estadistico

4.7.1 Disefio de estudio

Investigacion de tipo exploratorio, con disefio transversal descriptivo.

30



4.7.2 Andlisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva, con porcentajes. Para establecer las

posibles asociaciones se utilizé la prueba Chi cuadrado.

4.7.3 Variables a analizar

e Presencia 0 ausencia de anticuerpos contra Brucella abortus.
e Asociacion entre el resultado de la prueba vy:

o Los litros producidos por hato.

o La procedencia de la muestra.

o Lavacunacion o no contra brucelosis bovina.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 57 muestras de leche, las cuales representan los
hatos bovinos (unidades productoras) que proveen leche a las 11 procesadoras
de lacteos ubicadas en la cabecera municipal de Asuncién Mita. En el presente
estudio se utilizé la prueba de anillo en leche (PAL) para determinar la presencia

de anticuerpos contra Brucella abortus.

De las 57 muestras, 9 (15.79%) resultaron positivas a la presencia de
anticuerpos contra B. abortus y 48 (84.21%) negativas. 4 (36%) de las 11
procesadoras estudiadas fueron positivas. El porcentaje de muestras positivas por
procesadora se distribuye de la siguiente manera: procesadora “A’ n=15, 3
positivas (20%); “B” n=6, 2 positivas (33.33%); “C” n=9, 1 positiva (11.11%) y “E”

n=4, 3 positivas (75%) (Ver anexo 2: cuadro No. 2).

Los anticuerpos que detecta la PAL en la leche, reaccionan con el antigeno
coloreado de Brucella abortus, y forman un complejo que se adhiere a la superficie
de los globulos de grasa de la leche y que ascienden con ellos para formar una
capa de crema coloreada (Garcia, C. 1982), por lo que en las muestras positivas
se observo un anillo de crema azul oscuro y la columna de leche blanca. Por el
contrario en las muestras negativas se observé un anillo de crema blanco y una
columna de leche azul debido a que las células de brucelas tefiidas se
mantuvieron en suspension y al haber ausencia de anticuerpos no se logré formar

el complejo antigeno-anticuerpo para observar el anillo coloreado.

Segun la PAHO (Organizacion Panamericana de la Salud) (2001), el
periodo de “incubacion serolégico” dura de varias semanas a varios meses, este
periodo va a variar de acuerdo a factores como la virulencia y dosis de la bacteria,
la via de infeccidn y la susceptibilidad del animal. Los animales dentro de un hato

manifiestan diferentes grados de susceptibilidad en funcién de su edad y sexo,
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siendo el ganado vacuno sexualmente maduro el que se infecta con mayor
facilidad y de forma persistente, por lo tanto todos los hatos muestreados en este
estudio son susceptibles a la infeccion ya que estan formados por animales

sexualmente maduros.

La PAL detecta de forma activa las IgM y las IgA, y de forma poco activa las
IgG1, detectando en este estudio vacas con infeccion reciente (al detectar IgM) y
vacas con infeccion cronica (al detectar IgG1 e IgA), coincidiendo con los reportes
de la PAHO (2001), que indica que mantienen titulos de aglutinacion positivos
durante muchos afios o de por vida, Yy en infecciones recientes aparecen las
aglutininas IgM. En infecciones crénicas las brucelas se albergan en ganglios

linfaticos y en glandula mamaria, permaneciendo en la ubre por muchos afos.

La prueba Chi® determiné que no existe asociacion entre el resultado de la
prueba con los litros de leche producidos por hato, ya que se obtuvo como
resultado un valor P > 0.87 (todo valor P > 0.05 acepta la hipotesis de
independencia, demostrando que ambas variables son independientes una de la
otra, por lo tanto no existe asociacion entre ellas). Para el analisis de esta primera
variable se realizaron 4 categorias representando la cantidad de litros producidos
por hato y se clasificaron los proveedores en la categoria correspondiente segun

los litros que producen y venden a las procesadoras (Ver anexo 2: cuadro No. 5).

Los hatos muestreados tienen menos de 150 animales con diferentes
cantidades de leche producida (Ver anexo No. 2: cuadro No. 4) por lo que se
realizé la prueba de asociacidén para conocer si el factor dilucién era influyente en
los resultados obtenidos. Sin embargo la prueba Chi? demostr6 que la PAL es
confiable desde 4 litros (cantidad menor producida) hasta 519 litros (cantidad
mayor producida), manifestando que tal factor no intervino en este caso, debido a
esto se ajusto la férmula siguiente: tamafio del hato <150 animales usar 1 ml de
leche, segun la OIE (2012).
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Es importante mencionar que la PAL se ha reportado como una prueba de
baja sensibilidad y alta especificidad, Bercovich en 1998, reporté una sensibilidad
del 56% y una especificidad del 99%, por lo tanto podemos decir que entre las

muestras que resultaron positivas puede haber algunos falsos positivos.

Los falsos positivos pueden presentarse en animales vacunados 4 meses
antes de la prueba, en muestras de leche anormal (como el calostro) o en casos
de mastitis (OIE, 2012), ademas pueden haber falsos positivos cuando la prueba
se efectla el mismo dia en que se recolectd la leche o cuando las vacas estan
proximas a secarse (Garcia, C. 1982). Debido a esto en este estudio, se tomo en
cuenta que las muestras fueran procesadas luego de las 24 horas de su
recoleccion y antes de las 72 horas. También se conocié que no hubo efecto de
anticuerpos postvacunales en los resultados positivos ya que de acuerdo a la
encuesta realizada (Ver anexo 1: boleta No. 1) el 100% de los proveedores no
vacunan a su ganado, lo que hace mas confiable el resultado de la prueba. Sin
embargo no fue controlada la existencia de calostro en la leche, la existencia de
vacas préoximas a secarse y la presencia de mastitis en los hatos, siendo estos
factores influyentes en los presentes resultados.

Por dltimo, la prueba de Chi® dio un valor P>0.12 indicando que la
procedencia no es un factor que haya influido en los resultados de este estudio,
probablemente porque todos los hatos proveedores son de aldeas del mismo

municipio y mantienen un estatus sanitario y manejo similar de sus animales.
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VI. CONCLUSIONES

El 36% de las procesadoras de lacteos estudiadas con la Prueba de Anillo
en Leche (PAL) resultaron positivas a la presencia de anticuerpos contra

Brucella abortus.

Se evidencio presencia de anticuerpos contra B. abortus en el 20% de las
muestras de la procesadora “A”, 33.33% en las muestras de la procesadora
“B”, 11.11% en las muestras de la procesadora “C” y 75% en las muestras
de la procesadora “E”, el resto de las procesadoras dieron resultado

negativo.

La prueba Chi2 (P>0.87) indicé que no existe asociacion entre la cantidad
de litros producidos por hato y los resultados obtenidos con la PAL,

demostrando que el factor dilucién no influyé en este estudio.

No se encontré asociacion estadisticamente representativa (P > 0.12) entre

el lugar de procedencia de la leche y los resultados obtenidos con la PAL.

No se realiz6 la prueba de asociacion entre los resultados obtenidos en la
prueba y la vacunacion, ya que el 100% de las unidades productivas
analizadas no vacuna contra la brucelosis, por lo tanto esto demuestra que
no hubo interferencia de anticuerpos postvacunales en los resultados

positivos obtenidos con la PAL.
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Vil. RECOMENDACIONES

En los hatos con resultados positivos a la prueba de anillo en leche, realizar
monitoreo mediante la prueba de rosa de bengala y tomar las medidas
pertinentes al caso.

Realizar monitoreos serologicos anuales para determinar el estatus
sanitario de brucelosis en la poblaciéon total de bovinos del municipio de

Asuncion Mita.

Realizar estudios epidemiolégicos para establecer la prevalencia de la

brucelosis bovina en el municipio de Asuncién Mita.

Se recomienda a las procesadoras de lacteos del municipio de Asuncion
Mita, implementar la pasteurizacion de la leche utilizada para la fabricacion

de productos lacteos.
A las autoridades de salud publica, para que implementen un programa de

educacion sanitaria en el municipio sobre las distintas zoonosis que pueden

afectar al humano, incluyendo la brucelosis.
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Vill. RESUMEN

Este estudio se llevo a cabo en las procesadoras de lacteos ubicadas en la
cabecera municipal de Asuncién Mita, Jutiapa, que reciben leche de distintas
aldeas del municipio. Estas fabrican productos sin pasteurizacion previa y los

comercializan a nivel local y en otros departamentos.

Se analizaron un total de 57 muestras de leche, las cuales representan el
total de hatos bovinos que proveen leche a las 11 procesadoras identificadas. Las
muestras fueron obtenidas en cada hato, identificadas, refrigeradas vy
transportadas al Laboratorio del Departamento de Microbiologia de la
FMVZ/USAC, donde fueron analizadas mediante la prueba de anillo en leche
(PAL).

En 4 (36%) de las 11 procesadoras estudiadas se encontraron anticuerpos
contra B. abortus. De las 57 muestras (15.79%), 9 resultaron positivas a la
presencia de anticuerpos contra B. abortus. La cantidad de litros analizados por
hato no influyeron en los resultados obtenidos por la PAL, demostrando que el
factor de dilucién no afect6, ya que con la prueba de Chi® se indicé que no hubo
asociacion entre ambas variables. La procedencia de la leche no fue un factor
influyente en los resultados obtenidos, ya que no hubo diferencia significativa
estadisticamente. Los anticuerpos postvacunales no influyeron en el resultado de
la prueba ya que el 100% de los hatos muestreados no son vacunados contra la

brucelosis bovina.
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SUMMARY

This study was conducted in the dairy processing located in the down town
of Asuncidon Mita, Jutiapa, which receive milk from different villages of the
township. They manufacture products without previous pasteurization and sold

them locally and in others departments.

Were analyzed a total of 57 samples of milk, which represent the total
number of cattle herds that provide milk to the 11 processors that were identified.
The samples were obtained in each herd, identified, refrigerated and transported to
the Laboratory of the Department of Microbiology of the FMVZ/USAC, where they

were analyzed using the milk ring test (MTR).

At 4 (36%) of the 11 processors studied, were found antibodies against B.
abortus. Of 57 samples (15.79%), 9 were positive to the presence of antibodies
against B. abortus. The amount of liters analyzed by herd did not influence the
results obtained by the MTR, showing that the dilution factor did not affect,
because with the Chi? test was indicated that was not association between the two
variables. The origin of milk was not an influential factor on the results, because
there was no statistically significant difference. Post-vaccination antibodies also did
not influence the outcome of the test because 100% of sampled herds are not

vaccinated against bovine brucellosis.
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Figura No. 1 Hoja de campo: Boleta de recopilacion de informacion de los
hatos bovinos proveedores de leche a las procesadoras de lacteos.

BOLETA DE RECOPILACION DE INFORMACION DE LOS HATOS BOVINOS
PROVEEDORES DE LECHE A LAS PROCESADORAS DE LACTEOS.

Muestra No.

Cremeria a la que provee leche:

Nombre del propietario:

Ubicacion de la finca (aldea, barrio o caserio):

Cantidad de vacas en produccion:

Litros de leche producidos por hato:

¢Vacuna contra brucelosis? 5i: No:

¢Ha escuchado sobre la brucelosis? 5i: No:

;Ha realizado pruebas para el control de brucelosis? 5i:  No: Fecha: / [/

Figura No. 2 Hoja de campo: Boleta para el registro de resultados a la prueba de
anillo en leche en el laboratorio.

BOLETA PARA EL REGISTRO DE RESULTADOS A LA PRUEBA DE ANILLO EN
LECHE EN EL LABORATORIO.

PLANTA NO. DE RESULTADO POSITIVO RESULTADO
PROCESADORA MUESTRA (cruces) NEGATIVO
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Cuadro No. 4 Registro de resultados a la prueba de anillo en leche (PAL) en
el Laboratorio del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinariay Zootecnia (FMVZ) de la Universidad de San Carlos de
Guatemala (USAC).

NUMERO DE POSITIVAS

PROCESADORA MUESTRA (Cruces) NEGATIVAS
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36 -
37 -
38 -
39 +++
40 ++++
41 ++++
42 -
F 43 -
44 -
45 -
46 -
G 47 -
48 -
49 -
H 50 -
| 51 -
J 52 -
53 -
54 -
K 55 -
56 -
57 -

Cuadro No. 5 Cantidad de muestras obtenidas por procesadoray resultados
obtenidos con la prueba de anillo en leche (PAL).

CANTIDAD DE
POSITIVAS PORCENTAJE
No. PROCESADORA MUESTRAS A PAL DE POSITIVAS
(Proveedores)
1 A 15 3 20.00
2 B 6 2 33.33
3 C 9 1 11.11
4 D 7 0 0.00
5 E 4 3 75.00
6 F 3 0 0.00
7 G 5 0 0.00
8 H 1 0 0.00
9 I 1 0 0.00
10 J 1 0 0.00
11 K 5 0 0.00
TOTAL 57 9 15.79
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Cuadro No. 6 Cantidad de muestras obtenidas por procesadora segun su
lugar de procedencia.

No. PROCESADORA ALDEA MUESTRAS
Los Amates
Sitio de las Flores
San Joaquin

A El Jicaral
El Tule
Casco Urbano
Las Moritas

w

Casco Urbano
B Los Amates
Tiucal

Trapiche Vargas
El Jicaral
C San Miguelito
San Rafael el Rosario
Casco Urbano

San Miguelito
Los Amates
Las Moritas

Casco Urbano
Los Llanitos

El Tule

Casco Urbano
Trapiche Vargas
Las Moritas
Trapiche Vargas

Hacienda Abajo
San Rafael el Rosario

Los Llanitos
El Jicaral
G Hacienda Abajo
San Rafael El Rosario
Los Amates

El Cerrén

Sitio de las Flores

Casco Urbano

AN |« — I

Los Llanitos
Hacienda Abajo

P ARRRRPRRPRPRPRPLPNRPRRPRPRPRPRPRPREPNRPRPREPNRPREIAMNMNNRERPRONDWN

TOTAL

a1
~
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Cuadro No. 7 Litros de leche producidos y cantidad de vacas ordefiadas
(tamafio del hato) por proveedor.

VACAS
PROCESADORA | PROVEEDORES | LTS DE LECHE | otachS o
1 100 30
3 28 6
5 4 2
7 336 60
A
9 30 9
11 45 11
13 12 4
15 37 10
17 61 9
B 19 30 6
21 55 12
23 74 35
25 63 25
C
27 79 14
29 74 20
31 81 17
D

33 135 21
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Cuadro No. 8 Resultados obtenidos de la prueba de anillo en leche de

acuerdo a la cantidad de litros producidos por hato.

LITROS POSITIVAS | NEGATIVAS | TOTAL
PRODUCIDOS A PAL A PAL
<50 3 20 23
51-100 3 18 21
101-150 1 3 4
>150 2 7 9
TOTAL 9 48 57
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Cuadro No. 9 Cantidad de muestras analizadas por aldea y resultados
obtenidos con la prueba de anillo en leche.

CANTIDAD DE POSITIVAS

No. ALDEA MUESTRAS A LA PAL PORCENTAJE
1 San Miguelito 2 0 0.00
2 Sitio de las Flores 3 0 0.00
3 San Joaquin 3 0 0.00
4 Los Amates 7 4 57.14
5 El Jicaral 4 0 0.00
6 El Tule 4 0 0.00
7 Casco Urbano 7 0 0.00
8 Tiucal 2 1 50.00
9 Trapiche Vargas 5 2 40.00
10 | San Rafael El Rosario 5 0 0.00
11 Las Moritas 4 1 25.00
12 Los Llanitos 7 1 14.29
13 Hacienda Abajo 3 0 0.00
14 El Cerron 1 0 0.00

TOTAL 57 9 15.79

Figura No. 3 Porcentaje de muestras de leche positivas y negativas a la
prueba de anillo en leche.

84.21%

>

®m POSITIVAS
NEGATIVAS
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Figura No. 4 Porcentaje de procesadoras positivas y negativas a la prueba de
anillo en leche.

®m POSITIVAS
©NEGATIVAS

Figura No. 5 Analisis de resultados de las procesadoras positivas a la
presencia de anticuerpos contra B. abortus.

= MUESTRAS OBTENIDAS = POSITIVAS = PORCENTAJE (%)

Procesadoras de lacteos.
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Figura No. 6 Resultados obtenidos con la prueba de anillo en leche de
acuerdo a la cantidad de litros producidos por hato.

25
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7 15 2 ENEGATIVAS
g 18 B POSITIVAS
S 10
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zZ
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<50 51-100  101-150 >150
Litros de leche

Figura No. 7 Muestras positivas a la prueba de anillo en leche por aldea
(lugar de procedencia).

B Muestras analizadas/aldea O Muestras positivas/aldea

NUmero de muestras.
O P N W M 01 O N

Nombre de la aldea.
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Figura No. 8 Analisis de resultados de las aldeas con muestras positivas a la
prueba de anillo en leche.

= MUESTRAS OBTENIDAS MUESTRAS POSITIVAS = PORCENTAJE (%)

Los Llanitos /:ﬁllﬁ'
Las Moritas l-—llﬁ'
Trapiche Vargas \- 2 ﬁl
Tiucal | 211 ISON—

Los Amates \/- .|

Figura No. 9 Recopilacion de datos de los hatos bovinos proveedores de
leche.
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Figura No. 10y 11 Toma de muestras de leche por hato bovino.
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Figura No. 13 Identificacion de muestras con numeros correlativos del 1 al
57.

Figura No. 14 Procedimiento de la prueba de anillo en leche en el Laboratorio
del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria 'y
Zootecnia (USAC).
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Figura No. 15 Procedimiento de la prueba de anillo en leche (Agregando el
antigeno de Brucella abortus a las muestras de leche).

Figura No. 16 Lectura de la prueba de anillo en leche (3 muestras positivas
en la fotografia).
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