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RESUMEN

La presente investigacion se realizdé en el rastro municipal de la ciudad de
Ledn, en el periodo comprendido Septiembre-Noviembre 2006, con el objetivo de
determinar la prevalencia de anticuerpos anti-Brucella abortus en bovinos
enviados a este local para ser sacrificados y destinados a consumo humano. En
este periodo se sacrificaron 1500 bovinos, de los cuales se eligieron 152 para
este estudio, entre ellos machos y hembras mayores de 5 afios realizdndoles una
toma de sangre las que fueron procesadas con las técnicas Rosa de Bengala y
ELISA. Como resultado del estudio se obtuvo un 3.31% de seroprevalencia de

brucelosis en ambas pruebas lo que equivale a 5 animales reactores.

Palabras Claves: ELISA, Rosa de Bengala, Brucella, seroprevalencia.
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ABREVIATURAS Y TERMINOS TECNICOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
INVESTIGATIVO.

- CNDR: Centro Nacional de Diagnostico y Referencia.

- Micro aglutinacién: Es la reaccion que se da entre el antigeno y el anticuerpo
gue ha desarrollado cualquier animal, esta reaccion solo puede ser observada a
través de un microscopio de campo oscuro.

- Patégeno: Término que se le da a los agentes que originan y desarrollan una
enfermedad.

- PBS: Phosfato salino buffer.

- Prevalencia: Término utilizado en epidemiologia para determinar el nUmero de
personas que sufren una enfermedad con respecto a la poblacion en estudio.

- Ph: indice que expresa el grado de acidez o alcalinidad de una disolucion, puede
estar entre 0 — 7 disolucion acida y de 7 — 14 disolucion basica.

- Seroprevalencia: Prevalencia encontrada en sueros.

-Serovar: Es la unidad basica que nos permite conocer y explicar la relacion entre
agente etiolégico — Hospedador.

-Zoonosis: Enfermedad o infeccion que se da en los animales y que es
transmisible al hombre en condiciones naturales.

- Ruiz Castafieda: Nombre que especifica medios de cultivo en base solida y en
base liquida para Brucella.

- ELISA: (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay) Ensayo Inmuno enzimatico.

- Rosa de Bengala: Técnica diagnostica utilizada en campo para la deteccion
rapida de brucelosis.

- FC: Fijacion de Complemento.

-RFC: Reaccidén de Fijacion de Complemento.

-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

- LPS: Lipopolisacaridos.

-SRE: Sistema Reticulo Endoplasmico.

- TMB: Tetrametillbencidina (solucion de paro de reaccion).

-NRAG 586: National Radiotherapy Advisory Group 586.

VI



Seroprevalencia de anticuerpos anti-Brucella abortus tipo IgM e 1gG, en bovinos sacrificados en el rastro
municipal de la ciudad de Ledn, Septiembre-Noviembre 2006.

1. INTRODUCCION.

La brucelosis es una patologia antropozoondética de distribucion mundial,
conocida desde hace muchos afios, que sin embargo continua siendo un
problema sanitario y econdmico de envergadura, caracterizada por su marcada
tendencia a la cronicidad y curso lento con cuadros clinicos que incluyen abortos,
retencion placentaria, artritis, esterilidad en machos e inflamacion de 6rganos y
tejidos (Kubuafor y col., 2000).

La brucelosis se caracteriza por ser una enfermedad infecciosa crénica
gue da lugar a que la mayoria de las vacas permanezcan asi por toda su vida util.
Esto sucede si se expusieron a temprana edad y particularmente antes de la
primera prefiez. A menudo la infeccion persiste en la ubre y en los ganglios
vecinos desde donde vuelve a invadir el Utero prefiado. La ausencia de sintomas
clinicos en una vaca después del primer aborto y la persistencia de la infeccién,
permite que las vacas sirvan de reservorio y fuente de infeccién por mucho tiempo
(Kubuafor y col., 2000).

La fuente de infeccidon de la brucelosis la constituyen los animales
infectados que excretan gran cantidad de bacterias junto con los tejidos y
productos de abortos, en la leche, y en menor medida en las secreciones
genitales, por tanto, es de mucha importancia tomar en cuenta el riesgo laboral al
gue estan expuestos los veterinarios, ganaderos, matarifes, carniceros,

trabajadores de frigorificos y personal que manipula estos productos.

El Unico diagnoéstico inequivoco es el directo, el cual consiste en el
aislamiento e identificaciébn del microorganismo causal a partir de la leche,
escobillones vaginales o tejidos del animal. Sin embargo, como no siempre es
posible aislar la bacteria de los animales vivos y el método es engorroso y caro
para ser aplicado en grandes campafas, en la practica se realiza el diagndstico
indirecto, basado en la demostracién en los animales de una respuesta inmune

seroldgica o alérgica frente a antigenos especificos de Brucella.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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municipal de la ciudad de Ledn, Septiembre-Noviembre 2006.

Para interpretar correctamente un diagnostico positivo es nhecesario
emplear mas de una prueba serolégica, ademas de conocer la situacién
epidemioldgica de la brucelosis bovina en la zona en cuestion. Para obtener
resultados adecuados seria preciso utilizar una combinacion de una prueba de

gran sensibilidad (Rosa de Bengala) y otra de mayor especificidad (ELISA).

Teniendo en cuenta la baja prevalencia de la enfermedad en nuestro
pais y la existencia de estudios anteriores (MAG-FOR, Dr. Bustamante 2005), nos
proponemos en este trabajo indagar la prevalencia de brucelosis bovina en
animales que llegan al rastro municipal de Le6n a través de 2 métodos
seroldgicos y brindar informacién para la propuesta de la aplicacién de la prueba
de ELISA en el “Plan para el Control de brucelosis bovina en Nicaragua”.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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1.2. ANTECEDENTES.

A finales de la década de los 70 comenzaron a realizarse experimentos
con la prueba de ELISA, para ser aplicada en el diagnéstico de la Brucelosis en

varias especies de animales y el hombre. (Heck y col en 1982).

Segun Isloor y col., 1998, en 23 estados de la India la seroprevalencia

fue de 1.9% al utilizar la prueba en placa Rosa de Bengala.

Brown y Herndndez de Anda en 1998 describen diferencias significativas
en diferentes regiones de México con menor seroprevalencia con respecto a los
otros, ademas fueron diferentes significativamente entre la region norte (0.22%),

sur-central (3.18%) y el sur costero (9.42 %).

En el 2004 en un estudio realizado en el municipio la Cafada de
Urdaneta, estado Zulia, Venezuela se obtuvo como resultado una seroprevalencia
de 20,3%.

La prevalencia de brucelosis en nuestro pais es la mas baja en
Centroamérica. En el afio 2004, el Programa de Vigilancia del MAG-FOR realizo
un estudio epidemiolégico cuyos resultados fueron de una prevalencia del 0.12%

para la brucelosis bovina, segun especialistas de Sanidad Animal del MAG-FOR.

En el afio 2005 se realizé un trabajo de brucelosis en la Isla de Ometepe

logrando certificar Moyogalpa y Altagracia como libres de brucelosis bovina.

Este Programa de Certificacion comenzé en el afio 97 con poco
personal, en el 2004 se estructuré una imagen de certificacion a grandes rasgos.
Entre 1997 y el 2005, se certificaron mas de 750 fincas, con un promedio de

cincuenta vacas por finca.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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Segun el Dr. Bustamante (Epidemidlogo del MAGFOR) se han
certificado libres de brucelosis fincas en los municipios de Rio Blanco, Paiwas, y
en San Pedro de Lovago, ademas se ha iniciado el estudio en Esquipulas

(Matagalpa), obteniendo resultados minimos de reactores.

“En Nueva Guinea, el Almendro y El Coral, se ha trabajado un total de
80 comarcas (520 fincas y 380 productores) recolectandose y procesandose un
total de 71,121 muestras para brucelosis. En esta zona trabajan de forma
coordinada con el INTA, institucidon que cuenta con un Laboratorio de Diagndstico

Veterinario, que el MAG-FOR ha certificado para que realice y procese examenes.

En paises vecinos como Costa Rica y Honduras se reportan datos de prevalencia
gue oscilan entre los 20-25% respectivamente (Memish et al 2004).

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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1.3 JUSTIFICACION

Segun MAGFOR-LEON, la prevalencia de brucelosis en el 2004 a nivel
nacional era de 0.12% en la poblacion del ganado bovino. Estos datos han sido
obtenidos a través de pruebas convencionales (Rosa de Bengala y Rivanol). Sin
embargo hay que tomar en cuenta que estos resultados corresponden a bovinos
en pie muestreados con fines de exportacién, siendo todos animales jovenes
(novillos) que se envian a los mataderos industriales tanto nacionales como
centroamericanos para exportacion de carnes. Cabe sefialar que en paises
vecinos como Costa Rica y Honduras reportan datos de prevalencia preocupantes
gue oscilan entre los 20-25% respectivamente (Memish et al 2004), mientras que
las autoridades de Salud Animal de Nicaragua indican que existe una prevalencia

menor del 1.0%.

Por tanto, nos hemos planteados realizar el presente estudio con el
objetivo de conocer la seroprevalencia de brucelosis en bovinos adultos del

municipio de Leon destinados a sacrificio para consumo local.

Tomando en cuenta la importancia que tiene la falta de medidas
higiénico-sanitarias en el rastro municipal de Lebn y la poca supervision de esta
situacion por parte del MAGFOR consideramos estos elementos como factores de

riesgo para la salud publica.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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1.4 HIPOTESIS

Ho: Posibilidad de que la prevalencia observada sea igual a la prevalencia

esperada.

Ha: Posibilidad de que la prevalencia observada sea mayor que la prevalencia

esperada.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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2. OBJETIVOS
General:
> Determinar la Seroprevalencia de anticuerpos anti-Brucella-abortus en

bovinos sacrificados en el Rastro Municipal de la ciudad de Ledn, durante el
periodo de Septiembre a Noviembre / 2006.

Especificos:
> Detectar la presencia de Anticuerpos anti-Brucella abortus, de tipo
IgM e IgG en los bovinos seleccionados mediante la técnica de Rosa de Bengala.

> Detectar la presencia de Anticuerpos anti-Brucella abortus, de tipo

IgG en los bovinos seleccionados mediante ELISA de preparacion local.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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3. MARCO TEORICO
3.1 DEFINICION DE BRUCELOSIS.

Conjunto de enfermedades ocasionadas tanto en el hombre como en los
animales por microorganismos del género Brucella, con episodios recurrentes de
fiebre, debilidad, sudoracién y dolores vagos. Zoonosis de patologias muy
contagiosas.

El término de Brucella se ha denominado en honor a Sir Davis Bruce
(Castafieda.1996).

3.2 DEFINICION DEL GENERO BRUCELLA.

Las especies se diferencian del huésped reservorio, por las propiedades
de crecimiento, reactividad bioquimica y la composicion de acidos grasos de la

pared celular.

El género se clasifica como bacilos gramnegativos no fermentadores y

comprende 4 especies patdgenas para el hombre:

1. B. abortus: Antes comiunmente denominado Bacilo de Bang. Esta
especie ataca particularmente al ganado bovino en el que provoca aborto,
también es patdgeno para el hombre. Sin duda es la méas difundida en el mundo a
causa de la gran distribucion del ganado bovino, la infeccion de Brucella abortus
en el hombre esta considerada, menos grave que la causada por otra especie y
produce enfermedad leve sin complicaciones supurativas, ademas de granulomas

no caseosos del Sistema Nervioso Central (SNC).

2. B. melitensis: Esta especie ataca particularmente a cabras y ovejas,
es patdégena para el hombre. La mayor parte de los casos de brucelosis humana
han sido producidos por B. melitensis considerada entre todas las especies del
género Brucella la mas invasiva y patdgena, ademas, es la mas difundida en lItalia
y cuenca del Mediterraneo.

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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3. B. suis: Afecta particularmente a los cerdos causando abortos y lepra.
El biotipo 2 esta difundido sobre todo en Europa Central y Occidental. Es
patégena para el hombre siendo la causa de una enfermedad mas debilitante, de

mayor duracion y con mayor frecuencia de complicaciones graves.

4. B. canis: Afecta a los perros causando abortos y epididimitis, especie
patégena para el hombre, hasta ahora ha producido pocos casos de enfermedad.
En 1967 se verificd el primer caso, y se diferencia por una sintomatologia

generalmente mas benigna y por un curso mas breve.

3.3 CARACTERISTICAS DEL GENERO

Brucella es un parasito obligado con caracteristicas intracelulares
facultativo y capacidad de invadir tejido animal, causa abortos contagiosos en
cabras, vacas y cerdos. En el hombre puede producir infecciones sistematicas o
localizadas en hueso, tejidos y 6rganos (Nowlan, P. et al.1985)

Al igual que todas las Eubacterias gramnegativas presentan una
envoltura celular formada por una membrana externa y un espacio peri plasmatico
entre ellas (Kodner.1988).

Las Brucelas son coco bacilos pequefios o bastoncitos que miden de 0.5
-0.7 x 0.6 -1.5um, aislados y mas raramente en cadenas cortas, desprovistos de
capsulas, inmoviles, no esporulados gram negativos (Riley.et al.1984).

In vivo: es comun la forma cocoide y se observan en pequefios racimos
dentro del citoplasma de la célula infectada. In Vitro: En las células tefiidas por
tincion de gram se observan bacilos pleomorficos, sin coloracion bipolar y
escasamente captan el colorante por lo que debe aplicarse un tiempo mayor (1-3
minutos), no son organismos &acidos-alcohol resistentes pero retienen cierta
cantidad de fucsina basica en presencia de acidos o alcalis diluidos ( Aydee et
al.1991).

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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En su estructura, se observan: una envoltura celular en la cual se
encuentran  distribuidos asimétricamente  fosfolipidos, proteinas y un
lipopolisacérido, membrana citoplasmatica, espacio periplasmatico (Blasco.1994),
proteinas relacionadas con el transporte de nutriente y un gel glicopeptidico (
mureina o peptidoglicano ) responsables de la forma e integridad osmatica de la
bacteria (FAO/OMS.1986).

La temperatura optima para las spp Brucella es de 37°C con limites que
fluctian entre 30°C-40°C, el Ph optimo es de 6.6-7.4 y la presion osmotica es de
203-607 KPa (2-6 atmdésfera). Las Brucelas no producen la licuefaccion de la
gelatina ni la lisis de eritrocitos, no modifican la leche tornasolada ni la vuelven
alcalina (FAO/OMS.1986).

Las Brucelas se desarrollan en medios estrictamente aerobios, con
produccion de H,S, exigencia de CO,, produccién de ureasa, catalasa, crecen
lentamente en presencia de colorantes como tianina y fucsina basica, aglutinan
con sueros monoespecificos y lisis con diferentes fagos, reducen los nitratos a
nitritos, requieren de carbohidratos pero no producen acidos ni gas en cantidades
suficientes para su clasificacion, son relativamente inactivas desde el punto de
vista metabolico (FAO/OMS.1968).

3.4COMPONENTE ANTIGENICO:

Las Brucellas tienen una estructura antigénica muy homogénea; los
principales antigenos hasta ahora identificados incluyen los complejos lisos y
rugosos de lipopolisacéaridos (S-LPS y R-LPS) y dos polisacéridos relacionados, el
hapteno nativo (NH) y el polisacarido B (poli B) siendo estos los mas significativos
y por lo menos veinte antigenos proteinicos o glucoproteinicos (FAO/OMS.1986).
Los antigenos LPS estan situados en la superficie, mientras que la mayoria de los
antigenos proteinicos se encuentran en el interior de los microorganismos
Brucella. Los LPS y algunos antigenos proteinicos intervienen en pruebas de

diagnostico y en la actividad protectora de la vacunas (FAO/OMS.1968).

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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3.5 ETIOLOGIA

La brucelosis humana es consecuencia de la brucelosis animal debido a
gue la unica fuente de contagio para el hombre es el animal infectado o sus

productos, (Blasco, et.al.1994)

En 1886, Sir Davis Bruce fue el primero en descubrir el agente causal de
brucelosis humana en el Bazo de personas muertas por esta infeccion. Es un
germen gram negativo al que designdé con el nombre “Micrococus Melitensis”
debido a su tamafo, forma cocoide y por haberse encontrado en un caso de
Fiebre de Malta, (Castafieda, et al.1986)

Es una antropozoonosis que siempre tiene un origen animal. La
enfermedad en humano es la expresion accidental de la enfermedad en los
animales se encuentran mucho mas diseminadas. Se identifica con diferentes
nombres en el mundo basados en los microbidlogos que aislaron y descubrieron
inicialmente los microorganismos: Sir Davis Bruce y Bernard Bang; Enfermedad
de Bang, por el cuadro clinico, Fiebre ondulante o el lugar donde se han
producido epidemias, Fiebre de Malta, Fiebre remitente del Mediterrdneo, Fiebre
Gibraltar, Fiebre de Constantinopla, Fiebre de Creta (Murray, et al).

La OMS en 1968 afirmd que entre las zoonosis, enfermedades
transmitidas de los animales al hombre, la brucelosis “es responsable de mas
enfermedades, miserias y pérdidas econémicas que cualquier otra zoonosis” (Pila.
et al.1997).

En el género Brucella se reconocen las especies B. melitensis, B.

abortus, B. suis, B. canis, B. ovis y B. neotomae, pero en estos dos ultimos no se

han encontrado casos en humanos. (Nicoletti, et.al.1989)

Tesis Lissette Campo y Berner Sanchez.
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3.6 EPIDEMIOLOGIA

La brucelosis continda siendo un problema tanto econdémico como
sanitario en amplias zonas de Asia, Africa y América Latina. En la Unién de
Estados Europeos la brucelosis se puede considerar como erradicada en el Norte
de Europa, siendo los paises del Mediterrdneo los que continlan teniendo
problemas sobre todo en ganado ovino y caprino (Vargas. 1986).

En nuestro pais la brucelosis en el ganado vacuno se puede considerar
controlada, mientras que la ovina sigue siendo un problema resistente y es la
principal fuente de infeccion en los humanos. Sin embargo en la actualidad no se
han reportado casos de brucelosis humana. (Boletin Epidemiol6gico MINSA —

Managua).

La brucelosis se adquiere por contacto directo con secreciones y
excreciones de los animales infectados o bien al ingerir leche de vaca, oveja,
cabra o sus derivados (mantequilla — queso), que contienen microorganismos
viables, raras veces se trasmiten de persona a persona, por lo que el hombre esta
considerado como huésped terminal, incapaz de trasmitir a otros la enfermedad
(Blasco, et al.1994).

Por el intimo contacto con los animales por parte de los granjeros,
carniceros, trabajadores de frigorificos y personal que manipula estos productos,
ofrecen una mayor oportunidad para la propagacion al hombre que otras
infecciones transmitidas por animales domeésticos, trayendo como consecuencia
ser la mas difundida que la Triquinosis, Ornitosis, Toxoplasmosis y Carbunco(Pila,
et al.1997).

La brucelosis humana junto con la Tuberculosis y la Meningitis
Meningocosica, es la enfermedad bacteriana especifica mas frecuente en Espafia
(Montes, et al), ocupando el primer lugar entre los paises Europeos, cifrandose
actualmente en un aproximado de 7 casos por 100.000 habitantes.
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Se calcula que el nimero de casos contabilizados es de 3 a 5 veces
inferior a la incidencia real, debido en parte a la falta de declaracion y a la
existencia de infecciones asintomaticas; esta distribuida en todo el mundo y cada
afio se declaran mas de 200.000 casos documentados pero la incidencia de la
enfermedad es mucho mas baja en Estados Unidos donde se declara

aproximadamente un caso anual por millon de habitantes (Montes, et.al).
3.7VIAS DE CONTAGIO

El modo de infeccion més eficiente de Brucelosis es sin duda el contacto
directo con las descargas del aborto que contienen grandes cantidades de
Brucella vivas alrededor de 10 Brucellas/gr (Samartino.1993). Fécilmente
pueden penetrar al hombre por via conjuntiva, a través de piel maltratada o por
pequefias hendiduras de las manos, otra fuente de infeccién son las visceras,
sangre y excretas de animales enfermos, por esta via la dosis de Brucella
requerido para producir enfermedad es menor que por la digestiva. El estiércol y
pasto son fuentes de bacterias viables durante varios meses después de la

contaminacion (Nicoletti.et al.1990).

e VIA RESPIRATORIA

A través de la inhalacion de materiales infectados disecados o0 aerosoles
penetran por la mucosa del tracto respiratorio superior o por pulmon, se pueden

incluir en caso de via de infeccion dentro del grupo enfermedades profesionales.

e VIA DIGESTIVA

Es la mas extendida y genera el mayor nUmero de casos en paises
donde los héabitos alimentarios incluyen el consumo de leche cruda. Se ha
informado que existe mayor riesgo de adquirir una brucelosis cuando la leche esta
contaminada con B. Melitensis y B. suis que B. abortus ésta es destruida mas

rapidamente por el jugo gastrico y ademas por ser labil al acido lactico de la leche.
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Se ha sugerido que las aglutininas de la leche de vaca infectada podrian
ejercer un efecto atenuante en el crecimiento de Brucella o en su infectividad, por
todo se ha concluido que para B. abortus la via digestiva es el mecanismo de

transmision menos eficiente.

La Brucella puede ser transmitida de una mujer embarazada con
brucelosis activa a su producto a través de la placenta provocando aborto o

brucelosis en el recién nacido (Lopez.et al.1991).

La transmision natural de la enfermedad ocurre mediante la ingestion de
los microorganismos, los cuales estan presentes en gran numero en los fetos
abortados, en las membranas fetales y en las descargas uterinas. El ganado
bovino puede ingerir alimentos o agua contaminadas o puede lamer los genitales

contaminados de otros animales.

La transmisién venérea desde toros infectados a vacas sensibles parece
ser rara. Las vacas pueden infectarse por inseminacion artificial cuando se
deposita semen contaminado con Brucella en el Gtero, pero se a descrito que no

ocurre cuando el semen se deposita en el medio del cuello uterino.
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3.8 PATOGENIA

Una vez que penetra la bacteria a través de la mucosa o piel alcanza el
torrente sanguineo, es fagocitada por macrofagos polimorfonucleares (PMN) para
ser llevados a las células del Sistema Reticulo Endotelial (SRE) donde prolifera,
en el huésped con respuesta normal habra formacién de granulomas, se destruira
la bacteria y la lesion granulomatosa desaparecerd meses después. La evolucion
depende de la respuesta celular del huésped y la capacidad del agente (Lopez.et
al.1991).

La inoculacion de Brucellas vivas durante la vacunacion animal se
menciona como mas importante la vacuna de B. abortus cepa 19 y la B.
melitensis Rev.1 por salpicadura que contaminan la piel y conjuntiva por inyeccion
0 ingestion accidental de cultivos y a través de aerosoles. En los veterinarios
puede producirse en grave diagndstico sistémico o local después de la auto
inoculaciébn  accidental con vacunas anti-Brucella preparadas con

microorganismos vivos o muertos (Lopez.et al.1991).

En términos generales la infeccion por B. melitensis cursa por una
marcada toxicidad, siendo la toxemia el punto mas distintivo en esta especie; B.
suis es mas comun que cause lesiones destructivas y supurativas, B. abortus
puede causar un estado téxico o bien dar lesiones localizadas, habitualmente el
enfermo estd menos grave o presenta enfermedad en zonas endémicas donde los
individuos estan continuamente en riesgo de infectarse, el periodo de incubacion
varia dependiendo de la virulencia del organismo, su via de entrada y la dosis

infectante (Samartino.1993).

Aunque pueda parecer repetitivo, conviene remarcar algunas de las
caracteristicas patogénicas y epidemiologicas particulares de esta enfermedad
para poder comprender su profilaxis. La excrecién de Brucella por la vaca

infectada tiene lugar por tres vias:
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Genital:

Después del aborto o del nacimiento de un ternero normal o prematuro.
En este caso la excrecion es masiva, pero de corta duracion (alrededor de 21
dias).(Philippon, A.; Renoux, G. 1970).

Mamaria:
En este caso la excrecion suele ser débil, salvo al principio de la
lactacion. En ocasiones puede persistir durante toda la lactacion e incluso

durante lactaciones sucesivas. (Philippon, A.; Renoux, G.1971).

Congénita:

En este caso la ternera puede nacer infectada pero viable, pudiendo
permanecer con infeccién latente (negativa en las pruebas de diagnostico) hasta
la edad adulta, desarrollando la enfermedad clinica con su primera gestacion.

Esto suele ocurrir en un 10% de las terneras nacidas de madres infectadas.

El transporte de la infeccion a grandes distancias ha sido observado
frecuentemente sin que las vias de contagio hayan podido ser establecidas con
certeza. Puede sospecharse la intervencion de vectores mecanicos como el agua
de los rios, los aerosoles y los vectores animales tales como el perro. La via mas
importante de contagio de la vaca es por si misma, la infeccion latente y la
curacion aparente son dos caracteristicas esenciales en la enfermedad. Después
de la contaminacion inicial la fase de latencia y de incubacion pueden ser de muy

larga duracion.
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3.9 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las vacas inmaduras sexualmente son altamente resistente a B. abortus
y la susceptibilidad aumenta con el desarrollo sexual y con la gestacion. El grado
de infeccién es mas alto en la época final de la primera gestacién que ha seguido
la exposicion del animal a la bacteria. La capacidad de trasmision a vacas
susceptibles esta relacionado con el numero de bacterias excretadas en el
momento del parto o aborto y cesa cuando desaparece la excrecion de bacterias

por los fluidos producidos en el posparto.

1. Intermitente: pacientes con cansancio cronico, crisis de escalofrios,

fiebre y sudoracion predominando las artralgias.

2. Variable: sintomas que pueden ser distintivos en cada periodo de
reactivacion, predominando signos de depresion, ansiedad y fatiga
cronica, acompafada de dolor generalizado que cambia de

localizacion sin evidencia de signos fisicos.

3. Continua: forma constante con fiebre de baja magnitud, usualmente
nocturno y acompaifada de diaforesis y lasitud externa, puede haber

exacerbacion extrema del cansancio y debilidad.

Brucelosis Aguda:

El periodo de incubacion puede ser de 1 — 3 semanas, por lo general no
es posible determinarlo después de una exposicion prolongada como en el caso
de brucelosis profesional , la enfermedad puede ser leve y autolimitada o grave y
prolongada, acompafnada de toxemia (FAO/OMS.1986).

Los sintomas como fiebre, la mayoria alta e intermitente, se presentan

en la tarde y noche acompafiada de cefalea intensa de localizacion frontal y
occipital. La diaforesis descrita con olor a paja mojada.
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En el transcurso de la evolucion pueden presentarse sintomas focales y
otras focalizaciones que pueden ser la aparicion de granulomatosis hepatica
(Pila.et al.1997).

La afectacibn del SNC caracterizada por irritabilidad, confusién o
somnolencia y la endocarditis son las complicaciones mas graves de la
enfermedad, particularmente produce durante la noche fatiga, anorexia, pérdida

de peso, artralgias, cefalea, dolores generalizados y mialgias.

En la enfermedad de gravedad media por lo general se produce la
recuperacion natural en 1 a 3 semanas, persistiendo por mucho mas tiempo la
debilidad, cuando la enfermedad es prolongada la grafica de la temperatura
puede seguir un patrén ondulante, de aqui el nombre de Fiebre Ondulante
(FAO/OMS.1986).

En la Brucelosis aguda puede producirse la muerte como consecuencia
de toxemia extrema, trombocitopenia, endocarditis, epistaxis y sangrado
gastrointestinal (FAO/OMS.1986).

Brucelosis croénica:

Se cataloga como crénica cuando persiste o recurre durante un tiempo
de 6 meses 0 mas, el comienzo puede ser insidioso 0 seguir un ataque agudo
(Pila.et al.1997).

No esta totalmente definida, sindrome febril de poca intensidad, no va
acomparfada de bacteriemia, se presenta con focos de infeccion localizados o sin
ellos. En algunos pacientes las consecuencias de la enfermedad se prolonga
durante afios, dando lugar a la brucelosis cronica, con artralgias, impotencia

funcional musculo esquelético, alteraciones neurovegetativas.
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Al igual que brucelosis aguda los sintomas mas frecuentes son
debilidad, cefalalgia, dolores y sudores. La angustia y depresién son comunes en
los casos de infeccion prolongada no diagnosticada, especialmente cuando el
paciente debe continuar trabajando y tiene pocas oportunidades de descanso
(FAO/OMS.1986).
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3.9.1 Complicaciones:

Las mas frecuentes son Tromboflebitis, Leucopenia, Epididimoorquitis,
Espondilitis y Artritis periférica especialmente en las caderas, rodillas y hombros
que pueden resultar comprometidos todos los sistemas del organismo
(FAO/OMS.1986).

3.9.2 Complicaciones o manifestaciones
focalizadas de la enfermedad

COMPLICACIONES FORMA DE MANIFESTACION
Osteoarticulares Avrtritis.
Espondinitis.
Sacroileitis.
Osteomielitis.
Bursitis

Tenosinovitis.

Genitourinarias Orquiepididimitis.
Prostatitis y Cistitis.
Nefritis intersticial.
Glomerulonefritis.

Neurologicas Meningoencefalitis.
Absceso cerebral
Mielitis.

Neuritis.
Depresion.
Psicosis.

Cardiovasculares Endocarditis.
Miocarditis.
Pericarditis.

Digestivas Hepatitis granulomatosas.
Hepatitis difusa no granulomatosa.
Absceso hepético.

Colecistitis.

Cutaneas Exantema (macular, papular, nodular, petequial).
Eritema nodoso.
Vasculitis.leucocitoclastica.

Pulmonares Adenopatia hiliar.
Bronconeumonia.

Neumia cavitada, patrén intersticial
Empiema.

Hematologicas Anemia, leucopenia, trombopenia y pancitopenia.
Coagulacion intravascular.diseminada.
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3.10 INMUNIDAD

Conocer la respuesta inmune de los bovinos ante la infeccion o
vacunacion con Brucella abortus revierte gran importancia para el diagndstico y
vigilancia de la enfermedad. Los isotipos de inmunoglobulinas que intervienen en
la respuesta inmune contra Brucella abortus son las IgM, IgG1, IgG2 e IgA
(Cortina y Fernandez, 1991). Algunas de las caracteristicas mas importantes de
estas son:

IgM.

* No atraviesa la placenta.

* Es termolabil.

* Sensible al mercaptoetanol.

* Es aglutinante.

* Fija el complemento.

lgG.

* Atraviesa la placenta.

» Termoestable hasta 60 °C.

* Resistente al mercaptoetanol.
* Fija muy bien el complemento.
IgA.

* No atraviesa la placenta.

* No fija el complemento.

* Abundante en | leche.

Existen elementos que diferencian la respuesta de inmunoglobulina en la
infeccibn de campo y durante la vacunacion, en esta Ultima también existen
diferencias, principalmente relacionadas con la edad del animal en el momento de
la vacunacion. Para tratar sobre los aspectos anteriores nos basaremos en los
resultados de Nielsen y col, en 1992, el cual estudi6 empleando la técnica de
ELISA, animales infectados artificialmente con una cepa de B. Abortus y

vacunados con cepa 19 (terneros y adultos).
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3.10.1 Vacunacion de terneros con cepa 19:

Se Observé que los primeros anticuerpos en producirse en gran cantidad
fueron los del tipo IgM (alrededor del dia 5 ), seguido por los del tipo 1gG1,
producidos en igual magnitud al dia siguiente. De 10 a 15 dias después de la
vacunacion, aparecio6 la respuesta de IgG2 en una magnitud de aproximadamente
el 50% de la respuesta de IgGl. La IgG2 fue seguida de una pobre pero
sustancial respuesta de IgA en suero. La respuesta de anticuerpos se prolongdé
con estas caracteristicas hasta un periodo de 8 a 10 meses, a partir de este
momento no fueron evidentes. Los animales adultos vacunados de la misma
forma siguieron el mismo patrén inmunolégico, sin embargo, dos aspectos fueron

diferentes:

1. La respuesta de anticuerpos fue prolongada, detectandose anticuerpo posterior
al afio de vacunacion.

2. Una parte de los animales permanecieron persistentemente infectado por la
cepa vacunal, en estos la respuesta de anticuerpos fue similar a la de aquellos

animales con infeccién de campo.

En los animales que permanecieron cronicamente infectados la
respuesta de 1gG2 fue considerablemente baja, incluso indetectable en algunos
de ellos, mientras que la respuesta de IgM e IgG1l fue de gran magnitud y
sostenida.

La carencia de anticuerpos IgG2, puede jugar un rol importante en la

inhabilidad del animal para eliminar B. Abortus.
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3.10.2 RESISTENCIA AL MEDIO AMBIENTE

La capacidad de las Brucellas para vivir bajo diversas condiciones
experimentales, ambientales y climaticas hacen pensar que este microorganismo
es altamente resistente; sin embargo, en otras circunstancias este germen se
muestra delicado y con exigencias nutricionales complejas, muere por la accion
de la luz solar directa en 4 horas y también por el calor: la temperatura normal de
pasteurizacion (62.7°C durante 30 minutos o 71.6°C durante 15 segundos) son
suficientes para eliminar microorganismos de la leche, el descenso del Ph es

nocivo por lo que no resisten en el acido lactico (Nicoletti.et al.1989).

En condiciones apropiadas sobreviven en el medio ambiente durante
periodos que pueden ser prolongados: en el polvo o suelo hasta 10 semanas, en
el agua de 10 a 70 dias en funcién de la disminucion de la temperatura, son
sensibles a altas temperaturas, radiaciones ionizantes, luz ultravioleta y a la
mayoria de los desinfectantes comunes usados a las concentraciones normales

recomendados (Lopez.et al.1991).

Sobrevivencia de Brucella en el medio ambiente.

Material Tiempo de Supervivencia
Suelo y Estiércol. 80 dias
Polvo. 15 a 40 dias
Leche a temperatura ambiente 2 a 4 Diaz
Fluidos y secreciones en verano 10 a 30 minutos
Lanas de depdsitos 110 dias
Aguaa37°CyPhde7.5 Menos de 1 dia
Agua a 8°C y Ph de 6.5 Menos de 57 dias
Fetos mantenidos a la sombra 6 a 8 meses
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Cuero manchado con excremento de 21 dias
vaca
Paja 29 dias
Grasa de ordefio 9 dias
Heces bovinas naturales 1 a 100 dias
Tierra himeda a temperatura ambiente 66 dias
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3.11 DIAGNOSTICO

Los signos clinicos clasicos son:

Epidimitis y orquitis.

Aborto después del quinto dia de gestacion.
retencion de placenta.

Metritis.

Infertilidad temporal.

YVVVYY

3.11.1 MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO PRIMARIO:

Las Brucellas en su habitat natural (tejidos lesionados), son
microorganismos intracelulares lo que explica que necesiten de medios

especialmente enriquecidos o artificiales.

Los medios liquidos se utilizan para el aislamiento primario a partir de
sangre y otros liquidos organicos. ElI método mas satisfactorio para aislar
Brucella consiste en sembrar directamente en medios solidos apropiados porque
en ellos es mas probable que las caracteristicas del microorganismo se conserven

esencialmente inalterables (Castafieda, et al.1986).

Las especies de Brucella no desarrollan en medios de cultivos que
contengan solamente peptona, se requiere triptosa o tripteina y algunas veces
suplementos como infusién de higado, suero bovino o hidrolizado de levadura
(Balows, et. al 1991).

Auln en estos medios, los organismos crecen lentamente y los cultivos
deben mantenerse durante 3 semanas para poder descartarse como negativos,
se recomienda el uso de frascos de Castafieda que contienen caldo de tripteina
soya (cultivo primario), en este medio las colonias son pequefas inicialmente
traslicidas y después azul grisaceas, las colonias tardan en aparecer de 3-4 dias
hasta 1 semana y un pico de agar para hemocultivos, los cuales se tienen que

transferir a agar tripteina en 4-7 dias (Nicoletti,et al.1989).
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A partir de los medios enriquecidos se procede a la siembra en tubos
inclinados de agar Brucella, medio selectivo que contiene digerido pancreatico de
caseina, digerido péptido de tejido animal, autolizado de levadura y bisulfito de
sodio, que se recomienda para el aislamiento de Brucellas a partir de muestras
gue pueden estar contaminadas con otras especies de bacterias (Koneman, et al
1989). Se incuban en aerobiosis, atmoésfera parcial de CO, durante 48 hrs.
Posteriormente se hace una suspension en caldo soya Tripticasa a una
concentracion de aproximadamente 10° bact/ml a partir de la cual se realizan

pruebas de identificacion:
e Medio de Kligler: Comprueba la capacidad de fermentacion de azlcar.

e Urea de Chistensen: Importante para observar la produccion de ureasa (fig.
1.3 pag 52).

e Medio de SIM: Observa la no movilidad de las Brucellas y la ausencia de

produccion de indol.

e Citrato de Simons: Determina la utilizacion del citrato como fuente de

carbono.

e Agar Soya Tripticasa: Explora la produccién de H,S utilizando acetato de

plomo como indicador (fig. 1.4 pag 52).
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3.11.2 DIAGNOSTICO DIRECTO

3.11.2.1 CULTIVO:

El diagnéstico definitivo suele basarse en el aislamiento del
microorganismo a partir de sangre y con menor frecuencia del liquido
cefalorraquideo, orina o tejido. Las muestras para primo aislamiento deben
sembrarse preferentemente en medios bifasico de Ruiz Castafieda modificado
(utiliza una fase sélida y otra liquida), a partir del cual periédicamente se hacen
resiembras y duplicado en medios enriquecidos que son Agar Brucella, Agar
Eugdn, Agar Chocolate, y Agar Sangre (fig. 1.1 pag 52), estas placas sembradas
por duplicado se incuban en series de aerobiosis y atmosfera parcial de CO; (5-
10%) durante un periodo minimo de 7 dias, el desarrollo bacteriano es entre 3-4
dias. El aislamiento de Brucella spp a partir de hemocultivo suele ser la primera
fuente diagnéstica de la enfermedad en areas geograficas con muy baja
incidencia (Koneman.et al.1989).

3.11.2.2 CARACTERISTICAS DEL CULTIVO:

Las colonias de Brucella abortus y melitensis apenas son visibles antes
de las 48 horas de incubacion alcanzando al cuarto dia un diametro alrededor de
1- 1.5 mm respectivamente. Las colonias son convexas, circulares con bordes
netos, de color gris blanquecino y traslucidas por encima de los 4 dias de
incubacion; las colonias se hacen mayores tomando un color de miel pero
permanecen traslucidas. En la lupa binocular por iluminacion oblicua las colonias
presentan un aspecto azulado. Las colonias rugosas tienen una morfologia y
tamafio similar a las lisas pero se diferencian por que tienen una estructura mas
granulosa y una coloracién mas amarilla. Existe un procedimiento en inundar la
placa con solucidn acuosa de cristal violeta, el cual permite una diferenciacion de

las colonias lisas de las rugosas (Blasco, et al.1994).
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3.11.2.3 EXAMEN MICROSCOPICO:

Una vez observado el crecimiento en el medio bifasico se procede a la
realizacion del gram en busca de la presencia de bacilos cortos pleomoérficos o
cocobacilos gramnegativos sin tincion bipolar. Brucella spp presenta unas
caracteristicas tintoriales especiales, aunque no es una bacteria acido-alcohol
resistente, no sufre decoloracion con acidos débiles (Blasco, et al.1994).

Asi mismo, en el gram cuando la exposicion al alcohol-acetona es muy
breve, presenta decoloracion irregular, observandose en la misma muestra la
coexistencia de pequefios cocobacilos gramnegativos y grampositivos, no siendo
extrafio tener un diagndstico presuntivo de brucelosis por hemocultivo en 2 6 3
dias. Tras la tincion del gram de estas colonias para observar su aspecto
caracteristico, se realiza la reaccién de la oxidasa positiva y aglutinacion con
suero especifico frente a Brucella (suero anti-Brucella polivalente), suficiente para

identificar el aislamiento (Castafieda.1986).

3.11.3 DIAGNOSTICO INDIRECTO
Las pruebas serologicas indican las titulaciones de anticuerpo

especificos presentes en cada paciente, las mas utilizadas son:

3.11.3.1 ROSA DE BENGALA (RB):

Consiste en la deteccion cualitativa de anticuerpos de tipo aglutinante,
presentes en el suero de animales infectados por Brucella. Se basa en una
reaccion antigeno - anticuerpo, en la cual se enfrenta el suero a investigar, a un
antigeno de Brucella abortus coloreado y a Ph acido. Tiene baja proporcién de
resultados falsos negativos debido a que es positiva cuando hay anticuerpos
especificos de cualquiera de las clases de inmunoglobulinas: IgA, IgM e IgG por lo
gue es positiva desde casi el inicio de la sintomatologia. Presenta elevado grado
de correlacion con la seroaglutinacion y por su simplicidad es muy util como
prueba de screening con 100% de sensibilidad y 77.6% de especificidad (Montes,

et al.).
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3.11.3.2 FIJACION DEL COMPLEMENTO.

Se basa en la propiedad del complemento de fijarse a los

inmunocomplejos, la reaccidon comprende las siguientes etapas:

¢ Se enfrentan diluciones del suero con un antigeno de Brucella abortus para
RFC al 1%, de estar presentes los anticuerpos, reaccionan, formandose los
Inmunocomplejos.

e EI complemento presente en el tubo de reaccioén se fija al inmunocomplejo
(antigeno + anticuerpo) en caso de que éste se haya formado (sistema
bacteriolitico).

e Se agrega el sistema hemolitico incompleto (hemolisina + eritrocitos) con el
objetivo de evidenciar la reaccion antigeno — anticuerpo.

e Finalmente se leen los tubos de acuerdo a la presencia o no de hemodlisis.

Procedimiento de la técnica:

Con los reactivos preparados de acuerdo a la NRAG 586, se colocaron 3
tubos en una gradilla con las diluciones (1:5 y 1:10) del suero problema y un
control de suero (barbital). Se inactivaron a 60 + 0,5 °C en bafio maria durante 30
minutos. Paralelamente se prepararon los controles positivos y negativos, el
control de antigeno, de complemento, hemolisina y control de hemolisina e
isotonicidad de la solucién fisiologica. Se agregé 0,25 ml de antigeno para RFC
diluido al 1 % a los tubos que contenian los sueros problemas y controles
correspondientes, de igual forma se agregaron 0,5 ml de complemento diluido
segun la dosis del titulo. Se incub6 a 37 £ 0,5 °C en bafio de maria durante 30
minutos y se agregd el sistema hemolitico incompleto (eritrocitos al 2 % y
hemolisina diluida segun titulo), finalmente se incub6 de igual forma antes de
realizar la lectura, comenzando por los controles, una primera después de dejar
los tubos en reposo durante 10 o 15 minutos y la otra al dia siguiente. Para la
interpretacién de los resultados seguimos estrictamente los criterios expresados
en NRAG 291.
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3.11.3.3 RIVANOL:

La prueba de rivanol se realiza a los sueros de animales positivos a la
prueba de tarjeta con la finalidad de diferenciar una respuesta postvacunal de
una respuesta de tipo infeccioso. El rivanol es un colorante de acridina que tiene
la capacidad de sedimentar las proteinas del suero, entre ellas los anticuerpos del
tipo IgM que predominan en el caso de la vacunacion o infeccién primaria
guedando los del tipo IgG que se encuentran en mayor cantidad solo en
estimulaciones inmunogenicas posteriores. Para lograr una buena aglutinacion se
utiliza una solucion de rivanol al 1% junto con el suero del animal a probar en una
proporcién de 1:1, esta reaccion provocard la sedimentacion de las IgMs y un
sobrenadante rico en IgGs.

3.11.3.4 SEROAGLUTINACION CON 2-MERCAPTOETANOL:

Util para evaluar a pacientes con brucelosis cronica y para controlar la
eficacia de la quimioterapia. Esta técnica es una modificacion de la
seroaglutinacion en la que se usa solucion salina al 0.85% con 0.1 M de 2-
mercaptoetanol. Este compuesto es capaz de destruir las moléculas de IgM
perdiendo éstas su capacidad aglutinante, sin interferir con las IgG que son las

gue se cuantifican (Pila, et al.1997).

3.11.3.5 PRUEBA DE AGLUTINACION LENTA EN TUBOS (SAT):

Es una prueba individual, usada por los programas de control y
erradicacion en el mundo, presenta limitantes como la no poder diferenciar
Anticuerpos producidos por la vacuna con la cepa 19, de aquellos producidos por

una infeccién natural.
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3.11.3.6 ENZIMOINMUNOANALISIS (EIA):

Descritos hace 25 afios, se basan en 2 fendbmenos biolégicos: la elevada
especificidad de los anticuerpos y la alta actividad de algunas enzimas,
comprendiendo dos etapas generales: la reaccion de un inmunorreactante con un
antigeno (antigeno o anticuerpo) y la deteccién de ese inmunorreactante por
medio de la utilizacion de un conjugado enzimético (Moreno. S Med Clin 1992).

Son técnicas que detectan la presencia de anticuerpos especificos (IgM
— IgG) basados en el uso de células B. abortus enteras, tienen LPS de colonias
abortus lisas, extractos proteicos de B. abortus y Lipoproteinas de colonias lisas
de B. melitensis como antigenos de fase sélida. Muestran excelentes valores de
sensibilidad y especificidad que las pruebas seroldgicas estandarizadas para

diagnosticar brucelosis.

En la etapa de revelado del ELISA se emplean sustratos cromogénicos
0 mezclas de sustratos y compuestos cromogénicos. La reaccion enzima —
sustrato se detienen por agregado de acidos o bases produciendo un efecto
batocromico o hipsocrémico del maximo de absorbancia, con el aumento del
coeficiente de extincion molar. En los EIA la enzima mas utlizada es la
peroxidasa y el cromdgeno mas utilizado es el 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona
(MBTH), una vez oxidado reacciona con el acido 3-dimetilamino benzoico (DMAB)
formando un complejo oxidativo, ademas produce una indamina catiénica de color

azul parpura con un maximo de absorcion a 590 nm.

Los EIA son uno de los pocos sistemas que utilizan cromdgenos no

carcinogénicos y tienen una elevada detectabilidad ((MORENO S Med Clin 1992).
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3.12 TRATAMIENTO

Dado que el tratamiento con un solo antibiotico se ha asociado a una
elevada incidencia de recaidas, siempre que es posible se utiliza la terapia
combinada, por ejemplo, Doxaciclina 200 mg o Tetraciclina 500 mg durante 3-6
semanas (es el agente terapéutico mas efectivo, se recomienda asociarlo con
algun amino glucésido) y Amikacina, Kanamicina o Estreptomicina de uso mas

amplio 1 g diario por 14 dias.

Otros antibidticos como los sulfas combinados (Trimpetropin-sulfa, TMP-
SMX), han demostrado alta eficacia, 160 mg de Trimetropin y 800 mg de

sulfametoxasol 2 veces al dia por 6 semanas.

La Rifampicina 600 a 900 mg por un minimo de 6 semanas (es otro
antimicrobiano utilizado que penetra el interior de las células fagociticas y alcanza

el SER donde persisten las Brucellas).

En nifios de 8 afios se han utilizado TMP-SMX y estreptomicina durante
3-5 semanas, si hay toxemia junto con los antibiéticos pueden administrarse
también prednisona a dosis de 20 mg durante 5-7 dias. Los dolores musculo
esqueléticos, sobre todo en la columna requieren a veces la administracion de 15-
60 mg de Codeina cada 4-6 hrs. En casos agudos es necesario limitar la actividad

del paciente, recomendando reposo en cama durante los periodos febriles.
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3.13 CONTROL Y PROFILAXIS.

3.13.1 OBJETIVO DE LA PROFILAXIS:

Disponer de un sistema adecuado de vigilancia epidemioldgica.

Contar con medios técnicos, humanos y financieros adecuados.

La proteccion de zonas indemnes, se trata esencialmente de vigilancia
para detectar focos eventuales y control de las importaciones y
movimiento de ganado.

Erradicacion a corto y mediano plazo, se dirige a aquellas zonas en las
gue la prevalencia es baja y los medios de accion suficientes.

La interrupcion de la transmision por vacunacién masiva y sistemética, da

como resultado la disminucion de la prevalencia.

3.13.2 Estrategia del control de la brucelosis bovina.

Elegir el objetivo correspondiente a la situacion epidemiolégica inicial y a
los medios disponibles.

Ajustar correctamente el objetivo en funcién de la evolucion de la situacion.
Coordinar los programas en funcionamiento en las diferentes zonas de la
region para pasar progresivamente de un programa de vacunacion hacia el

programa de erradicacion y después al de vigilancia.

La eleccion debe basarse en las consideraciones siguientes:

Si hay condiciones epidemioldgicas favorables, prevalencia baja (menor del
5% de los rebafios), contagio entre rebafios débil y medios técnicos y
financieros disponibles la eleccion se hara a favor de la erradicacion por

sacrificio.
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En condiciones epidemiolégicas medias, prevalencia superior al 5% de los

rebafios y contagio mal dominado a causa de las costumbres tradicionales

de cria, un programa de vacunacién es indispensable.

Seria irrealista poner en marcha un politica de sacrificio sin detener

primeramente la propagacion de la enfermedad.

En condiciones malas, prevalencia elevada, contagio mal dominado y con
recursos tecnicos, humanos y financieros limitados, un programa de
vacunacion debera ser elegido y aplicado sisteméaticamente mientras que

las condiciones no sean mejoradas.
Un programa de erradicacion por sacrificio necesita que todos los animales

detectados como positivos en un control diagnostico de rutina sean
aislados y sacrificados con rapidez. (PLOMMET, M.: 1984.)
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4. MATERIAL Y METODO:

Tipo de estudio:

La presente investigacion corresponde es un estudio epidemioldgico
descriptivo de tipo transversal, el cual se realiz6 en un periodo de tres meses de

Septiembre- Noviembre del 2006.

Lugar del Estudio:

Rastro Municipal de la ciudad de Ledn, ubicado en la zona occidental de
la ciudad de Leon.

Poblacién de estudio y tamafio de la muestra:

La poblacion en estudio son todos los animales de la especie bovina,
adultos enviados al Rastro Municipal de Ledn para el sacrificio, destinado al
consumo humano, independiente de la zona de procedencia del Departamento de

Ledn.

Se tomoG como poblacion datos de registro del Rastro Municipal de Leon;
en el que se sacrifican un promedio de 21 bovinos diariamente de diferentes
razas, sexo, edad y peso. Por tanto la poblacién total aproximada de animales
sacrificados en los tres meses de estudio es de 1500 aproximadamente.

Los calculos para determinar el tamafio de la muestra se estimaron con
el método Win Episcope version 2.0, tomando en cuenta de que la cantidad de
bovinos sacrificados en el periodo de estudio en el rastro de la ciudad de Ledén es
de 1500, con un error aceptado de 1.5% y una seroprevalencia esperada de 1%
(Informe nacional de Sanidad Animal, MAGFOR,2006) y con un nivel de confianza
de 95%. El tamafio de muestra calculado fue de 152 bovinos aumentando un 10%

por el mal manejo de las muestras teniendo un tamafo de la muestra total de 167.
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Criterios intrinsecos:

Todos los bovinos enviados al rastro de Leén son de raza criolla.

Criterios extrinsecos:
Los animales muestreados son del departamento de Ledn, procedentes

de diferentes comunidades.

Factores de inclusién:

Bovinos adultos mayores de cinco afios.

Factores de exclusion:
Animales menores de 5 aflos y propietarios en desacuerdo con el

estudio a realizarse.

Divulgacion:
Realizacion del estudio, presentacion de resultados al MAG-FOR y a la
direccion del Rastro del municipio de Ledn, presentacion del estudio en la feria

cientifica de la UNAN-LednN.

Limitaciones:

Falta de conocimiento de la poblacion total de bovinos del departamento
de Ledn y la diferencia en la procedencia de los animales muestreados, hace que
la muestra tomada no sea representativa para todo el departamento lo que nos
lleva a un sesgo de seleccion, perdida del 10% de las muestras tomadas por mal
manejo, hemolisis y en algunos casos poca cantidad en los microviales de suero a
utilizarse. También otras limitaciones fueron el tiempo y distancia en que teniamos

que recorrer para llevar las muestras al laboratorio.
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Ventajas del estudio:
El lugar de estudio seleccionado hace que sea ventajoso por lo que
tomamos animales de diferentes lugares del departamento el cual es accesible

para la toma de muestra.

Seleccién y tipo de la muestra:

El muestreo se realiz6 dos veces por semana durante el periodo de tres
meses contemplados para el estudio. Cada dia de muestreo, se selecciono los
animales mayores (vacas Yy toros) por el método aleatorio sisteméatico entre 10-12
animales por dia, a los cuales se les tom6 muestra sanguinea, hasta completar el

tamafno de muestra estipulado para este estudio.

La muestra consistio en sangre total extraida con agujas descartables
calibre 18 de la vena yugular o caudal de cada bovino y recopilada en tubos de

ensayos 16x100mm, sin anticoagulante, mantenido en frio (termo con hielo).

Posteriormente se traslado al laboratorio para la separacion vy
codificacion de los sueros, colocados en microviales, el cual en todo momento se
mantuvo en refrigeracién a temperaturas de 0-4°C, hasta su analisis. En caso de
gue las muestras se necesitaban almacenar por varios dias se congelaron a

temperaturas de -20°C.

Unidad de Andlisis:

El analisis de los sueros de animales se realizé por la técnica de ELISA
de preparacién local (CNDR-Managua) y Rosa de Bengala (proporcionada por el
MAG-FOR) en el laboratorio de Zoonosis del Centro Nacional de Diagnéstico y
Referencia del Ministerio de Salud (MINSA) Managua.

Andlisis estadistico:

El andlisis estadistico se realiz6 con la prueba de inferencia sobre

parametros en el programa de Epidat 3.1.
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METODOLOGIA DE LAS TECNICAS DIAGNOSTICAS.
Procedimiento de la técnica Rosa de Bengala:

Sobre una placa de cristal cuadriculada se deposité 0,03 ml de suero y
antigeno, posteriormente se mezclé con un agitador de cristal. Finalmente se
movid la placa suavemente 6 veces en el mismo sentido, se dejé reposar durante
4 minutos y se procedio a la lectura de los resultados, comenzando por los sueros

de referencia positivo y negativo.

Procedimientos de la técnica de ELISA Anti-Brucella abortus tipo 1gG - IgM
CNDR/MINSA.:

1. Sacar del refrigerador y poner a temperatura ambiente los componentes del
Kit %2 hora antes de su utilizacion.

2. Cada muestra de suero a estudiar fue previamente diluida 1:200. 5 ul de
suero en 100 ul de Caseina al 5 %.

3. Los sueros controles positivos y negativos vienen listo a usarse, no
necesitan ser diluidos.

4.  Agregar los sueros a la microplaca o tira(s) a razén de 100 pl por pozo
primero agregar el control positivo, después el control negativo y posteriormente
cada una de las muestras.

5. Incubar 1 hora a 37°C en agitacion leve.

6. Lavar 7 veces la microplaca o tiras a utilizar, agregando 300 pl/pocillo de la
solucion de Lavado (1X). En el dltimo lavado se deja en reposo 1 minuto, luego se
descarta la solucion de lavado mediante volteo rapido de la microplaca o tiras y
posteriormente eliminar los restos de la solucion de lavado sacudiendo la placa
dos o tres veces sobre un papel absorbente.

7. Anadir 50 pl del conjugado (Anti — Bovino 1gG) a cada pocillo de la
microplaca o tiras e Incubar 30 minutos a 37°C en agitacion leve.

8. Realizar 7 nuevos lavados con solucion de lavado 1X (segun procedimiento
descrito en el paso No. 6).

9.  Anadir 100 pl del sustrato (TMB) a cada pocillo de la microplaca o tiras e
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

10. Detener la reaccion afiadiendo 50 pl por pocillo de acido sulfarico 0,5M.
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11. Realizar la lectura de la microplaca o tiras en absorbancia en rangos de 450-
630nm (Lector de Microplacas de ELISA automatico).

12. Registrar los resultados y validarlos segun los criterios de validez de la
técnica:

Anélisis cualitativo:

Se considerara valida la técnica, si hay coloracion en pocillos
correspondientes al Control Positivo y ausencia en pocillos correspondientes al
Control Negativo.

Andlisis cuantitativo:

Si la absorbancia media de los pocillos correspondientes al Control
Positivo es > 1.0 y la absorbancia media del Control Negativo es < 0.45. Ademas
la relacién de absorbancia entre el Control Positivo y el Control Negativo debe ser
mayor de 2 veces, siendo éste, el criterio de validez mas importante.

Materiales a utilizar:

Recogida de muestras:

1. Tubos de 16x100mm con tap6n de hule para la recoleccion de las
muestras.

Tubos al vaci6 (VACUETTE) de 9ml, 16X100mm
Agujas descartables estériles de 18Gx1,/ .
Guantes de latex descartables no estériles (NIPRO)
Gradillas de 6X12 plasticas.

Algodon absorbente.

Botas de hule.

Gabacha desechables

: Bolsas plasticas

10. Termo

11. Marcadores

12. Masking tape

©CoNo,rwWN

En el laboratorio:

13.  Alcohol 70%

14.  Fenol. 5%

15.  Microviales.

16. Pipetas automaticas multicanal (1-200 pl, 1-50 pl y 100-1000 pl).

17. Puntas para pipetas automaticas de 50 ul y 100 pl (Fisher Scientific).
18. Placas de poliestireno de 96 pocillos para ELISA fondo plano (FALCON)
19. Viales Plasticos

20.  Platos petris.

21. Asaz

22.  Mechero

23.  Biquer plastico.

24.  Tincion diferencial de Gram

25. Campana de bioseguridad “Bio-1I-A” (TELSTAR).
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26. Porta objeto

27.  Cubre objeto

28. Agua destilada

29.  Microscopio

30. Centrifuga

31. Centrifuga para microviales (IEC Micro-MB Centrifuga).
32. Incubadora (FISHER SCIENTIFIC).
33. Refrigeradora (SAMSUNG)

34. Erlenmeyer de 1000 ml

35. Balanza eléctrica.

36.  Agitador mecéanico 250rpm

37.  Sonicador

38.  Phimetro (calibrador de Ph)

39. Lector de ELISA

Reactivos bioldgicos:

40. Reactivos de Rosa de Bengala (Ag de B.abortus).

41. Reactivos para ELISA (Conjugados Sigma anti bovinos IgG 096K4854,
Enzimas, sustratos).

42.  Agar Tripticasa soya (Medio de cultivo sélido y liquido)

43.  Agar Sangre (Medio de cultivo)

44.  BHI (Infusién Cerebro-Corazon, Medio de cultivo liquido)

45.  Reversion de la urea (Deteccion de enzima)

46. Caseina 5%.

Materiales para PBS buffer.

47. NacCl
48. KCI
49. KHyPOq4

50. NayHPO,
51. H20 destilada.
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5. RESULTADOS

De las 167 muestras tomadas Unicamente se procesaron 151 debido al
mal manejo de estas en el laboratorio (confusion con otras muestras y poca
cantidad de suero a procesar). 5 de las cuales resultaron positivas con las 2
técnicas aplicadas (ELISA y Rosa de Bengala) presentando una seroprevalencia
de brucelosis bovina en el rastro de Ledn de 3.3% en el periodo de septiembre a
Noviembre del 2006. Las muestras positivas fueron en los mismos 5 animales.

Al realizar la inferencia sobre pardmetros se concluye que con una
prevalencia observada de 3.311% y un intervalo de confianza entre 1.084 a 7.558
se rechaza la hipétesis nula para aceptar la hipétesis alternativa que la
prevalencia observada es mayor que la esperada.

Fig 1: Seroprevalencia de la Brucella en sueros de bovinos provenientes del
rastro del departamento de Leodn.
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Fig. 2 Comparacion de los resultados de ambas pruebas diagnosticas.
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6. DISCUSION

En nuestro estudio realizado en el rastro municipal de Leén en el 2006
se encontré una prevalencia de brucelosis bovina de 3.31% mientras en el afio
2004 el MAG-FOR presento en un reporte con una prevalencia de 0.12%. Esta
diferencia probablemente es debido a la seleccion de los animales ya que el
MAG-FOR realiz6 su investigacion exclusivamente en animales con fines de
exportacion (Machos menores de 3 afios), mientras la poblacién en nuestro
estudio incluye hembras y machos mayores de 5 afios de tal manera que la
probabilidad de haber tenido contacto con Brucella es mas alta que en la

poblacién muestreada por el MAG-FOR.

Comparando los resultados obtenidos en nuestra investigacion y la baja
prevalencia en Nicaragua (segun datos del MAG-FOR) con la elevada prevalencia
de Honduras y Costa Rica, se concluye que estos paises vecinos tienen datos
mayores relacionados probablemente con la técnica y cepas utilizadas para
detectar anticuerpos anti-Brucella, ademas de las vacunaciones contra Brucella

gue realizan en Costa Rica aumentando asi los resultados positivos.



7. CONCLUSIONES

e Existe una elevada seroprevalencia de anticuerpo anti-Brucella abortus
en las muestras estudiadas, siendo un 3.31% en comparacion con los resultados
obtenidos por el MAG-FOR que indican que en Nicaragua existe una prevalencia
de brucelosis bovina del 0.12%.

e Con las 2 técnicas aplicadas (ELISA y Rosa de Bengala) se detectaron

los mismos 5 animales positivos lo cual refuerza el resultado obtenido.



8. RECOMENDACIONES

e Dar continuidad a esta investigacion seleccionando una poblacion en

estudio heterogéneo en fincas de pequefos, medianos y grandes productores.

e Mejorar el diagnostico a nivel nacional a través de la utilizacion de la
técnica ELISA, FC y PCR por parte del MAG-FOR a nivel nacional para obtener

resultados confiables, utilizando cepas anti-Brucella adecuadas para esta region.

e Concientizar a la poblacién y personas que manipulan productos y
subproductos de origen bovino de lo grave que es esta enfermedad, las pérdidas
econdmicas, el rol de los bovinos y otros animales (domeésticos y silvestres), en la

transmision de la brucelosis.

e La existencia de un Médico Veterinario de planta, para realizar pruebas
correspondientes 0 métodos diagnosticos de campo debe ser necesario para

detectar posibles enfermedades de importancia en la salud publica.
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ANEXOS



Grafico 1: Seroprevalencia de la Brucella en sueros de bovinos provenientes
del rastro del departamento de Ledn.
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Grafico 2: Analisis de los resultados de ambas pruebas diagnosticas.
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Materiales y reactivos utilizados en el laboratorio.
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Fig. 1. Medio Sélido de cultivo

de la Brucellas spp.

Fig. 1.3. Reversion de la urea. Fig 1.4. Medios de
cultivo liquido BHI'Y TSA.

Fig. 2 Extraccion de la muestra de sangre directamente de la yugular.
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