UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, LEON
UNAN - LEON
ESCUELA DE CIENCIAS AGRARIAS Y VETERINARIAS

T, ST

A= S

o e MR T M
IO

Tesis para optar al titulo de Master en Medicina Preventiva con mencién en Salud

Publica

Tema: Identificacion de B. abortus en leche no pasterizada del Centro de Acopio
Santo Tomas, Municipio de El viejo y la quesera La Pollera, Municipio de La Paz
Centro, Mayo a Diciembre del 2015.

Autor: Lic. Gladys Lizeth Castillo Paguaga

Tutor: MSc. José Luis Bonilla, DMV.

Ledn, diciembre del 2017

“A LA LIBERTAD POR LA UNIVERSIDAD”



INDICE GENERAL
1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
4. JUSTIFICACION
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General
5.2. Objetivos Especificos
6. MARCO TEORICO
6.1. La Leche
6.1.1. Proteinas
6.1.2. Componentes Grasos
6.1.3. Minerales
6.1.4. Vitaminas
6.1.4.1. Vitaminas Liposolubles
6.1.4.2. Vitaminas Hidrosolubles
6.1.5. Caracteristicas organolépticas y Propiedades Quimicas
de la Leche
6.1.5.1. Textura
6.1.5.2. Color
6.1.5.3. Sabor
6.1.5.4. Olor
6.1.6. Via Enddégena
6.2. Antecedentes Histoéricos

6.3. Etiologia

© 00 00 N N N o o w =

g G G Y
N N N = O

13
13
13
13
13
13
14
15



6.4. Epidemiologia

6.5. Diagnostico

6.5.1. Tipo de diagnodstico
6.7 En Nicaragua

7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Tipo de estudio
7.2 Periodo del estudio
7.3 Lugar de estudio
7.4 Poblacidn de estudio
7.4 Tamano de la poblacion
7.5 Tamano de la muestra
7.6. Factores de exclusion
7.7. Factores de inclusion
7.8 Unidad de analisis
7.9 Recoleccion de las muestras
7.10. Plan de analisis
7.11. Operacionalizacion de variable
7.12. Recoleccion de la informacion
7.13 Procedimiento de analisis de la muestra
7.14. Resultados esperados
7.15. Beneficiarios
8. RESULTADOS
9. DISCUSION
10. CONCLUSIONES
11. RECOMENDACIONES
12. REFERENCIA BIBLIOGRAFIA
12. ANEXO
12.1. CRONOGRAMA
12.2. PRESUPUESTO
12.3. ENCUESTA

18
19
19
21

23
23
23
23
23
23
23
24
24
24
24
24
24
25
25
26
26
27
28
19
30
31
36
36
37
40



AGRADECIMIENTO

Agradezco a Dios padre celestial por la vida, sabiduria, paciencia y la fortaleza, al

culminar esta etapa de mi vida.

A mi familia y amigos, al tener la paciencia en mis alegrias, tristeza, mis penas y por lo

fuerte que me hacen.

Al Dr., José Luis Bonilla Espinoza por haber confiado en mi persona, concederme parte
de su tiempo y llevar a cabo esta investigacion.



DEDICATORIA

A Dios, porque me ha prestado vida, fe, sabiduria, entendimiento, paciencia y

permitiéndome alcanzar mis metas propuestas.

A mi familia, al tener la paciencia en mis alegrias, tristeza, mis penas, brindarme su

apoyo incondicional y por lo fuerte que me hacen.

A la memoria de mi madre Gladys Paguaga Baca, por todas las ensefianzas que me

dejo.



GLOSARIO

Aborto Es la interrupcién y finalizacién prematura de la gestacién.
Acopio A juntar, reunir la cantidad de una cosa.

Cepa es, en microbiologia, poblacién de células de una sola
Biovares especie descendientes de una Unica célula.

Es un género de bacterias Gram negativas conocido principalmente
Brucella por ser productor de la enfermedad brucelosis.

Es una enfermedad infecciosa de distribucion mundial, producida
Brucelosis por bacterias del género Brucella.
Enfermedad Alteracion leve o grave del funcionamiento normal de un organismo.
Ganado Es el conjunto de animales criados por el ser humano.

Es una categoria taxondmica que se ubica entre la familia y la
Genero especie.
Genoma Es el conjunto de genes contenidos en los cromosomas.

Infectocontagiosas

Son las enfermedades de facil y rapida transmisién, provocadas por
agentes patégenos.

Sustancia liquida y blanca que segregan las mamas de las hembras

Leche de los mamiferos para alimentar a sus crias.

Término latino que denomina a una masa de pequefio 0 minimo
Molecular tamano.

Documento en el que se notifica 0 se comunica una cosa de
Notificacion manera oficial.

Pasteurizada

Es un proceso térmico que es realizado en liquidos (generalmente
alimentos) con la intencion de reducir la presencia de agentes
patdgenos.

PCR La reaccion en cadena de la polimerasa.

Que lleva en su cuerpo las bacterias o los virus que causan una
Portador enfermedad y los puede transmitir o contagiar.

Estado en que un ser u organismo vivo no tiene ninguna lesién ni

padece ninguna enfermedad y ejerce con normalidad todas sus
Salud funciones.
Sanidad

La agrupacién de entes o elementos, que poseen una o varias
Pool caracteristicas en comun.
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RESUMEN

Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, que afecta tanto animales
domésticos, silvestre y mamiferos marinos, asi como al ser humano, causada por una
bacteria del género Brucella (1,12). Es una importante enfermedad zoonética, puede ser
transmitida por contacto directo con los animales o por la ingesta de subproductos
derivadores de la leche sin pasteurizar (leche cruda, cuajada, quesos). En el presente
estudio tiene como objetivo determinar la presencia de Brucella abortus en muestras de
leche no pasterizada del centro de acopio Santo Tomas, Municipio de El Viejo y la
quesera La Pollera, municipio La Paz Centro, febrero 2015 a junio 2016. Se realiz6 la
recoleccion de muestras de leche no pasterizada en 17 finca asociadas al centro de
acopio de leche de Santo Tomas del municipio de El Viejo y 23 finca que entregan
leche a la quesera La Pollera del municipio de La Paz Centro, obteniendo 40 fincas en
total. Las muestras fueron analizadas por PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa)
convencional, utilizando cebadores especificos frente a B. abortus. Del total de
muestras de leche analizadas ninguna result6é positiva a Brucella abortus; por lo que se
concluye que el estatus zoosanitario frente a Brucelosis bovina se mantiene baja, y que
los productos de la leche son inocuos a la bacteria.

Palabras claves: Identificacion, Brucella abortus, PCR, Leche.



1. Introduccion

Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, aguda o crénica, que afecta tanto
animales domésticos, silvestre y mamiferos marinos, asi como al ser humano, causada
por una bacteria del género Brucella (1,12). Es una enfermedad de un fuerte impacto
econémico en la ganaderia y riesgo para la salud publica (14. Es una importante
enfermedad zoonética, puede ser transmitida por contacto directo con los animales o
por la ingesta de subproductos derivadores de la leche sin pasteurizar (leche cruda,
cuajada, quesos) @), €s un riesgo laboral para agricultores, veterinarios, laboratorista,
trabajadores de mataderos y rastros municipales (11), de ahi, que radica la importancia
en la salud publica.

En bovinos la brucelosis esta relacionada con problemas sanitarios, reproductivos y de
produccion (13), la cual provoca disminucion en la produccién de leche, carne, abortos y
problemas de fertilidad 3. Hay que tener en cuenta que algunas vacas pueden quedar
como portadoras y excretar las bacterias de manera intermitente durante varios anos
15). lgualmente, las vacas gestantes o que han abortado pueden infectar los pastos y
aguas que consumen los animales, por secreciones, membranas fetales, y fetos
abortados de vacas infectadas, mediante la inseminacién artificial con semen infectado
(e), por tal razén esta enfermedad se considera de declaracion y notificacion
obligatoria.

En Nicaragua, la mayoria de los sistemas de explotacién de la ganaderia bovina son de
doble propdsito, donde se obtienen ambos productos (carne y leche). El ganado de
carne, al igual que el lechero, es propenso a la brucelosis y otras enfermedades (10).
Las principales vias de transmision por brucella en humanos es digestiva, a través de
consumo de productos lacteos contaminados (20), de ahi, que radica la importancia en
la salud publica.

En los Ultimos afos se han descritos varias estrategias moleculares para la

identificacion y diferenciacién entre biovares y especies del género Brucella. La
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), ha sido empleada en varios estudios
para detectar la presencia de Brucella spp en muestras de sangre, leche y otros
materiales contaminados. El hecho de amplificar secuencias especificas de Acidos
Desoxirribonucleicos (ADN) bacteriano permite plantear que sea utilizada como un
método rapido y confiable en el diagndstico de brucelosis. (3). La técnica proporciona un

método rapido, sensible y especifico para el diagnostico de la brucelosis (1s).

En el presente estudio tiene como propdsito determinar la presencia de B. abortus, en
leche no pasterizada del Centro de Acopio Santo Tomas, municipio de El Viejo y la

quera La Pollera, municipio de La Paz Centro.
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2. Antecedentes

En México, Renteria T., et. al 2005, realizaron un estudio, en el que evaluaron la prueba
de reaccidén en cadena de polimerasa, a partir de muestra de leche y cultivos puros
para el diagndstico de brucelosis bovina, recolectando 51 muestras de sangre y leche
de un hato de prevalencia histérica de brucelosis, obteniendo como resultado 11
muestras positivas a todas las pruebas, 6 serologia y PCR, 1 serologia y bacteriologia
y 9 serologia, las 17 muestra que resultaron positivas a PCR para identificacién de

Brucella spp.

En el estudio realizado por Mosquera X. 2008, en Colombia, a partir del analisis de
leche y sangre de animales positivos, de los cuales se evaluaron diferentes métodos de
extraccion de ADN. De 33 muestras de leche negativas a la prueba de anillo en leche
(PAL), el 30.3% (10/33) resultaron positivas por PCR, mientras que el 47% (8/17) de las
muestras de leche positivas PAL, fueron positivas por PCR. Al analizar las muestras de
sangre de los animales positivos por a la prueba del anillo de leche el 94.1% (16/17)
fueron positivas a PCR.

Gamal Wareth, et. al 2014, Egypto, realizaron un estudio con muestra de leche de vaca
aparentemente sana (72), bufalos de pequenas explotaciones (128) y puestos de venta
para el consumo humano (15), para un total de 215 muestras. De estas muestras 9
vacas, 7 bufalos y 1 de los puestos resultaron positiva a Reaccién en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR), de las 17 muestra, 16 detectaron B. melitensis

especifica 'y 1 B. abortus en muestra de leche de vaca.

En Nicaragua el estudio realizado en el municipio de San Pedro de Lovago -
Chontales, se obtuvo una prevalencia de hembras bovinas, por medio de la técnica
Rosa de Bengala del 0.09% (3/3410), de las cuales se confirmaron con la técnica del
Rivanol resultando el 0.06% (2/3) (2/3410).
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En Nicaragua, no existen reportes que describa el aislamiento de B. abortus, ya sea,
por cultivo o por técnicas moleculares en leche o derivados; por lo que el presente

estudio corresponderia al primero en el pais.
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4. Justificacion

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, aguda o crénica, que afecta tanto
a los animales como al hombre, causada por bacterias del género Brucella (15. Se
reconocen tres especies clasicas responsables de la brucelosis humana, con
especificidad de especie animal, distribucion geogréfica y peculiaridades patégenas.
@s5). El ingreso a la finca de animales infectados y el contacto de los animales sanos
entre éstos animales, la infeccién en el ser humano por el consumo de productos
derivados de animales infectados tal como la leche sin pasteurizar, contacto directo con
animales, son fuentes de diseminacion y contagio tanto para el animal como para el ser

humano.

Asi la necesidad de disponer de un método de diagnéstico, que permita de forma
rapida, sensible y especifica determinar la infeccion en muestras de leche, para
detectar directamente B. abortus, hacen que el presente estudio sea muy relevante e
importante para asegurar la inocuidad de los alimentos y asegura la seguridad
alimentaria del pais.
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3. Planteamiento del problema.

La brucelosis es una importante zoonosis de impacto econémico, que produce graves
complicaciones en animales y humanos (17). Se estima que anualmente existen en el
mundo mas de 500,000 casos nuevos de brucelosis en humano. La enfermedad es
endémica en paises del Mediterraneo, Centro y Sudamérica, algunas partes de México,
Asia y el medio Oriente. A nivel mundial se calcula una incidencia en zonas endémicas

que llega hasta mas de 200 casos por cada 100,000 habitantes (19).

Por lo antes descrito se plantea lo siguiente, ;Se encuentra presente la bacteria B.
abortus en leche cruda de bovino en el centro de acopio de Santo Tomas ubicado en el
municipio de El Viejo y la quesera La Pollera, municipio de La Paz Centro?
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5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Determinar la presencia de Brucella abortus en muestras de leche no pasterizada del
centro de acopio Santo Tomas, Municipio de El Viejo y la quesera La Pollera cadena de
la polimerasa) PCR a partir de muestra de leche no pasterizada., municipio de La Paz
Centro, febrero 2015 a junio 2016.

5.2. Objetivo Especificos.

Identificar Brucella abortus mediante la técnica molecular (Reaccion en

Identificacion de las fincas positivas a Brucella abortus que se encuentra dentro del
centro de acopio de Santo Tomas y la quesera La Pollera.
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6. Marco Teorico.

6.1 La Leche.

Es el producto liquido secretado por la glandula mamaria de las hembras mamiferas,
siendo el alimento Unico durante el periodo de lactancia de las diferentes especies. La
composicién de la leche no es estable a lo largo de la lactancia y puede verse afectado
por factores relacionados con la raza, intervalo entre ordefos, cuartos de la ubre,
estaciones climaticas, alimentacion, enfermedades, temperatura ambiental, edad, la
especie, etc., afectando en gran medida la calidad del producto (23, 26). Tanto en la leche
como en los otros productos lacteos elaborado a partir de ella, cualquier cambio en la
composiciéon se vera reflejado en aspectos nutricionales, tecnolégicos y econémicos (27).
La leche es el alimento mas completo que la naturaleza nos ofrece, por proveer
nutrientes fundamentales para el crecimiento (25). En la tabla 1 se refleja la composicidon

de la leche de diferentes mamiferos (e, 32).

Tabla # 1 Composicion general de la leche en diferentes especies (por cada 100
gr) (e).

Vaca Bufalo Mujer
Agua 88 84 87.5
Energia kcal 61 97 7.0
Proteina 3.2 3.7 1.0
Grasa 3.4 6.9 4.4
Lactosa 4.7 5.2 6.9
Minerales 0.72 0.79 0.20

(Gémez A. et al 2010)

La leche es un alimento casi completo, ya que sélo es pobre en hierro, vitamina D y
vitamina C. Su riqueza en energia, proteinas de facil asimilacién, grasa, calcio, fésforo
y varias vitaminas hacen de la leche el alimento basico. Su principal proteina, la
caseina, contiene los aminoacidos esenciales y como fuente de calcio, fésforo y
riboflavina (vitamina B12), contribuye significativamente a los requerimientos de
vitamina A y B1 (tiamina). Por otra parte, los lipidos y la lactosa constituyen un
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importante aporte energético (2s, 31). La leche contiene una serie de nutrientes, 87.5 %
de agua, 35 % de proteinas animales, 45% de lactosa, 6% de minerales y vitaminas A 'y

D. (30

Tabla. # 2 Composicion porcentual promedio de las diferentes razas bovinas,
cabra, ovejas y bufalo (1, 32).

Grasa Proteinas | Lactosa Solidos Ceniza
totales No graso

Bovinos (%) (%) (%) (%) (%)
Holstein 3.64 3.16 4.7 12.9 0.73
Pardo suiza 3.98 3.52 ND ND ND
Guernsey 4.46 3.47 4.9 14.6 0.74
Jersey 4.64 3.73 4.9 14.9 0.71
Ayshiere 4.0 3.6 5.0 13.4 0.73
Raza 3.4 3.3 4.9 12.3 0.68
Caprinos 3.50 3.13 4.55 8.68 0.80
Ovinos 7.62 6.21 3.70 10.33 0.90
Bufalos

Mediterranea —italiana 7.90 4.30 ND 10.20 ND
Murrah India 7.90 4.60 3.60 10.20 ND
Murrah Bulgara 8.00 4.50 4.80 10.20 ND

(Pérez M. et al 2011 y Hazard S. et al 2006)

6.1.1 Proteinas.

La proteina lactea es una mezcla de numerosas fracciones proteicas diferentes y de
pesos moleculares, de las cuales se clasifican en dos grandes grupos: caseinas (80%)
y proteinas séricas (20%). De las principales proteinas presentes en la leche es la
caseina (s, 33). Estas proteinas se clasifican como proteinas de calidad con alto valor
biolégico, buena digestibilidad (97% a 98%), una rapida absorcién y utilizacién en el

cuerpo. (34).
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Tabla # 3Composicion de la leche de diferentes mamiferos (s2).

Agua MS Grasa PC Caseina | Albumina | Lactosa | Ceniza
globulina
Especie (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Vaca 87.6 12.4 3.4 3.5 3.0 0.5 4.6 0.8
Oveja 83.9 16.1 6.2 5.2 4.2 1.0 4.2 0.9
Cabra 86.9 13.1 4.1 3.8 2.6 1.2 4.4 0.9
Yegua 89.3 10.7 1.6 2.5 1.6 0.9 6.1 0.5
Burra 91.2 9.8 1.2 1.5 0.9 0.6 6.0 0.4
Bufala 82.7 17.3 7.9 5.9 5.4 0.53 4.5 0.8
Llama 86.6 13.4 3.2 3.9 3.0 0.9 5.6 0.8
Camella 88.3 11.7 25 3.6 - - 5.0 0.7
Rena 64.3 35.7 19.7 10.9 8.7 2.2 2.6 1.4
Cerda 82.4 17.6 5.0 7.0 3.7 3.3 5.0 0.6
Perra 67.8 32.2 16.0 12.0 9.2 2.8 2.0 2.2
Gata 68.0 32.0 15.0 12.0 9.3 2.7 3.0 2.0
Coneja 46.7 53.3 44.0 - 7.0 - 1.8 0.5

(Hazard S. et al 2006)

6.1.2. Componentes grasos.

La grasa lactea se sintetiza en su inmensa mayoria en las células secretoras de la
glandula mamaria y constituye cerca del 3% de la leche; el contenido total de lipidos
como el de acidos grasos puede variar considerablemente como respuesta a cambios
en la dieta, raza del animal y el estado de lactancia entre un 3 y un 6%. El factor que
mas influye en el contenido de lipidos en la leche es, en definitiva, la especie animal
(tabla 4). s, 31). La grasa de la leche es una buena fuente de energia y un excelente
medio de transporte de las vitaminas liposolubles A, D, E, y K. El caroteno, precursor
de la vitamina A, da a la leche el color “crema”, son los componentes mayoritarios de la
leche de todas las especies estudiadas, constituyendo mas del 95% del total de sélidos
en leche. Existen tres tipos de lipidos: grasas o aceites (triglicéridos o triacilglicéridos),
fosfolipidos y ésteres de colesterol (acidos grasos). La leche contiene unos 15 mg de

colesterol por cada 100 gramos, variando en funcion del tipo y origen (3o, 31).

La composicion grasa se encuentra en forma de particulas emulsionadas o
suspendidas en pequenos glébulos microscopicos, cuyos diametros pueden variar de

0.1 a 0.22 micrones que se encuentran rodeados de una capa de fosfolipidos que
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evitan que la grasa se aglutine y pueda separarse de la parte acuosa de la leche. La
fraccion grasa de la leche se presenta en forma de glébulos microscépicos de unas 4.4
m diametro en forma de emulsion. (26, 31). La grasa de la leche puede ser afectada por el
estado sanitario de la ubre cuando presentan procesos inflamatorios o infecciosos,

presentando disminucion significativa de la produccion (2s).

Tabla # 4. Contenido de lipidos en la leche de diferentes especies de mamiferos y

Soélidos totales (3.

Solidos totales | Lipidos Proteinas | Hidratos de
carbona (lactosa)
Rinoceronte negro 8.8 0.2 1.2 6.6
Yegua 10.5 1.3 1.9 6.9
Mujer 12.4 4.1 0.8 6.8
Vaca 12.4 3.7 3.2 4.6
Oveja 18.2 7.3 4.1 5.0
Rata 22.1 8.8 8.1 3.8
Perro 22.7 9.5 7.5 3.8
Reno 26.3 10.9 9.0 3.4
Ratén 29.3 13.1 9.0 3.0
Conejo 31.2 15.2 10.3 1.8
Oso pardo 33.6 18.5 8.5 2.3
Morsa 41.0 30.7 8.6 0.3
Foca elefante 64.4 48.8 7.6 0.3

(Pérez M. et al 2011)

6.1.3. Minerales.

La leche de vaca contiene los minerales principales: calcio(Ca), fosforo(P), azufre(S),
cloro(Cl), sodio(Na), potasio(K) y Magnesio(Mg) y en muy pequenas cantidades,
hierro(Fe), flaor(F), cinc(Zn), yodo(l), molibdeno(Mo), cromo(Cr) y cobalto(Co),
cobre(Cu), selenio(Se), manganeso(Mn). Ademas, se reconoce la presencia de otros
en cantidades vestigiales, como el aluminio y plata. En la membrana de los glébulos
grasos se encuentran en mayor concentracion el calcio, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, fésforo y zinc. Una parte de los metales, sobre todo los alcalinos y los
halégenos, se encuentran libres en forma de iones en solucion. El calcio, por el
contrario, se halla en su mayor parte ligado a la caseina. Tan sélo un tercio del calcio y
del magnesio se encuentra en disociacién i6nica. Ademas de los cloruros y fosfatos,
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deben mencionarse también los citratos, presentes en una cuantia media de 2.3 gr/Lt.

(26, 30, 31).

La alimentacion del animal y los cambios estacionales no influyen de manera
significativa en la concentracion de minerales en la leche, por lo tanto el contenido
mineral casi no varia a lo largo del afo. El contenido de calcio, fésforo y magnesio no
depende de la ingestién porque el animal puede recurrir a sus reservas éseas; tampoco
se modifican las concentraciones de sodio, potasio y cloro aun cuando aumente la

ingestion (1).

6.1.4. Vitaminas.
La leche contiene una gran cantidad de vitaminas en diferente proporcién, pueden ser
hidrosolubles y liposolubles.

6.1.4.1 Vitaminas liposolubles: tanto la leche como los productos lacteos son
considerados una importante fuente alimentaria de vitamina A. Tanto la vitamina A
como sus precursores llamados carotenoides -principalmente b-caroteno- estan
presentes en distintas cantidades en la fraccién grasa de la leche. La vitamina D
interviene en la absorcién del calcio y fésforo en el intestino y resulta indispensable
para el buen mantenimiento del esqueleto a lo largo de la vida. Se encuentra en muy
bajas concentraciones en el caso de leche y derivados a los que no se les ha
adicionado esta vitamina. La vitamina E también llamada tocoferol es considerada un
antioxidante que protege a las membranas de las células del dario por radicales libres.
Ademas, participa en la respuesta inmunitaria. Incluso algunos estudios la consideran
como un factor de proteccion de algunos tipos de cancer y enfermedades
cardiovasculares. Esta vitamina esta presente en la leche en bajas concentraciones al

igual que la vitamina K (26, 31).

6.1.4.2. Vitaminas hidrosolubles: tanto la leche como sus derivados contienen la gran
mayoria de las vitaminas solubles en distintas cantidades, aunque destacan el
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contenido de vitamina B2 (riboflavina) y niacina; la leche aporta en menor cantidad
vitamina B1 (tiamina), vitamina B6 (piridoxina) y acido félico (2s, 31).

6.1.5. Caracteristicas organolépticas y propiedades fisicas de la leche.

Algunas propiedades fisicas de la leche como su densidad, viscosidad y tension
superficial dependen de sus constituyentes; otras como el indice de refraccion y el
punto crioscépico, dependen de las sustancias en solucién; finalmente, otras como el
pH y la conductividad, dependen Unicamente de los iones o de los electrones, como es
el caso del potencial de 6xido-reduccion (29, 31).

6.1.5.1 Textura: La leche tiene una viscosidad de 1,5 a 2,0 centipoises a 20 °C,
ligeramente superior al agua (1,005 cp). Esta viscosidad puede ser alterada por el
desarrollo de ciertos microorganismos capaces de producir polisacaridos que por la
accion de ligar agua aumentan la viscosidad de la leche (leche mastitica, leche hilante)

(29).

6.1.5.2. Color: El color normal de la leche es blanco, el cual se atribuye a reflexién de
la luz por las particulas del complejo caseinato- fosfato-calcico en suspension coloidal y
por los glébulos de grasa en emulsién. Otros colores (amarillo, azul, etc.), pueden ser
producto de contaminacion con sustancias coloreadas o de crecimiento de ciertos

microorganismos (29).

6.1.5.3. Sabor: El| sabor natural de la leche es dificil de definir, normalmente no es

acido ni amargo, sino mas bien ligeramente dulce gracias a su contenido en lactosa (29).

6.1.5.4. Olor: El olor de la leche es también caracteristico y se debe a la presencia de
compuestos organicos volatiles de bajo peso molecular, entre ellos, acidos, aldehidos,
cetonas y trazas de sulfato de metilo (29).
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6.2. Antecedentes Historicos.

Las informaciones mas antiguas referentes a casos humanos se atribuyen a Hip6crates
(450 a. de C.). Durante la guerra de Crimea (1854-1856) se observaron numerosos
casos de fiebres prolongadas, por lo que se sospechd una infeccién nueva, la cual se
extendié a los paises del Mediterrdneo, en particular a la isla de Malta 2. En 1859
Marston hizo el primer informe clinico, realizando un cuidadoso estudio clinico y
autopsias en los individuos con tales sintomas, detallé la enfermedad segun aparecio

en la isla y confirmé la presencia del padecimiento en otras zonas (19).

En 1886, el médico anatomo-patélogo militar inglés David Bruce, quien fue enviado a
investigar a la Isla de Malta la causa de un padecimiento febril que habia producido la
muerte de un numero considerable de soldados, en 1887 aislo e identificd la cepa
Micrococcus melite (Brucella melitensis) a partir del bazo de cuatro soldados fallecidos,
la primera especie conocida del género. También demostr6 el alto grado de capacidad
del microorganismo para producir la enfermedad y su diseminacién a los diferentes
organos en un individuo infectado. Posteriormente en 1904 el gobierno Inglés lo
mandan a Malta con una comision investigadora llamada Mediterranean Fever

Commission (19, 22, 24).

Desde 1893 aparecen casos de fiebre ondulante en Portugal, fueron aumentando en
los afos subsuguientes. En Espana ya existia desde el siglo XVI en la Malaga, Cadiz,
Murcia y Toledo, pero en 1905 se confirma su presencia, asi como el incremento en los
casos en la poblacién caprina. En 1896 Bang, un veterinario danés descubri6 el agente
causal del aborto bovino, que en un futuro se denominé B. abortus y en 1905
Themistokles Zammit document6 el papel que tenian las cabras y el consumo de sus

productos, como fuente de contagio para adquirir la enfermedad. (19, 22).

En 1896 el Veterinario danés Bang, identificé al microbio causante del aborto epizodtico
bovino. En 1914 Traum aislé un microorganismo en los fetos abortados de cerdos que
denominé B. suis. En 1920 la bacteri6loga norteamericana Alice Evans comprobdé la

semejanza de los microorganismos aislados por Bruce, Bang y Traum y sugirié
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designar el agente causal con el nombre de Brucella, en honor a Sir David Bruce. A
partir de aqui, diferentes investigadores bacterias en variados animales, que forman
parte del genero Brucella. Actualmente este género incluye 7 especie, .en 1956 Buddle
y Boyce identifican B. ovis en carneros, en 1957 Stoenner y Lackman aislan B.
neotomae y en 1968 Carmicheal y Bruner descubren B. canis en perro. Ahora sabemos
que la bacteria responsable de la fiebre de Malta es la B. melitensis. Recientemente se
han descubierto dos nuevas especies de Brucella denominadas B. pinnipediae y B.

cetaceae en ballenas (19, 22).

6.3. Etiologia.

Los microorganismos del género Brucellae son bacilos gram

Bruceda

negativos con un tamafo entre 1. 5y 0.7 um de longitud y
entre 0.6 y 1.5 um de ancho, no encapsulados, inmaviles, no
formadores de esporas, de crecimiento lento, aerobios

estrictos e intracelulares facultativos, son oxidasa y catalasa

positivos, a excepcién de las especies B. neotomae y B. ovis
que son oxidasa negativas. No atacan la gelatina ni modifican

la leche y no fermentan los azucares. Tienen un metabolismo ¥ Brucsta es wa bacteria preserte
en los animales que puede causar

. . e .y, . Brucelosis en hi -
oxidativo, basado en la utilizacién de nitritos como aceptores  moce siments contamnados.

de electrodos. Su temperatura éptima de crecimiento es de  ¥'su piceal resenvoro son ks
bovinos, porcings, ovinos y capr-
372 C a pH entre 6,6 y 7,4. Brucella spp. requiere biotina, s

{Fundacion- vesca: para: la- sequridad-

tiamina y nicotinamida en su medio de cultivo (19, 36, 37).. agroalimentaria, 2013)T

Su crecimiento en cultivo se favorece por adicién de sangre o suero y es inhibido por
sales biliares, telurito o selenito. En medios sélidos adecuados se observan colonias
bien delimitadas, ligeramente convexas, con un tamafno entre 1 y 3 mm de didmetro,
bordes lisos, translicidas y de color miel palida. Las especies de Brucella spp., sobre
todo B. melitensis, manifiestan una tendencia marcada a la disociacién lisa-rugosa. El
aspecto diferente de estas colonias reside en el tipo de lipopolisacarido (LPS)
expresado en su superficie. Las cepas en fase lisa son mas virulentas que en fase

rugosa. Las colonias rugosas son menos transparentes, los bordes son irregulares y el
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color cambia desde un blanco mate a marron. Es importante poder diferenciar las
colonias lisas de las rugosas e intermedias, ya que para la preparaciéon de vacunas y
de antigenos para las pruebas seroldgicas y la identificacion de las cepas recién
aisladas es necesario partir de brucelas en fase lisa (37).

Se ha secuenciado el genoma completo de B. melitensis, de B. suis, de dos cepas de
B. abortus y de una cepa de B. abortus atenuada espontaneamente, B. abortus 19 o
S19. Asi por ejemplo, el genoma de B. melitensis contiene dos cromosomas o
replicones circulares independientes, el cromosoma | de 1,2 Mb con un contenido en
pares GC de 57,2% y el cromosoma Il con 2,1 Mb y un contenido en pares GC de
57,3%. Los dos cromosomas difieren en que el origen de replicacién del cromosoma |
es tipico de los cromosomas bacterianos donde se encuentra la mayoria de los genes
esenciales, mientras que el cromosoma Il es de tipo plasmidico. De los 3197 marcos de
lectura abiertos, 2487 tienen una funcién conocida (37).

El género Brucellae ha sido clasificado en base a la patogenicidad y al hospedero en
seis especies: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. neotomae, B. maris y B.
ovis. De estas especies solo las primeras cuatro son capaces de infectar al hombre, asi
mismo se ha planteado que el género Brucellae posee una sola especie y que el resto
de las ya mencionadas son biovariedades. Las especies mencionadas tienen
reservorios especificos, asi como patogenicidad y virulencia diferente. Hay que senalar
que no se ha demostrado la infeccion entre seres humanos y que no se conoce por
completo todos los reservorios. (19)

La especificidad de estas especies no es absoluta, puesto que la B. abortus puede
infectar a los porcinos y caprinos cuando las mencionadas especies animales se crian
juntos. Lo mismo ocurre con B. melitensis,y B. suis, estas infecciones cruzadas tiene

poca importancia dentro de la epidemiologia ya que el huésped principal desaparece.(9)

A continuacién se mencionan y describen brevementelas caracteristicas de las nueve

especies: (2)
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B. abortus: especie de bacteria lisa que afecta principalmente al ganado bovino,
aunque también llega a afectar a ovinos, caprinos y equinos; esta especie posee siete
biotipos. (2)

B. melitensis: especie lisa que afecta a caprinos, ovinos y bovinos; posee tres
biotipos. (2)

B. suis: su huésped preferente es el cerdo, aunque también afecta a bovinos; tiene
cinco biotipos. (2)

B. ovis: especie rugosa que solo afecta a ovinos. ()

B. canis: especie rugosa que afecta a canidos. (2)

B. neotomae: especie que ha sido aislada de la rata del desierto. (2)

B. microti: especie que ha sido aislada del ratén de montafa. ()

B. ceti: especie identificada en cetaceos. ()

B. pinnipedialis: especie que infecta a pinnipedos. ()

En la virulencia de Brucella es de suma importancia tomar en cuenta su habilidad para
sobrevivir y multiplicarse dentro de las células hospederas. Las cepas virulentas de
Brucella al ser fagocitadas por el macr6fago, mecanismo por el cual en teoria deberian
ser destruidas al formarse el fagolisosoma, tienen la capacidad de evitar la maduracion
del fagosoma y crear su nicho intracelular en el reticulo endoplasmico, sitio en el que

se alojan y se multiplican.

Con respecto a la conformacién estructural de la bacteria, ésta posee una membrana
externa, la cual es rica en fosfatidilcolina y el componente mas abundante es el
lipopolisacarido (LPS), del cual se van a distinguir tres regiones: el lipido A, el nucleo y
la cadena O, este ultimo tiene mucha importancia, ya que con base al tipo de unién
entre los residuos de N-formil perosamina, alfa 1-2 o alfa 1-3, se identifican dos
configuraciones denominadas A y M que van a tener un papel importante en la

determinacion de las biovariedades.(19)

Asi mismo las Brucellas contienen una serie de proteinas de la membrana externa

(PME), las cuales dependiendo de su peso molecular se van a clasificar en tres grupos:
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PME del grupo 1 (94 kilodaltons), PME del grupo 2 (34 a 40 kilodaltons) y PME del
grupo 3 (30 kilodaltons). La importancia de estas proteinas radica en su alta
especificidad, ya que no presentan reacciones cruzadas con otras especies de
bacterias, siendo de gran utilidad para el diagndéstico seroldgico y para la eventual

fabricacion de vacunas. (19)

6.4. Epidemiologia.

La epidemiologia de la brucelosis es compleja y ha tenido variaciones con el tiempo. Se
estima que anualmente existen en el mundo méas de 500,000 casos nuevos en
humanos, representando una de las zoonosis méas frecuentes. La enfermedad es
endémica en paises del Mediterraneo como Portugal, Espana, el sur de Francia, ltalia,
Grecia, Turquia y Africa del Norte, asi como en Centro y Sudamérica, algunas partes
de México, Asia y el medio Oriente. A nivel mundial se calcula una incidencia en zonas
endémicas que llega hasta mas de 200 casos por cada 100,000 habitantes, paises
como Mongolia, Kirguizistan, Iraq, Arabia Saudita, Tadzhikistan y Kazajstan presentan
la incidencia mas alta a nivel mundial, sin embargo el pais con mayor nimero de
nuevos casos anuales es Siria con una tasa de incidencia de 1,603 casos por millén de
habitantes. (19).

Las formas de transmision al ser humano son principalmente la ingestién de productos
de origen animal no pasteurizados, contacto directo con un animal infectado o por la
inhalacién de particulas. La ruta mas comun de transmision es a través del consumo de
productos no pasteurizados, principalmente leche, quesos, mantequilla y helados. Asi
mismo los trabajadores de mataderos, veterinarios, ganaderos y trabajadores de
laboratorios tienen alto riesgo de adquirir la infeccién. (19)

En explotaciones ganaderas la enfermedad provoca disminucién de la produccion, lo
cual genera pérdidas econdmicas directas al productor que son el resultado de la
disminuciéon del niumero de becerros producidos y en el nimero de terneras para
reemplazo, asi como una reduccion en la produccién de leche, que puede ser hasta del

30%. También se puede incrementar el periodo de dias abiertos, el nimero de
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servicios por concepcidén y la tasa de desecho de animales como consecuencia de
problemas de fertilidad, asi como el rezago en los programas de mejoramiento

genético.

6.5. Diagnostico.

El diagnostico inequivoco de las infecciones de Brucella en los bovinos o los animales,
se realeza mediante el aislamiento e identificacion de la bacteria Brucella, pero cuando
las circunstancia no te permite hacer el analisis bacteriolégico, el diagnostico puede
apoyarse en los métodos serologicos. No existe una prueba laboratorial Unica que
permita la identificacién de Brucella. Normalmente se necesita una combinacién de

métodos seroldgicos, bacterioldgicos y/o moleculares.

Identificacion del agente.

6.5.1 Tipos de diagnodstico

Para el diagnostico de brucelosis la respuesta inmune de tipo celular es la mas
importante; sin embargo, el diagnoéstico se basa en la deteccion de anticuerpos

seroldgicos. ()

> Prueba de tarjeta o rosa de bengala.
Consiste en confrontar el suero problema con el antigeno de B. abortus cepa 1119-3 a
una concentracién de 8% para el diagndstico en bovinos y de 3% en caprinos. Con esta
prueba se detecta la presencia de anticuerpos circulantes de IgG e IgM de origen

vacunal o debidos a infecciones naturales. (2)

Esta prueba es de rutina y tiene una sensibilidad cercana al 100%, lo que significa que
dara resultados con pocos o ningun animal falso negativo; ademas es sencilla,
econOmica y practica, por lo que se puede realizar en todo el hato. Sin embargo, existe
el riesgo de dar resultados falsos positivos por reacciones cruzadas con bacterias como

Salmonella, E. coli, yersinias y pseudomonas. (2)
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> Prueba de rivanol.
La prueba de rivanol es de tipo cuantitativa y cualitativa; consiste en confrontar el suero
problema con un colorante de acridina que precipita las inmunoglobulinas de la
muestra, principalmente las IgM, quedando en solucion solo las IgG, que son las

directamente involucradas con la respuesta inmune ante una cepa de campo.

Enseguida se realiza de manera similar a la prueba de aglutinacién en placa utilizando
un antigeno especifico. Se consideran positivos todos aquellos sueros que presenten

reaccion de aglutinacién completa en cualquiera de sus diluciones. ()

> Olras pruebas de diagndstico.
Existen otras pruebas para el diagnéstico de la brucelosis entre las que destaca la
inmunodifusion radial con hapteno nativo, que es capaz de diferenciar los animales
infectados de los vacunados y revacunados, independientemente de la cepa utilizada
(S19 0 RB51). (9

> Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Esta técnica de biologia molecular es una excelente opcidén para determinar la especie
de brucella (previamente aislada mediante alguna prueba bacterioldgica) y diferenciarla
entre una cepa vacunal y una de campo. A través de la extraccion de ADN de muestras
de tejidos (placenta, carunculas, bazo, epididimo, etc.), liquido abomasal fetal y
secreciones (exudado vaginal, leche, semen) es posible identificar la presencia de ADN

especifico de la bacteria. (2

La PCR es confiable y rapida, su fundamento es que permite la amplificacién especifica
de un segmento de ADN logrando una especificad cercana al 100%. Ademas, no
depende de la viabilidad o cantidad de bacterias en la muestra, por lo que su
sensibilidad también es muy alta. La técnica PCR ha sido ampliamente utilizada para el

diagnéstico de brucelosis bovina, ovina y caprina. Con los iniciadores adecuados
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permite la diferenciacion de las cepas vacunales S19, RB51, Rev 1 y las cepas de

campo. (2)

6.6 En Nicaragua.

En Nicaragua la produccion agropecuaria es de gran importancia, la produccién de
carne y leche del ganado vacuno se realiza bajo el sistema de doble propdsito, donde
se obtiene ambos productos, los pequefios productores dan mayor orientacion a la
produccién de leche, carne y sus derivados. Son productos importantes en la dieta
alimenticia de la poblacién nicaraglense, a pesar de los problemas que enfrenta el
sector, los productos lacteos y carnicos, de la cual proviene la mayor parte de los
ingresos para el sector rural, y de apoyo al sector productivo de leche y carne para la

exportacion. e, ss).

La Brucelosis bovina, enfermedades zoonéticas, siguen siendo una carga sanitaria,
econOmica y social de gran importancia en nuestro pais. EI consumo de productos
lacteos crudos es la principal fuente de infeccion en el hombre. En Nicaragua se
pasteuriza entre el 20 — 25 % de la produccién nacional de leche. La brucelosis
humana actualmente no esté en el sistema de vigilancia epidemiol6gica del Ministerio

de Salud (MINSA) y se han reportado dos casos en los ultimos cinco anos (3s, 39).

En 1999 se realiz6 el primer estudio de prevalencia de brucelosis bovina en Nicaragua
reportandose una prevalencia a nivel nacional del 0.21%. (MAGFOR 1999). En los
anos 2000 — 2001, el Proyecto de Vigilancia Epidemiolégica de la Direccién de Salud
Animal (PROVESA) realizé un disefo estadistico para conocer la prevalencia nacional
de Brucelosis bovina. El resultado obtenidos fueron de 0.12% de prevalencia. En el afo
2005 se declaré libre oficialmente de brucelosis bovina a la Isla de Ometepe del
departamento de Rivas, segun mandata el acuerdo ministerial No. 005-2005,
“Declaratoria de los municipios de Altagracia y Moyogalpa de la Isla de Ometepe como
territorios libres de Brucelosis bovina (3s).
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Del 2004 al 2009 se implement6 un area piloto para la certificacion de fincas libres de
brucelosis y tuberculosis bovina en los municipios del Almendro, EI Coral y Nueva
Guinea. Durante este periodo, mediante las técnicas Rosa de Bengala y de Rivanol
como prueba diagndstica confirmatoria, resultaron reactores a la prueba (0.61%).

La Brucelosis Bovina es una enfermedad de notificacion obligatoria en todo el territorio
nacional, de acuerdo a los Acuerdos ministeriales No. 008-2009 “Medidas sanitarias

para el control y erradicacién de la brucelosis bovina en Nicaragua” (zs).

La situacion actual de la seroprevalencia de Brucelosis bovina en Nicaragua, segun
resultados del estudio de prevalencia de la enfermedad 2010-2011, en animales

bovinos de manera individual es de 0,19% y a nivel de finca de 2,20% (3s).

Segun lo establece el Acuerdo Ministerial No.008 - 2009 “Medidas sanitarias para el
control y erradicacion de la brucelosis bovina en Nicaragua” todos los animales

reactores a brucelosis bovina seran enviados a sacrificio.
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7. Material y Métodos.

7.1. Tipo de estudio: Es de corte transversal para la identificacién de Brucella abortus
en muestra de leche del centro de copio Santo Tomas del municipio de El Viejo y la
quesera La Pollera del municipio de La Paz Centro.

7.2. Periodo de estudio: Se realiz6 en el comprendido de Mayo a Diciembre del 2015.

7.3. Lugar de estudio: Fincas asociadas al centro de acopio de leche, Santo Tomas
ubicado en la comunidad de Santo Tomas municipio de El Viejo y la quesera La Pollera

del municipio de La Paz Centro.

7.4. Poblacion de estudio: Las 17 fincas que estan asociadas al centro de acopio de
Santo Tomas del municipio de El Viejo y 23 fincas que hacen entrega de la leche a la

quesera La pollera, municipio de La Paz Centro.

El municipio de El Viejo, cuenta con una poblacion de 25,382 hembras y 14,093
machos mayores de 1 ano, de las cuales, 10,462 son vacas paridas, se encuentran
distribuidas en un total de 1626 fincas dedicadas a la explotacion bovina. (IV Censo
nacional agropecuario, CENAGRO, 2011).

El municipio de la Paz Centro, cuenta con una poblaciéon 35045 cabeza de ganado,
entre ellos: machos 415 son terneros menores de 1 ano, 1,598 novillos de 1 a menos
de 2 anos, 1,548 novillos de 2 a menos 3 afos, y 718 novillos de 3 y méas anos.
Ademas se identificaron 538 toretes para reproduccion, 498 toros sementales, 303
bueyes y 5 otros, distribuido en 766 fincas. (IV Censo nacional agropecuario,
CENAGRO, 2011).

7.5. Tamano de la muestra: Un total de 17 muestras de leche cruda se recolectaron
en el centro de acopio Santo Tomas del municipio de El Viejo y 23 de la quesera La

Pollera municipio de La Paz Centro.
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7.6. Factores de exclusion:
Fincas que no estén asociadas a los centros de acopios.

7.7. Factores de inclusion:
Fincas que se encuentren asociadas a los centros de acopios.
Muestra de leche cruda.

7.8. Unidad de analisis: Leche

7.9. Recoleccion de la muestra: Se recolectaron un aproximado de 15 ml de leche
cruda asépticamente para la deteccion de B. abortus, de cada uno de los recipientes
(pichingas), en un frasco estéril formando un pul o pool, se depositaran en un termo
con refrigerantes y posteriormente, se trasladaran al Centro Veterinario de Diagnéstico
e Investigacion (CEVEDI), de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Autbnoma de Nicaragua Leon, para su analisis.

7.10. Plan de analisis.

La informacién recolectada en las fichas o encuesta y los resultados de laboratorio se
digité en una base de datos en el sofwore SPSS 21.0 (IBM Corp. 2012) Se utilizé el
analisis el estadistico de chi cuadrado para ver relaciébn entre las variables

considerando un valor de “p < 0.05” como significativos.

7.11. Operacionalizacion de las variables.

variable Definicion Indicador

Leche no | Es una secrecién nutritiva de | Presencia o ausencia de B.
pasteurizada color  blanquecino  opaco | @bortus
producida por las glandulas

mamarias de las hembras de
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los mamiferos.

Brucella abortus | Es un género de bacterias | PCR positivos o negativos
Gram negativas conocido
principalmente por ser
productor de la enfermedad

brucelosis

Procedencia de | Localizacién geogréfica unica | Georeferenciacion
las muestras. Coordenadas de fincas

y bien definida en un sistema .
positivas

de coordenadas y datum
especificos de las fincas a
brucella.

7.12. Recoleccion de la informacion.

Se realizé mediante una encuesta a los productores.

7.13. Procedimiento de analisis de las muestras:

Extraccion del ADN

Se realiz6 a partir de muestras de leche, mediante la utilizacion del Kit GaneJET Plant
Genomic DNA Purification Minit Kit y el procedimiento se llevara a cabo de acuerdo al
manual de procedimientos del kit.

Amplificaciéon del ADN para género

Se utilizé un volumen de reaccion final de 50 pl, correspondiente a 45 pl de Master Mix,
Agua libre de ADNasa, y los cebadores (brucella  abortus F,
3"GCGGCTTTTCTATCACGGTATTC5y R 3 CATGCGCTATGATCTGGTTACG™) vy 5
ul del ADN extraido. Se utilizd el termociclador Aplied Biosystem modelo 2720 con el
siguiente programa, 95°C x 10 min, 95°C x 15 seg, 57°C x 1min, 72°C x 90 seg, una
extension de 72°C x 6 min y 45 ciclos, para un amplicon de 523 bp; posteriormente se
revelara en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio.
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7.14 Resultados esperados: Los investigadores utilizaran sin errores la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa punto final o convencional (RT-PCR), para la
identificacion de B. abortus en muestra de leche no pasteurizada.

Demostrar el posible riesgo de adquirir brucelosis por ingesta de leche no pasteurizada
y productos elaborados de la misma.

Dar a conocer los resultados a las instituciones involucradas en el estudio, publicar los

resultados en revistas de prestigio e idexadas.

7.15. Beneficiarios: Los productores que estan asociados al Centro de acopio de
leche, Santo tomas del municipio de El Viejo, departamento de Chinandega y la
quesera La pollera del municipio de La Paz Centro, departamento de Leon. Instituto de
Proteccion de Sanidad Agropecuaria (IPSA), Ministerio de Salud (MINSA) vy
Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leon (UNAN - Leon).
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Resultados.

Por lo tanto se realizd la determinacién de la presencia de B. abortus, en 17 finca
asociadas al centro de acopio de leche de Santo Tomas del municipio de El Viejo y 23
finca que entregan leche a la quesera La Pollera del municipio de La Paz Centro,

obteniendo 40 fincas que se valoraron.

De las 17 fincas del centro de acopio de leche de Santo Tomas, 1 presentaba casos de
abortos y de las 23 de la quesera La Pollera también presenta 1 finca con presencias

de abortos.

Este estudio investigo la presencia de ADN de B. abortus en la leche bovina de las
fincas asociadas al centro de acopio Santo Tomas, El Viejo y los que entregan leche a
la quesera La Pollera, La Paz Centro. A partir de la muestra de leche por el ensayo de
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) convencional basado con el cebador B.

abortus las muestras de leche resultaron negativas.
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Discusion

En el estudio no se encontrd en las muestras de leche amplificacion del gen de B.
abortus. En Egypto 2014, Gamal, en 17 muestras resultaron positivas a Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR), 16 detectaron B. melitensis
especifica y 1 B. abortus en muestra de leche de vaca. En donde 9 de vaca
aparentemente sana, 7 bufalos B. melitensis especifica y un puestos de venta de leche,
B. abortus.

Colombia 2008, Mosquera evaluaron 33 muestras de leche que habia dado a PAL
negativas, el 30.3% de estas dieron positivo a PCR y 47% de las muestras a las
positivas PAL, 17 muestras de sangre de animales positivos por PAL, el 94.1% resultan
positivos a PCR

En el 2005 Renteria, México, de 51 muestras de sangre y leche recolectas de hatos
lechero con prevalencia histéricamente de presencia de brucella, obteniendo 11
muestras positivas a todas las pruebas (Serologia, bacteriologia y PCR), 1 serologia y
bacteriologia, 9 serologia, 6 serologia y PCR, 17 muestras a PCR para la identificacion

de Brucella spp.

El IPSA, Nicaragua, 2011, la situacién actual la seroprevalencia de brucelosis bovina,

en Nicaragua, con los resultados obtenidos de la prevalencia de la enfermedad en

animales bovino de manera individual es 0.19% v a nivel de finca de 2.20%. Dado a la

baja prevalencia de brucelosis bovina puede deberse que en las muestra de leche no

pasterizada no se encontrd presencia de amplificacién del gen B. abortus.
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Conclusiones

Las muestras de leches procedentes de las fincas asociadas al centro de acopio de
Santo Tomas, de El Viejo y la que entregan leche a la quesera La Pollera, La Paz
Centro, no presento presencia de amplificacion de B. abortus.

Se evaluaron muestras de leche no pasterizada por el ensayo PCR convencional en la
deteccion de B. abortus que se utilizan para la elaboraciéon de queso artesanal en una
quesera del municipio de La paz Centro, departamento de Ledn y un centro de acopio
de leche del municipio El Viejo, departamento de Chinandega, que distribuye leche a

lugares que elaboran queso, cuajada y crema, entrega a la parmailt.

Con los resultados obtenidos en el sayo del PCR convensional, las dos fincas que
presentan casos de abortos estos pueden ser debidos a otros factores o patologias que

asociadas en la presencia de abortos. No es preciso se ocasionado por B. abortus.
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Recomendaciones.

Ampliar en el estudio tomando otros derivados de la leche, como, queso, crema, suero,

tejidos, linfonodulos y fetos abortados, fincas que hayan tenido problemas.

Determinar en las muestras la presencia de otras especies de Brucella spp, como B.

melitensis, B. canis, y B. suis, que estén implicadas en causar una zoonosis.

Hacer cumplir que la brucelosis es una enfermedad de notificacion obligatoria en todo
el territorio nacional, de acuerdo a los acuerdos ministeriales NO. 008-2009 “Medidas
sanitarias para el control y erradicacién de la brucelosis bovina en Nicaragua” todos los

animales reactores a brucelosis bovina sera enviados a sacrificio.
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9.1. Cronograma

9. Anexo

Actividades

Meses 2015

Meses 2016

Enero

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Enero

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Elaboracion del protocolo

Entrega de protocolo

Defensa del protocolo

Defensa del Anteproyecto

Recoleccién de la informacion

Toma de la muestra

Andlisis de las muestras

Anélisis de los resultados

Escritura del documento final

Entrega del documento final

Revision del documento (jurado)

Defensa de la tesis

Revision final del documento

Envio del articulo a la revista
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9.. ENCUESTA

La presente encuesta esta dirigida a pequefios y medianos productores que se
dedican a la elaboracion y comercializacion de leche y derivados (queso, crema,
cuajada, etc.), con el fin de conocer sobre el estado sanitario frente a Brucelosis,
tanto en fincas como en la inocuidad de los productos elaborados de forma
artesanal. La informaciéon contenida en la presente encuesta sera manejada de
forma confidencial, respetando los principios éticos.

DATOS GENERALES:

1. Identificacion y localizacion de la explotacion.

No. de registro de la finca: Fecha:

Nombre de la finca: Comarca:

Municipio: Departamento: Ubicacién:

Nombre del Propietario:

Nombre de la persona encuestada:

Cargo: Anfos de trabajo:

DATOS REFERENTES A LA PRODUCCION Y AL MANEJO DE LA EXPLOTACION
2.1. Produccion

Tipo de explotacion: Intensiva _ Extensiva _ Mixta

Tipo de produccién: Leche  Carne _ Mixto _ Otros

Inventario de otros animales: Ovejas _ Cabras _ Perros _ Gatos _ Mulas:

Caballos  Otros

2.2. Censo.

Total de Bovinos:

Terneros menores de 1 ano:
Novillos 1 a 2 afos:

Novillos 2 a 3 afnos:

Novillos de 3 a mas anos:
Torete para reproduccién:
Toros sementales:

Bueyes:
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Terneras menores de 1 ano:
Vaquillas 1 a 2 anos:
Vaquillas 2 a 3 afnos:
Vaquillas de 3 a mas arnos:
Horras:

Paridas:

En ordeno:

2.3. Manejo del hato.
a. Procedencia del agua de bebida para los animales:

Depozo:Si_ No_  Deestanque:Si_ No_ Derio:Si_ No
Ojosdeagua:Si_ No Otros:Si_ No
b. Contactos posibles con otros hatos y animales. Si_ No__

c. Procedencia de animales de reemplazo:

Vecino: local: Feria: Extranjero: Otros:

d. Sistema reproductivo empleado:
Monta natural: __ Inseminacion artificial: _ Mixta:
e. Procedencia del toro y/o semen empleado:

Vecino: local: Feria: Extranjero: Otros:

f. Intervalo entre parto-parto:
g. Repeticion de celo: Si No Cantidad de vacas:

2.4. Patologias.
a. Presencia de abortos: Si No

b. NUmero de abortos:
c. Frecuencia de abortos:

Diario: _ Semanal: Mensual:  Anual:

d. Destino de los tejidos abortados: Entierro: _ Incinerado: _ Botar a la basura:
Consumo de animales _ Qué animales:

e. Tratamiento contra la enfermedad: Si No Con qué:

f. Destino de los animales enfermos: Venta.  Sacrificio.
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g. Nacimiento de animales débiles: Si __ No
h. Presencia de metritis o retencidon placentaria en las hembras: Si_ No
i. Ha aplicado la prueba de Rosade Bengala. Si _ No

j. Con que frecuencia. 3Meses 6 Meses _ Anual

2.5. Sistema productivo.
a. Cantidad de leche total:
b. Promedio de leche por vaca:

c. Destino de la leche: Consumo Acopio Venta Otro
d. Tratamiento de la leche: Pasteurizacion Coccidn Otros
e. Consumo de leche: Cruda Cocida

f. Cantidad de queso elaborado:
g. Cantidad de crema elaborada:
h. Elaboracién del queso y crema: Artesanal Equipo industrial Otros

i. Destino del queso y la crema: Consumo Venta Otro
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