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I. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano, que afecta
tanto al humano como a los animales (bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, equinos,
entre otros). Los productos alimenticios de origen animal, son una de las principales
fuentes de infeccion para el hombre. Los animales son reservorio de Brucella y puede
presentarse de forma asintomatico o, manifestar una sintomatologia que se traduce en,
infertilidad (temporal o permanente), abortos, metritis (por retencion de placenta)
muerte de terneros, crias débiles, disminucion de la produccién lactea, interrupcion de
programas de mejoramiento genético, propagacion de la enfermedad por montas,

depreciacion de los animales enfermos y retraso del crecimiento (Benitez, 2001).

La presencia de esta enfermedad en el ser humano depende directamente de la
existencia de la enfermedad en los animales, se trasmite esta al ingerir productos lacteos
no pasteurizados, trabajar sin proteccion con animales domesticados y no domesticados,
especialmente ovejas, cabras, ganado vacuno, ciervos y cerdos o el contacto con sus
excreciones, secreciones o cadaveres. En veterinarios, personas que trabajan en fincas y

en mataderos se debe a la exposicion laboral con los animales (INIAP-PROMSA, 2003).

Las acciones de lucha se fundamentan en la vacunaciéon de terneras de tres a ocho

meses, en los analisis seroldgicos que es a solicitud del ganadero, y en el descarte
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voluntario de animales positivos. Segun los Laboratorios Veterinarios lzquieta Pérez, en
muestras analizadas a solicitud de los ganaderos, en el afio 2004 se detectaron 39
rebafios afectados de brucelosis bovina, en donde 2 206 muestras fueron analizadas, con

un 10 % de infeccion (INIAP-PROMSA, 2003).

De acuerdo a los Analisis Serologicos de laboratorio, realizados en el afio 2009, por
el Instituto “Leopoldo Izquieta Pérez” a 28 unidades bovinas de un grupo de ordefio en
la Hacienda “SAN ANTONIO” resultaron ocho positivas a las pruebas serologicas, por

lo tanto, existe un riesgo Zoondsico latente que podria estar afectando a la poblacion

animal y humana, por lo que se decide realizar esta investigacion.

Los objetivos que se persiguen con la siguiente investigacion son:

Objetivo General:

- Evaluar la epidemiologia de brucelosis humana y animal, mediante analisis

seroldgicos, en la Hacienda San Antonio.

Objetivos Especificos:

— Determinar la Sero-prevalencia de Brucelosis Bovina, mediante analisis

seroldgicos.

16



— Determinar la Sero-prevalencia de Brucelosis Humana, mediante analisis
seroldgicos de laboratorio.

— Establecer la Relacion entre brucelosis bovina y humana.

— Determinar los factores de riesgos zoondsicos de brucelosis a través de encuestas

epidemiologicas.

Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. QUE ES LA BRUCELOSIS

La brucelosis es una infeccion de los animales que se trasmite al hombre,

causada por bacterias del genero Brucella.

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano, la cual
afecta tanto al humano como a los animales. Las especies mas atacadas por esta
enfermedad son los bovinos, ovinos, caprinos, porcinos etc. Los productos alimenticios,
de origen animal, son una de las principales fuentes de infeccion para el hombre

(Alvarez, 2001).

2.2. DISTRIBUCION
Actualmente se considera a la brucelosis como una enfermedad de distribucion
mundial; sin embargo, en algunos paises los programas de control y erradicacion que se

han desarrollado han permitido su eliminacion total, como es el caso de Inglaterra,
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Suecia, Dinamarca y Finlandia; o bien reducir considerablemente su incidencia, como es
el caso de Japon, Nueva Zelanda, Australia, Alemania y Estados Unidos (Bofill et al,

1996).

La prevalencia de la enfermedad es méas alta en ganado lechero en sistemas de
manejo intensivos, que en ganado de carne bajo crianza en sistemas extensivos donde las
caracteristicas ecoldgicas permiten altos indices de agostadero y propician una alta
densidad en la poblacion, siendo por lo tanto, las zonas relacionadas con los centros de
produccidn lechera las que presentan tasas de infeccion bovina que fluctian entre el uno

y el seis por ciento (Manual Ganadero, 2004).

2.3. ETIOLOGIA Y ESPECIES

2.3.1. Etiologia

El género Brucella esta formado por bacterias Gran negativas, que se observan al
microscopio como cocobacilos de 0,5 a0,7 um de diametro y de 0,5 a 1,5 um de largo,
intracelulares facultativos, inmoviles y aerobios, no formadores de esporas, muy
resistentes a la desecacion lo que contribuye a que puedan permanecer viables durante
largo tiempo en la paja y el polvo de los establos, o en los alimentos, como leche,
mantequilla y queso. Su temperatura optima de crecimiento es de 37 °C en un pH de 6,6

a 7,4. La pasteurizacion destruye estas bacterias (Suarez, 2001).
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2.3.2. Especies

En la actualidad, se conocen siete especies: (Cuadro 1), que presentan distinta

virulencia humana, siendo las mas frecuentes Brucella abortus y melitensis (Suéarez,

2001).

Cuadro 1. Especies de Brucellas

. . , ) Virulencia
Especie Biotipo Huésped Animal Humana
B. Melitensis 1-3 Cabras, ovejas, camellos ++++
B. abortus 1-6,9 Vacas, camellos, bufalos, yaks — ++a+++
B. Suis 1-5 Cerdos +
B. canis Perros +
B. ovis - Ovejas --

B. neotomae -- Roedores --
B.pinnipediae y Ballenas Minke, delfines,
B. cetaceae a marsopas, focas

Fuente:http: //www.intramed.net/contenidover.asp?contenidolD=44728

24. FORMAS DE CONTAGIO

La principal forma de contagio se da entre los animales del propio hato, ya que

un animal infectado, pueden excretar las bacterias a través de la orina, leche, placenta,

secreciones vaginales o semen, productos abortivos, y de esta forma contaminar a otros

animales del hato, asi como también puede contagiarse por el ambiente (pastos, agua,

establos) (Roux, 1979).
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Una vaca infectada puede iniciar la eliminacion de las bacterias, a partir del dia
39 post-infeccidn, a pesar de que la mayor descarga de gérmenes, se efectla durante el
parto o aborto; los animales pueden seguir excretando intermitentemente los
microorganismos, por largos periodos de tiempo (Herr et al. 1990; y Philippon et al.

1970, citados por Bercovich, 2000).

11
Se ha estimado que una cifra elevada de microorganismos, entre 10 (LOpez-

14
Merino, 2002) y 10 (Bowden, 1996) (Brucella por g de tejido cotiledonar) son

eliminadas al medio ambiente, especialmente en el parto o aborto.

Los humanos pueden contaminarse por:

Contacto directo con animales o carcasas infectadas, productos abortados, o por

accidentes en laboratorios (Gavazzi et al. 1997).

— Ingestion de material contaminado como leche o productos lacteos no

pasteurizados, o por la ingestion de alimentos inusuales como la sangre.

— Inhalacién de aerosoles contaminados en camales o laboratorios

— Via conjuntival, por contacto directo con la mano contaminada, cola de una vaca

infectada o por aerosoles contaminados (Blood et al. 1987; Nicoletti, 1980).

— Auto inoculacidn, al trabajar inadecuadamente con vacunas vivas (OPS, 1997)

— Via sexual, a partir de un macho reproductor enfermo, o semen infectado (Carter,

1985; Acha&Pzyfres, 1986).
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2.5. EPIDEMIOLOGIA

25.1. Epidemiologia Animal

La infeccidn se presenta en bovinos de todas las razas y edades, pero con mayor
frecuencia en animales adultos. En terneros la enfermedad se adquiere en el utero y
puede permanecer latente en el ternero durante toda su vida. Los terneros nacidos de
hembras reactivas son seroldgicamente positivos debido a la ingestion de anticuerpos
calostrales y suelen tornarse serolégicamente negativos aun cuando posean la infeccién

(Alvarez, 2001).

25.2. Epidemiologia Humana

La brucelosis humana es junto con la tuberculosis, la enfermedad bacteriana
especifica méas frecuente en el Ecuador. Se calcula que el nimero de casos
contabilizados es de tres a cinco veces inferior a la incidencia real, debido en parte a la

falta de declaracion y a la existencia de infecciones asintomaticas (El agro, 2000).

La enfermedad se transmite por dos mecanismos claramente definidos: por

contagio directo, mediante contacto, inoculacion o inhalacion, o por via indirecta, a

través de la ingestion de productos lacteos contaminados.
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El contacto con materiales infectados (abortos, placentas, sangre, estiércol,
extraccion de semen, etc.) es probablemente el mecanismo principal. La ingestion de
leche o productos lacteos no pasteurizados de procedencia casera supone todavia un

mecanismo importante de contagio en algunas zonas de nuestro pais (Macias, 2003).

Aparecen documentadas transmisiones de madre a hijo, durante el parto o a
través de la leche materna, por esto se ha especulado con la posible transmision

interhumana, hecho que no ha podido ser demostrado (Diaz et al, 2001).

2.6. PATOGENESIS

Las especies de Brucella son patdgenos intracelulares facultativos y el espectro
patoldgico asociado se explica, en parte, por la capacidad de estos microorganismos de:
resistir el efecto bactericida de los componentes del suero normal y adherirse, penetrar y
multiplicarse en una gran variedad de células eucariéticas, tanto fagociticas como no
fagociticas. La localizacion intracelular las mantiene protegidas de los antibioticos y de
factores bactericidas del plasma como complemento y anticuerpos, lo que determina la

naturaleza crénica de la infeccion (Koneman, 2004)

Una vez que se produjo la entrada en la célula huésped, Brucella sobrevive y se
replica en las células fagociticas. Los fagocitos profesionales, como macrofagos y

neutrdfilos, constituyen la primera linea de defensa, sin embargo Brucella es capaz de
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eludir la actividad bactericida y replicarse dentro de ellos (Castro et. al. 2005), y
rapidamente alcanzan la via linfatica pasando a los ganglios linfaticos regionales donde
seran fagocitadas por los neutrofilos (en la sangre) y macrofagos (en los tejidos)
(Granados, 2003). Algunas de ellas sucumben a esta accion, pero otras resisten y son
capaces de multiplicarse en el interior de los fagocitos (Ordufia et. al. 2001) para luego
penetrar al sistema circulatorio, en donde son fagocitadas por los macrofagos vy
neutrofilos circulantes o transportadas a los 6rganos parenquimatosos del sistema

reticulo endotelial (Vega et. al. 2008)

2.7. RESPUESTA INMUNOLOGICA

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son un tipo de proteinas plasmaticas
producidas por el sistema inmune en respuesta a la presencia de sustancias extrafias
potencialmente dafiinas que pueda ser una amenaza para el organismo: como quimicos,
particulas de virus, esporas o toxinas de las bacterias. Se encuentran en el suero y tejidos

del cuerpo. Existen 5 tipos: IgA, 1gD, IgE, 1gG, IgM (Drutz et al. 2002).

Un animal infectado con B. abortus o vacunado con B. abortus Cepa 19,

desarrolla basicamente cuatro tipos de inmunoglobulinas (1g): 19G1, 1gG2, IgM e IgA

(Nielsen et al. 1992).
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En un animal infectado la IgM es la primera en aparecer Yy alcanzar altos niveles
para luego decaer en el tiempo. Por su lado la IgG1 aparece un poco mas tarde pero su
nivel es alto y se prolonga méas en el tiempo. En un animal vacunado también hay
respuesta de inmunoglobulinas IgG e IgM, pero a los 6 meses de aplicada la vacuna, ya
no hay rastros de la IgG2 y solo quedaran IgM e 1gG1 en bajos niveles (Nielsen et al.

1992).

Como resultado de una infeccién por bacterias gram negativas, las células del
huésped se exponen principalmente a dos diferentes categorias de antigenos, el

lipopolisacarido(LPS) y las proteinas (Bofill et al. 1996).

2.8. DIAGNOSTICO Y SIGNOS CLINICOS

El examen de la brucelosis se realiza mediante la utilizacion de distintos
métodos, los que de acuerdo con las caracteristicas de la enfermedad, permiten
determinar la situacion de la misma en el hombre, los animales y en el medio ambiente,
aungue cabe sospechar la presencia de brucelosis en caso de signos clinicos como
abortos, la confirmacién exige pruebas seroldgicas, seguidas de las pruebas de

laboratorio prescritas para aislar e identificar a la bacteria (Mancera, 2001).

24


http://www.monografias.com/trabajos11/metods/metods.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/medio-ambiente-venezuela/medio-ambiente-venezuela.shtml

2.8.1. Diagnostico Clinico

En el caso de la Brucelosis bovina el Diagndéstico clinico no es de utilidad, por
ser una enfermedad que va a cursar sin ningun signo clinico que se pueda considerar
patognomonico de la enfermedad, el Unico signo va a ser el aborto y segun el analisis de
laboratorio y los resultados de diversos proyectos de investigacion llevados a cabo se
sabe que existen muchas otras patologias de mayor prevalencia que pueden presentar el
mismo signo clinico, como es el caso de la Leptospirosis y la Neosporosis. Aunque la

presencia de abortos siempre es una alerta a tener en cuenta (Acha y Pzifres, 2003).

En toros la presencia de Epididimitis y Prostatitis son signos compatibles de la

brucelosis, el semen de mala calidad también es caracteristico de la enfermedad (Manual

para las pruebas de diagnostico, 2008).

2.8.2. Diagnostico por Serologia

El diagnostico seroldgico es de eleccion para diagnosticar Brucelosis Bovina,
porque se han desarrollado técnicas de laboratorio de suficiente especificidad y
sensibilidad a un bajo costo y rapidez de realizacién que las hace muy adecuadas a esta
funcién. Existen numerosas pruebas para el diagnostico seroldgico de brucelosis:
aglutinacion en placa, en tubos, antigeno bufferado en placa (BPA), Rosa de Bengala,
fijacion del complemento, 2 mercaptoetanol, rivanol, ELISA indirecto y de competicion,

prueba de anillo en leche, de hipersensibilidad, test de polarizacion (Mancera, 2001).
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Se basan en el principio de aglutinacion de los anticuerpos con antigenos a pH
bajo y se dividen en dos tipos de pruebas: las pruebas primarias o de screening y las

pruebas secundarias o de confirmacion (Acha y Pzifres, 2003)

2.8.3. Pruebas de Diagnéstico Seroldgico

2.8.3.1. Prueba de aglutinacion rapida en placa. "'Rosa

de Bengala' (RB)

Esta prueba es utilizada para el diagndstico de la brucelosis bovina como una
prueba de tamizaje (Alton, 1988) por lo que es recomendada en areas de baja
prevalencia con o sin vacunacion (Aricapa et. al. 2008) y en los humanos como una

prueba rapida presuntiva (Alton 1988)

Consiste en una prueba de aglutinacion rapida en placa, en el que se enfrenta el suero sin
diluir junto con una suspensién de Brucella abortus cepa 1119-3, concentracion de 8%
(Alton, 1988), amortiguada a un pH 3,5 + 0,05 y tefiida con rosa de bengala (Mancera,
2001). Por su bajo pH, privilegian la aglutinacién de las inmunoglobulinas tipo 1gG
reduciendo las reacciones inespecificas (Lucero et. al., 2007), pero la aglutinacion IgM

tambien tienen alguna actividad de aglutinacion (Saegerman et al. 2011)
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Su sensibilidad (96,2 %) y especificidad (97,1 %) son muy elevadas (Aricapa et al.
2008), de tal forma que sélo excepcionalmente resulta negativa en la fase aguda de la
infeccion y raramente en las fases evolucionadas o crénicas de la enfermedad (Franco et

al. 2007)

2.8.3.2. Prueba de aglutinacién lenta en tubo, o de

Wright. (SAT)

Es la prueba més antigua (Wright, 1897) y ampliamente utilizada (Perea &
Arenas, 2008). Se realiza en tubos o en microplacas, en el que se enfrenta una
suspension estandarizada de Brucella con diluciones progresivamente crecientes de
suero del paciente (Ordufia et al. 2001). El antigeno es una suspension bacteriana en
solucidn salina con fenol (NaCl al 0,85 % [p/v] y fenol al 0,5 % [p/v]). Para reducir el
nivel de falsos positivos se puede afadir EDTA a una concentracion de 5 mM, en

consecuencia, el pH de 7,2 debe reajustarse en la suspension de antigeno (OIE, 2009b).

En este tipo de prueba intervienen fundamentalmente anticuerpos de tipo IgM y en
menor medida las 1gG (Lucero et al. 2007). Presenta una alta sensibilidad (81,5 %) y

especificidad (98,9 %) (Saegerman et al. 2011)
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En ciertas ocasiones, puede ocurrir que se encuentre aglutinacion en las
diluciones mas altas, pero no en las diluciones méas bajas. Esta inhibicion de la
aglutinacion en las diluciones bajas es llamada” fendmeno de prozona " y esta asociado
a un exceso en la concentracion de anticuerpos en el suero en las diluciones mas bajas,
provocando una aglutinacién no visible por estar fuera de la zona de equivalencia de la

unidn antigeno — anticuerpo (Senasa, 2009)

En el hombre, los titulos elevados o crecientes constituyen indicio de infeccion
con Brucella, mientras que los titulos bajos o reacciones negativas no la excluyen

(Alton, 1988).

2.8.4. Diagnoéstico En Humanos

Se basa en la sospecha clinica de la enfermedad, luego de lo cual se debe realizar
la confirmacion por la demostracion de los anticuerpos en la sangre del paciente, y/o,
por la demostracion de la Brucella spp. Debido a que los sintomas de esta enfermedad
son inespecificos, dificulta el establecimiento del diagndstico, inicamente basado en la

clinica (Mellado, 1996).

Es por ello que se considera de vital importancia que el médico clinico, obtenga

por medio de un interrogatorio detallado: la profesion del paciente, exposicion y/o
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contacto con animales, viajes a zonas enzodticas a la enfermedad, ingestion de alimentos

contaminados (Mandell et al, 1997).

29. TRATAMIENTO

2.9.1. Tratamiento en Animales

No existe tratamiento, Brucella abortus es una bacteria intracelular facultativa, lo
que le confiere cierta proteccidn ante la presencia de antibioticos dentro del hospedador,
por lo que se considera una enfermedad incurable, los esfuerzos se orienta a la
prevencion y erradicacion de la enfermedad. En consecuencia los animales positivos

deben ser descartados

2.9.2. Tratamiento en Humanos

El tratamiento de la brucelosis humana consiste en antibi6ticos que penetran en
los macrofagos y actian en el medio intracelular &cido. Tratamientos con monoterapias
pueden presentar recaidas siendo necesario la asociacion de dos o mas farmacos durante

un periodo considerable (Pappas et al. 2005)

Las tetraciclinas son los antibioticos méas efectivos en el tratamiento de la

brucelosis y deberian ser la base de cualquier combinacion terapéutica. Los
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aminoglucoésidos, a pesar de su escasa penetracion intracelular, muestran un efecto

sinérgico con las tetraciclinas (Ariza, 2001).

2.10. PREVENCION Y CONTROL

2.10.1. Prevencién

Las medidas de prevencion frente a la enfermedad, deben ir encaminadas a
eliminar, por una parte las situaciones que impliquen riesgo de contagio y a favorecer

por otra, la inmunidad.

Las medidas basicas de prevencion que deben implementarse segin Blasco (2001)

son:

e Observacion de las hembras prefiadas, solo el 20 % de los abortos en ganado bovino,
son producidos por brucelosis. El aborto, se produce en los primeros momentos de la
infeccion. En el caso de que el ganado ofrezca sintomas prodromicos de aborto o
parto, se le debe separar el resto de los animales.

e EI material abortivo se destruira con cal viva y los instrumentos y superficies se

desinfectaran.
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Cuarentena de animales se hara cuando entren animales nuevos procedentes de otras
explotaciones o de mercados. Lo ideal es completar las granjas con animales
descendientes de las mismas o bien con los adquiridos de granjas libres de infeccion.
Sistema rotacional de pastos, se ha comprobado que el incremento en la
concentracion de ganado en un territorio determinado aumenta la posibilidad de
contagio. Se deben separar los animales de distinta edad y condicion.

Sacrificio de animales enfermos y entierro de abortos, nunca se deben echar restos
de abortos y animales muertos a los perros para su alimentacién, ni tampoco se
deben abandonar en el campo o enterrarlos sin previo tratamiento. Los restos se
deben tratar primero con cal viva o incinerarlos y a continuacion depositarlos en una
fosa comun cubriéndolos con tierra.

Supresion de las cubriciones temporalmente en presencia de infeccién, las hembras
abortadas se dejan sin cubrir seis meses y se cubren posteriormente mediante
inseminacién artificial, ya que el semental puede ser portador contaminante a través
del coito.

Utilizacion de ropa protectora: botas, mandiles; guantes, mascarilla, gafas
protectoras.

No consumir leche ni productos lacteos sin pasteurizar, sino se cumplen las garantias
sanitarias legalmente vigentes.

Desinfeccion de todas las personas a la entrada y salida de la explotacién, se debe a
qgue el hombre actia como transmisor de la enfermedad al visitar distintas

ganaderias, por lo que se deben cumplir adecuadas medidas higiénico-sanitarias.
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2.10.2. Control

El control de la brucelosis se basa fundamentalmente en:

¢ Incrementar la inmunidad de la poblacion, lo cual se logra con el uso de vacunas.

e Establecer un sistema de deteccidon de animales infectados y el descarte de los
mismos.

e Implementar medidas de manejo y de higiene a fin de disminuir la cantidad de
bacterias presentes en el ambiente.

e Mantener en forma estable la produccion y la economia del establecimiento

(Mifio y Pico 2003)

2.11. PROFILAXIS

2.11.1. Vacunas

En los programas de vacunacion, se utilizan una serie de vacunas entre las que se

encuentran las cepas B-19 y RB-51 (gérmenes vivos), las mas utilizadas y t 45/20 y H38

(inactivadas) por via subcutanea y actualmente se estd ensayando la via conjuntival

(Tryland et al. 1999).
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2.11.1.1. Vacuna Brucella abortus Cepa 19

La cepa vacunal B. abortus (cepa 19) fue aislada en 1923 por Buck, su poder

protector en bovinos se demostrd en 1930 (Bowden, 1996).

La vacunacion debe realizarse en terneras de los seis a ocho meses de edad como
dosis Unica, esto confiere inmunidad duradera, y no se recomiendan dosis posteriores,
también se puede aplicar a los animales de mayor edad sin una respuesta duradera de

anticuerpos, puede provocar abortos (Blasco, 2001).

La vacuna cepa 19, puede producir algunos efectos secundarios, particularmente
cuando se aplica en animales adultos. Produce un 2 % a 3 % de abortos e infecciones
mamarias persistentes con excrecion activa en leche, ademas puede provocar infeccion
en el hombre tras una inoculacion accidental (Manual para las pruebas de diagnostico,

2008).

La reduccion de la dosis inoculada, disminuye la duracion de la intensidad de la

respuesta seroldgica, y por ende disminuye en el grado de proteccion conferido (Blasco,

2001).

33



2.11.1.2. Vacuna Brucella abortus RB51

Este tipo de cepas, no induce reacciones seroldgicas cruzadas en los tests
diagnosticos clasicos que utilizan antigenos en fase lisa. La cepa viva RB51, es un
mutante, derivado de la cepa lisa virulenta B. abortus 2308; esta cepa induce una
inmunidad frente a B. abortus en ratones y ganado bovino, sin producir ninguna
interferencia en las pruebas clasicas de diagnostico serolégico, al no inducir anticuerpos
frente al LPS, en los animales vacunados. Caracterizada por su escasa capacidad de
inducir placentitis, abortos y localizaciones mamarias, también induce inmunidad frente
a un amplio rango de especies de Brucellas (Manual para las pruebas de diagnostico,

2008).

La vacunacion debe realizarse en terneras de los seis a ocho meses de edad con

revacunacion a los 12 meses para que confiera inmunidad duradera.

En México uno de los experimentos de proteccion realizados en bovinos y en
condiciones controladas, frente a un desafio con la cepa virulenta B. abortus, la vacuna
RB51 confirié un nivel de proteccion de alrededor del 87 % en aproximadamente siete a

trece meses; algo inferior al conferido por la cepa 19 que fue del 95 % (Blasco, 2001).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacién Politica

3.1.2.

Pais Ecuador

Provincia Santo Domingo de los Tséachilas

Cantdn Santo Domingo

Parroquia Luz de América

Propiedad Hacienda San Antonio

Direccidn km 38,5 Via Santo Domingo — Quevedo

Ubicacion Ecolégica

Cuadro 2. Condicidn ecolégica del ensayo

Zona de vida Bosque htimedo tropical (bh-T)
Altitud 224 msnm
Temperatura 24,6 °C

Precipitacion

2870 mm / afio

Humedad relativa

85%

Heliofania

680 horas sol / afo

Suelos

Franco arenoso
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3.1.3. Ubicacion Geografica
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Figura 1. Ubicacion de la Hacienda San Antonio km 38,5 via Santo Domingo-Quevedo

Fuente: Aguirre, 2007.

Coordenadas UTM:

X: 0684203 m

Y: 9945330 m
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3.2. MATERIALES

3.2.1. Materiales de Campo

Los materiales de campo que se utilizaron en la investigacion fueron los siguientes:

Encuestas, marcador, libro de campo, guantes quirdrgicos, cdmara fotogréafica, tubos

vacutaimer, copa para vacutaimer, frascos de vidrio, caja refrigerante, botas, jeringas,

agujas, vacutaimer, alcohol, papel higiénico, algoddn.

3.2.2. Materiales de Oficina

Computadora, formularios oficiales (encuestas), esferograficos, resma de papel, tinta de

impresora, lapiz, borrador, impresora.

3.2.3. Materiales de Laboratorio

Mandil, suero sanguineo, gradillas, material de vidrio (vasos de precipitacion, tubos de
ensayo, pipetas), agitadores, pipetas automaticas, cronometro, placas alveoladas de
vidrio, cuentagotas (30ul), vortex, placas de micro titulacion, con fondo coénico “U”,

sistema de espejo de aumento para lectura de las placas de micro titulacion.

37



3.2.4. Equipos

Estufa, refrigeradora, centrifuga, aglutinacion.

3.2.5. Reactivos

— Antigeno Rosa de Bengala 8 % concentracion celular,

— Suero control positivo y negativo de la casa Synbiotics

— Antigeno SAT de la casa Synbiotics (Antigeno para el diagndstico seroldgico de
brucelosis, por aglutinacién lenta en tubo, Sero-aglutinacion de Wright),

— Cloruro de sodio,

— Fenol, cristales.

3.2.6. Soluciones y tampones

— Tampo6n SAT
e Cloruro de sodio 0,85 % (w/v)
e Fenol 0,5 % (w/v)

e Agua destilada (ajustar a 1 litro)

38



— Solucién de antigeno
e Antigeno 5 % (v/v) 50ml

e Tampdn SAT 950ml

3.3. METODOLOGIA

Para evaluar la epidemiologia de brucelosis en la Hcda. San Antonio se socializé el
proyecto, mediante talleres a las personas involucradas en el estudio (Administradores, técnicos y

trabajadores). Luego socializado se realiz6 el procedimiento en dos fases.

3.3.1. Fase de Campo

3.3.1.1. Etapa de socializacion

La etapa de socializacion se las aplico a las personas gque estan involucradas en el estudio
(Administradores, técnicos y trabajadores) por medio de charlas y encuestas epidemiologicas

(Anexo 2).
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3.3.1.2. Toma de muestras en Animales

Se realiz6 un muestreo seroldgico en 600 Unidades Bovinas distribuidos en: 200 en
Ganado Lechero, 200 en Ganado Comercial y 200 en Ganado Puro, para lo cual se extrajo

muestras de sangre en tubos al vacio por puncion coccigea. Se identifico y se almaceno.

3.3.1.3. Toma de muestras en Humanos

La toma de muestras de sangre se realizd a 70 personas involucradas directa e
indirectamente con el manejo bovino y consumo de productos y subproductos de origen animal,
(Administradores, técnicos y vaqueros) dentro del area en estudio, para lo cual se realizé por

puncidn venosa. Se identifico y se almacend.

3.3.2. Fase de Laboratorio

Una vez identificado las muestras seroldgicas, tanto animal como humanas, se procedio a
llevar al laboratorio de Agrobiotecnologia de la Carrera de Ingenieria en Ciencias Agropecuarias,
ESPE, Santo Domingo, ubicado en el km 35 Via Quevedo, con la finalidad de obtener el suero

sanguineo por medio de la centrifugacion.
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Obtenido los sueros sanguineos tanto humana como animal, se procedio a realizar el
analisis de las pruebas “Rosa de Bengala” (RB) Yy la Prueba de SAT con EDTA, este andlisis se
lo realiz6 en la Universidad Central del Ecuador, en el Centro Internacional de Zoonosis. Quito-

Ecuador.

3.3.2.1. Procedimiento realizado para la Prueba “Rosa de Bengala”

(RB)

— Los sueros y antigeno (Ag), se los coloco a temperatura ambiente
— Se agrego sobre una placa de vidrio, 30 ul de:
e sueros controles
e sueros a investigar
— Seagreg6 una gota (30 pl) de antigeno
— Se mezclo, y se agitod por 4 minutos
— Se procede a la lectura (observacion de aglutinacion)

— Para evitar confusiones en los resultados se prepar6 la hoja de trabajo diario ( Anexo 2)
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3.3.2.2. Procedimiento realizado para la Prueba de SAT con EDTA

Se prepar0 la hoja de trabajo diario (Anexo 3).

Se procedio a colocar 168 pl, de tampdn SAT- EDTA en las clpulas N° 1, y 100 pl en las
clpulas N° 2 y 3 del tampon (prueba de rutina) o hasta N° 12 del tampon (prueba
complementaria de titulacion).

Se afladié 32 pl, del suero a investigar en la cipula N° 1 y se homogenizé todo el
contenido, obteniendo una dilucion de 1/12,5.

Una vez homogenizado, se tomaron 100 pl de éste y fueron transferidos a la cipula N° 2,
se homogenizaron y se obtuvo una dilucion 1/25.

De igual manera se tomaron 100 pl del contenido de las clpulas nimero dos y se
colocaron en las cupulas nimero tres, se homogenizo y obtuvo una dilucién final de
1/50.

Para realizar la prueba complementaria de titulacion de SAT-EDTA, las diluciones
continuaron hasta las ctpulas nimero 12 obteniéndose de este modo una dilucion final de
1/25 600.

Posteriormente se coloco 100 pl de la solucién SAT-Antigeno en cada cupula.

Se incubd a 37°C en una caja plastica con ambiente hiumedo por 20 horas.

La lectura se realizo utilizando un dispositivo de fondo obscuro provisto de un espejo de
aumento iluminado con luz natural directa en la parte inferior.

Para evitar confusiones el protocolo de las diluciones se sigui6é de acuerdo a la hoja de

trabajo para esta prueba (Anexo 3).
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— Resultado negativo: cuando el antigeno forma en el centro de la cipula un punto compacto,
con un borde neto.

— Resultado positivo: cuando se forma una fina capa de sedimento, repartido uniformemente
sobre todo el fondo de la cupula, o cuando existe la formacién de una gran zona de

sedimentacion, rodeada por un espacio de liquido completamente transparente.

3.3.3. Metodologia para el objetivo Institucional

La difusion de los resultados se la realizd a través de tripticos, y estuvieron dirigidos a
estudiantes afines a la pecuaria, ganaderos, docentes, estos resultados contienen un resumen de la

tesis donde se explico los detalles obtenidos de la investigacion.

3.3.4. Andlisis Econdmico

Una vez finalizada la investigacion se realizo el andlisis econdmico mediante el costo que
significa la enfermedad presente en comparacion con el costo que significaria prevenir la

enfermedad.
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3.3.5. Variables medidas

Se realizaron encuestas Epidemioldgicas (Anexo 1), las mismas que buscan la asociacion
entre la exposicion (Factores de Riesgo) y la enfermedad (Brucelosis), esto a través de un estudio

observacional, con un tipo de andlisis descriptivo transversal.

3.3.6. Andlisis Estadistico

3.3.6.1. Prevalencia Humana

La prevalencia de Brucelosis Humana se determinG a través de las pruebas de diagndstico
mencionadas ( RB ) Y ( SAT — EDTA ). Cada individuo fue considerado infectado si resultd
positivo (+) en ambas pruebas, Sospechoso, si resultd positivo (+) a una de las dos pruebas, y No

Infectado, si resultd (-) en ambas pruebas.

Formula:

(P) = % Prevalencia
(N +) = Ndmero de Individuos Positivos

T= Total de Individuos Analizados
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3.3.6.2. Prevalencia Animal

La prevalencia de Brucelosis Bovina se determind a través de las pruebas de diagndstico
mencionadas ( RB ) Y ( SAT — EDTA ). Cada individuo fue considerado Infectado si resultd
positivo (+) en ambas pruebas, Sospechoso, si resulté positivo (+) a una de las dos pruebas, y No

Infectado, si resultd (-) en ambas pruebas.

Formula:

(P) = 9% Prevalencia

(N +) = Ndmero de Individuos Positivos

T= Total de Individuos Analizados
3
= — * 100
600
P=05%
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De la investigacion realizada en la hacienda San Antonio sobre el estudio epidemiolégico

de Brucelosis humana y animal, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO

EN EL MUESTREO SEROLOGICO ANIMAL

A todas las muestras se aplicaron dos pruebas seroldgicas: prueba de aglutinacion rapida en placa
Rosa de Bengala (RB) y la prueba de aglutinacion Lenta en Tubo en presencia de EDTA (SAT —

EDTA).

Los animales fueron considerados como positivos y ante la presencia de estos resultados en por lo
menos una de las dos pruebas diagndsticas aplicadas en el estudio. Segun los resultados del total
de 600 muestras evaluadas, tres animales resultaron positivos a las pruebas de diagnostico, (RB)

Y (SAT — EDTA) el cual determiné la prevalencia del 0,5 %.

Cuadro 3. Costo por descarte del animal

Detalle Cantidad Valor unitario ($) Total ($)

Descarte del Animal 3 800 2.400

Fuente: Tierra, R. 2012. Brucelosis (Entrevista). Santo Domingo. Hacienda San Antonio

En el cuadro 3, se presenta el costo por descarte animal el cual se puede observar que

existe una pérdida de 2 400 ddlares, por una mala aplicacion de vacuna, lo cual implica que es
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mas economico prevenir la enfermedad mediante la vacunacién antes que su tratamiento
(descarte del animal). Ya que el costo aplicando la vacuna comercial Antibang Cepa 19 es de
2,20 dolares. Y a su vez, por medio de la misma evitar el contagio de la enfermedad hacia el

personal de campo que se dedican al manejo de ganado.

4.2.  ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO

EN EL MUESTREO SEROLOGICO HUMANO

A todas las muestras se aplicaron dos pruebas serologicas: prueba de aglutinacion rapida en placa
Rosa de Bengala (RB) y la prueba de aglutinacion Lenta en Tubo en presencia de EDTA (SAT —

EDTA).

Las personas fueron consideradas como positivas, ante la presencia de un resultado positivo en

por lo menos una de las dos pruebas diagnosticas aplicadas en el estudio.

Segun los resultados a través de las pruebas de diagnostico mencionadas (RB) Y (SAT — EDTA)

una persona resulto positiva, en ambas pruebas, lo cual existe una prevalencia del 1,43 %.

Segun funcionarios del Centro Internacional de Zoondsis, que los costos de tratamiento para la
persona que contrajo Brucelosis son de 250 ddlares incluidos: el diagndéstico inicial, tratamiento y

diagnostico de seguimiento.
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4.3. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS DE LA ENCUESTA

SOBRE FACTORES DE RIESGO APLICADA AL PERSONAL EN ESTUDIO

4.3.1. Riesgos Laborales:

43.1.1. Tipo de actividad que realizan.

En el cuadro 4, se puede observar que el 67,14 % (47/70) de las personas estan dedicadas
a la actividad pecuaria, segun Bofill et al. (1996), describen que la supervivencia de los agentes
etioldgicos de la enfermedad en la naturaleza, esta dado, por la existencia de reservorios
naturales, de los cuales se citan los bovinos, porcinos, caprinos y ovinos, de B. abortus, B. suis 'y
B. melitensis, respectivamente, por ende las personas estan en una alta exposicion de contagiarse

de Brucelosis.

Cuadro 4. Tipo de Actividad que realizan

Parametro Numerode  Porcentaje (%)
personas
Personas dedicadas a la actividad pecuaria 47 67,14
Personas dedicadas a la parte administrativa 8 11,43
Personas se dedican a la parte agricola 12 17,14
Otras actividades 3 4,29
Total 70 100%
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43.1.2. Se ha realizado un examen de brucelosis

El 100% de los participantes mencionaron que no se han realizado un examen para brucelosis, lo

cual indican que desconocen si poseen o0 no dicha enfermedad.

43.1.3. Presencia de sintomas.

Cuadro 5. Presencia de Sintomas

Parametro Numerode  Porcentaje (%)
personas
Personas con Fiebre Ondulante 3 4,29
Personas con dolores articulares 2 2,86
Personas con falta de apetito 6 8,57

Segun los resultados de la encuesta, menciona que el 4,29 % (3/70) de las personas presenta
Fiebre, el 2,86 % (2/70) de las personas poseen dolores articulares, y el 8,57 % (6/70) de las
persona presenta falta de apetito, (Suarez, 2001) menciona que los principales sintomas en los
humanos son fiebres altas constantes, dolores musculares y falta de apetito permanentes, por lo
que no se puede asociar con la brucelosis ya que dichos individuos no presentan estos sintomas

permanentes.
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43.1.4. Contacto con animales.

Cuadro 6. Contacto con Animales

Pardmetro Numero de  Porcentaje (%)
personas
Personas que han tenido Contacto con Bovinos 70 100
Personas que han tenido Contacto con Porcinos 18 25,71
Personas que han tenido Contacto con Equinos 23 32,86

En el cuadro 7, presenta que el 100 % de las personas en estudio han tenido contacto con
bovinos, el 25,71 % (18/70) con porcinos y el 32,86 % (23/70) con equinos, (Benitez, 2001)
menciona que una de las formas de contagiarse con brucelosis es por contacto directo con
animales que son reservorio de Brucella (bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, equinos, entre

otros), por lo que las personas en estudio estan en un alto riesgo de contagio.

4.3.1.5. Especie animal con que mas trabaja.

El 67,14 % (47/70) de las personas afirmaron que trabajan méas con los Bovinos, debido a la

actividad que se encuentran realizando, como es de vaqueros y veterinarios.
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4.3.1.6. Contacto con placentas.

El 11,43 % (8/70) de las personas han tenido contacto con fetos, placentas, o secreciones; estos
contactos no han sido ocasionales, lo han efectuado cuando la vaca pare, o distocio, retencion de
placenta o en algunos casos aborta y por ende el vaquero como el técnico estan expuestos a estos
riesgos de contraer la patologia, INIAP-PROMSA, (2003) indica que la trasmision la enfermedad

se puede dar por el contacto con secreciones, cadaveres o placentas infectados.

43.1.7. Usa algun tipo de proteccion en el trabajo.

Cuadro 7. Usa algun tipo de proteccion en el trabajo

Parametro Numerode  Porcentaje (%)
personas
Personas que utilizan Overol 4 571
Personas que utilizan Botas 59 84,29
Personas que se cambian de ropa luego del 54 77,14

trabajo

En el cuadro 8, se pudo evaluar que solo el 5,71 % (4/70) de las personas utilizan overol en el
trabajo, el 84,29 % (59/70) utilizan botas y el 77,14 % (54/70) de las personas se cambian de
ropa luego del trabajo, Blasco (2001) menciona que uno de las medidas basicas de prevencion es
la utilizacion de equipos de proteccion (botas, mandiles, overoles) lo cual disminuye el contacto

directo con animales o secreciones infectadas.
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4.3.2. Riesgos por consumo de alimentos:

43.2.1. Qué tipo de productos lacteos consume.

Cuadro 8. Consumo de productos lacteos.

Parametro Numerode  Porcentaje (%)
personas
Personas que consumen leche de vaca hervida 66 94,29
Personas que consumen queso artesanal 68 97,14
Personas que consumen yogurt pasteurizado 70 100
Personas que consumen mantequilla 61 87,14

pasteurizada

Como se puede observar en el cuadro 9, se analiza que el 94,29 % (66/70) de las personas

consumen leche hervida, el 97,14 % (68/70) consumen queso artesanal, el 100 % (70/70)

consumen yogurt pasteurizado, y el 87,14 % (61/70) consumen mantequilla pasteurizada,

Gavazzi et al., (1997) indica que la ingestion de material contaminado como leche o productos

lacteos no pasteurizados es un método directo para contagiarse de brucelosis.
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4.3.3. Conocimientos sobre la enfermedad:

43.3.1. Sabe que es la Brucelosis

El 82,86 % (58/70) de las personas desconocen sobre la brucelosis, es decir solo la han escuchado
pero no conocen cémo se trasmite o cudles son los sintomas, y el 17,14 % (12/70) de las
personas conocen que es la brucelosis y toda su mecanismo de accion, los problemas de salud

animal y publica que ocasiona.

4.3.3.2. Algun miembro de su familia tuvo brucelosis

Segln lo expuesto el 100 % (70/70) de las personas entrevistadas afirmaron que no tienen
ningun miembro de la familia con brucelosis. Mancera (2001) relata que el diagnostico de la
brucelosis se realiza mediante pruebas seroldgicas, lo cual indica que dichas personas desconocen

si poseen o no la enfermedad.

53



V. CONCLUSIONES:

En el presente estudio existe una prevalencia de brucelosis humana del 1,43 %, lo cual
estadisticamente no es significativo pero debe ser considerada como real, por el riesgo zoondsico
que esté latente y por lo que se debe tomar decisiones adecuadas, con la finalidad de mantener y
corregir algunas deficiencias como son: falta de control en el uso de indumentaria correcta
(overol, botas, guantes, etc), capacitaciones permanentes para el uso correcto de desechos (fetos,
placentas, secreciones,) que deben ser enterrados para disminuir un contagio directo de cualquier
enfermedad, y ademas se debe concientizar al personal a consumir subproductos previamente

pasteurizados, por ser el principal mecanismo de contagio de la enfermedad en humanos.

La prevalencia de brucelosis animal es del 0,5 %, lo que es preocupante porque todos los
animales fueron vacunados ya que es la principal y la mas economica forma de prevenir y
disminuir la incidencia de enfermedades reproductivas, como es la brucelosis, lo cual implica que
todo el personal que labora y consume productos no pasteurizados pueden estar propensos a esta
enfermedad, este contagio de los animales se los puede atribuir a una mala aplicacion de la

vacuna, en dosis o via de administracién, o a su vez no manejaron una cadena de frio adecuada.

Se puede atribuir que existe relacion entre brucelosis humana y animal, porque resultaron
positivas a los examenes seroldgicos, con un porcentaje de prevalencia del 1,43 % y el 0,5 %
respectivamente, lo cual implica que se deben tomar medidas correctivas para controlar esta

enfermedad.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un seguimiento a la persona que resulté positiva, con la finalidad de

brindarle un tratamiento adecuado y asi poder mejorar el estilo de vida del individuo.

A demas se recomienda a los administradores en la zona de investigacion, realizar el
sacrificio inmediato de los animales seropositivos, por ser ellos el principal foco de emisién de la

bacteria.

Concientizar a los diversos establecimientos dedicadas a la explotacion ganadera, sobre la
importancia de la vacunacion contra brucelosis, llevando consigo calendarios sanitarios, en el
cual registre toda la informacién necesaria sobre: edad de vacunacion, dosis, via de
administracion, calidad y manejo de la vacuna, estableciendo un programa integral, encaminado
a proteger la salud de los trabajadores, brindando equipos de proteccion, capacitacion, y

evaluacion médica periodica.

Dar mayor valor y enfatizar el gran problema de la patologia.

Capacitar el personal de trabajadores sobre la importancia epidemiolégica y los problemas de

salud publica que ocasiona la enfermedad.

Capacitar a la ciudadania en general sobre la importancia de consumo de alimentos
pasteurizados o cocidos y la manipulacion de animales con las medidas de higiene y sanidad

adecuada para prevenir la patologia en el hombre.
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VIl. RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, producida por bacterias del género Brucella,
que afecta la salud de los animales y humanos, que se adquiere por contacto directo con animales
infectados, manipulaciones o por el consumo de leche, productos lacteos, carnicos, contaminados
0 no pasteurizados. El objetivo de la presente investigacion fue determinar la prevalencia de
brucelosis humana y animal en la Hacienda San Antonio, Espe — Santo Domingo; para lo cual se
realizd un estudio epidemioldgico descriptivo transversal; en el caso para determinar la
prevalencia de brucelosis animal se recolectaron un total de 600 muestras seroldgicas distribuido
en: 200 de ganado lechero, 200 en ganado puro y 200 en ganado comercial; en los sueros
obtenidos se aplicaron dos pruebas seroldgicas: Rosa de Bengala (RB) y Aglutinacion Lenta en
Tubo en presencia de EDTA (SAT - EDTA). En el cual se determino que del grupo de ganado
lechero se obtuvieron tres muestras positivas por ende la seroprevalencia global encontrada fue
de 0,5 %, y en el caso de la prevalencia de brucelosis humana se muestreo a 70 personas
dedicadas a labores pecuarias, agricolas, administrativas, de los sueros obtenidos se aplicaron dos
pruebas anteriormente mencionadas y la seroprevalencia encontrada fue del 1,43 %,
Complementariamente se aplic6 una encuesta epidemioldgica, con el fin de establecer los
posibles factores de riesgo involucrados en la transmision de la enfermedad comprobando que las
principales formas de contagio en caso de presentarse la enfermedad son: el contacto con los
animales y el consumo de subproductos contaminados. Ademas se demostré en el analisis
econdmico, que la vacunacion es la principal y la forma profilactica mas econémica de prevenir

brucelosis
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VIIl.  SUMARIO

The brucellosis is an infectious disease produced by Brucella bacterium, it affects the human
health which can be acquired by direct contact of the infected animals or by consume milk or
another dairy products or not pasteurized. The objective of the present investigation was
determinate the prevalence of the human and animal brucellosis, in the San Antonio state, ESPE
— Santo Domingo: Then performed an epidemiological descriptive transversal study. In the case
to determinate the prevalence of animal brucellosis were collected a 600 total of serological
samples, distributed in 200 dairy cattle, 200 in Purebred cattle and 200 in commercial cattle, in
sera obtained two serological tests were applied; Rose Bengal (RB) and turbo slow agglutination
in the presence of EDTA (SAT-EDTA), which determinate that the group from the dairy cattle
obtained 3 positive samples, so the global seroprevalence was found in 0,5 %, and in case of
human prevalence brucellosis 70 persons were asked dedicated to work in livestock, agricultural,
administrative, the sera obtained from two tests were applied above and seroprevalence was 1,43
%, complementary epidemiological survey was applied, in order to establish potential risk factors
in the transmission of the disease by checking that the main modes of transmission in this case
are: the contact with the animals and the consume of contaminated products. Also demonstrated
in the economic analysis that the vaccination is the primary and the most economical

prophylactic way to prevent Brucellosis.
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