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RESUMEN.

La Brucelosis es una enfermedad que se mantiene como una de las zoonosis de
mayor distribucion en el mundo. El impacto econdmico en el sector pecuario es
alto a causa de la reduccién en la fertilidad del rebafio, el gran nimero de abortos
y la disminuciéon de la produccién de leche. La importancia de conocer la
prevalencia de la enfermedad en cabras nos permite llevar a cabo medidas de
control y erradicacion, por tal motivo, la finalidad del presente estudio fue
determinar la seroprevalencia de brucelosis en ganado caprino en rebafios
caprinos de la comarca lagunera realizado durante los meses de abril 2010 a
mayo del afio 2011. Se muestrearon 60 rebafios en 7 municipios, recolectando
un numero de 793 muestras, a las cuales se les realizé un estudio seroldgico para
detectar la presencia de inmunoglobulinas. Se utilizo la técnica de prueba de
tarjeta con Rosa de Bengala, segun los procedimientos de la NOM-041- ZOO-
1995. Se observo una seroprevalencia total del 22% y una seroprevalencia de
62% por rebafio. De acuerdo a estudios previos en el 2001, donde se observo una
seroprevalencia del 30% en este trabajo fue menor, sugiriendo que la vacunacion
y control de la enfermedad por el comité de campafia contra la brucelosis en la

region lagunera ha tenido un impacto evidente.

Palabras clave: Brucelosis, Brucella melitensis, seroprevalencia, prueba de

Tarjeta con Rosa de Bengala.
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.  INTRODUCCION.

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano, que
afecta tanto al humano como a una gran variedad de mamiferos domeésticos y
silvestres; se considera una de las zoonosis mas importantes debido a su amplia
distribucién geografica, produce grandes pérdidas economicas a la industria
pecuaria (Diaz et al., 2002). Esta enfermedad tiene distribucion mundial y es
considerada enzoodtica en México, diagnosticada en todos los estados de la
Republica y se considera una de las principales zoonosis (Velazquez et al., 1998).
Los animales domésticos mas afectados son los caprinos, los bovinos, los

porcinos, los ovinos y los caninos (Estrada, 1998).

La brucelosis, también conocida como enfermedad de Bang, fiebre ondulante y
aborto contagioso, es una enfermedad de curso crénico, que se caracteriza por
los efectos negativos que ocasiona en los procesos productivos y reproductivos de
los animales domésticos ocasionando grandes pérdidas econdomicas a la
ganaderia nacional se caracteriza por los efectos negativos que ocasiona en los
procesos productivos y reproductivos de los animales domésticos (Diego et al.,
2008; Serrano et al., 2007;).

En el humano la transmisiébn sucede a través de productos lacteos elaborados
con leche no pasteurizada, como crema, yogurt, mantequilla y queso; estos
ultimos se consideran la mayor fuente de infeccion. La transmisién por aerosoles
es posible tanto en el campo, el laboratorio como en los rastros; a causa de esto,
la brucelosis es considerada como una enfermedad ocupacional entre los
vaqueros, veterinarios, matanceros y técnicos de laboratorio (Velazquez et al.,
1998).

Es una enfermedad, de declaracidon obligatoria y con mayor difusién en el mundo
segun la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud). Las estadisticas presentadas

por la OMS, reflejan que cada afio hay 500,000 casos nuevos de Brucelosis en el



mundo. En 1994, en México, se aprobd la primera Norma Oficial Mexicana de
Emergencia (NOM-011-EM-Z00-1994) para combatir la Brucelosis en los
animales, en el mismo afio se implementé para la prevencion y control de la
Brucelosis en el hombre la Norma NOM-022-SSA2-1994, y en 1995 se empez6 a
emplear la Norma NOM-041-ZO0-1995, que a la fecha se mantiene vigente. La
Comarca Lagunera es una zona endémica de Brucelosis, enfermedad que tiende
a la cronicidad por el desconocimiento en su diagnostico, tratamiento e

implicaciones en salud publica (Ortega et al., 2009).

II.  ANTECEDENTES HISTORICOS

Historicamente, la Brucelosis fue reconocida como una enfermedad contagiosa
por muchos afos, antes de que fuera aislada la bacteria causal. En el afio de
1887 David Bruce aisl6 el agente causal de la brucelosis, del bazo de soldados
britinicos muertos como consecuencia de la enfermedad; nombrandolo
Micrococus melitensis (Ordufia, 2001). Veinte afios después se descubrié que las
cabras eran el reservorio de la enfermedad y por lo tanto fuente de infeccién para

el humano al consumir leche y queso de cabra sin pasteurizar (Suarez, 2000).

Por otra parte, aunque el aborto epidémico del ganado vacuno era conocido con
anterioridad en el estado de Louisiana en Estados Unidos, la bacteria causante,
Brucella abortus, no fue aislada hasta 1895 cuando el veterinario Bernhard Bang
en Copenhague la obtuvo a partir de productos de abortos de ganado vacuno. Fue
Alice Evans en 1918 quien establecio la relacion de Brucella abortus con Brucella
melitensis, y en 1920 Karl F. Meyer sugirié incluir a estas bacterias dentro del
nombre genérico de Brucella. Mas confusa fue la identificacion de Brucella suis,
causante del aborto enzodtico en el ganado porcino, ya que inicialmente su
descubridor Jacob Traum la identifico6 en 1914 como Brucella abortus (Suarez,
2000).



El diagnéstico seroldgico de la brucelosis comenzd en 1897 cuando Almroth
Wright y colaboradores describieron una técnica de seroaglutinacion en tubos
capilares util para el diagnostico. Esta técnica constituye el antecedente del
método actual de seroaglutinacién en tubo denominado seroaglutinacion de Wright

en honor de su descubridor (Ordufia, 2001).
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Orduiia, (2001). Menciona desde un punto de vista epidemioldgico la brucelosis se
presenta como una zoonosis de extraordinaria complejidad debida a la variedad
de especies de Brucella implicadas y a las caracteristicas epidemiolégicas que

presenta cada una de ellas.

Las bacterias del género Brucella son bacilos gram negativos, no esporulantes, sin
capsula, ni flagelos, son microorganismos aerobios, cocobacilos, facultativos
intracelulares, capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del
sistema fagocitico mononuclear y tejidos asociados y evaden los mecanismos

solubles extracelulares de la respuesta inmune ( Diaz et al., 2002).

El género Brucella pertenece a la subdivision a2 de las Proteobacterias, junto con
otras bacterias que se asocian de forma pericelular e intracelular con células de
animales y plantas, ya sea como patdgenos o como simbiontes (Moreno et al.,
2002).

El ADN de este género es altamente homogéneo y se ha propuesto como una sola
especie gendmica a B. melitensis, mientras que las otras especies se proponen
como subespecies de ésta. En los afios 90 se report6 el aislamiento en mamiferos
marinos y han surgido nuevas especies que afectan a mamiferos y roedores. El
género Brucella incluye ocho especies, las cuales tienen un hospedero
preferencial, aunque algunas de éstas pueden afectar a mas de una especie

animal. Son patdgenos intracelulares facultativos, sus colonias son relativamente



pequefas (0.7-1.2 um de largo por 0.5-0.7 um de ancho), hUmedas y brillantes. Se
han agrupado en especies lisas y especies rugosas.
B. abortus es una especie lisa que afecta principalmente al ganado bovino, pero

también causa la enfermedad en ovinos, caprinos y equinos. Posee siete biotipos.

B. melitensis también es una especie lisa que causa la enfermedad principalmente
en caprinos, ovinos y bovinos y en otras especies animales, donde destaca el
reporte reciente de que infecta peces de agua dulce (Bastuji et al., 1998). Posee

tres biotipos.

B suis, especie lisa cuyo hospedero preferente es el cerdo, aunque también afecta
a los bovinos. Tiene cinco biotipos.

B. ovis, especie rugosa que solamente afecta ovinos.

B. canis, especie rugosa que infecta a canidos.

B. neotomae ha sido aislada de la rata del desierto.

En los mamiferos marinos se han identificado las siguientes especies: B. ceti
aislada de cetaceos y B. pinnipedialis encontrada en pinnipedos (Foster et al.,
2002). En el afio 2007, se describié una nueva especie, B. microti aislada en el
raton de campo (Microtus arvalis) y en el zorro rojo (Vulpes vulpes) (Sccholz et al.,
2008).

Se identificaron unos aislamientos de primates no humanos (Papio spp) asociados
a retencion de placenta, aborto y nacimiento de crias muertas, que presentan
semejanza morfologica con Brucella. Mediante el analisis de las secuencias, no se
han establecido caracteristicas de alguna especie conocida, por lo que podria ser

una nueva especie (Schlabritz-Loutsevitch., 2009).



2.2Taxonomia

Reino: Bacteria

Division: Proteobacteria

Clase: Proteobacteria alfa

Orden: Rhizobiales

Familia: Brucellaceae

Género: Brucella (Diaz et al., 2002; Roger, 2005).

2.3Resistenciay Supervivencia

Brucella a diferencia de otras bacterias patdgenas posee una gran capacidad para
sobrevivir y persistir en el ambiente bajo condiciones apropiadas, comparable a la
resistencia de bacterias esporuladas. Bajo condiciones de baja temperatura,
humedad moderada, pH cercano a la neutralidad y proteccién contra el sol, las
brucelas pueden sobrevivir por largos periodos aunque no existe evidencia de que
los organismos se repliquen significativamente bajo estas condiciones en el suelo,
agua o estiércol (Lopez, 1998).

En el Cuadro 1. Se puede observar la supervivencia de la bacteria en distintos

materiales
Material Tiempo de supervivencia
Suelo y estiércol 80 dias
Polvo 15-40 dras
Leche a temperatura ambiente 2-4 dias
Fluidos y secreciones en verano 10-30 minutos
Lanas de depdsitos 110 dias
Agua a 37 CypH 7.5 menos de 1 dia
Agua a8 "CypH 6.5 méas de 57 dias
Fetos mantenidos a la sombra 5-8 meses
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Manteca a 8 °C 1-2 meses
Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias
Paja 29 dias
Grasa de ordeno 9 dias
Heces bovinas naturales 1-100 dias
Tierra humeda a temperatura ambiente 66 dias
Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias.

Fuente: Acta Bioquim Clin Latinoam 2005; 39 (2): 203-16



La Brucella crece en aerobiosis y en atmdésferas de bajas concentraciones de
oxigeno, la temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y un pH de 6.6 a 7.4,
puede permanecer viable en orina, leche, agua y en tierra himeda hasta 4 meses,
resisten la congelacion y la descongelacion pero son destruidas por temperaturas
de Pasteurizacion y por desinfectantes como fenol, formol y cloro (Estrada, 1998;
Hornsby et al., 2000; Moriyén, 1998).

En general, Brucella es susceptible a la mayoria de los antibiéticos, como lo
muestran los trabajos publicados en los que se realizaron ensayos in vitro
empleando diferentes métodos. Las sulfonamidas, los aminoglicosidos como la
estreptomicina, gentamicina, kanamicina, amikacina, tobramicina; las tetraciclinas,
cloranfenicol, eritromicina, novobiocina, rifampicina y quinolonas como
norfloxacina, ciprofloxacina, esparfloxacina y moxifloxacina, todos ellos son activos
contra Brucella in vitro a concentraciones minimas inhibitorias bajas. Los
antibioticos beta lactdmicos son los menos efectivos. Las cepas muestran alguna
variacion en la susceptibilidad a los antibiéticos en funcién de su origen geografico
(Lopez et al., 1998).

2.4 Composicién antigénica de la brucella

Las bacterias del genero Brucella poseen una envoltura celular compleja formada
por una membrana citoplasmatica, una membrana externa y un espacio
periplasmético intermedio. Este ultimo contiene enzimas, entre ellas muchas que
detoxifican los agentes nocivos procedentes del medio, proteinas relacionadas con
el transporte de nutrientes, varias de las enzimas actlan sobre los antibiéticos f-
lactdmicos y, como componente estructuralmente mas importante, un
glucopeptidico (mureina o peptidoglicano) responsable de la forma e integridad

osmotica de la bacteria (Moriyon, 1998).

La membrana externa contiene distribuidos asimétricamente fosfolipidos,

proteinas y un lipopolisacarido, considerado el principal antigeno. Este consta de

6



una parte glicolipidica (Lipido A) insertada en la membrana externa, y por tanto no
expuesta a la superficie; y otra exclusivamente polisacéridica dirigida hacia el

exterior (Moriyon, 1998; Forestier et al., 1999).

En una infeccidbn por bacterias gram negativas las células del huésped son
expuestas a antigenos, esto ocurre en dos categorias estructurales diferentes:
proteinas y LPS, los cuales ejercen distintas funciones activadoras en el sistema
inmune (Forestier et al., 1999; Moriyén, 1998). Por su localizacién en la superficie
de la célula y su inmunogenicidad, el LPS es el primer antigeno frente al que
aparecen anticuerpos (IgM e IgG), tanto en la infeccidbn como en la vacunacion.
Este puede comprobarse en todas las pruebas que emplean como antigenos
células completas (en las que el LPS interviene como antigeno principal) o
empleando el LPS purificado (Moriy6n, 1998; McQuiston et al., 1999).

Los organismos de Brucella que exhiben un fenotipo liso son generalmente mas
virulentos que las de fenotipo rugoso. El fenotipo liso es debido a la presencia de
un LPS completo en la membrana externa celular, la cual esta compuesta de lipido
A, un nucleo de oligosacaridos y un polisacéarido con una cadena O (Alonso et al.,
1995). El LPS de cepas de Brucella rugosas no contienen la cadena O. En B.
abortus el LPS ha sido involucrado en neutralizar algunas actividades bactericidas
de los fagocitos y demuestra que es esencial para la supervivencia intracelular
(Gbmez et al., 1995; McQuiston et al., 1999; Tibor et al., 1999).

El LPS y las proteinas de la membrana externa de cepas lisas contribuyen a la
activacion de la respuesta inmune. Una vez que la bacteria penetra al organismo,
llega primero los nddulos linfaticos regionales; una vez que ha vencido esta
barrera se disemina por la via linfatica o por la via hematica al higado, bazo y
genitales. Durante la infeccion B.melitensis se aloja primariamente en las células
fagociticas, estimulando a més fagocitos a migrar debido a que sus componentes,
sus productos y su interaccion con componentes Séricos que son quimiotacticos,

la bacteria por lo general resiste el ataque del sistema inmunitario, dando paso al



establecimiento de la infeccidn cronica, diseminandose a los diferentes 6rganos,
pero en particular, en esta especie se ha demostrado que la cepa virulenta lisa
evita la fusion fago-lisosoma y que se replica intracelularmente mas eficientemente

que las cepas atenuadas (Lord y Cherwonogrodzky, 1992; Moriyon, 1998).

Estudios de los componentes de la cubierta celular de las cepas virulentas del
genero Brucella sugieren que algunas fracciones como los ésteres tipo cera, los
lipidos neutros, el lipido A y el alto contenido de fosfatidilcolina, interfieren con la
funcion fagosoma-lisosoma y con ciertas actividades oxidantes subcelulares de los

leucocitos polimorfonucleares (Moriyon, 1998).

Brucella expresa componentes nucleétidos y es probable que inhiba la fusién
fago-lisosoma  por la liberacibn de purinas (extractos de la 5’guanosina
monofosfato y adeninas). Diversos autores relacionan la liberacién de purinas y la
presencia de la cadena O del lipopolisacarido a la supervivencia; ya que se ha
observado que las cepas lisas de B. abortus son mas resistentes a la destruccion
intracelular en células fagociticas (por ejemplo la cepa 2308), y mas resistentes a
la accion de sustancias bactericidas contenidas en el lisosoma. Brucella resiste a
los intermediarios del oxigeno (per6xido de hidrégeno y radicales hidroxilos),
formados en los fagocitos durante la explosion respiratoria que acompafia a la
fagocitosis para la destruccion de las bacterias ingeridas. Se sabe que la
superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa, que son enzimas que se han
encontrado en Brucella, se integran en el mecanismo de defensa que desarrollan

algunos microorganismos frente a la toxicidad oxidativa (Moriyén, 1998).

2.5Epidemiologia

Actualmente se considera a la Brucelosis como una enfermedad de distribucion
mundial, zoonética y endémica. La incidencia y prevalencia de la brucelosis tienen
importantes variaciones geogréficas. Las zonas de mayor prevalencia

corresponden a la regién del Mediterraneo, Asia occidental, algunas partes de



Africa y América (Estados Unidos, México, Brasil, Pert, Colombia y Argentina). B.
melitensis es la especie mas difundida seguida de B. abortus y B. suis. (Castro et
al., 2005).

Las cabras infectadas son en gran medida responsables de diseminar la
enfermedad a la poblacibn humana, pues excretan gran cantidad de bacterias
capaces de sobrevivir en el medio ambiente por periodos relativamente largos
motivo por lo que el control de la enfermedad en esta especie es indispensable

para combatir la zoonosis (Castro, 2005).

2.6Transmisién

La fuente de infeccion la constituyen los animales infectados que excretan gran
cantidad de bacterias junto con los tejidos y productos de abortos, en la leche, y
en menor medida en las secreciones genitales, contaminando de esta forma el
suelo, los corrales, la paja de las camas, el agua de arroyos, canales y pozos.
Brucella es capaz de sobrevivir en el medio ambiente, fuera del hospedador, por

periodos relativamente largos (Castro et al., 2005).

Oral: Desde el punto de vista clinico el 95% de los animales adquieren la infeccion
por esta via, por el instinto de los animales de lamer los fetos abortados, los
terneros recién nacidos y los 6rganos genitales de otras hembras recién paridas
estas, secretan alrededor de 10 bacterias/gramo, aun en los casos asintomaticos (
Rodriguez et al., 2005).

Via cutadnea: Tiene la misma importancia, por ejemplo: se pueden producir
infecciones mediante las camas infectadas, cuando haya lesiones en los extremos
de los miembros, en el espacio interdigital que faciliten la penetracion del agente
patdgeno en capas profundas de la piel, al ordefiar, se introducir Brucella en la piel
de los pezones atreves de manos humedecidas con leche infectada. La cantidad

de bacterias/gramo que se elimina en leche es variable, pudiendo oscilar desde



menos de 100 hasta 200.000 (sin precisar volumen) (Rodriguez et al., 2005;
Mufioz, 2007).

Las practicas habituales de manejo de las cabras; préstamo de sementales,
pastoreo de rebafios en lugares comunes, reposicion con animales de otros
rebafos, facilitan la diseminacion de la enfermedad. Las vias de contagio son
multiples y no muy conocidas. Sin embargo, la mayor cantidad de los animales se
infectan a través de las vias oral y respiratoria, bien por ingestion de materias
contaminadas o bien por inhalacion del polvo de los establos (Blasco et al., 2001).
En el cuadro 2. Se muestran la relacién entre especies de Brucella, vias de

transmision y patogenia.

Huesped Especie de Brucefla Vias de transmision Patogenia

Bovinos B. abortus Oral, nasal y conjuntival. Abortos. Orquitis.
Epididimitis. Ocasionalmente artritis.

Cerdos B. suis Oral y genital. Aborto. Esterilidad. Orquitis.

Qvinos B. ovis Genital. Abortos (poco frecuentes).
Epididimitis.

Perros y B. melitensis, Oral y genital. Abortos. Esterilidad. Epididimitis.

otros canidos B. abortus, Dermatitis escrotal

B. canis, B. suis

Hombre Inoculacion conjuntival. Fiebre aguda e intermitente.
B. melitensis, Inhalacion. Cutdnea. Adenopatfas.
B. abortus, Digestiva. Hepatoesplenomegalia
B. canis, B. suis Complicaciones osteoarticulares,

Fuente: Acta Bioquim Clin Latinoam 2005; 39 (2): 203-16

2.7Factores de riesgo

La adquisicion de animales de reemplazo infectados es la principal causa de
introduccion de Brucelosis a hatos libres, también la proximidad con otros hatos
infectados es un factor predisponente para el ingreso o la aparicién de Brucelosis
en un rebafo, asimismo el tamafo del hato, la densidad de poblacion y manejo
sanitario del hato (Roger, 2005), la infeccion se puede producir en todos los

animales, considerando la edad, el sexo, tiempo de gestacion y la resistencia

10



natural a la enfermedad, que influye en la evolucibn de la infeccion. La
susceptibilidad parece estar mas relacionada con la madurez sexual que con la
edad. Mas sin embargo, tenemos que las crias nacidas de hembras infectadas,
usualmente son seronegativas a Brucella por un largo periodo y posteriormente
convertirse en positivas (Diaz et al., 2002). Otro aspecto importante de esta
zoonosis es que afecta principalmente al personal que labora en lugares donde se
tiene contacto directo con las fuentes de infeccion, como meédicos veterinarios,
trabajadores de establos, rastros, laboratorios de diagnosticos etc., (Venegas et
al., 2007).

2.8 Patogenia de la brucelosis

Las bracelas penetran al organismo principalmente por la via oral, aunque también
pueden hacerlo por la via conjuntival, por inhalacién, a través de heridas e
incluso en el semen y la transmision congénita. (Diaz, 2001) Posterior a su
entrada, la bacteria migra por via linfatica hasta los primeros nodulos linfaticos
regionales, donde se multiplica y produce la infeccion. Esta etapa de colonizacion
local o regional corresponde al periodo de incubacion de duracién variable, que
oscila entre 14 y 180 dias, prolongadndose hasta la aparicibn de anticuerpos
(Crespo 1993).

A partir de los nodulos linfaticos se produce una diseminacion que constituye la
denominada primoinvasion por Brucella, que se inicia con su paso al torrente
circulatorio, a través del cual coloniza diferentes 6rganos el bazo, el higado o la
médula d&sea, posteriormente provoca sucesivas ondas septicémicas que,
generalmente coinciden con un periodo febril en el hospedador. Esta fase
constituye un requisito imprescindible para alcanzar la placenta e implantarse en
ellay en la que cualquier mecanismo inmune capaz de reducir el nivel y/o duracion
de la bacteremia podria reducir las posibilidades de colonizacién. Se puede
desarrollar una evolucion variable de la enfermedad que dependeréa de la totalidad

de factores que influyen en la susceptibilidad. En general, tanto en ovinos como en
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caprinos, se suele producir una localizacién aislada bien sea placentaria, mamaria,

osteoarticular, hepatoesplécnica, testicular. (Hornitzky, 1986).

En los mamiferos superiores la placenta es un o6rgano complejo, constituido
conjuntamente por tejidos maternos y fetales, que regula el transporte de
sustancias nutritivas desde la madre al feto y se denomina “efecto barrera” al paso
selectivo de moléculas a traves de ella. Tradicionalmente se ha considerado que
Brucella coloniza los cotiledones placentarios y el Utero, donde se multiplica muy
activamente en el epitelio que reviste las vellosidades embrionales del corion
presentes en las hembras en gestacién, propagandose entre ellas y la mucosa
uterina, dando lugar a procesos inflamatorios, posteriormente necroticos, que
alteran las conexiones entre la placenta fetal y materna. De tal forma que pueden
atravesar la barrera placentaria y localizarse en el feto, principalmente en el
pulmén, bazo, higado, miocardio y contenido del abomaso. Este proceso tiene
como consecuencia alteraciones en la nutricion y oxigenacion del feto, dando lugar

a su muerte y expulsion, es decir, al aborto (Crespo, 1993).

Si el animal no esta gestante, la localizacion usual es la ubre, donde se produce
mastitis intersticial y afecta los linfonodos adyacentes. También se puede localizar
en higado, pulmén, linfonodos y bazo donde se producen focos granulomatosos,
guedando infectados de por vida, la bacteria es facilmente fagocitada por los
macrofagos, pero resiste la destruccion posterior por ser un macréfago intracelular
facultativo, permanece a salvo de los mecanismos de defensa por largos periodos
de tiempo, pudiéndose multiplicar dentro del fagocito, la reaccién huésped-parasito
es muy compleja y debido a esto el periodo de incubacion es variable y esta
influenciado por la fase de gestacion, numero y virulencia de las bacterias, edad y

vacunacion previa (Bastuji, 1998).
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2.9 Inmunologia

El ingreso de la Brucella al organismo suele desencadenar un proceso inflamatorio
agudo a los pocos dias pos infeccidn, desarrolla estrategias para su supervivencia,
como permanecer en el fagosoma intacto y bloquear la fusién posterior con el
lisosoma, por la presencia de la cadena O y los lipidos de ornitina que interactdan
directamente con la membrana del fagosoma y de esta forma se protege de la
accion de los péptidos cationicos y enzimas liticas presentes en los granulos
lisosomicos (Estrada et al., 2007). Induce la activaciéon de los mecanismos de
defensa que se inician con la participacion de algunos componentes de la
inmunidad innata, como el complemento (C), los neutrofilos y los macréfagos. La
activacion del C por las via clasica y alterna juega un rol muy importante en la
resistencia contra bacterias gram negativas. Los neutrofilos son las primeras
células del huésped que se ponen en contacto con Brucella. La opsonizacion de
las bacterias por anticuerpos y complemento facilita su fagocitosis. Como ya se ha
mencionado, Brucella es capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro de los
neutréfilos durante el curso de la infeccion y de esta forma es transportada a los
tejidos linfoides donde se produce la muerte de las bacterias intracelulares esto es
necesario para la desgranulacion de los granulos de los neutréfilos, con la
siguiente liberacion de mieloperoxidasa, la Brucella posee mecanismos que
inhiben esta desgranulacion y evitan asi su destruccion (Hugo et al., 2005). En la
respuesta humoral, la primera reaccién a la adquisicion de la infeccion, ya sea en
forma natural o por vacunacion, es de inmunoglobulina M (IgM), seguida por la
activacion de la IgG como efecto secundario. En animales vacunados con la cepa
19 la primera respuesta aparece alrededor de los 13 dias posvacunacion; se
encuentran anticuerpos aglutinantes IgM (aglutininas) que permanecen en la

circulacion por 90 dias (Roger, 2005).

2.10 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas mas evidentes es el aborto durante los Ultimos dos

meses de gestacion, los fetos permanecen en el Utero 24 a 72 horas después de
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muertos 0 nacen crias vivas pero muy débiles y en poco tiempo después mueren,
por lo general se produce la autolisis de los tejidos suaves, acompafiado en
algunas ocasiones por retenciéon de placenta y metritis, piometra (Roger, 2005;
Lépez, 1998).

El periodo de incubacion es dificil de establecer ya que varia de acuerdo a
diversos factores (concentracion y virulencia de la bacteria, estado fisico,
nutricional e inmunolégico del huésped). Los promedios de incubacion varian de
15 dias a varios meses. En andlisis histopatolégicos en fetos, se observan
lesiones de hepatitis necrética multifocal y bronconeumonia exudativa (Limon et
al., 2007), en machos adultos produce alteraciones testiculares epididimitis y

algunas veces orquitis, atrofia testicular (Blasco, 2002).
2.11 Prevencion y control de la brucelosis

1. Diagnostico. Juega un papel importante con respecto a la disminucion de
focos de infeccion, de tal manera que es fundamental emplear las pruebas
serolégicas que presenten una mayor sensibilidad y especificidad, con lo
cual se pretende identificar a los animales infectados reduciendo asi la
probabilidad de un error.

2. Eliminacion o aislamiento de reactores. Se refiere a los hatos libres y los
hatos en control. El primero obliga al ganadero a sacrificar a los animales
reactores en un periodo no mayor a los 10 dias posteriores a la fecha en
que fueron comunicados los resultados. Dicho sacrificio debe hacerse en un
rastro autorizado por la SAGARPA. El segundo se refiere al sacrificio de de
reactores, que a su vez pueden ser aislados. El aislamiento puede ser
completo (unidades de segregacion autorizadas) o parcial en el mismo hato
a criterio del MVZ oficial. Este aislamiento se puede realizar por un periodo
no mayor un afio, al término del cual los animales seran enviados a un
rastro autorizado para su sacrificio.

3. Desinfeccién. Cuando se identifica un animal reactor, se aisla o elimina del

resto del ganado, siendo necesario una desinfeccién quimica del corral o
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areas en las que el animal se alojaba. Se realiza primero una limpieza
mecénica para eliminar materia organica, posteriormente se utilizan los
siguientes desinfectantes recomendados por la norma oficial mexicana:
solucion de cloruro de cal al 2.5% de cloro activo, solucién de hidroxido de
sodio al 2%, creolina al 5% y fenol al 1%.

4. Vacunacion. En Meéxico la Norma Oficial Mexicana para la Campafa
Nacional Contra la Brucelosis en animales, contempla el uso obligatorio de
la vacuna Rev 1 de Brucella melitensis, en dos presentaciones la primera
en dosis normal de 2 ml para animales de 3 a 4 meses, la segunda en dosis
reducida de 1 ml para animales mayores de 4 meses y/o gestante.

5. Control de movilizacion de animales. Es de gran importancia para el
éxito o fracaso de los programas de control de la Brucella el tener bajo
vigilancia la movilizacion de los animales, considerando el area de origen y
el destino, asi como el motivo de la movilizacién. Animales procedentes de
hatos libres se pueden movilizar por todo el pais sin restriccion alguna, en
contraste los animales procedentes de hatos en control, se autoriza su
traslado dentro de zonas en control y con el fin de ser llevados a las areas
de aislamiento o al rastro (Flores 1994, OIE 2004, Brucelovac 2005, Olsen
1997, Plummet 1994, SAGARPA 1995).

2.12 Pruebas de diagnostico
En la actualidad se dispone de un gran nimero de pruebas seroldgicas como la
RB3%, la Inmunodifusion Radial (IDR), la ELISA, todas ellas pueden ser Utiles
cuando se emplean con un criterio adecuado.
El éxito de los programas sanitarios contra brucelosis obedecera de la eficacia del

diagnostico, el cual depende de a la calidad de las pruebas utilizadas, la

especificidad, sensibilidad e indice de deteccion de animales enfermos.
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Algunos investigadores coinciden en sefialar la validez del diagndstico serolégico
a pesar de las limitaciones que presenta la deteccion individual de animales
enfermos, particularmente los pequefios rumiantes, por lo cual los resultados han
de interpretarse siempre de forma colectiva y, en consecuencia, un rebafio habra
de considerarse como afectado por la enfermedad, aunque solo haya detectado
en él un animal positivo. Estas circunstancias implican a su vez, el caracter
colectivo de medidas profilacticas, que tendran al rebafio como unidad minima de

actuacion sanitaria (Diaz, 1993).

2.12.1Rosa de Bengala (RB) 3%

Esta prueba del antigeno brucelar amortiguado recibe diversos nombres, tales
como: buffered brucella antigen (BBA); rose bengal plate test (RBPT); asi como
prueba de tarjeta o card test. En 1967 piets y schilf desarrollaron este antigeno
acidificado tamponeado estable, que consiste en una suspension de brucella
abortus cepa 1119-3 en una concentracion de 8% amortiguada a un pH 3.5y

tefiida con rosa de bengala (Diaz et al; 2001).

Diaz Aparicio y col, (1993). Demostraron que en ovinos y caprinos la modificacion
en la concentracion del antigeno de tarjeta del 8% al 3%, aporta resultados mas
fieles al aumentar la sensibilidad en la deteccion de animales positivos. Esta
modificacion ya ha sido incluida en la norma oficial mexicana NOM-041-ZOO-
1995, campafia nacional contra la brucelosis en animales, publicada en el diario
oficial el 20 de agosto de 1996.

La aglutinacion inespecifica de las bracelas lisas desaparece a un pH acido 3.6,
mientras que en estas condiciones se mantiene la actividad de los anticuerpos
especificos. Esta observacion es la base de la RB, en la que se emplea un
antigeno (Ag) celular tefiido con este colorante y tamponado a pH 3.5. Es un

procedimiento cualitativo rapido de aglutinacion macroscopica que se efectla en
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una sola dilucién. En la RB, la estructura frente a la cual actdan los anticuerpos es
el LPS (Diaz et al., 1993).

2.12.2Inmunodifusion radial (IDR)

Es una prueba que identifica IgG frente al HN que se encuentra en un gel, que es
depositado en placas especiales, se perfora el gel y se agregan los sueros
problema, si algun suero resulta positivo se presenta una precipitacion alrededor
del pozo. Esta prueba se recomienda cuando se pretenda diferenciar animales con

reacciones vacunales o por cepas de campo (Blasco y Diaz, 1992).

2.12.3Elisa

Es una prueba de reconocido valor de reconocido valor para el diagnostico de
brucelosis en bovinos, en los que se han evaluado varios antigenos y conjugados.
En los caprinos el numero de trabajos sobre ELISA para diagnosticar brucelosis es

minimo (Diaz et al., 2001).

Permite cuantificar los anticuerpos especificos de las clases IgM, 1gG e IgA con
actividad anti-LPS de la Brucella (Young, 1991).

A finales de los afios 70, se desarrollo la ELISA, para aplicarla al diagndstico de

brucelosis en varias especies de animales y en el hombre.

Segun los resultados obtenidos por Hornitzky y Searson la prueba es un método
sensible, especifico y economico. Aplicaron la ELISA con el objetivo de
diagnosticar la brucelosis caprina, posteriormente se compararon los resultados
obtenidos con otras pruebas como la Fijacion del Complemento, 2-
Mercaptoetanol, y aglutinacion Lenta. Y se comprobé que la ELISA es mas

especifica con un 95% de efectividad (Luna, 2004).
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2.13 Vacunacioén

La Rev 1 es la vacuna mas utilizada actualmente en ovinos y caprinos, se debe
tener en cuenta que la Rev 1 es una cepa viva atenuada y por tanto supone la
penetracion y multiplicacion de dicha cepa en los animales. En 1955 Herbert y
Elberg encontraron una cepa de B. melitensis no dependiente de la estreptomicina
a la que llamaron Rev 1 (Varela et al., 1973). La cepa Rev 1 es de baja virulencia,
es altamente antigénica, es estable y no revierte a patdgena por pasajes
continuos. La cepa Rev 1 es un revertiente en fase lisa obtenido a partir de una
cepa estreptomicina dependiente de Bucella. La Rev 1 puede ser excretada en la
leche de las cabras vacunadas, siendo este un fendmeno transitorio persistiendo a

veces hasta dos lactaciones (Elberg, 1981).

Una dosis de 1 x 109 u.f.c., protege a la cabra de por vida cuando se aplica a
cabras de 3 a 6 meses de edad (Elberg, 1981). Sin embargo esta contraindicada
en cabras prefiadas, pues puede ocasionar aborto, y en cabras lactando puede
eliminarse por la leche. Ademas los animales quedan como positivos a las
pruebas serodiagnésticas, siendo los anticuerpos fijadores de complemento los
gue permanecen durante mayor tiempo (Alton, 1990). Existen discrepancias en las
respuestas seroldgicas posteriores a la vacunacion convencional (via subcutanea,
dosis normal) en ovinos y caprinos, ya que dicha respuesta oscila, entre cuatro y
veinte meses. En cambio al usar la vacunacién con dosis reducida en cabras
adultas estas resultan negativas a las diversas pruebas seroldgicas entre los 3y 7
meses después (Alton, 1990). En la vacunacion de cabras gestantes se sabe que
el uso de la dosis normal presenta serios problemas de abortos (Elberg, 1981).
Una alternativa es el uso de la dosis reducida ya que su aplicacion en cabras

gestantes no provoca aborto (Alton, 1990).

La vacunacion durante un brote de la enfermedad no causa efecto sobre el curso
de la infeccion, pero puede tener un efecto de supresidbn de abortos. Esta
vacunacion masiva y sistematica de caprinos disminuye la presencia de los

abortos en rebafios o explotaciones, interrumpe la transmision de la enfermedad,
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evita su difusion y tiene como resultado la disminucién de la prevalencia,

permitiendo la ejecucion de una vigilancia epidemioldgica adecuada.

2.14 Datos sobre la vacunacion en México

La vacunacion es una herramienta importante para interrumpir la difusion de la
brucelosis. Sin embargo, la vacunacion sélo disminuye el riesgo de contagio, sin
eliminarlo por completo. Ademas, debe estar integrada en un programa de control

que contemple el diagndstico y las medidas sanitarias (Blasco, 1997).

En México el programa de control de la brucelosis, usa la vacunacion con la cepa
Rev 1 de B. melitensis, aplicando la dosis clasica en cabritas jovenes y la dosis
reducida en cabras adultas recomendandose la vacunacion de hembras vacias.
Siendo hasta el momento Rev 1, la Unica vacuna eficaz para el ganado ovino y
caprino, que induce una respuesta seroldégica muy semejante a la de la infeccion
natural (Elberg, 1981).

Actualmente se considera que esta vacuna debe usarse tanto en programas
previos de vacunacion masiva, que aspiran a reducir la incidencia en zonas
endémicas, como en los que combinan vacunacion y diagnéstico serolégico, con

el fin de erradicar la enfermedad.

Es importante destacar el hecho de que a pesar de que la poblacion de ganado
caprino en México rebasa ligeramente los 9 millones de cabezas y que la NOM
para la campafa sefiala que la vacunacion es obligatoria en todo el territorio
nacional, el nimero de vacunas utilizadas anualmente para prevenir la infeccion
en cabras en el pais no rebasa las 830,430 dosis que es la cifra mas elevada de
vacunas Rev 1 utilizadas en un afio, situacion que ocurrié en 1999. En los afios
subsecuentes el nimero de dosis aplicadas ha sido inferior a las 680 mil, lo que
implica una limitada cobertura de vacunacién. En el afio 2005 Gnicamente se

utilizaron 309,244 dosis sumando las dos presentaciones autorizadas
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oficialmente, la conocida como vacuna dosis completa para cabritas jovenes de
la cual se aplicaron 65, 905 dosis y la llamada vacuna en dosis reducida, para
animales adultos, de las que se aplicaron 243, 339 vacunas (Flores, 2007).

La vacunacién usando la dosis completa por via conjuntival, parece ser una
excelente opcion. Sin embargo, en nuestro pais no ha sido utilizada, aunque
ahora un laboratorio espafiol esta tramitando su entrada al mercado mexicano
(Flores, 2007).

SAGARPA, contraviniendo las recomendaciones técnicas en contra de esta
medida emitidas y sustentadas por el Comité de ovinos y caprinos del Consejo
Nacional de Salud Animal (CONASA), ha autorizado en México el uso de la cepa
RB51 para los caprinos, tanto en dosis reducida como completa, la vacuna viene
sin embargo en una sola presentacion y lo que varia es la dosis que se aplica,

siendo 1 ml para la dosis reducida y 2 ml para la dosis completa.

2.15 NOM-041-Z0O0-1995. Campafa Nacional contra la Brucelosis en los

animales

La NOM-041-Z0O0-1995 (Campafia Nacional contra la Brucelosis en los animales)
dice textualmente es su inciso 8.4: Vacuna para caprinos y ovinos.- Las vacunas
utilizadas para la inmunizacion de cabras y ovejas deben estar elaboradas con la
cepa Revl de Brucella melitensis, ajustandose a lo siguiente: a) Se puede utilizar
en dos formas: La dosis clasica para cabras y ovejas de 3 a 4 meses de edad y la
dosis reducida, para hembras mayores de 4 meses; b) La dosis clasica debe
contener de 1 a 2 x 10° ufc de Brucella por cada ml de vacuna reconstituida,
siendo la dosis de 1 ml; ¢) No debe aplicarse la vacuna en dosis clasica a hembras
mayores de 4 meses ni a animales gestantes o enfermos; d) La vacuna en dosis
reducida debe tener un titulo de 1 x 10° ufc de Brucella por cada dosis; €) Bajo
ninguna circunstancia se permitira diluir la vacuna en presentacion de dosis
clasica, para obtener dosis reducidas; f) La vacuna en dosis reducida puede

aplicarse a todas las hembras mayores de 4 meses que estén sanas, aun cuando
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estén gestantes; g) No debe aplicarse en ningln caso la vacuna a caprinos ni
ovinos machos; h) No debe aplicarse la vacuna a caprinos ni ovinos castrados,
sean machos o hembras; i) En aquellos casos en que la Secretaria, con base en
un diagnadstico de situacion lo justifique, sera obligatoria la vacunacion de todas las
hembras de bovinos; j) La vacunacion oficial de cabras y ovejas sera realizada o
supervisada por un Médico Veterinario oficial o aprobado; k) Al aplicar la vacuna
para la prevencion de la brucelosis en caprinos y ovinos, el Médico Veterinario
oficial o aprobado debe extender una constancia de vacunacion; I) La constancia
de vacunacion debe incluir datos especificos sobre la unidad de produccion,
identificacion precisa del o los animales vacunados, marca y numero de lote de la
vacuna asi como la fecha de vacunacion, fecha de caducidad del producto y edad
de los animales, debiendo indicar si se aplicé la vacuna en dosis clasica o
reducida; m) El Médico Veterinario oficial o aprobado debe instrumentar la
identificacion permanente del animal mediante un arete oficial u otra que autorice
la Secretaria; n) El Médico Veterinario oficial o aprobado debe informar a la

Secretaria sobre sus actividades de vacunacion (NOM-041-ZO0-1995).

2.16 Producciodn caprina en México

En el aflo 2008 en México la poblacién caprina era de 8, 952,144, cabezas, de las
cuales menos de 300,000 cabezas eran destinadas para la produccion, la
producciéon de carne en ese afo fue de 42,389 toneladas y una produccién anual
de leche de 163,900 litros (SIAP, 2008).

2.17 Brucelosis en caprinos

Los caprinos son los principal hospedador de B. melitensis, sin que ello quiera
decir que el microorganismo no sea patdégeno para otras muchas especies
animales. En México cinco de siete especies de Brucella han sido aisladas, esto
incluye a B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis y B. ovis. Algunos de los

aislamientos se han hecho en especies animales que no son sus huéspedes
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habituales, por ejemplo una cepa de B. suis fue aislada de queso de leche de vaca
y algunas cepas de B. melitensis fueron aisladas de leche de vaca. Casos
esporadicos son causados por B. abortus o B. suis han sido observados en ovinos

y cabras (Moriy6n, 1998).

La brucelosis se encuentra en la lista enfermedades de conformidad con las
disposiciones de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), que comprende
enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de
vista socioecondmico y/o sanitario para las economias nacionales y cuyos efectos
para el comercio internacional de animales y productos pecuarios no son
desdefables (Renoux, 1961).

Las especies mas susceptibles a la infeccion con Brucella melitensis son los
caprinos y los ovinos, sin embargo el caprino puede infectarse con otras especies
de Brucella, especialmente si comparte su habitat con bovinos o cerdos
infectados. Como en las demas especies, la enfermedad se manifiesta en
hembras con aborto, los machos rara vez sufren de infecciones genitales (Crespo,
1993).

Comunmente el hombre se infecta por consumo de productos lacteos,
especialmente quesos frescos procedentes de cabras infectadas con B melitensis.
La excrecion de gérmenes por la leche puede ser constante o intermitente,
dependiendo la cantidad microorganismos que se encuentren alojados en la
glandula mamaria. Se ha reportado que los abortos son focos de infeccion para los

animales y para el hombre (Crespo, 1993).

2.18 Situacion de la Brucelosis caprina en México

La brucelosis se conoce en México desde 1905, cuando el Dr. Valenzuela
sospechaba de la presencia de Micrococus melitensis en humanos. Las
sospechas tomaron cuerpo en 1912, cuando el Dr. Reséndiz relacioné la aparicion

de una enfermedad extrafia, caracterizada por fiebre recurrente con la importacion
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de cabras murcianas en 1910. En 1921, Placeres demostro mediante estudios
bacteriolégicos y seroldgicos la presencia de la enfermedad en México (Roger,
2005). En México se ha descrito la presencia de brucelosis en cabras desde 1917
en los estados de Guanajuato y San Luis Potosi. En 1962 se reportdé que los
estados con mayor prevalencia de brucelosis caprina eran los Estados de
Coahuila, Nuevo Ledén y Zacatecas. En México, la poblacion de cabezas de
ganado caprino en 1989 era de 11 millones y la cobertura diagnostica entre 1982 y

1992 no alcanzo nunca el 1% de este censo (Suarez, 2000).

En la Republica Mexicana la infeccion por Brucella melitensis en animales se
encuentra difundida practicamente en todas las areas en donde existe ganado
caprino. En 1997 la prevalencia de rebafios en los que existia la enfermedad era
de 16.4%, mientras que la prevalencia en relacion a cabezas de ganado afectado
era de 3.0%. Para el afio 2006 la Direccién General de Salud Animal registré una
prevalencia de 10% respecto al nimero de rebafos infectados, en tanto que la
prevalencia con respecto al nimero de cabezas de ganado caprino reactor a
pruebas seroldgicas fue de 1.22%. Esto indica que en los ultimos 10 afios se ha

logrado cierto grado de avance.

Es importante destacar el hecho de que a pesar de que la poblacion de ganado
caprino en México rebasa ligeramente los 9 millones de cabezas y que la NOM
para la campafa sefiala que la vacunacion es obligatoria en todo el territorio
nacional, el numero de vacunas utilizadas anualmente para prevenir la infeccién
en cabras en el pais no rebasa las 830,430 dosis que es la cifra mas elevada de
vacunas Rev 1 utilizadas en un afio, situacion que ocurrié en 1999. En los afios
subsecuentes el nimero de dosis aplicadas ha sido inferior a las 680 mil, lo que
implica una limitada cobertura de vacunacion. En el afio 2005 Unicamente se
utilizaron 309,244 dosis sumando las dos presentaciones autorizadas
oficialmente, la conocida como Vacuna Dosis Completa para cabritas jovenes de
la cual se aplicaron 65, 905 dosis y la llamada Vacuna en Dosis Reducida, para

animales adultos, de las que se aplicaron 243, 339 vacunas.
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Estas cifras hacen evidente que el avance de los programas de combate a la
brucelosis caprina seguird tan lento como ha sido durante los ultimos 35 afios, a
menos que se tomen medidas enérgicas que permitan albergar mejores

expectativa.

2.19 Brucelosis en caprinos en la comarca lagunera

La caprinocultura en la Comarca Lagunera tiene una tradicion desde la época de
la colonia, la crianza de esta especie se ha mantenido y transmitido de generacién
en generacion, representando la principal fuente de trabajo para muchas familias
rurales. Actualmente la Laguna tiene un inventario de 373,365 caprinos, siendo el
primer productor nacional de leche con una producciéon de 79, 887,000 litros al afio
(SAGARPA, 2009), la cual en su mayoria es acopiada por dos empresas
(Chilchota y Coronado), las cuales destinan la leche principalmente a la

elaboracion de quesos y dulces (Laria et al, 2006).

Siendo la comarca lagunera la principal regién productora de leche de cabra de
México, el control de esta enfermedad cobra mas importancia, ya que su control
incide en la salud publica de la poblacion rural que se dedica ala caprinocultura
(por contacto directo con animales infectados o inhalacién de aerosoles con
particulas infectadas) y con los consumidores de lacteos sin pasteurizar (Laria et
al., 2006).

Si embargo la incidencia puede disminuirse mucho si se aplicara estrictamente la
NOM, como lo menciona CONASA. La brucelosis caprina ha recibido poca
atencion, sin embargo, la economia de muchas zonas éaridas o semi-aridas
depende en gran medida de estos animales.

En la comarca lagunera lleva ya varios afios en funcionamiento la campafa de
control, tanto en bovinos como en caprinos, sin embargo durante mucho tiempo en

cabras se uso indistintamente la misma vacuna que en bovinos, la cual tiene como
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origen B.abortus , la cual si afecta a la cabras, pero no es la principal Brucella (la

principal es B.melitensis).

2.20 Laenfermedad como problema de salud publica.

Es una enfermedad que afecta a los animales e incidentalmente se transmite al
humano. La brucelosis humana es causada principalmente por B. melitensis y B.
abortus, pero también por B. suis y B. canis, nunca por B. ovis. La bacteria se
transmite a través de la ingestion de leche y subproductos lacteos (crema, yogurt,
mantequilla y queso) elaborados con leche no pasteurizada proveniente de
animales infectados, por contacto directo con secreciones contaminadas y por
aerosoles. Se considera una enfermedad ocupacional que afecta a veterinarios,

matanceros, ganaderos, laboratoristas, etc.

La brucelosis humana conocida también como: fiebre del mediterraneo, fiebre de
Malta, septicemia de Bruce, fiebre ondulante, enfermedad de Bang, aborto
contagioso y aborto infeccioso, es una enfermedad de notificacion obligatoria para
los médicos. De acuerdo a los reportes generados por la Direccion General de
Epidemiologia SSA, hasta la semana 33 (del 15 al 21 de agosto) de 2010 se han

reportado 1,622 casos de brucelosis humana.

Distribucion de la incidencia de casos de

Puebla brucelosis humana (ene-ago 2010)
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Los datos oficiales de incidencia, aunados a los casos no reportados y/o mal
diagnosticados, resaltan la importancia de la enfermedad en nuestro pais. Lo
anterior debe sensibilizar tanto a las autoridades, como a los profesionistas y
productores de la importancia del control y erradicacion de la enfermedad en los
animales domeésticos, la principal fuente de transmision hacia los humanos en
México. En referencia a la salud animal la Campafia Nacional Contra la Brucelosis
en los Animales reporta que todo el territorio nacional esta en fase de control, a
excepcion del estado de Sonora cuyo estatus es de libre, Yucatan y el norte del

estado de Sinaloa se encuentran en fase de erradicacion.

. JUSTIFICACION

La brucelosis es una zoonosis que causa importantes pérdidas a los ganaderos
del pais. Aun siendo la laguna un area de alta produccién caprina, existen pocos
trabajos que reporten la incidencia de la brucelosis por lo que la SAGARPA vy el
CONACYT convocaron a la realizacion de un estudio epidemiologico a nivel

nacional en las principales zonas caprinocultoras del pais.

Con el fin es establecer la prevalencia de la enfermedad, para después determinar
cuales son los factores de riesgo que estan involucrados en su presentacion
favoreciendo que se estén infectando los animales, para asi proponer con

bases, medidas para el control.

La Prueba de Rosa de Bengala al 3% (RB3%) forma parte de las pruebas
aceptadas por la Norma Oficial Mexicana (NOM-041-ZOO-1995) y por la
Organizacién Internacional de Epizootias como prueba tamiz en el diagnostico de
la brucelosis. Es rapida, de facil ejecucion y permite el procesamiento de un gran
namero de muestras por dia, es cualitativa, ademas de que en zonas de alta
prevalencia da resultados muy satisfactorios aun en zonas geograficas

econémicamente deprimidas en las que no existe la posibilidad de acceso al
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laboratorio, sabiendo que en la mayor parte del pais la explotacién de ganado

caprino se realiza en condiciones de nomadeo.

IvV. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la prevalencia y los factores de riesgo asociados a la brucellosis en

cabras de la comarca lagunera.

Objetivos particulares
e Determinar la prevalencia de la enfermedad
e Conocer el estado sanitario de los rebafos caprinos de la comarca lagunera
en relacion a la brucela.
® Proponer medidas de manejo de los rebafios que contribuyan a disminuir el

riesgo de presentar brucelosis.
V. MATERIAL Y METODOS
5.1 Descripcién del lugar de trabajo.
El estudio fue realizado en Zona metropolitana de La Laguna, integrada por

municipios tanto de Coahuila como del vecino estado de Durango. Los municipios

incluidos en el estudio se muestran en el siguiente mapa. Figura 1
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Ubicacion de la Comarca Lagunera: Torredn,
Coahuila y Gémez Palacio, Durango

ZACATECAS

Mumclp:l.m =] Du:i_ugo

Municipics en Coahuila L Lesdo
2 Géenez Palacio
3 haparmi
. Matamoros 4. MNazas
£ Podes
San Pedro & Tlahualile
T v ) Simdn Bolivar
. JOTTEOD 8 San Juan de Guadalape
V:csca & Sam Luis del Cordero
. (1] San Pedro del Gallo
Franasco [ Madero

Figura 1. Ubicacién de la comarca lagunera: torredn, Coahuila y Gomez palacio

Durango

5.2 Caprinos muestreados

Las muestras de los caprinos utilizados en este estudio fueron tomadas de una

poblacién de rebafios con un sistema de produccion extensivo caracteristico de

la comarca lagunera, no importando el numero de caprinos que conformaran el

rebafio

5.3 Tipo de Estudio

El estudio aplicado fue de tipo transversal, el cual se caracteriza porque los

sujetos de estudio se evalian en una sola ocasion, prospectivos y se basan en el

estudio de casos presentes al momento de la visita en la unidad de produccion.
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5.4 Calculo del tamafio de muestra

El tamafio de muestra se calculd con base a la referencia del nUmero de caprinos
que existian en la region lagunera 2008, mediante la férmula de proporciones de
Levy SP, con una poblacion total de 446 400 animales, una prevalencia del 20% y

un intervalo de confianza del 95% y un error de 0.2 %:

_ N+ Zo'pxq
T di(N—-1) +Zafxp=q

n

La “n” resultante fue de 793 animales.

5.5 Tipo de muestreo

El método de muestreo empleado fue aleatorio simple al seleccionar los
municipios utilizando una base de datos. Posteriormente se hizo una invitacién a
los productores a participar en el estudio, es decir, que en esta etapa el muestreo
fue por conveniencia y finalmente en cada unidad de produccion la seleccion de
los animales se realiz6 de manera aleatoria simple y siguiendo los criterios de

inclusion.

5.6 Célculo del tamafio de muestra por explotacion

Para integrar la muestra de cada explotacion, los caprinos se seleccionaron al
azar, el tamafno de la muestra en cada UP se establecio al momento de la visita y
en base a la poblacién que existia en ese lapso, se calcul6 mediante el proceso
de Canonn y Roe (procedimiento que proporciona la probabilidad de detectar al

menos un animal enfermo bajo la prevalencia esperada).
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5.7 Criterios de inclusién de los caprinos muestreados

La poblacion blanco consistié de todos los caprinos mayores de 1 afio de edad,
gue los animales fueran de 1 afio de edad las principales zonas caprinas de la
comarca lagunera, que se percibieran aparentemente sanos al momento de la

visita y por lo tanto no presentaran signos de ninguna enfermedad.
5.8 Descripcién de las muestras colectadas

Se colectaron por cada animal muestras de:
e Sangre para la obtenciéon de suero.
e Leche
e Un registro de datos individuales por cada cabra muestreada

¢ Un cuestionario por cada explotacion.

5.9 Procedimiento para la coleccion, conservacién y envio de muestras
para desarrollar las actividades del Estudio epidemiolégico de

enfermedades que afectan la produccion caprina.

Suero

Material
e Torundas con alcohol
e Tubos vacutainer sin anticoagulante (tapon rojo)
e Agujas para vacutainer

e Plumoén de tinta indeleble y punto fino

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena yugular y fueron colectadas
mediante el sistema vacutainer en tubos sin anticoagulante para la posterior

obtencion del suero.
Para la obtencion de suero se centrifugo a 3000rpm durante 10min.
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Leche
Materia
e Frascos o tubos estériles
e Marcador de tinta indeleble y punto fino
Lavar y desinfectar el pezdn previo a la obtencion de la muestra, cuidar de no
tocar la piel con el frasco, desechar el primer chorro de leche de cada glandula

mamaria. Solo el chorro de leche tendra contacto con el frasco

5.10 Procedimiento para el transporte de las muestras
Todas las muestras se transportaron con refrigerantes en menos de 48 h, al
Laboratorio de Tuberculosis del CENID-Microbiologia INFAP donde se congelaron
a -20°C hasta ser procesadas.

5.11 Encuesta por rancho
Por medio de un cuestionario se obtuvo informacion de las variables
independientes que pudieran estar relacionadas con la presencia de la
enfermedad como: tipo de explotaciéon, ya sea de carne o cria, ubicacién, tipo de
manejo, etc.; necesarias para establecer los factores de riesgo.

5.12 Cédula individual por caprino

La cédula de datos individuales se utilizo para obtener informacién de municipio,

rancho, edad, peso, sexo, estado de carnes, etc.).

5.13 Pruebas diagnésticas

Los sueros fueron evaluados empleando la prueba de rosa de bengala al 3%

(rb3%) forma parte de las pruebas aceptadas por la norma oficial mexicana (nom-
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041-z00-1995) y por la organizacion internacional de epizootias como prueba

tamiz en el diagnostico de la brucelosis.

5.14 Desarrollo de la técnica

La presente técnica es rapida y cualitativa, de aglutinacion macroscépica que se
efectia en una sola dilucion y que detecta principalmente anticuerpos IgM y en
menor grado IgG1. Sirve como prueba tamiz por su alta sensibilidad y permite
reducir el nimero de pruebas diagndsticas para controlar y/o erradicar la
brucelosis en un rebafio o hato. Se fundamenta en que las IgG1 especificas contra
Brucella, todavia actian a un pH de 3.8 lo que determina la especificidad de la

prueba.

El antigeno y los sueros testigos deben mantenerse en refrigeracion y congelaciéon
respectivamente.

Para realizar la prueba deben estar a temperatura ambiente, por lo que deben
sacarse del refrigerador 30 minutos (incluyendo los sueros sospechosos) antes de
realizar la prueba. La sensibilidad de la prueba se ve afectada por la temperatura a
la que se realiza; si el antigeno y los sueros se usan inmediatamente después de

sacarlos del refrigerador, la prueba pierde sensibilidad.

e Colocar una gota de 30 ul de cada muestra de suero en un cuadro
sucesivo de la placa, siguiendo un orden de izquierda a derecha y de
arriba abajo. No se recomienda trabajar mas de 10 muestras a la vez
porque la gota de suero se deshidrata, sobre todo en climas calidos.

e Agitar el antigeno y con la micropipeta (5-40ul) calibrada, colocar una
gota de 30 ul a un lado de cada gota de suero; esto es recomendable
para evitar que empiece la reaccidbn antigeno-anticuerpo antes de

realizar la mezcla.
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¢ Inmediatamente después de que se agrego la ultima gota de antigeno,
mezclar el suero y el antigeno por rotacién con un palillo por suero, a fin
de obtener una mezcla homogénea.

e Mezclar durante 4 minutos por rotacion manual suave de la placa,
evitando que las muestras de los cuadros adyacentes se pongan en
contacto entre si.

e Realizar la lectura sobre el aglutinoscopio.

5.15 Interpretacion de resultados

La lectura debe realizarse inmediatamente después de efectuar la mezcla por
rotacion.

La prueba se considera NEGATIVA cuando no se observa aglutinacion.

La prueba se considera POSITIVA, cuando existe cualquier grado de aglutinacion,
la cual se observa con formacién de grumos color rosa.

En esta prueba no existen sueros SOSPECHOSOS.

Si la prueba resulta POSITIVA, debe realizarse una prueba complementaria

cuantitativa, (Rivanol o Fijacién del Complemento).

5.16 Encuestas individuales y por rebafio
Las encuestas se aplicaron a caprinocultores de 60 rebafios, en total fueron 793
encuestas por cada caprino incluido en la muestra, todas las encuestas fueron
capturadas en Excel para después ser procesadas mediante los programas
estadisticos.

5.17 Bases de Datos

Se elaboraron dos bases de datos correspondientes a las explotaciones y a la

poblacion caprina, las cuales fueron depuradas resultando datos completos
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(cuestionarios y resultado de diagndstico) correspondientes a 793 caprinos que

procedian de 86 explotaciones.
5.18 Anaélisis estadistico
La seroprevalencia global de la enfermedad se obtuvo dividiendo el numero de
positivos a RB al 3% encontrado al momento del estudio entre el total de animales
muestreados.
VI.  ANALISIS Y RESULTADOS
Seroprevalencia por Rebafio
En una muestra de 60 rebafos caprinos localizados en 7 municipios de la

comarca lagunera, se determinaron 37 rebafios seropositivos a la prueba de

tarjeta. La prevalencia aparente por rebafio fue de 62 %. (37 positivos vs 23

negativos). Figura 2

Negativos
Positivos

Figura 2. Prevalencia de brucelosis caprina en rebafios por municipio.
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Porcentaje de rebafios positivos y negativos obtenidos a partir de la prueba de

tarjeta al 3% con Ag de B. abortus. Figura 3

Brucela Rebanos %%

Positivos 37 62
Negativos 23 38
total 60

Brucella

Negativos

38%

Positivos
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Figura 3. Porcentaje de brucelosis caprina por rebafios.
Prevalencia en animales por municipio.

Al realizar el diagnostico serolégico a los 793 caprinos mediante la técnica de
prueba de tarjeta, utilizando el antigeno de B. abortus al 3 % como prueba tamiz.
Se determind que la prevalencia de animales positivos a Brucelosis fue de 22%

(172 positivos vs 621 negativos). Figura 4

umero de animales muestreados por municipio

POSITIVOS
NEGATIVOS

Figura 4. Prevalencia de animales positivos a brucelosis a partir de la prueba de
tarjeta al 3% con Ag de brucella abortus.
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Porcentaje de sueros positivos y negativos obtenidos a partir de la prueba de

tarjeta al 3% con Ag de B. abortus. Figura 5
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Figura 5. Porcentaje de sueros positivos y negativos obtenidos a partir de la

prueba de tarjeta al 3% con Ag de B.abortus

VIl. DISCUSION.

Para el diagnostico serolégico de la brucelosis animal se han empleado muchas
técnicas tratando de encontrar la ideal, es decir aquella que siendo simple de
realizar y econdémica, sea muy sensible y especifica. En estas condiciones, la
pauta diagndstica mas recomendable consistiria en combinar una prueba de
“screening” que detectase la mayor proporcidn posible de animales con
anticuerpos frente a Brucella, con otra de gran especificidad, que detectase de

entre estos ultimos solo los verdaderamente infectados (Herr et al., 1991).

El diagnostico seroldgico surgié hace mas de 100 afios y a la fecha no se cuenta
con ningun ensayo que sea 100% efectivo y por este motivo es que se emplean en
varios paises dos o mas pruebas de acuerdo a sus necesidades y capacidades de

sus laboratorios.
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En México de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-041-ZO0-1995), quedd
establecida la prueba de Rosa de Bengala modificada, a una concentracion celular
del antigeno del 3% para pequefios rumiantes y no al 8%, gracias estudios
previos, en uno de ellos Diaz y colaboradores, demostraron que el hecho de
disminuir la concentracion del antigeno al 3% y empleando 3 volimenes de suero
(75 pl) por 1 volumen de antigeno (25 pl) se incrementa significativamente la

sensibilidad sin afectar su especificidad (Diaz, 2001).

Como prueba de “screening” oficial se usa la aglutinaciéon rapida con antigeno
Rosa de Bengala, que si se realiza correctamente, posee una sensibilidad proxima
al 100%, pero que presenta una gran cantidad de resultados falsos positivos,
particularmente en caso de antecedentes de vacunacion subcutanea de los
animales de reposicion (Nielsen, 2002). Esta de los resultados falsos positivos se

descarta en este trabajo, puesto que se trabajo con animales no vacunados.

De lo contrario la prueba de tarjeta se utiliza efectivamente, solo como prueba
tamiz y para diferenciar un animal vacunado de uno infectado se realiza la prueba
IDR con heptano nativo de antigeno como prueba confirmatoria para discriminar
anticuerpos posvacunales de los ocasionados por la infeccién. Recientemente, se
realizé un estudio en donde se determin6 que el antigeno Rosa de Bengala con
una concentracion celular del 3% tiene una especificidad y sensibilidad relativa de
99.7% y 32.5%, respectivamente y con una concentracion celular del 8% mostro
una especificidad y sensibilidad relativa de 92.8% y 68.8%, respectivamente. Las
limitantes que prevalecen en este tipo de estudios es la resistencia natural por
parte de los caprinocultores a sacrificar a sus animales, porque viven del producto
de sus animales y no siempre dan facilidades para muestrear a sus animales
(Ortega et al., 2009).

En 1997 en la republica mexicana la prevalencia de rebafios en los que existia la
enfermedad era de 16.4%, mientras que la prevalencia en relacién a cabezas de

ganado afectado era de 3.0%. Para el afio 2006 la Direccion General de Salud
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Animal registr6 una prevalencia de 10% respecto al numero de rebafios
infectados, en tanto que la prevalencia con respecto al nUumero de cabezas de
ganado caprino reactor a pruebas seroldgicas fue de 1.22%. Esto indica que en

los ultimos10 afios se ha logrado cierto grado de avance (Diaz et al., 2002).

En el 2001 se realizo un estudio de brucelosis en cabras de la comarca lagunera

donde se reporto una prevalencia de 30% (Gasperin, 2001).

El hecho de que en los 7 municipios trabajados en 6 se encontraran por lo menos
un rebafio positivo y que en 6 de ellos el 50% de los rebafios fuesen positivos es
alarmante ya que se demuestra que la brucella en caprinos sigue siendo un
problema endémico en la comarca lagunera.

Al determinar la prevalencia real en base a la sensibilidad y especificidad de la
RB3% se encontro que la prevalencia individual fue de 22% y de 62% en rebafios,
este ultimo dato refleja la gravedad que tiene la presencia de la brucella en estas

Zonas.

VIIIl.  CONCLUSION

En México, la investigacion sobre la brucelosis caprina es minima, siendo una
consecuencia de que la investigacidon en caprinos tiene lamentablemente muy
poco interés de parte de las instituciones que se encargan de la investigacion
pecuaria en México. Ultimamente se le ha dado un poco mas de importancia a
esta investigacion debido a que el control de la brucelosis es actualmente una
prioridad nacional y la investigacion sobre esta enfermedad en las cabras
afortunadamente o desafortunadamente no nos vendra de fuera sino que la
tendremos que generar nosotros. La investigacion sobre brucelosis caprina en
México, es muy poca y la que hay ha sido realizada en su gran mayoria por el

INIFAP, que empez0d a trabajar sobre brucelosis caprina desde 1971.

Los resultados de este estudio confirman que las infecciones por brucella

melitensis estan ampliamente diseminadas en los rebafios de las principales
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regiones caprinas (de la comarca lagunera) de los Estados de Durango y
Coahuila; encontrandose rebafios positivos en todos los municipios muestreados.
Sin embargo, en el andlisis realizado hasta el momento no se ha podido
establecer que factores de riesgo tienen mas importancia, esto puede ser debido a
que la amplia diseminacion de la enfermedad en los rebafos, dificulta dicho

analisis al no poder comparar contra rebafios negativos.

Por otro lado es importante que las autoridades sanitarias tengan la certeza de
gue al realizar campafias de vacunacion, todos los hatos sean vacunados y mas
aun entre los pequefios productores. Actualmente, se sabe que la prueba de
tarjeta con antigeno Rosa de Bengala al 3% tiene elevada sensibilidad y
especificidad empleado para diagnostico de brucelosis caprina, pero seria bueno
tener recursos para comparar los resultados con la prueba de ELISA, Fijacion de
complemento, PCR, etc., para eliminar falsos positivos por la reaccion cruzada de

Brucella con otras bacterias G (-) que comparten un LPS superficial.

8.1 Recomendaciones

e Reestructurar la campafia de brucelosis en caprinos, con la participacion del
sector productivo y con la asignacion de recursos especificos (Para

promocion, divulgacion, capacitacion, diagndstico y vacunacion).

e Que las decisiones sean tomadas por una directriz nacional y con la

participacion activa de los diferentes Estados (Funcionarios y Productores).

e Revisar el costo de las pruebas oficiales, asi como el costo del servicio del
médico que aplica las vacunas y pruebas, debido a que varian mucho,
haciéndolas inaccesibles en algunos casos para los productores . Se

sugiere una armonizacion de costos regional.

e Contar con un control de calidad para la prueba de tarjeta al 3%. Se deben
incluir sueros patrén con la venta del antigeno (Positivo franco, Positivo
débil y un negativo).
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Incluir en la Norma pruebas confirmatorias alternativas a la fijacion del
complemento, que sean mas accesibles a los laboratorios. Se sugieren la

inmunodifusion radial y la Fluorescencia Polarizada.

Se debe incentivar la utilizacion del estudio bacteriol6gico, esto permitiria
hacer otro tipo de estudios y tener registros como: epidemiologia
molecular, diagnodstico de otro tipo de Brucella diferentes a la especie

melitensis, relacionar la brucelosis animal con brotes en humanos, etc.

8.2 Propuesta de medidas de manejo de los rebafios que

contribuyan a disminuir el riesgo de presentar brucelosis.

Manejo de hato infectado con brucelosis.

» Para realizar el manejo de hato infectado, se escogeran aquellas
explotaciones en donde se presenten las condiciones mas favorables
para aplicar las medidas de control, se realizaran evaluaciones
productivas (leche, cabritos) y de pérdidas (abortos, infertilidad), para
determinar si la aplicacion de medidas de control redunda en
disminucion de la incidencia y esta a su vez en aumento de la

produccion.

Actividades a realizar en la explotaciéon para el manejo de hato
infectado con brucelosis

=  Vacunacion de cabritas de cuatro meses de edad con la vacuna Rev 1 a
dosis normal 1 x 10° ufc/ml.
= Vacunacion de hembras adultas vacias con la vacuna Rev 1 a dosis

reducida 5 x 10* ufc/ml.
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» Muestreo serolégico mensual para pruebas de tarjeta al 3% e IDR con
hapteno nativo de antigeno como confirmatoria para discriminar
anticuerpos posvacunales de los ocasionados por la infeccion.

» Las cabras positivas seran identificadas de manera definitiva e
indeleble.

= Se realizara la eliminacion de las cabras positivas, o en su defecto la
separacion en corrales independientes durante el parto o aborto y dos
meses después de esto.

» Las cabras brucelosas que no sean eliminadas, seran alojadas para su
paricién en un corral separado de los demas animales. Este corral sera
desinfectado con cloro, se colectaran las placentas que seran
destruidas impidiendo el contacto con ellas.

» Las cabras positivas que permanezcan en el rebafio, seran ordefiadas al
final del proceso, su leche sera separada de la de los demas animales y
sera hervida o pasteurizada.

» Las cabritas nacidas de madres infectadas no seran usadas como
reemplazos.

» Si se adquieren reemplazos de otros sitios, los animales deberan de
proceder de hatos libres de la enfermedad, con resultados negativos a la
serologia.

= Si se utiliza un semental externo este debera tener estas mismas
caracteristicas, proceder de hatos libres de la enfermedad y con
resultados negativos a la serologia.

» Si las cabras realizan pastoreo conjunto con caprinos de diferentes
rebafios u otras especies animales, se debera pensar en todos los
rebafios como una sola explotacion y abocarnos en un control integral
de la brucelosis.

Resultados esperados

Contar con un modelo probado de manejo de hato infectado que permita
desarrollar estrategias de control de la brucelosis caprina, apropiadas para las

diferentes condiciones de nuestro pais
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