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INTRODUCCION

Brucelosis es el nombre genérico que se aplica a las infecciones, humanas o
animales, causadas por distintas especies del género Brucella, principalmente
Brucella abortus (B. abortus), Brucella melitensis (B. melitensis) y Brucella suis (B.
suis). En el ganado bovino, la infeccion por Brucella suele deberse a B. abortus,
menos frecuentemente a B. melitensis y en ocasiones a B. suis (Manual Terrestre

de la Organizacion Mundial de Sanidad animal, 2018).

Esta enfermedad infectocontagiosa es de origen bacteriano, atribuida al género
Brucella, que son pequefios cocobacilos, aerobios estrictos, gramnegativos,
intracelulares facultativos, de reproduccion intracelular (Harrison y Posada, 2018;
Mantur et al., 2007). La transmision de esta enfermedad puede realizarse a través
de la ingestion de leche o sus derivados procedentes de animales enfermos, cuando
la leche no ha sido pasteurizada en forma adecuada, pudiendo también transmitirse
a través del contacto con animales infectados en las practicas rutinarias del campo
(NOM-041-Z00-1995).

Es considerada una zoonosis de distribucion mundial, causante de pérdidas
economicas para el sector pecuario, afectando significativamente a pequenos
productores y siendo foco de infeccion para la salud publica. En la actualidad, el
crecimiento mas agudo en numero de casos se esta registrando en paises de Asia
Central y Sudoriental. Se cree que varios paises de Europa Occidental y del Norte,
asi como Canada, Japon, Australia y Nueva Zelanda, estan libres del agente
infeccioso (OIE, 2020).

En México, el Estado de Baja California Sur estd reconocido como libre de
Brucelosis. EI 28.99% del territorio nacional esta reconocido en fase de Erradicacion
(SENASICA, 2020b). Al controlar y erradicar la brucelosis en los animales, se
eliminara la fuente de infeccion para el humano.

Por lo anterior mencionado el diagnostico de esta enfermedad, es considerado uno
de los puntos primordiales para establecer un control sobre la brucelosis, generando
condiciones para el desarrollo creciente de la ganaderia local, elevar la produccién

y mejorar la calidad sanitaria de los productos destinados al consumo humano.

8



De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZO0-1995 “Campafia Nacional
contra la Brucelosis en los Animales”, el diagnostico debe realizarse con muestras
de suero sanguineo, leche, liquidos corporales y muestras de tejidos, mediante
pruebas inmunoldgicas y estudios bacterioldgicos. Las pruebas inmunoldgicas
establecidas por la Direccion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo
Rural, efectuadas por el personal oficial o aprobado son: para especies lisas la
prueba de tarjeta, rivanol, fijacién del complemento y prueba de anillo en leche; para

deteccién de Brucella ovis, la prueba de inmunodifusion doble.

Un estudio realizado en 2012 en los municipios de Amecameca, Ayapango Yy
Tlalmanalco en el Estado de México, determind la seroprevalencia de Brucelosis
Bovina, donde de 184 animales muestreados, no se encontrd ninguno positivo bajo
pruebas seroldgicas de alta sensibilidad y especificidad realizadas en el Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-
PAVET) (Dominguez, 2012).

El siguiente trabajo es un estudio que se realizara en los municipios de Amecameca
y Ayapango, Estado de México y que reportan actividades ganaderas,
principalmente en la produccién lactea. En la zona predominan las unidades de
produccion a pequefia escala, encontrando hatos desde 6 a 50 animales, trabajadas
unicamente por miembros de la familia, donde también resaltan como su unica o

principal fuente de ingresos.

Desde el 2012, no hay evidencia de estudios realizados en la zona donde se
demuestre la prevalencia de Brucella abortus, siendo esta una de las importantes

causas de problemas reproductivos y pérdidas econdémicas.



Il. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Los estudios mas antiguos referentes a casos de brucelosis en humanos se
remontan a Hipocrates (450 a. de C.). Durante la guerra de Crimea (1854-1856), se
observaron numerosos casos de fiebres prolongadas, la desconocida y nueva
enfermedad se extendio a los paises del Mediterraneo, en particular a la isla de
Malta. Fue hasta 3 anos después cuando Jeffery Allen Marston (1831-1911) realizo
cuidadosos estudios clinicos y autopsias en los individuos con tales sintomas,
detallé la enfermedad segun aparecié en la isla y confirmo la presencia del
padecimiento en otras zonas (Padrén et al., 2011). En 1861 Marston contrajo la
enfermedad mientras trabajaba en el area del Mediterraneo y describié su propio
caso dos afios después, este fue el primer informe clinico sobre Brucelosis (Alvarez
et al., 2015).

Sir David Bruce descubrié el agente etiologico a finales del siglo XIX, quien fue
enviado a investigar a la Isla de Malta (Mediterranean Fever Commission) el origen
de un padecimiento febril que habia provocado la muerte de un gran numero de
soldados. El agente se identifico en 1887 en el bazo de cuatro soldados fallecidos y
fue denominado Micrococcus melite (Vega et al., 2008). Posteriormente fue

nombrado Brucella melitensis (B. melitensis) (Alvarez et al., 2015).

El primer descubrimiento en animales fue en 1896 por el veterinario danés Bernhard
Lauritz Frederik Bang de un feto bovino, que en un futuro se denominé B. abortus
(Vega et al., 2008). En 1897, Wright y Semple hicieron un estudio para diagnosticar
a los individuos enfermos de Micrococcus melitensis, y en 1904 el doctor David
Bruce (1855-1931) dirigié una comisién inglesa para revisar la enfermedad, la que
toma su nombre (Padrén et al., 2011). Themistokles Zammit documenté que el
consumo de productos provenientes de las cabras era una fuente de contagio para
adquirir la enfermedad. Desde mediados del siglo XVIIl ya se tenia conocimiento de
esta enfermedad en bovinos, se atribuia a un fenémeno considerado “por simpatia”,
el argumento era que, si una vaca gestante observaba abortar a otra, lo hacia

también a los pocos dias 0 semanas, por lo que se recomendo el aislamiento de la
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vaca afectada. En 1895 Bang y Stribolt describieron también cuadros de brucelosis,
ratificando que era el aborto su principal signo. En este momento también se
propuso que el toro distribuia entre las hembras y también la leche de vaca debido
a la identificacion de Micrococcus abortus, o bacilo de Bang, que hoy se conoce con

el nombre de Brucella abortus (Padron et al., 2011).

Fue hasta 1914 que Traum estudié un microorganismo en los fetos abortados de
cerdos que denominé B. suis (Vega et al., 2008). En 1918 la Dra. Alice Evans al
establecer una semejanza entre Micrococcus melitensis y Bacillus abortus, confirmo
que esta enfermedad de los animales de crianza no ocasionaria contagio alguno al
humano, si se consumiera su leche pasteurizada (Moreno, 2014). En 1920 la
bacteridloga norteamericana Alice Evans confirmé la similitud de los
microorganismos aislados por Bruce, Bang y Traum y sugirié designar el agente

causal con el nombre de Brucella, en honor a Sir David Bruce.

A partir de 1934 se consider6 que el contacto con las vacas era la principal fuente
de infeccidn para los humanos, dado que la incidencia de casos por Brucella abortus
estaba en aumento en zonas rurales. En otras zonas se descarto el contagio de
brucelosis caprina a humanos, debido al bajo consumo de leche de cabra, contrario
a lugares donde existia una densa poblacién caprina. A partir de entonces aumento
los estudios de la enfermedad, fue en 1939 cuando se realizaron pruebas en el
rastro de la Ciudad de México, 21 de 68 sueros fueron positivos en trabajadores que

tenian contacto con el ganado vacuno (Padrén et al., 2011).

Fue hasta 1956 cuando Buddle y Boyce identifican B. ovis en carneros, en 1957
Stoenner y Lackman aislan B. neotomae y en 1968 Carmicheal y Bruner descubren
B. canis en perros. Se conocieron dos nuevas especies de Brucella denominadas
B. pinnipediae y B. cetaceae en ballenas (Vega et al., 2008). En 1906 Valenzuela y
Carbaijal realizan las primeras descripciones sobre Brucelosis en México, luego en
1921 Manuel Vergara describié casos de brucelosis en la ciudad de Puebla (Vega
et al., 2008).
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En México, los estudios de Brucelosis se remontan al aino 1906, donde Valenzuela
y Carbajal realizan las primeras descripciones, luego en 1921 Manuel Vergara

describio casos de brucelosis en la ciudad de Puebla (Vega et al., 2008).

En el mismo ano Vergara planted la existencia de la enfermedad en el estado de
Puebla y fue confirmada por Placeres, quien aportd las pruebas seroldgicas y
bacteriol6gicas necesarias. En 1924 se registrd el primer caso de brucelosis en el
Distrito Federal (hoy Ciudad de México), y en 1935 en el estado de Jalisco. El doctor
Lépez Portillo recopild los indices de mortalidad de todos los estados de la
Republica, siendo el mas afectado Coahuila, donde ocurrian diez muertes por cada
100 mil habitantes; después Durango, Chihuahua, Querétaro, Guanajuato,
Tamaulipas, Nuevo Ledn y el Distrito Federal; en el resto de las entidades habia

menos de tres muertes por cada 100 mil habitantes (Padrén et al., 2011).

De manera particular, Brucella melitensis es la especie responsable de la mayoria
de los casos clinicos humanos debido al consumo de leche de cabra y sus
derivados, en las areas de gran densidad de cabra, como las zonas centro, sureste
y costera. En 1996 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion la Norma Oficial
Mexicana 041, en la cual se establecen los procedimientos de la Campafia Nacional

contra la Brucelosis en los Animales (Padrén et al., 2011).

2.2 SINONIMIAS

La Brucelosis clinica humana y animal conlleva una gran cantidad de sinénimos que
incluyen: fiebre ondulante, fiebre de malta, fiebre mediterranea, aborto contagioso,
enfermedad de Bang, fiebre napolitana, fiebre de Crimea y enfermedad del cuerpo.
La mayoria de estos nombres todavia se usan en diferentes partes del mundo (Hull
y Schumaker, 2018).

12



2.3 AGENTE ETIOLOGICO

Las especies del género Brucella son el agente causal de la brucelosis. Son
pequefas cocobacilos, aerobios estrictos, gramnegativos, no moviles, no
formadores de esporas, de crecimiento lento, intracelulares facultativos, que pueden

reproducirse solo intracelularmente (Mantur et al., 2007, Harrison y Posada, 2018).

Taxondmicamente corresponde al filo Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria,
orden Rhizobiales, familia Brucellaceae (Glowacka et al., 2018), producen oxidasa,
catalasa, nitrato reductasa y ureasa (excepto Brucella ovis); no producen indol y no
son hemoliticos. La mayoria (de nuevo excepto B. ovis); utilizan la glucosa como
energia, se considera arma del bioterrorismo porque pueden propagarse en aerosol

y no hay vacunas humanas (Corbel, 2006).

Brucella incluye las siguientes especies: Brucella suis, Brucella ovis, Brucella
abortus, Brucella canis, Brucella melitensis, Brucella neotomae, Brucella ceti,
Brucella pinnipedialis, Brucella microti, Brucella inopinata, Brucella papionis,
Brucella vulpis y otras cepas sin nomenclatura, que incluyen muestras ambientales
(Glowacka et al., 2018).

Cada especie tiene un hospedero preferido que sirve como reservorio principal para
la infeccion B. abortus causa enfermedades en el ganado y las infecciones
generalmente conducen al aborto; mientras que B. suis es responsable de la
brucelosis en los cerdos, lo que provoca problemas reproductivos, las ovejas son
hospederos de B. melitensis; la infeccion causa problemas de fertilidad y B. ovis es

un factor etioldgico en la esterilidad de los carneros (Tabla 1) (Medig et al., 2010).
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Tabla 1. Especies de Brucella por hospedero. El potencial zoonotico se clasifica

como patogenicidad y virulencia en hospederos humanos.

ESPECIE RESERVORIO POTENCIAL ZOONOTICO
NATURAL
B. melitensis Ovejas, cabras y Si, alto
camellos

Ganado, alces y bisontes  Si, alto
B. suis Cerdos, liebres, renos /  Si, alto
caribues
B. canis Perros (domésticos y Si, moderado
salvajes)

B. ovis Oveja No hay infecciones reportadas

B. neotomae Ratas de madera del No hay infecciones reportadas

desierto

B. pinnipedialis Pinnipedos Si, bajo

B. microti Zorros rojos y topillos No hay infecciones reportadas

comunes

Primates no humanos No hay infecciones reportadas

B. vulpis ZOrro rojo No hay infecciones reportadas

Fuente tomada y modificada de: (Hull y Schumaker, 2018)
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Las primeras descripciones de las especies de Brucella se asociaron
especificamente con animales de ganado, como ovejas y cabras para B. melitensis,
ganado bovino B. abortus y cerdos para B. suis, en los que pueden causar abortos
y otras enfermedades reproductivas. Estas especies son altamente transmisibles a
los humanos a través del contacto directo con animales infectados, aerosoles o el
consumo de productos lacteos de leche cruda, y pueden producir infecciones
cronicas debilitantes. Han sido aisladas otras especies de la vida silvestre y
consisten en su orden de descripcion de: (I) B. neotomas aislados de roedores
(Stoenner y Lackman, 1957), (Il) B. ceti y B. pinnipedialis aislados de mamiferos
marinos (Foster et al., 2007), (Ill) B. microti inicialmente aislado del topillo comun
pero luego encontrado en una variedad mas amplia de animales como zorros rojos,
jabalies e incluso ranas (Scholz et al., 2008; Jay et al., 2018) (IV) B. papionis aislado
de babuinos (Whatmore et al., 2014) y (V) B. vulpis aislado de zorros rojos (Scholz
et al.,, 2016). Se ha informado de nuevas cepas de Brucella mas distantes
genéticamente y que comprenden varias especies potenciales (Tiller et al., 2010;
Eisenberg et al., 2012; Eisenberg et al., 2016). Hasta la fecha, solo una especie de
este grupo de cepas ha sido publicada validamente como B. inopinata, y consiste
en un solo aislado humano para el cual aun no se ha identificado el reservorio animal
o ambiental (De et al., 2008, Scholz et al., 2010).

Actualmente la clasificacidn de Brucella incluye 12 especies clasificadas como
"clasicas" o "atipicas", segun sus caracteristicas fenotipicas y sus relaciones

filogenéticas (Scholz et al., 2018).
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1.4 SUPERVIVENCIA DE BRUCELA EN EL AMBIENTE

En condiciones apropiadas, Brucella puede sobrevivir fuera del hospedero en el
medio ambiente durante periodos prolongados. Pueden permanecer viables en
cadaveres y tejidos por hasta 6 meses a aproximadamente 0°C. Sobreviven hasta
125 dias en polvo o tierra, y hasta 1 afo en heces. Las brucelas son susceptibles a
varios desinfectantes, incluyendo hipoclorito de sodio al 1%, fendlicos, etanol al
70%, yodoforos, glutaraldehido y formaldehido. La presencia de materia organica o
el uso a bajas temperaturas puede reducir en gran medida la eficacia del
desinfectante. Los organismos se inactivan fisicamente por calor humedo (1212 C,

= 15 minutos) y por calor seco (1602-1702 C, > 1 hora) (Songer y Post, 2004).

Tabla 2. Periodos de supervivencia de Brucella abortus en varios sustratos.

Medio Temperatura o ambiente  Supervivencia

<31 °C, luz solar 4-5 horas
4 °C 114 dias
37°C,pH 75 <1 dia
8°C,pH 6.5 >57 dias
<10 °C 66 dias
Verano 1dia
Invierno 53 dias

Residuos callnelsss tanque  de  temperatura 7 semanas

(estiércol agricola) ambiente

Fuente tomada y modificada de: Corbel 2006.
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2.5 CICLO DE VIDA

Una vaca gestante puede abortar como consecuencia de una infeccion con B.
abortus. El humano y otros animales pueden contagiarse por contacto con tejidos,
sangre, orina, secreciones vaginales, fetos abortados o placentas de animales
infectados; la bacteria puede persistir en el ambiente y eventualmente colonizar las
ubres de las vacas. Existe otra via por la cual el humano puede contagiarse, el
microrganismo se puede diseminar por consumo de leche cruda, productos lacteos

sin pasteurizar, se incluyen productos de cabras y ovejas (Arenas, y Moreno, 2016).

Figura 1. Ciclo infeccioso de Brucella abortus.

Fuente: Adaptado de Moreno, 2014.

17



2.6 PATOGENIA

Las bacterias intracelulares han tenido que evolucionar para encontrar la manera de
sobrevivir al medio ambiente y diseminarse a nuevos hospederos (Degos et al.,
2020). Lograda esta tarea los microrganismos pueden entrar por ingestion o
inhalacion, también por membranas como las mucosas o laceraciones de la piel
(Harrison y Posada, 2018).

Brucella sp. son bacterias clasificadas por su forma como cocobacilos, intracelulares
facultativos, se trata de una zoonosis de distribucién mundial que afecta al ganado
y la vida silvestre con pérdidas econdmicas, debido a que los animales infectados
con Brucella sufren aborto e infertilidad, reduciendo su eficiencia reproductiva
(Corbel, 1997; Cutler et al. 2005; Moreno, 2014; Hull y Schumaker, 2018).

Brucella spp ha sido considerada como un agente de guerra potencial (Robinson-
Dunn, 2002); razén por la cual solo se manipula en laboratorios de nivel lll. Brucella
spp. tienen la capacidad de evadir los mecanismos de defensa del sistema
inmunitario del hospedero, pueden ingresar, sobrevivir y replicarse dentro de células
no fagociticas o fagociticas (Gorvel y Moreno, 2002; Martirosyan et al., 2011; Von
Bargen et al., 2012; Byndloss y Tsolis, 2016). Las especies de Brucella carecen de
exotoxinas y endotoxinas que son factores de virulencia clasicos, el mayor
determinante de virulencia de esta bacteria es el lipopolisacarido S (LPS-S)
predominando una respuesta inmunitaria de tipo humoral, la cual es la responsable
de conferir proteccion en contra de la infeccién por esta bacteria (Segura, 2005;
Mantur et al., 2007).

Para invadir a sus células hospederas Brucella emplea distintas estrategias, en
macrofagos, la cadena O del lipopolisacarido (LPS) liso de las bacterias no
opsonizadas interactia con moléculas receptoras ubicadas en la membrana de la
célula hospedera, como ManR, entre otros, posteriormente es ingerida por medio de
las balsas lipidicas. Ingresa a la célula hospedera por un mecanismo de fagocitosis
tipo “zipper”, el cual se caracteriza por la induccion de modificaciones limitadas en

la membrana y el citoesqueleto de la célula hospedera (Porte et al.,
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2003; Moreno y Gorvel, 2004). Las brucelas también pueden ser ingeridas por
macrofagos cuando son opsonizadas a través de receptores Fc, de complemento o
de fibronectina (Moreno y Gorvel, 2004). En otras células como intestinales M y
epiteliales, también se ha observado el ingreso de Brucella por medio del
mecanismo tipo “zipper”. En células Hela, Brucella se une a receptores
desconocidos en la membrana y penetra por fagocitosis con reclutamiento reducido
de actina y activacion de GTPasas pequefias como Cdc42, Rac y Rho. La bacteria
logra unirse en mayor cantidad y penetra de manera mas eficiente cuando las
células Hela se tratan con el factor citotoxico necrotizante (CNF), este impulsa la
formacidn de pliegues y fibras de estrés en la membrana de la célula hospedera
(Guzman et al., 2001). Generalmente, solo los fagocitos profesionales logran
interiorizar un alto numero de bacterias debido a su naturaleza fagocitica (Celli et
al., 2003). No obstante, la eficiencia de internalizacion en fagocitos no profesionales
suele ser baja, lo que sugiere que no todas las células son permisivas, o bien que
no todas las bacterias son capacitadas para unirse a fagocitos no profesionales
(Sola et al., 1998). La mayor parte de las bacterias que son ingeridas por macréfagos
son dirigidas a los fagolisosomas donde el principal objetivo es alcanzarel reticulo
endoplasmico, que es su nicho replicativo, pero muy pocas lo logran. En contraste
en células epiteliales, la mayoria de las bacterias fagocitadas son dirigidasal reticulo
endoplasmico y dejando una menor cantidad a los lisosomas (Moreno y Gorvel,
2004). El modelo mas acertado describe que una vez que Brucella se internaliza en
los macréfagos, escapa de la via endocitica y se localiza en un compartimento no
replicativo denominado vacuola que contiene Brucella (BCV), el cual interactua
rapidamente con los lisosomas, pero escapa de ellos y se transformaen una vacuola
con pH acido. Posteriormente cambia su pH a neutro, esto lo logra a través de la
adquisicion de propiedades del reticulo endoplasmico por una interaccion y fusion
limitada con este organelo. Entonces la BCV se transforma en un organelo derivada

del reticulo endoplasmico que permite la replicacién bacteriana (Celli et al., 2003).

Brucella también inhibe o retrasa la uniéon de fagosomas y lisosomas tanto en

macrofagos como en células epiteliales, evitando la pronta degradacion enzimatica
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del material ingerido (Ko y Splitter, 2003). Después de que la bacteria alcanza su
replicacion se encuentra protegida de antibidticos y factores bactericidas del
hospedero como el complemento y los anticuerpos, esto facilita el establecimiento
de una infeccion cronica (Roop et al., 2009). La BCV una vez que alcanza su
potencial replicativo se convierte en un compartimento con caracteristicas
autofagicas abreviado como aBCV. La aBCV requiere algunas proteinas que estan
implicadas en el inicio de la autofagia. La formacion aBCV es necesaria para
culminar el ciclo intracelular de Brucella y para la diseminacion de la bacteria entre
célula y célula, lo que demuestra que esta bacteria es capaz de apropiarse
selectivamente de los complejos de iniciacion de la autofagia para tomar el control
de la célula hospedera y promover la infeccidn (Starr et al., 2012). Brucella también
logra reconocer algunas sefiales de estrés (acidico o nutricional) a nivel intracelular
lo que es necesario para regular su propia expresion génica e incluso transformar
algunas funciones de los fagocitos profesionales. Puede inducir resistencia a la
apoptosis en macrofagos, asi como inhibir la capacidad de presentacion de

antigenos de las células dendriticas (Roop et al., 2009).
Respuesta Inmune

Una vez ingresa Brucella a un organismo comienza la activacion de mecanismos de
defensa, los primeros en participar son algunos componentes de la inmunidad
innata, como el complemento (C), los polimorfo nucleares neutrofilos y los
macréfagos. Los polimorfo nucleares neutréfilos son las primeras células del
hospedero que tienen contacto con Brucella, en ellos puede sobrevivir y
reproducirse, de esta forma ser transportada a los tejidos linfoides. Para que se
produzca la muerte de las bacterias intracelulares es necesaria la degranulacion de
los granulos de los neutrdéfilos, pero se ha demostrado que Brucella posee

mecanismos que inhiben esta desgranulacion y evitan asi su destruccion.

Otras células que reaccionan ante la presencia de Brucella son los macrofagos. El
ingreso de la bacteria a los mismos se produce a través de la interaccion entre la
molécula CD14 y el LPS, con ello la produccion de IL-12 que estimula las células
NK vy los linfocitos T colaboradores o helper (LTH) CD4+, que secretan IFN-y,
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favoreciendo el desarrollo de una respuesta inmune predominantemente mediada
por LTH1. Se estimula una respuesta inmune de tipo celular con la participacion de
los linfocitos T. Los macrofagos tienen la capacidad de destruir la bacteria pero al
igual que en los polimorfo nucleares neutréfilos, Brucella puede inhibir estos
mecanismos de destruccion. Los primeros anticuerpos que se generan en el curso
de una infeccién son de clase IgM, seguidos de IgG e IgA, dependiendo de la
especie animal. Pueden aparecer, dentro de la clase IgG, anticuerpos bloqueantes
0 no aglutinantes, también llamados asimétricos, en especial en infecciones

cronicas, donde suelen alcanzar titulos elevados (Castro et al., 2005).

2.7 TRANSMISION

Animales: la transmision de Brucella puede ser por contacto directo o por ingestion
de alimento o agua contaminada (Jamil et al., 2020), también cuando un animal sano
lame terneros o fetos abortados (Songer y Post, 2004). En los liquidos del parto del
animal infectado hay una gran cantidad de bacterias y en las descargas uterinas en
partos posteriores (Carrisoza et al., 2014; OIE, 2020) que pueden sobrevivir varios
meses en el medio externo, especialmente en condiciones frias y humedas, y siguen
siendo infecciosas para otros animales, que se contagiaran al ingerirlas (OIE, 2020).
La transmision sexual por lo general juega un pequefo papelen la transmision de los
bovinos; sin embargo, la inseminacion artificial puede diseminar la enfermedad y el
semen solo debe recolectarse de animales que se sepa que estan libres de infeccidn
(Corbel, 2006).

Humanos: la infeccion por brucelosis al igual que en los animales puede ocurrir
directamente, por contacto con sus secreciones de animales infectados, o
indirectamente por ingestiéon de carne poco cocida, leche no pasteurizada, por
transfusiones sanguineas, agua contaminada, inhalacién, vectores de artropodos y
plagas (Méndez et al., 2015), o debido también por la poca bioseguridad e higiene

durante el manejo de los animales (Zambrano y Pérez, 2015). Los humanos pueden
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ser infectados por Brucella abortus (vacas), Brucella canis (perros), Brucella suis

(cerdos) y Brucella melitensis (ovejas y cabras) (Shabana y Krimly, 2019).

Desafortunadamente la principal poblacidn con mayor riesgo de contraer la
enfermedad son los Médicos Veterinarios Zootecnistas, empleados de los
mataderos y las empresas de procesamiento de carne debido a la dependencia de
los reservorios de animales, ademas se estima que, de todos los casos reportados
de brucelosis humana, el 2% de las infecciones son debido al trabajo de laboratorio,
con una tasa de ataque de 30-100% (Preis et al., 2019; Wang et al., 2020).

Dentro de la cadena de transmision de Brucella sp. ademas de incluir el ganado
productivo (bovinos, caprinos, ovinos y suinos) y humanos, se puede incluir a los
animales de la vida silvestre. El ganado adquiere las enfermedades de Brucella de
los reservorios naturales, como bisontes, alces y venados. Los humanos son
infectados por estos animales enfermos y/o sus productos, ya sea por inhalacion de
aerosol contaminado, por ingestion de alimentos como leche y queso no

pasteurizados (Yang et al., 2013).

Fauna silvestre Ganado Humano

Aerosol-Pulmon.

Alimentos-Intestino.

Contacto con sangre.

Porcino
Figura 2. Transmision de la brucelosis del animal al humano.
Fuente tomada y modificada de Yang et al., 2013.
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2.8 SIGNOS CLINICOS

Animales: La principal manifestacion de la infeccidén por Brucella en las hembras es
el aborto durante el ultimo trimestre de gestacion, la inflamacion de los genitalesy
las membranas fetales, las lesiones en los vasos linfaticos y las articulaciones,
infertilidad, retencién placentaria, terneros recién nacidos débiles (Shabana et al.,
2019; Avila et al., 2019), en los machos, Brucella abortus afectara principalmente en
los testiculos, lo que produce epididimitis por orquitis unilateral e inflamacion delos
organos reproductores accesorios, con disminucion de la libido y disminucion dela
fertilidad, estos signos han sido mayormente observados en ovinos (Songer et al.,
2004; Yang et al., 2013).

Humanos: La enfermedad se puede tornar en un curso agudo, subagudo o crénico
y provocar danos graves para la salud fisica y mental de los pacientes. Empeorando
la situacion la falta de tratamiento efectivo y métodos de diagndstico confiable y
oportuno, la brucelosis amenaza seriamente la salud humana y es un problema de
salud mundial (Wang et al., 2020). Los sintomas comunes de la brucelosis humana
son fiebre ondulante, debilidad, dolor de cabeza, dolor en las articulaciones, sudores

nocturnos (Shabana et al., 2019).

Mientras que los sintomas de la brucelosis crénica incluyen fatiga y complicaciones
de sacroileitis, espondilitis, osteomielitis y bursitis (Yang et al., 2013), ademas se
pueden presentar complicaciones neurologicas, endocarditis y formaciéon de
abscesos testiculares u 6seos, que persisten durante semanas o meses reduciendo

la capacidad de un paciente para el trabajo (Dean et al., 2012).
2.9 PREVALENCIA
Situacion mundial de la brucelosis

La brucelosis bovina se considera una zoonosis global, dado que se manifiesta en

Europa, en el oeste de Asia, en algunas zonas de Africa y en toda América. También
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se encuentran registros en varios paises de Sudameérica de forma endémica, por lo

cual resulta un problema sanitario importante (Pefa et al., 2014).

En cuanto a la incidencia los mayores numeros se situan en Oriente Medio, la region
Mediterranea, el Africa subsahariana, China, India, Pert y México. En la actualidad,
el crecimiento mas agudo en numero de casos se esta registrando en paises de Asia
Central y Sudoriental. Se cree que varios paises de Europa Occidental y del Norte,
asi como Canada, Japon, Australia y Nueva Zelanda, estan libres del agente
infeccioso (OIE, 2020) (Figura 3).

Estatus internacional

Il Presente

I Limitada a una o mas zonas

Infeccién/infestacion
Infeccién/infestacién limitada a una o mas zonas g
Sospechosa
Ausente

I Nunca sefialada

Sin informacién/Desconocido

Figura 3. Mapa de distribucion mundial de Brucella abortus.
Fuente tomada de: OIE 2019.

Estados Unidos presenta menos de 100 casos reportados por ano, y la mayoria
ocurre en el sur y suroeste, debido a quesos blandos importados ilegalmente (sin
pasteurizar) de México (Gould et al., 2014). Sin embargo, en los Estados Unidos la
incidencia real se ha estimado entre 5 y 12 veces mayor, por enfermedades
transmitidas en su mayoria debido a los alimentos (Scallan et al., 2011). Se ha
informado que Siria tiene la incidencia mas alta (1,603.4 casos por cada 1,000,000
de individuos), le sigue Mongolia (con 30910), Iraq (268.8), Tayikistan (211.9),
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Arabia Saudita (149.5) e Iran (141.6) (Pappas et al., 2006; Zhang et al., 2010; Gould
et al., 2014). Varios paises han tenido una incidencia superior a 200 en la ultima
década, pero desde entonces han disminuido drasticamente, como en Turquia
(49.5) y Kirguistan (88.0) (Dean et al., 2012).

Situacion actual del control de la brucelosis en México.

El Estado de Baja California Sur esta reconocido como libre de Brucelosis y Sonora
se encuentra libre de brucelosis causada por especies lisas. El 28.99% del territorio
nacional esta reconocido en fase de Erradicacion (reconocidos en fase de
erradicacion los estados de Campeche, Colima, Guerrero, Nayarit, Quintana Roo y
Yucatan, asi como las regiones A de Aguascalientes, Baja California, Chiapas,
Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Puebla, Oaxaca y Querétaro) (SENASICA,
2020Db).

CAMPANA NACIONAL CONTRA LA BRUCELOSIS EN LOS ANIMALES
NOM-041-Z00O-1995
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Figura 4. Mapa de la distribucion de brucelosis en México

Fuente tomada de: Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA, 2020b).

25



Tabla 3. DATOS DE CONSTANCIAS DE HATOS LIBRE DE BRUCELOSIS
EMITIDAS EN ENERO-DICIEMBRE 2019

HATOS LIBRES BOVINOS

ESTADO
_ Hatos Cabezas
1,176 122,390
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Tabla 3A. DATOS DE CONSTANCIAS DE HATOS LIBRE DE BRUCELOSIS
EMITIDAS EN ENERO-DICIEMBRE 2019

8,113 1,082,107

Fuente tomada y modificada de: Sistema de Constatacion de Hatos Libres
de Tuberculosis y Brucelosis (SENASICA, 2020a).
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2.10 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de brucelosis en bovinos, caprinos, ovinos y porcinos, se debe
realizar en los laboratorios aprobados por la Secretaria, con muestras de suero
sanguineo, leche, liquidos corporales y muestras de tejidos, mediante pruebas
inmunoldgicas, estudios bacteriolégicos u otros que sean autorizados por la
Secretaria (NOM-041-Z00-1995).

Todos casos de aborto u orquitis del ganado bovino, ovino y caprino, asi como
porcino, deben considerarse sospechosos de brucelosis y deben estudiarse
teniendo en cuenta los antecedentes del rebafio/manada y enviando muestras al
laboratorio. El cuadro clinico no es patognomonico, de tal forma que el diagnéstico
definitivo de infeccidn por Brucella solo puede realizarse a partir del aislamiento e
identificacion de Brucella, pero en situaciones en las que no es posible el analisis
bacteriolégico, el diagndstico debe basarse en los métodos serologicos (Manual

Terrestre de la Organizacion Mundial de Sanidad animal, 2018).

Segun lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZO0-1995, Campania
Nacional contra la Brucelosis en los Animales, las pruebas inmunoldgicas
establecidas por la Direccion y efectuadas por el personal oficial o aprobado son:
para especies lisas la prueba de tarjeta, rivanol, fijacion del complemento y prueba
de anillo en leche; para deteccion de Brucella ovis, la prueba de inmunodifusion
doble. La prueba de tarjeta y la de anillo en leche, podran ser realizadas por un
Médico Veterinario oficial o aprobado, o bien, por un laboratorio aprobado. Las
pruebas de rivanol, fijacion del complemento e inmunodifusion doble, deben ser
realizadas por un laboratorio aprobado. Los Médicos Veterinarios aprobados que
apliquen la prueba de tarjeta en campo y los laboratorios aprobados, deben pasar
pruebas de aptitud, tener la infraestructura minima necesaria que garantice la
correcta realizacion de la prueba y llevar registro tanto de todas las pruebas que

realicen, como de los reactivos utilizados.
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Técnicas de diagndéstico

Tabla 4. Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de infeccion por
Brucella abortus, melitensis o suis.

Propésito
Demostrar | Demostrar | Contribuir a | Confirmar Determinar la | Determinar
ausencia | ausencia |las politicas | casos clinicos | prevalencia de | el estado
de de de sospechosose | la infeccién- | inmunitario
Método infeccion infeccion erradicacionb vigilancia en el | en animales
en la | en rebafio/manada | concretos o
poblacion | animales en
concretosa poblaciones
tras la
vacunacién
Identificacion del agente
Métodos de | - - - + - n/a
tincion
Cultivo - - - +++ - n/a
PCRd - - - +/++ - n/a
Deteccion de la respuesta inmunitaria
BBAT +++ ++ +++ + +++ n/a
(RBT O BPAT)
FPA ++ ++ + ++ ++ n/a
CFT ++ ++ +++ ++ +++ n/a
I-ELISA +++ ++ +++ ++ +++ n/a
C-ELISA ++ + + + ++ n/a
BST ++ - + +++ ++ n/a
SAT ++ + + - + n/a
Pruebas - - + ++ - n/a
basadas en el
NH y
proteinas del
citosol
Pruebas en | ++ - +++ + +++ n/a
leche de
tanquef I-
ELISA con
leche o
prueba del
anillo de leche
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Clave: +++ = método recomendado; ++ = método adecuado; + = puede utilizarse
en ciertas situaciones, pero el costo la fiabilidad u otros factores limitan su
aplicacion; — = no adecuado para esta finalidad; n/a = no aplicable. PCR
= reaccion en cadena de la polimerasa; BBAT = pruebas con antigeno tamponado
de Brucella (es decir, RBT [rosa de bengala] y BPAT [prueba de la aglutinacion en
placa tamponadal); CFT = fijacion del complemento; |- o C-ELISA

= enzimoinmunoanalisis indirecto/de competicion; FPA = prueba de polarizacion
de la fluorescencia; BST = prueba cutanea de la brucelina; SAT = prueba de
aglutinacién en suero; NH = hapteno nativo.
aSolo aplicable a rebanos/manadas, paises o zonas libres de infeccion por
Brucella. PPara aumentar la eficiencia de las politicas de erradicacion en
rebanos/manadas, se recomienda combinar pruebas para aumentar la sensibilidad
en cuanto al diagndstico, es decir, al menos dos pruebas serolégicas, como BBAT
o FPA y CFT o IELISA. La sensibilidad aumenta aun mas si se aplica
simultaneamente serologia y BST. ¢En zonas de prevalencia baja o casi libres, el
valor predictivo de los resultados positivos en las pruebas serolégicas puede ser
muy bajo. En tales situaciones, para confirmar casos clinicos suele ser necesario
identificar el agente causal. En rebafios/manadas infectadas, un resultado positivo
en cualquier prueba seroldgica puede considerarse una confirmacién de un caso
clinico. Todo animal que dé positivo en cualquier prueba serolégica debe
considerarse infectado, incluso en ausencia de signos clinicos. En zonas de
prevalencia baja o casi libres, los resultados positivos aislados pueden confirmarse
mediante cultivo (0 PCR) o BST. En paises o zonas libres, los animales
sospechosos son los que dan positivo tanto en una prueba serologica de cribado
como en una confirmativa (pruebas en serie) y pueden confirmarse mediante
cultivo (o PCR) y/o BST. dEs posible que se obtengan falsos positivos. ¢En las
zonas en las que se practica la vacunacion subcutanea con S19 o Rev.1, esta
prueba puede ayudar a diferenciar entre los anticuerpos generados a partir de la
vacunacion y los generados a partir de la infeccion. fSolo ganado lechero.

Fuente tomada de Manual de Normas para las Pruebas de Diagnéstico y las
Vacunas para Animales Terrestres (Manual Terrestre de la Organizacion Mundial
de Sanidad animal, 2018).
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2.11 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Animales: Se deben tomar en cuenta otras enfermedades que causan abortos o
epididimitis y orquitis. En caso de presentar solo aborto como signo clinico se puede
sospechar de Campilobacteriosis, Listeriosis, Leptospirosis, Ureaplasmosis,
Tricomoniasis, Haemophilosis, Rinotraqueitis infecciosa Bovina (IBR) o Diarrea viral

Bovina (DVB) y Neosporosis (Dominguez, 2012).

Humanos: Para realizar el diagndstico diferencial se requiere de personal de salud
y laboratorios autorizados, por el cuadro clinico inespecifico o poco especifico con
las siguientes entidades nosoldgicas: Tuberculosis, Paludismo, Hepatitis,
Leptospirosis, Clamidiosis, Mononucleosis infecciosa, Linfoma de Hodgkin,

Espondiloartropatias (Gonzalez et al., 1988).

2.12 TRATAMIENTO

Brucella sp. tiene la capacidad de evadir los mecanismos de defensa del sistema
inmunitario del hospedero, es una bacteria intracelular facultativa, generando
proteccion a la presencia de antibioticos, asi mismo en la NOM-041-ZOO-1995,
Campana Nacional contra la Brucelosis en los Animales no se menciona en ningun

apartado la posibilidad de tratamiento para animales.

En humanos la administracion de antibi6ticos eficaces durante un periodo de tiempo
adecuado es el elemento esencial en el tratamiento de todas las formas de
brucelosis humana. Este debe estar dentro del contexto de la supervision médica
general y, para pacientes gravemente enfermos, se realiza mejor en el hospital si
las circunstancias lo permiten. El tratamiento antibiotico debe ser administrado en la
etapa mas temprana posible, incluso en pacientes que parecen estar mostrando una
mejora espontanea. En aquellos pacientes con complicaciones, sera necesarioun
tratamiento adicional, incluso en algunos casos intervencién quirurgica (Corbel,
2006).
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Tabla 5. Esquemas de tratamiento sugeridos por la Organizacién Mundial de la

Salud y aceptados por la Norma Oficial Mexicana.

ESQUEMA A: De primera eleccion en adultos con funcién renal normal, Mujeres no
embarazadas, ni en lactancia, Tetraciclina tabletas o comprimidos 500 mg cada 6
horas por 21 dias, Estreptomicina solucion inyectable de 1 g cada 24 horas por 21
dias.

Como alternativa Gentamicina 5 mg/kg/dia por 2 semanas.

ESQUEMA B: Indicado en niflos menores de 8 afos, mujeres embarazadas
(después del primer trimestre), y ancianos. Adultos: Rifampicina 300 mg cada 8

horas + Trimetoprim con Sulfametoxazol 160/800 mg cada 12 horas por 21 dias.

Nifnos: Rifampicina 20 mg/kg/dia dividido en tres dosis + Trimetoprim con

Sulfametoxazol 8/40 mg/ kg/dia dividido en dos dosis, por 21 dias.

ESQUEMA C: En los casos en los que exista fracaso con la ministracion de los
esquemas A y B, o en los que la enfermedad presenta curso prolongado. Adultos:
Doxiciclina 200 mg, cada 24 horas por seis semanas + Rifampicina 600-900 mg,

cada 24 horas por seis semanas.

Nifios: Doxiciclina 4-5 mg/kg/dia, por seis semanas dividido en tres dosis +

Rifampicina 20 mg/kg/dia, dividido en tres dosis por seis semanas.

Fuente tomada y modificada de: Vega et al., 2008; NOM-022-SSA2-2012.
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2.13 PREVENCION Y CONTROL

La vigilancia con fines de deteccion puede pasar por la realizacién sistematica de
pruebas serolégicas y de analisis de la leche, con técnicas como la prueba del anillo
en leche. Estas medidas de vigilancia pueden resultar de gran ayuda en las
campanas para eliminar la enfermedad. También se practican analisis de animales
concretos con fines de comercio o de lucha contra la enfermedad. Cuando se esta
cerca de lograr la eliminacion de la enfermedad es preciso aplicar un programa de

pruebas diagndsticas y sacrificios sanitarios para erradicarla por completo.

En las zonas donde la brucelosis es endémica, suele utilizarse la vacunacién para
reducir la incidencia de la infeccion. Existen varias vacunas con virus vivos
modificados (OIE, 2020).

Sacrificio: Todos los animales que resultaron positivos deben ser sacrificados y
compensados por el Gobierno. La politica de compensacion actual establece que
los animales que resulten positivos en las pruebas seroldgicas deben enviarse a un
matadero. Se deben realizar pruebas de laboratorio adicionales dentro de los 15
dias de un resultado positivo de la prueba seroldgica. La matanza de esos animales
solo puede realizarse en un matadero aprobado por el estado en presencia del
propietario del animal, el veterinario autorizado encargado de esa unidad

administrativa y el inspector veterinario del estado (NOM-041-ZO0-1995).

Segun lo establecido por la NOM-041-ZO0O-1995, Campafia Nacional contra la
Brucelosis en los Animales, los animales reactores, bajo el programa de hatos libres
y los del programa de control-erradicacion que no vayan a ser enviados a unidades
de produccién controlada, deben ser sacrificados en un rastro autorizado por la
Secretaria, en un periodo entre 3 y 10 dias posteriores a la notificacion del resultado.
No procedera ningun decomiso de canales o visceras por causa de brucelosis,

excepto cuando asi lo indique la Secretaria.

El incumplimiento a lo establecido en el punto anterior dara lugar a la cuarentena de
la unidad de produccion pecuaria, la cual no podra levantarse hasta que se
sacrifique a los reactores y que en un siguiente muestreo del 100% de los animales
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sujetos a prueba, se obtengan resultados negativos en un periodo no menor de 30

dias a partir del muestreo en que se diagnosticaron los animales reactores.

En hatos libres en zonas en control o hatos del subprograma control-erradicacion,
se podra evitar el sacrificio de los animales, siempre y cuando éstos sean destinados
a unidades de produccion controlada. El sacrificio debe realizarse bajo condiciones
de trato humanitario a los animales y debe levantarse un acta con caracter oficial,
senalando claramente que fueron sacrificados aquellos animales que se indiquen

en el certificado zoosanitario.

Los rastros deben participar con el programa de monitoreo que se establezca a

través de la Secretaria.

La decision sobre el sacrificio de los animales de prueba positiva se toma después
de considerar los factores reguladores, econémicos y de prevalencia. Cuando la
prevalencia de una poblacion animal es muy baja (por ejemplo, 2%), existe una
mayor posibilidad de éxito en reducir la incidencia, cuando son sacrificados
animales con pruebas positivas. Se puede considerar como ultimo recurso la
retencién de animales positivos es menos peligrosa si los animales restantes han
sido vacunados. El aislamiento de los animales de resultado positivo es esencial,
especialmente durante y después del parto, interrumpiendo asi el ciclo bioldgico
(Corbel, 2006).

2.14 VACUNACION

A pesar de que las vacunas atenuadas no brindan proteccién completa contra la
brucelosis, el principal método de prevencion y control mas razonable para la
brucelosis es la vacunacion. Algunas cepas de vacunas vivas atenuadas pueden
usarse para controlar y eliminar infecciones de animales para reducir la incidencia
de brucelosis humana. Pero se utilizan diferentes cepas de vacunas en diferentes
animales, como Brucella abortus S19 y RB51 para el ganado vacuno (Wang et al.,
2019).
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La Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZO0-1995, Campafna Nacional contra la
Brucelosis en los Animales estipula que todas las vacunas utilizadas en la campana
seran constatadas y autorizadas por la Secretaria debiendo probarse cada lote
producido conforme a las disposiciones de la misma. En la campana se deben
utilizar vacunas vivas, atenuadas vy liofilizadas, para prevenir la brucelosis en

bovinos, caprinos y ovinos. Todas las vacunas deben aplicarse por via subcutanea.

La vacunacion para bovinos se ajustara a lo siguiente: a) Las vacunas utilizadas
para la inmunizacién deben estar elaboradas con la cepa 19 de Brucella abortus u
otra que autorice la Secretaria. b) La campafa utiliza 2 tipos de vacuna cepa una
considerada como vacuna en dosis clasica para prevenir la enfermedad en becerras
de 3 a 6 meses de edad, y otra para hembras mayores de 6 meses, incluso
gestantes, denominada vacuna de dosis reducida. Esta ultima puede aplicarse en
hembras a partir de los 18 meses en el caso de que hayan sido vacunadas con la
dosis clasica a la edad de 3 a 6 meses. También puede aplicarse en hembras
mayores de 6 meses que no recibieron la vacuna con dosis clasica. c) Ninguna
vacuna debe utilizarse para prevenir la brucelosis en bovinos machos. d) No debe
aplicarse la vacuna cepa 19 a bovinos castrados, sean machos o hembras. €) La
vacuna clasica para becerras de 3 a 6 meses de edad debe contener por [o menos
1 x 10'9UFC de Brucella por cada mililitro de vacuna reconstituida. f) Las becerras
de 3 a 6 meses de edad, deben ser vacunadas con 5 ml de vacuna cepa 19 en dosis
clasica, lo cual representa un minimo de 5 x 10'° UFC de Brucella. g) La vacuna
cepa 19 en dosis clasica no debe utilizarse en hembras mayores de 6 meses, ni
menores de 3 meses de edad. h) La vacuna cepa 19 en dosis reducida, debe
contener un titulo de 3 x 108a 3 x 10° UFC de Brucella por cada dosis, equivalente
a 2 ml. i) La vacuna cepa 19 en dosis reducida se debe aplicar a hembras mayores
de 6 meses de edad, aun gestantes. j) Bajo ninguna circunstancia se permitira diluir

la vacuna en presentacion de dosis clasica, para obtener dosis reducidas.
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2.15 FACTORES DE RIESGO

Esta referida un conjunto de factores de riesgo relacionado a la presencia de
brucelosis en los hatos, que se implican de tal modo que propicia la entrada y

persistencia de la enfermedad en una poblacién. (Martinez et al., 2018).

Entre ellos se encuentra la procedencia de animales de reemplazo ya que se
desconoce la situacion epidemioldgica de cada zona de su lugar de erigen, el
encharcamiento de agua en el establo, es mayor la prevalencia en hatos que
compran sus reemplazos por lo anterior mencionado en comparacion a los que
criaron sus propios reemplazos (Ojeda et al., 2016) (Saeed et a., 2019), el numero
de animales que integran el hato es importante debido a que hay un incremento en
el riesgo de contagio en relacién directa entre los animales que integran un mismo
grupo, la interaccion con animales salvajes o incluso domésticas, debido a que
algunas especies actuan como reservorio.(Martinez et al., 2018), otro factor que se
debe considerar es la edad, ya que son mas susceptibles animales mayores , puesto
que los animales jévenes aun poseen inmunidad pasiva adquirida debido a los
anticuerpos maternales y que son sexualmente inmaduros; abortos o antecedentes
de abortos y algun problema reproductivo, también animales que se encuentran en
lactancia (Ullah et al., 2020). El ordefar a vacas positivas ya sea cerca o incluso
antes de animales sanos lo que propicia el contagio (Moreno et al., 2002), el historial
de vacunacion pese a que se ha informado que el 10% de éstos logra diseminar de
igual modo el agente causal, al no desechar a las hijas de madres positivas aumenta
la probabilidad de que persistan en el hato hembras que se han contaminado en la
gestacion o al instante de atravesar el canal de parto pese que la mayor parte de las
hembras nacidas exime cierto porcentaje de la enfermedad y ellas continuan
contaminadas hasta la adultez, instante en que el agente sera reactivado en la
primer gestacion (Martinez et al., 2018), la utilizacion de los mismos pastos entre

productores (Awah-Ndukum et al., 2018).

Los factores de riesgo que se atribuyen a la brucelosis humana se relacionan con la
ocupacion, por ejemplo, quienes estan mas expuestos de adquirir la enfermedadson

los propietarios de las unidades de produccién como sus trabajadores,

36



veterinarios, cazadores y trabajadores de mataderos y de laboratorio (Rodrigues et
al., 2020). La no utilizacion del equipo de proteccién personal durante el trabajo, el
area asignada en el que trabajan, la falta de informacion acerca de brucelosis, el
contacto directo con visceras, uteros y fetos, consumo de alimentos peligrosos como
leche y subproductos sin pasteurizar, carne poco cocida, no tener buenos habitos
higiénicos, el no emplear otros instrumentos de bioseguridad como por ejemplo
guantes, botas, overol, mandil, protector en alguna herida abierta son factores que
influyen en el riesgo de contraer la enfermedad (Awah-Ndukum et al., 2018)
(Zambrano et al., 2018).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las actividades agropecuarias han sido de las mas importantes para el desarrollo
de los paises. El ganado bovino se considera de gran aprovechamiento obteniendo
numerosos productos que hoy en dia se encuentran entre los alimentos basicos de
la cadena alimenticia y otras necesidades bdasicas y secundarias; hablando
especificamente de la carne, leche, vestimenta, calzado. En México, la produccion
de leche de bovino es muy heterogénea desde el punto de vista tecnolégico,
agroecologico y socioeconomico, incluyendo la gran variedad de climas regionales
y caracteristicas de tradiciones y costumbres de las poblaciones. La industria de
productos lacteos es la tercera actividad mas importante dentro de la rama de la
industria de alimentos en México. Un gran numero de paises en el mundo considera
la produccion y abasto de leche como una prioridad nacional. La produccion lechera
ofrece a los pequefos agricultores mayores utilidades que la de cultivos y genera
mas oportunidades de empleo que otras cadenas de valor del sector alimentario.
Segun el inventario de poblacion ganadera del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) 2019, en el Estado de México existian 105,072
cabezas de ganado lechero, posicionandolo entre los diez estados con mayor

poblacién.

La region | del Estado de Meéxico, estd conformada por trece municipios
Amecameca, Atlautla, Ayapango, Chalco, Cocotitldan, Ecatzingo, Juchitepec,
Ozumba, Temamatla, Tenango del Aire, Tepetlixpa, Tlalmanalco y Vallede Chalco
Solidaridad de los cuales al menos cuatro por su urbanizacion, serviciospublicos
entre otras oportunidades de crecimiento han perdido sus actividades
Agropecuarias. Sin embargo, en el resto de los municipios que se encuentran aun
en desarrollo, la crianza de animales una de las ocupaciones principales en los

habitantes.

La eficiencia reproductiva constituye un conjunto de medidas expresadas en
parametros reproductivos de beneficio rentable, mientras que la ineficiencia

reproductiva comprende unos de los problemas mas costosos que enfrenta la
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ganaderia lechera, la infertilidad en el ganado bovino se da principalmente por
problemas de manejo de la reproduccion (Flores et al., 1998). En las grandes
unidades de produccion pecuaria se considera aceptable un porcentaje bajo de
abortos intermitentes; estos abortos se consideran abortos esporadicos. En las
unidades de produccion de bovinos de carne y lecheras se aceptan niveles de aborto
del 2 al 3%. Todo valor que exceda estos niveles se considera patoldgico. Sin
embargo, rara vez se investiga la causa, cuando se investigan abortos bovinoshay
que determinar ciertos elementos comunes entre los episodios de aborto, comoel
estadio de la gestacion, la afeccion de terneras o de vacas la fecha de llegada de
nuevos animales, protocolos de vacunacion y las practicas reproductivas (uso de
monta directa).

El aborto puede clasificarse por su origen, en infeccioso y no infeccioso, dentro de
los infecciosos los microorganismos pueden ocasionar abortos por distintos
mecanismos, la fiebre que originan muchas infecciones sistémicas, puede por si
sola causar aborto, aunque el feto no este infectado. La Brucelosis es una zoonosis
reemergente mundial que afecta el ganado y la vida silvestre con pérdida
econdmica, ya que los animales infectados sufren aborto espontaneo e infertilidad.
Su principal ruta de transmision es mediante la ingestion o inhalacién de materiales
infectados, los abortos como problema reproductivo representa una de las
principales causas de pérdidas econdmicas en los hatos lecheros.

Partiendo del contexto podemos cuestionarnos ¢;Qué tanto puede afectar un aborto
a un pequeno productor?, ;Como puede la investigacion ayudar al crecimiento de
la produccidon lactea local?, ;Cdémo podemos disminuir la transmision de
enfermedades abortivas? El principal objetivo de este trabajo es aportar cifras de
animales infectados por esta bacteria en los municipios participantes ademas de
asociar la infeccién con la aparicion de signos clinicos y factores de riesgo, el
seguimiento de un animal y la evaluacién del comportamiento de las enfermedades.
El impacto social que genera el estudio impacta principalmente a los pequefios
productores que tienen como actividad principal la produccién lactea, y con ella la
seguridad agroalimentaria de los consumidores, considerando que el principal

destino de la leche es la venta y elaboracion de subproductos. Teniendo
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antecedentes de estudios realizados en los municipios de Amecameca, Ayapango
y Tlalmanalco en 2008, donde se determiné la prevalencia de la enfermedad y los
resultados no arrojaron animales positivos, podemos esperar que, en este periodo
de tiempo, se siguieran conservando las medidas de prevencion y control de
Brucella abortus.

Martinez Borrego en su estudio de lecheria en el Estado de México (2009) menciona
que las empresas con menores recursos cientifico-técnicos y economicos, se
orientan a la fabricacion de productos de consumo masivo y de bajo valor agregado
como leche pasteurizada, ultra pasteurizada y quesos artesanales, mientras que las
empresas transnacionales y las nacionales de mayor desarrollo y competencia
distribuyen, ademas, productos mas elaborados y de mayor valor agregado como

quesos, yogurt.
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IV.  JUSTIFICACION

La region | del Estado de México tiene una significativa produccion lechera,
representada en su mayoria por un sistema de produccion a pequeia escala, en la
cual predominan el trabajo familiar y la falta de recursos y tecnologia. A pesar de
estas limitaciones es una de las principales actividades econdmicas. El aborto es la
causa que mayor pérdida econdmica representa en los hatos, los animales
contagiados de Brucella abortus pueden propagar su transmision, continuando el
ciclo de infeccion. La investigacion respecto a prevalencia de brucelosis bovina es
de gran importancia econémica y social, especialmente en zonas donde el destino
de la leche es la transformacién a productos para el consumo humano. La toma de
acciones sobre aquellos hatos que resultaran con animales positivos, el
reconocimiento de los factores de riesgo ante esta enfermedad y las buenas
practicas para mejorar la eficiencia reproductiva, deberian ser el propdsito de los

estudios en estas unidades de produccién pecuaria.
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V. HIPOTESIS

La prevalencia de Brucella abortus en bovinos lecheros de los municipios de
Amecameca y Ayapango Estado de México es menor a 0.5% y esta asociado a

factores de riesgo potenciales presentes en las unidades de produccion.
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VI. OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la prevalencia y los factores de riesgo de Brucella abortus en hatos lecheros

en los municipios de Amecameca y Ayapango, Estado de México.

ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia de Brucella abortus en muestras de suero de
bovinos lecheros de los municipios de Amecameca y Ayapango a través
de la prueba de tarjeta, rivanol e inmunodifusion radial.

2. Establecer los factores de riesgo frente a Brucella en las unidades de

produccion bovina lechera de los municipios de Amecameca y Ayapango.
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VIl.  MATERIAL Y METODOS

Zona de Estudio

La Region | Amecameca se localiza al oriente del Estado de México y la conforman
los municipios de Amecameca, Atlautla, Ayapango, Cocotitlan, Chalco, Ecatzingo,
Juchitepec, Ozumba, Temamatla, Tenango del Aire, Tepetlixpa, Tlalmanalco y Valle
de Chalco Solidaridad (Figura 5).

El municipio de Amecameca se localiza en las coordenadas geograficas 98°45’46”
O de longitud y 19°07°40” N de latitud. Segun datos del ultimo censo del INEGI
(2020), en Amecameca habitan 53,441 personas, siendo 28,001 mujeres y 25,440
hombres. Ayapango de Gabriel Ramos Millan se localiza en las coordenadas
geograficas 98°48’10” O de longitud y 19°07°35” N de latitud. Segun datos del ultimo
censo del INEGI (2020), en Ayapango habitan 10,053 personas, siendo 5,243

mujeres y 4,810 hombres. (INEGI, 2020).

REGION | AMECAMECA
Amecameca,
Atlautla,
Ayapango (12),
Chalco,
Cocaotitlan (13),
Ecatzingo,
Juchitepec,
Ozumba (17),
Temamatla (18),
Tenango del Aire (19),
Tepetlixpa (20),
Tlalmanalco,

Valle de Chalco Solidaridad (122).

Figura 5. Integracion de los municipios de la region 1 Amecameca.

Fuente tomada de Programa trianual de asistencia social del sistema

municipal del DIF en Ayapango 2013-2015.
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Se realizd un estudio de tipo observacional, descriptivo y transversal.

Se recabd la toma de muestras en las unidades de produccion pecuaria mediante
un estudio dirigido y por invitacién a los propietarios de las UPP de los municipios
de Amecameca (Zentlalpan) y Ayapango (Poxtla). Previo a la invitacidn se realizo la
aplicacion de una encuesta estructurada con el objetivo de conocer las
caracteristicas sanitarias de la unidad de produccion pecuaria, para evaluar los

probables factores de riesgo ante brucelosis bovina (Anexo 1).

Animales
Fueron incluidas las UPP que no tengan antecedentes de vacunacion contra
brucelosis. Se tomaron en cuenta vacas no gestantes y gestantes, en edad adulta

y nhovillas proximas a la monta, asi como machos mayores a 12 meses.

Toma de muestras y almacenamiento

Se recolectaron un total de 259 muestras, cifra que rebasaria la cantidad resultante
de la formula para calculo de tamafio de muestra representativo de acuerdo a la
cantidad de animales existentes en la regiéon. Se tomaron muestras de la vena
coccigea con la desinfeccion y limpieza previa de la zona y se recolectaron en tubos
vacutainer sin anticoagulante, se identificaron y rotularon con sus datos
correspondientes. Para su transporte, se conservaron a 42 C, inmediatamente
después de haber obtenido la muestra de sangre, se colocd en un plano inclinado
para aumentar la superficie de coagulacion, teniendo cuidado de no exponerlas a
temperaturas extremas ni movimientos bruscos. Una vez obtenidas las muestras,
se llevaron al laboratorio del Centro Universitario UAEM Amecameca para la
obtencion de sueros. No fueron consideradas para el estudio las muestras
hemolizadas. Se identificd la presencia de B. abortus mediante las técnicas de

tarjeta, rivanol e inmunodifusién radial.
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Preparacion de sueros.

En las instalaciones del Centro Universitario UAEM Amecameca se llevo a cabo la
obtencidén de los sueros; para ello, las muestras sanguineas colectadas fueron
centrifugadas a 1318g/5 minutos, posteriormente fueron depositados en tubos de

eppendorf previamente rotulados y se conservaron a -202 C para su analisis.

Pruebas de Diagnéstico.
Las pruebas de tarjeta y rivanol son consideradas como pruebas oficiales para el
diagnostico de la brucelosis bovina en México (NOM-041-ZO0-1995).

Prueba de tarjeta.

Con muestras de suero sanguineo no hemolizado. Con antigeno autorizado por la
Secretaria, que reuna las siguientes caracteristicas: a) Elaborado con la cepa 1119-
3 de Brucella abortus. b) Tenido con rosa de bengala en acido lactico. c¢) pH de 3.65
(x 0.05). d) Concentracién celular del 8% para bovinos. Los resultados de la prueba
de tarjeta arrojaran solo dos clasificaciones: positivos y negativos, dependiendo de

la presencia o ausencia de aglutinacion, segun sea el caso (NOM-041-ZO0-1995).

Es un procedimiento cualitativo, rapido, de aglutinacion macroscopica que se
efectia en una sola diluciéon y que detecta principalmente anticuerpos IgG1 y en
menor grado IgM. Sirve como prueba tamiz por su alta sensibilidad y permite reducir
el numero de pruebas diagndsticas necesarias para controlar y/o erradicar la
brucelosis en un rebafno o hato. Se fundamenta en que las IgG1 especificas contra
Brucella todavia actuan a un pH de 3.8, lo que determina la especificidad de la

prueba.
Equipo e instrumentos

1.- Aglutinoscopio con fondo negro mate e iluminacion indirecta interna. 2.-
Cronometro. 3.- Micropipeta de volumen constante o variable que mida 30

microlitros, con sus respectivas puntillas.

Materiales
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1.- Gotero calibrado a un volumen de gota de 0.03 ml (30 microlitros). 2.- Palillos de
madera. 3.- Pipetas de Bang o pipetas de 0.2 ml (en caso de no contar con
micropipeta). 4.- Placa de acrilico blanco de las mismas dimensiones del
aglutinoscopio. 5.- Placa de vidrio o acrilico transparente, preferentemente del

tamano del aglutinoscopio, con cuadricula de 3 x 3 cm. 6.- Puntas para micropipeta.
Reactivos Bioldgicos.

1.- Antigeno oficial el cual debera reunir las siguientes caracteristicas: a) Elaborado
con la cepa 1119-3 de Brucella abortus. b) Tefido con rosa de bengala amortiguado
con acido lactico. c¢) pH de 3.65 (+/- 0.05). d) Concentracion celular del 8% para

bovinos.

2.- Suero testigo positivo (Sueros cedidos por el CENID Microbiologia, INIFAP, Palo
Alto. Ciudad de México).

3.- Suero testigo negativo (Sueros cedidos por el CENID Microbiologia, INIFAP, Palo
Alto. Ciudad de México).

4.- Muestras de suero de animales sospechosos. Los sueros deberan ser frescos o
haber sido mantenidos en refrigeracion a 4°C, no deben presentar hemalisis ni estar

contaminados.

Condiciones ambientales

De laboratorio con temperatura 6ptima de 22-25 °C.
Procedimiento

1.- Se coloco una gota de 30 microlitros (ul) de cada muestra de suero en un cuadro
sucesivo de la placa, siguiendo un orden de izquierda a derecha y de arriba abajo.
2.- Colocar una gota de 30 ul de antigeno a un lado de cada gota de suero; esto es
recomendable para evitar que empiece la reaccion antigeno-anticuerpo antes de
realizar la mezcla. 3.- Se mezcld el suero y el antigeno por rotacién con un palillo
por suero, a fin de obtener una mezcla homogénea. 4.- Durante 4 minutos se mezclo

por rotacion manual suave de la placa, evitando que las muestras de los cuadros
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adyacentes se pongan en contacto entre si. 5.- Se realizé la lectura sobre el

aglutinoscopio.
Interpretacion de resultados

La prueba se consider6 negativa cuando no se observa aglutinacion. Se considero
positiva, cuando se observé algun grado de aglutinacién, la cual se observa con
formacion de grumos color rosa. En esta prueba no existen los sospechosos. Si la
prueba es positiva, debe realizarse una prueba complementaria, como la de rivanol

o de fijacién de complemento.
Rivanol

La prueba de rivanol se debe realizar solo en suero de bovino: Con sueros no
hemolizados, positivos a la prueba de tarjeta. Con antigeno autorizado por la
Secretaria y con reactivo de rivanol (lactato de 2 etoxi 6,9 diamino acridina). El
antigeno debe ser elaborado con la cepa 1119-3 de Brucella abortus y debe reunir
las siguientes caracteristicas: a) Tenido con una mezcla de verde brillante y cristal
violeta. b) pH 5.8 a 6.2. c) Concentracion celular 8% Los resultados se clasificaron
en sueros positivos y negativos. Se consideran positivos, todos aquellos sueros de
animales no vacunados que presenten reaccion de aglutinacion completa en
cualquiera de las diluciones, desde 1/25 a 1/400. En el caso de ganado vacunado,
la aglutinacién completa en una dilucibn mayor o igual a 1/50 sera una prueba
positiva (NOM-041-ZO0O-1995).

Es una prueba serolégica complementaria cuantitativa, altamente especifica, ya que
se basa en la precipitacion selectiva de las IgM en el suero por el reactivo de rivanol.
Este precipitado se retira por centrifugacion y con el sobrenadante se realiza una

aglutinacién en placa.
Equipo e instrumentos

1.- Aglutinoscopio con fondo negro mate e iluminacion indirecta interna. 2.-
Centrifuga clinica, como minimos de 2,000 rpm. 3.- Cronémetro. 4.- Micropipeta de

volumen variable entre 5 a 80 microlitros.
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Materiales

1.- Gotero calibrado a un volumen de gota de 0.03 ml (30 ul). 2.- Gradilla. 3.- Palillos
de madera. 4.- Pipetas de 1 ml con graduacion de 1/10 en 1/100. 5.- Pipetas de Bang
o pipetas de 0.2 ml. de 1/10 en 1/100. 6.- Placas de vidrio o acrilico transparente,
preferentemente del tamano del aglutinoscopio, con cuadricula de 3 x3 cm. 7.-

Puntas para micropipetas. 8.- Tubos de vidrio de 12 por 75 mm o0 13 x 100 mm.
Reactivos Bioldgicos

Antigeno oficial el cual debera reunir las siguientes caracteristicas: a) Elaborado con
la cepa 1119-3 de Brucella abortus. b) Tefido con una mezcla de verde brillante y

cristal violeta. c) pH de 5.8 a 6.2. d) Concentracion celular de 4%.
Reactivos y soluciones
Solucion de rivanol al 1%, peso sobre volumen (P/V)

El reactivo de rivanol (lactato de 2-etoxi-6,9-diamino acridina) es un derivado del
naranja de acridina (colorante), que una vez preparado, debe guardarse en un
recipiente estéril y conservarse en refrigeracion a 4°C protegido contra la luz, ya sea

en frasco color ambar o cubierto con papel aluminio.
Condiciones ambientales

De laboratorio con temperatura 6ptima de 22-25°C.
Procedimiento

1.- Con las pipetas se deposité 0.4 ml de solucion de rivanol en un tubo por cada
muestra. 2.- Utilizando una pipeta o punta por cada suero problema, se agregé a
cada tubo 0.4 ml de suero. 3.- Se mezcldé de inmediato por agitacion del tubo,
evitando que el contenido entre en contacto con la piel. 4.- Se dejo reposar los tubos
a temperatura ambiente por espacio de 20 a 30 minutos. 5.- Posteriormente se

centrifugo aproximadamente a 1318g por 5 minutos para obtener un paquete a partir
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del precipitado. 6.- Con la micropipeta o con una pipeta de 0.2 ml, se midi6 del
sobrenadante 0.08, 0.04, 0.02, 0.01 y 0.005 ml (equivalentes a 80, 40, 20, 10 y 5 pl,
respectivamente), se coloco cada una de dichas cantidades en un cuadro de la placa
de vidrio, procurando llevar un orden de izquierda a derecha y de arriba a abajo,
dejando un cuadro sin utilizar entre las cinco gotas de una muestra y de las de otra.
7.- Con el gotero o micropipeta, se agregd 0.03 ml (30 pl) del antigeno a cada una
las gotas sobre la placa. 8.- Se mezclé con palillos, extendiendo cada muestra 2 cm
de diametro aproximadamente. 9.- En seguida se mezclo por rotacioninclinando la
placa suavemente hacia un lado y a otro, 4 veces. Se dejo reposar 6 minutos. 10.-
Nuevamente se movid la placa por rotacion suave 4 veces y se dejoé reposar otros 6
minutos. 11.- Al término del tiempo, se agito la placa por rotacion 4 veces mas y se

procedio a realizar la lectura sobre el aglutinoscopio.

Las diluciones corresponden con los titulos como sigue:

Volumen de la gota Dilucion: 0.080 1:25, 0.040 1:50, 0.020 1:100, 0.010 1:200 y
0.005 1:400.

Interpretacion de resultados

La prueba se considera positiva cuando hay aglutinacion de cualquier grado. La

prueba se considera negativa cuando no existe aglutinacion.

En animales no vacunados se considera positiva una aglutinacién igual o mayor a
1:25 y en animales vacunados se considera positiva una aglutinacion igual o mayor
a 1:50. (NOM-056-Z00-1995).

Prueba de inmunodifusién radial

Los sueros que resultaron positivos a la prueba de rivanol fueron enviados al INIFAP
CENID MICROBIOLOGIA donde se realizé la prueba de inmunodifusion radial cuyo
objetivo es determinar la presencia de anticuerpos contra antigenos del grupo de

Brucella abortus en bovinos vacunados o que han sufrido esta enfermedad.
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La prueba de inmunodifusion radial (IDR) es realizada para el diagnostico
confirmatorio y diferencial de vacas infectadas con B. abortus o vacunadas con la
cepa S19, presenta 96% de sensibilidad y entre 80 a 100% de especificidad. Usando
el hapteno nativo es un antigeno de tipo intracelular, por lo que solamente una
exposicion prolongada de la bacteria Brucella al sistema inmune, como es el caso
de una infeccidn de campo, produce anticuerpos contra este antigeno, y no cuando
se trate de una exposicidn temporal al microorganismo, como es el caso dela

vacunacion con cepa S19 (Gonzalez et al., 2006).
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Cuadro 1. Fundamento, sensibilidad y especificidad de las pruebas: Tarjeta,

PRUEBA

TARJETA

RIVANOL

INMUNODIFUSION
RADIAL (IDR)

Rivanol e Inmunodifusion radial.

FUNDAMENTO

PARA ESPECIES LISAS

Detecta las
inmunoglobulinas
IgG1.

Detecta las
inmunoglobulinas IgG
e IlgM.

Unicamente cuando
hay una exposicion
prolongada de
Brucella al sistema
inmune, como es el
caso de una infeccion
de campo, se
producen anticuerpos
contra este antigeno,
y no cuando se trate
de una exposicidon
temporal al
microorganismo,
como es el caso de la
vacunacion.

SENSIBILIDAD

96.2 %

83%

96%

(Freitas et al., 2019) (Gonzélez et al., 2006).
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ESPECIFICIDAD

95.8 %

(Freitas y
Craviotto, 2019)

93 %
(Freitas y
Craviotto, 2019)

80-100%
(Gonzalez et al.,
2006)



Obtencion de datos.

Para llevar a cabo el analisis estadistico, se aplico un cuestionario estructurado
(Anexo 1) dirigido a los productores y encargados de las unidades se produccion
pecuaria; mediante este instrumento, se recolectd informacion acerca del manejo
reproductivo, el ritmo de produccion lactea y las condiciones sanitarias de la unidad
de produccién pecuaria. La definicion de las variables y su recategorizacién para el

estudio se presentan en el Cuadro 2.
Analisis estadistico

La informaciéon recabada se captur6 en una hoja de Excel para su analisis
estadistico (Anexo 2). Mediante estadistica descriptiva se analizaron las variables
de las unidades de produccion pecuaria muestreadas, para lo cual se emplearon
tabulados de frecuencias muestrales y de positividad de B. abortus por prueba de
diagnosticos empleadas. A través de los resultados obtenidos de la prueba de
Rivanol e Inmunodifusion radial se obtuvo la frecuencia y prevalencia en los hatos
muestreados (Prevalencia = casos positivos / total de animales muestreados). Se
calculd la prevalencia, el riesgo relativo, la razén de probabilidades (Odds ratio), la
diferencia de riesgo y riesgo atribuible a la poblacion, para determinar los factores
de riesgo asociados entre la afectacion por brucelosis, el manejo reproductivo y los

intervalos gestacion/lactancia en los animales muestreados.
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Cuadro 2. Descripcion de variables colectadas para el analisis estadistico y su

reclasificacion de las unidades de produccidon pecuaria lechera de Amecameca y

Variable

Estado de
gestacion

Aborto

Problemas
reproductivos

Gestacion/
Lactanciaintensiva

Gestacion/Lactancia
moderada

Ayapango, Estado de México.

Definicion de la variable

Es el periodo de desarrollo del ternero en
crecimiento dentro del vientre de la vaca,
la duracion promedio es de 285 dias
(Rossner y Vispo, 2018).

Es un dato esencial en la produccion
animal, dada su relacibn con las
funciones fisiolégicas, su cuantia e
intensidad varia con ella; determinadas
enfermedades tienen edades propensas
para su aparicion y desarrollo (Canete y
Fernandez, 2017).

Es definido como la pérdida del producto
de la concepcion a partir del periodo fetal
(aprox. 42 dias) hasta antes de los 260
dias en caso del bovino (Rivera, 2001).

Los problemas reproductivos,
caracterizados por infertilidad, muerte
embrionaria, abortos, malformaciones
congénitas y nacimiento de crias débiles
son prevalentes en el ganado bovino
(Rivera et al., 2004).

Gestacion y lactancia anual continua.

Se define asi al ritmo de gestacion y

lactancia que presenta periodos
mayores de 6 meses entre
gestacion/gestacion y
lactancia/lactancia.
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Tipo de
variable

Dicotomica

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
discreta

Nominal

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
discreta

Reclasificacion

Gestante

No gestante

Mayor a 3 anos

Menor a 3afos

Con abortos

Sin abortos

Con problemas
reproductivos

Sin  problemas
reproductivos

Si
No
Si
No



VIIl.  RESULTADOS

Se llevé a cabo la toma de muestras en 16 unidades de produccion pecuaria
lecheras en las localidades de Amecameca y Ayapango, Estado de México, para

determinar la seroprevalencia de Brucella abortus en un total de 259 bovinos.

A partir de una encuesta estructurada se obtuvo la siguiente informacién de las 16
unidades de produccién pecuaria; para conocimiento de las condiciones sanitarias,
manejo y uso de tecnologias. Se trabajé con un total de 254 hembras que representa
el 98.06% de la poblacion muestreada y 5 machos (1.93%). EI 100% dela poblacion
utilizan inseminacién artificial y solo 2 (12.5%) de las 16 unidades de produccién
siguen utilizando monta directa. Otro dato interesante obtenido del cuestionario fue
que todas las UPP destinan la leche a la venta, 4 de ellas destinanuna cantidad para
la elaboracién de productos lacteos (25%). Cabe resaltar que 11de las 16 UPP
registran antecedentes de aborto, representando el 68.75%. Con antecedentes de
vacunacion solo se encontré un hato en el municipio de Ayapangolo que representa
apenas el 6.25% y un 0% de UPP realizan pruebas diagndsticas.En cuanto a la
infraestructura e implementacion de tecnologias el 100% de las UPPcuenta con
instalaciones de sistema de produccidon a pequeia escala y solo 3 de ellas han

implementado el uso de ordenadora, que representa un 18.75% (Tabla 6).
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Tabla 6. Datos obtenidos en la encuesta de las condiciones sanitarias, manejo y

uso de tecnologias en las unidades de produccién pecuaria.

_ Amecameca Ayapango Total Porcentaje

Unidades de 11 5 16
produccion
pecuaria

Animales 187 72 259
muestreados

Inseminacion 11 5 16 100
artificial

Problema 10 0 10
reproductivo

(repetidoras, celo
silencioso)

62.5
Elaboracion de 4 0 4 25
productos lacteos
Vacunacioén contra 0 1 1 6.25
Brucelosis

Pruebas realizadas 0 0 0 0

Sistema de 11 5 16 100
produccién a
pequefia escala

Uso de ordefiadora 3 0 3 18.75
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Mediante la prueba de tarjeta 13/259 sueros resultaron positivos, lo que representd
una prevalencia del 5.01%. A través de la prueba de rivanol 9/259 sueros resultaron
positivos, dando una prevalencia del 3.47%. Ante la prueba de Inmunodifusion radial
5/259 sueros presentaron anticuerpos generados tras padecer la enfermedad, con
una prevalencia del 1.93% de Brucella abortus en los hatos lecheros de los
municipios de Amecameca y Ayapango, Estado de México (Tabla 7). Cabe destacar

gue ningun macho mostro reactividad frente a la prueba de inmunodifusién radial.

Tabla 7. Prevalencia de Brucella abortus a través de la prueba de tarjeta, rivanol e
inmunodifusién radial en unidades de produccion de bovinos lecheros de los

municipios de Amecameca y Ayapango, Estado de México.

Prueba Positivos Porcentaje Negativos Porcentaje

5.01%

94.98%

Tarjeta 13 246

9 3.47% 250 96.52%

Inmunodifusion 5 1.93% 254 98.06%

radial

En las unidades de produccion pecuaria del municipio de Amecameca se
confirmaron 5 casos positivos de Brucella abortus mediante la prueba de
inmunodifusion radial, que representa el 2.67% de prevalencia en la poblacién
muestreada; mientras que en el municipio de Ayapango la prevalencia fue del 0%
(Tabla 8).
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Tabla 8. Prevalencia de Brucella abortus en hatos lecheros de los municipios de

Amecameca y Ayapango, Estado de México.

Municipio Tarjeta Rivanol Inmunodifusion

radial

2.67% (5/187)

5.34% (10/187) 4.81% (9/187)

Referente a la prevalencia de Brucella abortus en las unidades de produccion pecuaria. La
unidad de produccion identificada con el numero 6, obtuvo 3 muestras positivas a la prueba
de inmunodifusion radial de un total de 61 animales muestreados. Las unidades
identificadas con los numeros 3 y 7 mostraron un animal positivo con la prueba de
inmunodifusién radial; cabe mencionar que las tres unidades pertenecen al municipio de

Amecameca de Juarez, Estado de México.
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Tabla 9. Prevalencia de Brucella abortus en unidades de produccién animal en

Amecameca y Ayapango, Estado de México.

Unidad de produccién Tarjeta Rivanol Inmunodifusion

animal radial

Amecameca

0

0 0 0
11.11% (1/9) 11.11% (1/9) 11.11% (1/9)
20% (2/10) 20% (2/10) 0
0 0 0
8.19 % (5/61) 6.55% (4/61) 4.91% (3/61)
10% (2/20) 10% (2/20) 5% (1/20)
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

0 0 0
0 0 0
0 0 0
10.71% (3/28) 0 0
0 0 0
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Se realiz6 un estudio descriptivo de causalidad tomando en cuenta medidas de la
fuerza de asociacion, para analizar aquellas variables que estuvieran relacionadas
a casos positivos y se consideraron factores de riesgo. El riesgo relativo a través de
la prueba de rivanol frente a la brucelosis en animales gestantes fue de 0.3 veces
mayor respecto a los animales no gestantes; de 0.6 veces mas en animalesmayores
a 3 anos de edad; de 3.7 veces mas es el riesgo de infeccibn en animalesque
muestran problemas de aborto respecto a los que no abortan y el ritmo
gestacion/lactancia intensiva y gestacién/lactancia media 7.9 y 4.0 respectivamente
de riesgo relativo de infeccion. Sin embargo, cuando se realizo el ejercicio con los
resultados de inmunodifusion radial se encontraron los siguientes resultados; 0.7
veces mayor el riesgo en animales gestantes a los no gestantes; 2.2 veces mayor
en animales mayores de 3 afios de aquellos menores; en las variables aborto y
problemas reproductivos no se encontraron cifras significativas; mientras que para
gestacion/lactancia intensiva y gestacion/lactancia media fue de 6.6 y 4.6
respectivamente. Las variables que representan un riego atribuible a la poblacion
fueron; edad especificamente aquellos animales mayores de 3 afios con una cifra
de 44.3%, con la prueba de IDR y gestacion/lactancia intensiva con 62.5%. Frente
a la prueba de rivanol, las cifras mayores de riesgo atribuible a la poblacién fueron
las siguientes variables; aborto con 16.3% y gestacion/lactancia moderada con

58.4%, como se observa en la tabla 10.
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Tabla 10. Factores de riesgo asociados a la presencia de Brucella abortu en
hatos lecheros de los municipios de Amecameca y Ayapango, Estado de México.

Prevalencia (%) Riesgo Diferencia de Riesgo
Relativo riesgo Atribuible a la
Poblacion

R*/IDR

Gestacion Gestante 1.8/1.7 0.3/0.7 0.281/0.7 -4.4%/-0.6% -79.9%/-13.7%
40
No gestante 6.3/2.2
>3 afos 6.1/2.4 0.6/2.2 0.543/2.2 -4.6%/1.3% -50.0%/44.3%
72
<3 afos 10.7/1.1
Si aborto 11.1/- 3.7/- 4.089/- 8.1%/- 16.3%!/-
No aborto 3.0/-
Problema Si presenta 3.2/- 1.0/- 1.048/- 0.1%/- 0.6%/-
Reproductivo
No presenta 3.1/-
Gestacion/ Si presenta 17.4/3.4 7.9/6.6 9.389/4.7 15.2%/2.7% 38.8%/62.5%
Lactancia 08
intensiva No presenta 2.2/0.7
Gestacion/Lacta Si presenta 6.0/8.7 4.0/4.6 4.200/7.1 4.5%I7.4% 58.4%/33.9%
ncia moderada 43
No presenta 1.5/1.3

R= Prueba de Rivanol. IDR= Prueba de Inmunodifusién Radial. * (P>0.05). - (valor no determinado

por tener un humero de muestra pequeno).
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IX. DISCUSION

La brucelosis en bovinos es un padecimiento bacteriano ocasionada principalmente
por Brucella abortus (Khurana et al., 2021); enfermedad que afecta a los animales
domésticos, animales de fauna silvestre y constituye una de las zoonosis mas
prevalentes (OIE, 2021).

La situacion actual de brucelosis bovina en México, demuestra que los estados de
Baja California Sur y Sonora estan identificados como libre de brucelosis causada
por especies lisas. En fase de erradicacion se encuentra el 28.99% del territorio
nacional, en los cuales se situan los estados de Campeche, Colima, Guerrero,
Nayarit, Quintana Roo y Yucatan. También se encuentran en fase de erradicacion
las regiones “A” de Aguascalientes, Baja California, Chiapas, Guanajuato, Hidalgo,
Puebla, Oaxaca y Querétaro (SENASICA, 2021).

En el Estado de México la region “A” de Tierra Caliente, que comprende a Almoloya
de Alquisiras, Amatepec, Ixtapan del Oro, Luvianos, Otzoloapan, San Simon,
Sultepec, Santo Tomas de los Platanos, Tejupilco, Temascaltepec, Texcaltitlan,
Tlatlaya, Zacazonapan y Zacualpan; la brucelosis bovina se encuentra en
erradicacion; y la region "A1" que comprende a Coatepec de Harinas, Ixtapan de la
Sal, Tonatico y Villa Guerrero, también se encuentra en fase de erradicacion
(SENASICA, 2021).

Para el caso de los municipios de Amecameca y Ayapango, se encuentran en fase
de control. Esto consiste en la elaboraciéon de un padron estatal de productores,
control de movilizacion, vacunacién obligatoria, conta con el sistema nacional de
vigilancia epidemiologica (SIVE), contar con un programa continuo de promocion de
la campana, incorporacion de los hatos a los programas de la campania,
infraestructura de servicio veterinario, técnicos y de diagnostico, eliminacion de
reactores mediante su envio a sacrificio y en caso de subprogramas de control, a
erradicaciéon a unidades de produccion controlada, existencia de unidades de
produccion controlada, prevalencia de hato mayor al 3% o desconocida (NOM 041-
Z00,1995).
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La brucelosis en humanos tiene alto impacto sanitario al ser una enfermedad que
disminuye la productividad de las personas, los costos del tratamiento son altos y el
ausentismo laboral se incrementa. La fuente principal de la brucelosis humana son
los productos de origen animal contaminados con el agente infeccioso. El riesgo de
infeccion por Brucella abortus en México esta asociado al consumo de productos
lacteos no pasteurizados, principalmente quesos frescos (Guzman-Hernandez et
al., 2016). Un brote de brucelosis en el estado de Guanajuato, considerada como
region endémica, permitié aislar Brucella sp de muestras de sangre humana, leche
cruda de vaca y cabra y quesos frescos. Mediante procedimientos bacteriolégicos y
PCR multiplex se identificd Brucella melitensis en humanos, cabras infectadas y
quesos frescos de cabra; mientras que Brucella abortus fue aislada de vacas
(Morales-Garcia et al., 2015). Segun la Secretaria de Salud en el 2017 se reportaron
13,677 casos en México, con una tasa de 2.00 a 2.64 por cada 100,000 habitantes.
La evaluacion serologica de muestras de un total de 77 pacientes sospechosos de
padecer la enfermedad en el estado de Puebla, México; permitio identificar 39
(50,6%) como positivos, 21 (27,3%) como casos sin infeccion, 9 (11,7%) negativos
y 8 (10,4%) definidos con memoria inmunoldgica. De los casos positivos, 32 (82,1%)
se encontraron en el grupo de adultos y 30 (76,9%) fueron del sexo femenino
(Arciga-Vazquez et al., 2021). Otro estudio analiz6 el algoritmo diagnostico de la
brucelosis mediante el uso de las pruebas ELISA, Brucellacapt® y la prueba de flujo
lateral (LFT), para la evaluacion de muestras de 473 individuos de dos poblaciones
endémicas mexicanas. Todos los pacientes fueron atendidos en unidades médicas
de primer nivel por presentar sintomatologia compatible con brucelosis y sin
antecedentes de la enfermedad. Mediante la prueba de Rosa de Bengala, se
encontraron 165 muestras negativas y 308 reactivas positivas, de las cuales se
confirmaron 222 casos y 234 fueron positivos en al menos un marcador (IgG o IgM)
o LFT. Cuando se utilizé Brucellacapt®, se encontraron resultados similares a los
observados con el algoritmo convencional a juzgar por el coeficiente kappa de
Cohen (k) (0.813, 95% IC 0.7788-0.8472). Se encontraron indices K similares entre
el algoritmo convencional y el par ELISA, 0.7038 (IC 95% 0.6555-0.7521), lo que
representa una alta similitud entre ambos grupos de diagnostico. En este trabajo se
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demostré que los serodiagndsticos convencionales, Brucellacapt® y LFT,
presentaron resultados no concluyentes y con pobre correlacién entre ellos. Por el
contrario, la prueba ELISA par (IgG + IgM) presento alta correlacion con el algoritmo
convencional y mayor capacidad de correcta clasificacion de positivos y negativos
(Guzman-Bracho et al., 2020).

Un estudio realizado en Estados Unidos detecta brotes de brucelosis en su
poblacibn humana a causa del consumo de quesos elaborados con leche no
pasteurizada, y se asociaron con quesos blandos importados de México vy

Centroamérica (Gould et al., 2014).

El presente trabajo permitié establecer la prevalencia de brucelosis en unidades de
produccion lechera en los municipios de Amecameca y Ayapango, Estado de
México. En las unidades de producciéon pecuaria del municipio de Amecameca se
confirmaron 5 casos positivos de Brucella abortus que representa un 2.67% de
prevalencia en la poblacion muestreada; mientras que en el municipio de Ayapango

la prevalencia fue del 0%.

Los resultados de prevalencia detectados en nuestro estudio, no corresponden con
lo planteado en la hipotesis, debido a que el porcentaje de prevalecia general de
Brucella abortus en los hatos lecheros de los municipios de Amecameca y
Ayapango, Estado de México, realizando la prueba de tarjeta (prueba de tamiz) y
rivanol (pruebas oficiales en la campaina nacional de control y erradicacion de la
brucelosis en México) y confirmados con la prueba de inmunodifusion radial, es
mayor al 0.5%. Estos resultados son relevantes, ya que ponen en evidencia casos
positivos de brucelosis bovina en unidades de produccién bovina lechera en el
municipio de Amecameca de Juarez, Estado de México; area pecuaria muy
importante para la produccién de leche y derivados lacteos como quesos, crema,
mantequilla, requeson, nata, helados, chongos zamoranos y yogures de consumo

regional.

Para el presente estudio se realizaron las técnicas de aglutinacion en tarjeta, la

prueba de rivanol y la prueba de inmunodifusion radial. Las dos primeras técnicas
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establecidas como oficiales en la campana zoosanitaria de erradicacion de la
brucelosis en México (NOM 041-Z00,1995). La prueba de inmunodifusion radial,
establece la diferenciacion entre anticuerpos de animales infectados de anticuerpos
de animales vacunados (Gonzalez et al., 2006). La prevalencia general observada
en el estudio con la prueba de aglutinacion en tarjeta fue del 5.01% (13/259), la de
rivanol del 3.49% (9/259) y la de inmunodifusion radial del 1.93% (5/259).

Las diferencias en los valores obtenidos en este estudio se asocian con la
sensibilidad y especificidad de las pruebas utilizadas. La prueba de aglutinacién en
tarjeta es elaborada con la cepa 1119-3 de Brucella abortus, detecta las
inmunoglobulinas IgG1, muestra una sensibilidad y especificidad del 96.2% y del
95.8% respectivamente y se considera una prueba tamiz. Todos los sueros positivos
con la prueba de tarjeta, deben ser confirmados con la prueba de rivanol. En la
prueba de rivanol el antigeno es elaborado con la cepa 1119-3 de Brucella abortus,
tefido con verde brillante y cristal violeta, concentracion celular 8% y con reactivo
de rivanol (lactato de 2 etoxi 6,9 diamino acridina). Los sueros positivos se
consideran a todos aquellos sueros de animales no vacunados que presenten
reaccion de aglutinacion completa en cualquiera de las diluciones, desde 1/25 a
1/400. En el caso de ganado vacunado, la aglutinacion completa en una dilucién
mayor o igual a 1/50 sera una prueba positiva (NOM-041-ZO0-1995). Es una prueba
serologica complementaria cuantitativa, altamente especifica, ya que se basa en la
precipitacion selectiva de las IgM en el suero por el reactivo de rivanol. Este
precipitado se retira por centrifugacion y con el sobrenadante se realiza una
aglutinacién en placa. Detecta las inmunoglobulinas IgG. La prueba de rivanol tiene
una sensibilidad y especificidad del 83% y 93% respectivamente. La prueba de
inmunodifusion radial (IDR) es realizada para el diagnostico confirmatorio y
diferencial de vacas infectadas con Brucella abortus o vacunadas con la cepa S19;
presenta 96% de sensibilidad y entre 80 a 100% de especificidad. Usando el
hapteno nativo es un antigeno de tipo intracelular, por lo que solamente una
exposicion prolongada de la bacteria Brucella abortus al sistema inmune, como es
el caso de una infeccidon de campo, produce anticuerpos contra este antigeno, y no

cuando se trate de una exposicion temporal al microorganismo, como es el caso de
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la vacunacion con cepa S19 (Gonzalez et al., 2006). Por ello, es importante emplear
las técnicas recomendadas en campafa bajo la norma oficial mexicana y su
comprobaciéon con la prueba de inmunodifusion radial, para establecer un

diagnostico de brucelosis certero en las unidades de produccion bovina.

Otros métodos diagnosticos pueden ser utilizados como la prueba Rosa Bengala
(RB) y la prueba de seroaglutinacion (SAT)-EDTA. La sensibilidad y especificidad
diagnostica de estas pruebas utilizando un enfoque bayesiano se empleo para el
diagnostico de 22,592 muestras de sangre de bovinos de 2733 hatos de 19
provincias del Ecuador (Paucar et al., 2021). Ademas, se utilizé el analisis de
factores de riesgo para los rebafnos segun su estado de prueba de brucelosis. La
prevalencia real (PT) en los rebafos se estimdé mediante pruebas en grupo. La
seroprevalencia nacional de granjas fue del 7,9 % (IC 95 %: 6,79-9,03) y la PT fue
del 12,2 % (IC 95 %: 7,8-17,9). La prevalencia aparente (PA) en animales fue del
2,2 % (IC 95 %: 1,82-2,67) y la PT fue del 1,6 % (IC 95 %: 1,0-2,4). Asimismo, la
sensibilidad de la BR se estim6 en un 64,6% (95% Crl: 42,6-85,3) y una
especificidad del 98,9% (95% Crl: 98,6-99,0); para la prueba SAT-EDTA la
sensibilidad fue del 62,3% (95% Crl: 40,0-84,8) y la especificidad del 98,9% (95%
Crl: 98,6-99,1) (Paucar et al., 2021).

Tras la vacunacion en bovinos con la capa S19 y RB51 se induce a una fuerte y
compleja respuesta inmune Th1; caracterizada por la proliferacion de células T CD4*
y T CD8*; la produccién de IFN-y y IL-17A por las células T CD4*; células T CD8*
citotoxicas; la secrecion de IL-6; Células T de memoria T CD4*y T CD8* (referencia).
El patron de inmunoglobulinas predominante tras la vacunacion es de la clase IgG1;
en humanos, bovinos y ratones el isotipo IgG1 se asocia a la respuesta Th2,
mientras que el isotipo IgG2 esta mas relacionado a la respuesta Th1 (Estes and
Brown, 2002). Los hallazgos casi opuestos observados a la respuesta inmune
celular y humoral después de la vacunacion y revacunacion contra la brucelosis
deben entenderse teniendo en cuenta que la contribucion exacta de la inmunidad
humoral en la resistencia a la infeccion por Brucella abortus no esta bien

establecida, mientras que la respuesta mediada por las células ha
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demostrado ser crucial para superar la infeccidén natural y experimental. Ademas, no
se sabe si la polarizacién Th1/Th2 muy bien conocida en el modelo murino también
ocurre de la misma manera en bovinos. La compleja interaccion entre el hospedero
y Brucella abortus generalmente exige un equilibrio entre la respuesta Th1y Th2. El
conocimiento de la respuesta inmune es fundamental para conocer el
comportamiento de la enfermedad y el diagndstico seroldgico o molecular (Dorneles
et al., 2015).

Para el control de la brucelosis bovina en México se elabora y aplica desde 1951 la
vacuna S19, y en la campafa oficial de 1997se dejé de utilizar y fue reemplazada
por la vacuna RB51. En 2006 se empez6 a producir nuevamente la vacuna S19 y

en la actualidad son aplicadas ambas vacunas.

La vacuna S19 (Brucel N-19) se aplica en dosis de 1x10'0 UFCde
Brucella abortus/ml de vacuna reconstituida y se aplica a becerras de tres a seis
meses de edad en dosis de 2 ml. La vacuna de dosis reducida (Brucel R-19) la cual
se aplica a hembras mayores de seis meses de edad que no recibieron la
vacunacion con la dosis clasica, incluso aunque estén gestantes. La dosis reducida
debe contener un titulo de 3x108 a 3x10° UFC de Brucella abortus por cada dosis,
equivalente a 2 ml. La cepa S19 es muy estable en su virulencia o inmunogenicidad
y con su empleo de esta en la vacunacion se ha logrado erradicar la brucelosis en
varios paises. Los riesgos del empleo de esta vacuna son en animales adultos la
persistencia de titulos serologicos contra una fraccidén de LSP dificulta el diagnostico
de la enfermedad, el riesgo de que provoque abortos es de 2 a 3% y en vacas en
lactacidn se ha observado infecciones mamarias persistentes debido a la excrecion
activa en la leche (ProNaBiVe, 2019).

La cepa RB51 es de morfologia rugosa, carece de la cadena “O” del lipopolisacarido.
No induce la presencia de anticuerpos que puedan ser detectadosdurante los
muestreos de las campanas oficiales para el diagndstico de la enfermedad; por
tanto, es posible diferenciar los animales vacunados de los infectados. Otra ventaja
de esta vacuna es su escasa virulencia residual, aunque las desventajas que

muestra son que la revacunacion puede causar aborto y
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excrecion de la bacteria en la leche y el exudado vaginal. La dosis para becerras
contiene 1-3x10'° UFC, mientras que la dosis reducida para vacas mayores de 12
meses de edad contiene 1-3x10° UFC (ProNaBiVe, 2019).

En nuestro trabajo, la prevalencia general con la prueba de aglutinacion en tarjeta
fue del 5.01% (13/259), la de rivanol del 3.49% (9/259) y la de inmunodifusién radial
del 1.93% (5/259). Es decir, que es posible que varios de los animales reactores
positivos mediante las pruebas de aglutinacion en placa y con la prueba de rivanol
muestren anticuerpos vacunales, los cuales son diferenciables a través de la prueba
de inmunodifusion radial. En nuestra encuesta aplicada a los productores
participantes, solo uno refiere a la vacunacibn como método de control de la
enfermedad; sin embargo, se sabe que en la regidén se emplea a la vacunacion en
las estrategias de control de la brucelosis. Aunado a lo anterior, los productores no
llevan registros de salud y de produccion de las Unidades pecuarias y el reemplazo
de los animales fundamentalmente son por compra de animales sin registro. Por
ello, en futuros trabajos debe aplicarse otras técnicas de diagndstico para precisar
la presencia de cepas vacunales o cepas de campo en la respuesta serologica

mediante la técnica de PCR.

Nuestros resultados de prevalencia no guardan relacién con los encontrados
previamente por Dominguez (2012), en su trabajo de investigacién en esta misma
region en el que fueron muestreados 184 animales en los municipios de
Amecameca, Ayapango y Tlalmanalco; en el cual se descartd la presencia de
anticuerpos frente a Brucella abortus, mediante la prueba de ELISA con un kit
comercial (CHEKIT-Brucellose-Serum de IDEXX Laboratories®). El encontrar cinco
animales positivos de tres unidades de produccion en nuestro estudio es relevante
en virtud a que se considera a los bovinos como la fuente de infeccidn de brucelosis

mas importante para el hombre y otros animales.

La brucelosis esta presente en todo el mundo con excepcion de Canada, Australia,
Chipre, Noruega, Finlandia, Paises Bajos, Dinamarca, Suecia, Nueva Zelanda y
Reino Unido; por el contrario, aun estd en curso en paises como Europa

mediterranea, América Central y del Sur, México, Africa, paises del Cercano
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Oriente, Asia Central, India e Italia con una importante prevalencia (Khurana et al.,
2021).

En México a pesar de la vigencia de la NOM-Z00-041 Campafa Nacional contra la
Brucelosis en los Animales, y los esfuerzos por el control y la erradicacion de la
Brucelosis, sigue siendo una enfermedad endémica en muchos estados (Oseguera
et al. 2013; SENASICA 2021). Los trabajos sobre Brucelosis en animalessuelen
desarrollarse en estados de alta produccién bovina y caprina; sin embargo, se
enfocan en describir la prevalencia y hay menos documentacion de aislamiento e
identificacion de las especies de Brucella sp. Morales y Pefia confirman la presencia
de Brucella abortus en sus trabajos en Jalisco y Guanajuato (Morales- Garcia et al.,
2015; Pena et al., 2014; Oseguera et al., 2013).

En el 2014 en el estado de Querétaro se realizd un estudio para la deteccidén de
Brucelosis, en el cual se llevo a cabo la prueba de tarjeta e inmunodifusion radial en
becerras menores de tres meses de edad en 2 hatos diferentes, el hato 1 revelo que
la tasa de prevalencia de vacas positivas a B. abortus fue de 13.6% a los tres meses
de edad, con la prueba confirmatoria (IDR), mediante 20 pruebas de leche se aislo
y confirmo Brucella abortus y por medio de PCR se confirmd que la cepa coincidia
con cepas de campo y no cepas vacunales. El hato 2 presento una prevalencia de
1.94% (35/1800); sin embargo, mas adelante con este mismo hato, pero con solo
1170 muestras se realizé la prueba, de enero de 2009 a junio de 2010 el cual registré
una prevalecia de 2.1% (Carrisoza-Urbina et al., 2014). De aqui se desprende que
es importante el diagndstico frecuente, la eliminacion de animales reactores y la
implementacion de buenas practicas pecuarias en las unidades de produccion

animal.

En México debido a que no se realizan pruebas para detectar brucelosis en edades
tempranas pueden originar que las becerras que nacen o se contagian en la etapa
de lactancia pasen inadvertidas hasta que alcanzan la edad reproductiva. Es de
suma importante realizar el diagnostico en becerras nacidas en hatos que han
presentado prevalencia de la enfermedad para asi poder prevenir que persistan

animales positivos en el establo, debido a que la presencia de anticuerpos después
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de la vacunacion dificultaria determinar la enfermedad, provocando asi
manifestaciones mas adelante como el aborto en la primera gestacion y

manteniendo la brucelosis en el hato (Carrisoza-Urbina et al., 2014).

En otros paises con prevalencia media y alta frente a brucelosis, los resultados son
variables. En el Distrito de lganga, al este de Uganda, se evalud la presencia de
brucela mediante serodiagndéstico en muestras de sangre humana, bovina y caprina,
mediante ELISA indirecto. De un total de 451 muestras de sangre humana, 20
(4,4%) fueron positivas, de 345 muestras de sangre de bovino, 4 (1,2%) fueron
positivas y entre 351 muestras de sangre de cabra, solo 1 (0,3%) fue positiva (Nguna
et al., 2019). Un analisis de la situacién epidemioldgica en los paises del Este de
Africa permitid establecer que el ganado tiene una prevalencia a nivel animal de
0,2% a 43,8%, siendo de 0,0% a 20,0% para bovinos, 0,0% a 13,8% paracaprinos y
ovinos, respectivamente. En humanos, la prevalencia varié mayoritariamente entre
0,0% y 35,8%, concluyendo que la brucelosis muestra alta prevalencia en la region

(Djangwani et al., 2021).

En el caso de Ruanda, un total de 330 muestras de leche a granel de 198 granjas
sin pastoreo y 132 granjas de pastoreo abierto, fueron evaluadas mediante un
ensayo de ELISA. También se aplicdé un cuestionario a los ganaderos para
determinar los factores de riesgo de contaminacion de la leche con Brucella sp. Los
anticuerpos anti-Brucella sp prevalecieron en el 19,7 % (intervalo de confianza (IC)
del 95 %, 15,5-24,4) de las 330 muestras, siendo la seroprevalencia
significativamente superior (p < 0,05) en las granjas de pastoreo abierto (37,9 %
[50/132]) que en las granjas sin pastoreo (7,6 % [15/198]). Practicar el sistema de
pastoreo abierto, los antecedentes de aborto y la retencién de placenta fueron los
factores de riesgos significativos para la presencia de anticuerpos anti-Brucella en

la leche (Djangwani et al., 2021b).

La seroprevalencia a nivel de rebaino y los factores de riesgo para la seropositividad
de Brucella en el ganado, fueron estimados en la region de Morogoro, Tanzania. La
proporcion de hatos seropositivos para Brucella fue del 44,4 % (55/124, IC del 95
%: 35,5-53,5) (Asakura et al., 2018). En el Area metropolitana de Bangladesh se
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recolectaron muestras de suero (n = 158) de seis granjas lecheras seleccionadas al
azar. Se utilizaron la prueba de placa de rosa de bengala (RBPT) y un ELISA
competitivo (CELISA) como pruebas de deteccion y confirmacion respectivamente.
Las seroprevalencias generales de anticuerpos contra la brucelosis en el ganado
bovino fueron del 21,5 % (34/158) y del 7,6 % (12/158). Se encontré que
aproximadamente el 7,6% (12/158) y el 1,3% (2/158) del ganado estaban infectados

con brucelosis aguda y cronica, respectivamente.

Los factores de riesgos asociados a la transmision de la brucelosis en las unidades
de produccion son diversos; por ello, las buenas practicas pecuarias son

fundamentales para disminuir la transmisidn de los agentes patdgenos.

En nuestro trabajo se estudiaron los siguientes factores de riesgo en las unidades
de produccién bovina como edad, gestacion, aborto, otros problemas reproductivos
como infertilidad, repeticion de calores y lactancia. En la zona predominan las
unidades de produccion a pequefa escala, encontrando hatos desde 6 a 50
animales, trabajadas unicamente por miembros de la familia, donde también

resaltan como su unica o principal fuente de ingresos.

En el presente trabajo la variable gestacién como factor de riesgo frente a brucelosis
bovina presento una prevalencia del 1.8% en comparacién con los animales no
gestantes con 6.3% de acuerdo a los resultados obtenidos a través de la prueba
confirmatoria de rivanol, cifras que no coinciden con trabajos previos (Demiso et al.,
2021; Coelho et al., 2014). Coelho y Demiso refieren que los animales jovenes son
bastante resistentes a la infeccion, mientras que los animales gestantes son los mas
susceptibles (debido a la produccién de eritritol en la placenta), la susceptibilidad
aumenta después de la madurez sexual, ocurriendo principalmente, durante la
gestacion. Esto podria explicarse por el hecho de que el azucar de eritritol en la
placenta y el liquido fetal aumenta durante el periodo de gestacion, estimulando el
crecimiento y la multiplicacion de bacterias en los érganos reproductivos (Asgedom
et al., 2016; Walker, 1999).
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Por otro lado, la asociacion entre la edad y la infeccion por Brucella fue
estadisticamente significativa, esto coincide y se respalda con trabajos anteriores
donde los animales adultos presentaban hasta siete veces mayor riesgo de
infeccion que los animales jovenes, se puede atribuir a la naturaleza crénica de la
enfermedad, las posibilidades de exposicion al patégeno con el aumento de la edad
y el apareamiento con animales seropositivos (Khan et al.,, 2021). Ullah y
colaboradores (2020a) y Asgedom y colaboradores (2016), también identificaron
mayor prevalencia en animales adultos especificamente en >4 afos, atribuible a una
mayor frecuencia de contacto con otros animales con respecto a la edad, mayores
posibilidades de coito y madurez sexual en comparacion con animales masjévenes.
Con la edad aumentan las posibilidades de infeccion por Brucella y es considera

una enfermedad de animales adultos (Coelho et al., 2014).

Asi mismo en el presente trabajo no se encontr asociacion estadistica significativa
entre la presentacion de problemas reproductivos (vacas repetidoras, calor
silencioso, retencion placentaria) y el riesgo de infeccidon; cabe resaltar que existe
mayor prevalencia entre las que los presentaron que aquellas que no muestran
problemas reproductivos. Sin embargo, la diferencia de riesgo fue de apenas 0.1%,
contrastando completamente con Asgedom et al. (2016), quien confirmo asociacion
entre el numero de servicios por concepcion y la seropositividad de la brucelosis,
describiendo que el numero de servicios por concepcidon aumenta cuando el ganado
experimenta repetidamente aborta, membrana fetal retenida, distocia y otros
problemas de salud reproductiva. Otros trabajos también comparten estos
resultados y asocian los mismos trastornos reproductivos como signos
caracteristicos de Brucelosis (Ullah et al., 2020a; Asgedom et al., 2016). Sin
embargo, a pasar de estos hallazgos no debemos pasar por alto el hecho de que la
brucelosis puede permanecer asintomatica y no presentar signos clinicos

reproductivos (Khan et al., 2021).

Por otro lado, se identificé que habia una mayor prevalencia en animales que tenian

aborto o antecedentes de abortos en comparacién con los que no habian
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presentado, con una prevalencia de 11.1% y un riesgo atribuible a la poblacién de
16.3% esto con la prueba de rivanol. Con respecto a la prueba de IDR no se pudieron
obtener datos relevantes, esto debido fundamentalmente al pequenotamafo de
muestra empleada en nuestro trabajo. La asociacion de aborto con brucelosis
también se ha referido en estudios previos (Ullah et al., 2020b, Saeed etal., 2019 y
Rashid et al., 2021). El aborto en el ultimo tercio de la gestacion es un signo
particular de la brucelosis, que también puede producir otros problemas
reproductivos, como retencidn placentaria, endometritis e infertilidad (Saeed et al.,
2019).

La brucelosis tiene una correlacion por el utero gestante; desarrolla una infeccion
cronica, multiplicandose principalmente dentro de los trofoblastos corioalantoideos
de la placenta, provocando placentitis, muerte fetal y aborto. Una vez que brucella
entra al organismo, esta se localiza en otros tejidos linfoides como el bazo y los
nodulos linfaticos iliacos, mesentéricos y supramamarios, el cual origina una
respuesta granulomatosa. La invasion de las células trofoblasticas de la placenta
frecuentemente sucede al mismo tiempo que el aborto. Debido a que la placenta en
los rumiantes esta compuesta por un gran numero de placentomas que se originan
por la fusion del endometrio caruncular materno y el cotiledon fetal (Poester et al.,
2013). El eritritol desempenfa una funcion esencial en el tropismo de Brucella ya que
le ayuda a sobrevivir y multiplicarse dentro del hospedero y es el principal
abastecedor de carbono para la mayoria de las Brucellas, este azucar es abundante
en la placenta y los érganos genitales de los rumiantes y cerdos y se localiza al
interior de las células trofoblasticas (Barbier et al., 2017). Anderson y Smith (1965)
mencionan que una elevada cantidad de eritritol en la placenta y el liquito fetal en el

quinto mes de gestacion es el factor primordial para el aborto en los animales.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro trabajo se observd que los
animales con mayor prevalencia a brucelosis eran aquellos que se encontraban con
una produccion lactea intensiva (17.4%, rivanol) en comparacion a los animales en
produccion lactea moderada (6.0%, rivanol); estos resultados guardan relacién con

lo que se informé en un estudio en Pakistan (Ullah et al., 2020b), en donde el riesgo
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fue mayor en animales que se encontraban en lactancia. La asociacion de la alta
prevalencia en cuanto a la produccidon lactea intensiva, aun no esta muy bien
definida, pero Ullah et al. (2020b), refiere que esto puede estar ligado con el estrés
de produccidn, el cual provoca la infeccion de brucelosis ya que permanecen en los

nodulos linfaticos supramamarios.

Sin embargo, con respecto a la prueba de IDR la prevalencia fue mayor en animales
en produccion lactea moderada con 8.7% y 3.4% en animales con produccion lactea
intensiva. Esto guarda relacion con un estudio realizado en el que se ve afectada la
produccion lactea en animales positivos a brucelosis (Mellado et al., 2021). Otro
estudio realizado en Bangladesh revelo que los animales con mayor prevalencia a
brucella abortus eran aquellos que tenian una produccion lactea baja. Esto esta
relacionado ya que unos de los signos clinicos de brucelosis es la diminucién de la

produccion lactea (Islam et al., 2021).
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X. CONCLUSIONES

La prevalencia general de Brucella abortus en hatos lecheros de los municipios de
Amecameca y Ayapango, Estado de México con la prueba de aglutinacién en tarjeta
fue del 5.01% (13/259), la de rivanol del 3.49% (9/259) y la de inmunodifusién radial
del 1.93% (5/259).

En tres de las unidades de produccidon pecuaria del municipio de Amecameca se
confirmaron 5 casos positivos de Brucella abortus que representa un 2.67% de
prevalencia en la poblacion muestreada; mientras que en el municipio de Ayapango

la prevalencia fue del 0%.

El riesgo relativo frente a la brucelosis mediante la prueba de rivanol en animales
gestantes fue de 0.3 veces mayor respecto a los animales no gestantes; de 0.6
veces mas en animales mayores a 3 anos de edad; de 3.7 veces mas es el riesgo
de infeccidn en animales que muestran problemas de aborto respecto a los que no
abortan y la lactancia temprana y media mostraron 7.9 y 4.0 respectivamente de

riesgo relativo de infeccion, respecto a los animales que no presentan lactancia.

El riesgo relativo frente a brucelosis mediante la prueba de inmunodifusién radial en

animales, fue significativamente menor, respecto a la prueba de rivanol.
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XI. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
0
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Xll.  IMPLICACIONES ETICAS

Todos los procedimientos realizados con los animales fueron aprobados por el
Comité de Etica en Investigacion con Animales del Centro Universitario UAEM
Amecameca de la Universidad Autonoma del Estado de México. En todos los

casos, los duenos de los hatos firmaron el acta de consentimiento informado.
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XIV. ANEXOS

Anexo 1. ENCUESTA DE PARA IDENTIFICACION DE PROBLEMAS
REPRODUCTIVOS EN HATOS LECHEROS DE AMECAMECA Y AYAPANGO,
ESTADO DE MEXICO.

Folio: Fecha:

1. Identificacion de la unidad de produccidn pecuaria
Municipio

2. Registros del hato
N° de animales (Total) Hembras Machos

Edades Entre 0 meses y un
afo

Entre 13 y 24 meses

Entre 25 y 36 menes

Entre 37 y 48 meses

Mayor de 6 afos

Superficie destinada a los animales

Corrales m2

Comederos m2

Praderas m2

3. Registro de Produccion
Litros de leche producidos por dia

Destino de la Venta Elaboracion de
leche subproductos

4. Registros de produccion
Monta directa () Inseminacion artificial ()
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Partos por ano

En su establo ¢se han presentado problemas reproductivos?

Infertilidad ()

Abortos ()

Partos prematuros ()

En casos de abortos

Etapa de la gestacion que se presento el aborto

Primer tercio ()

Segundo tercio ()

Tercer tercio ()

Si

NO

¢ Cual?

¢ Se ha realizado alguna prueba de
diagnostico para determinar la causa del

aborto?

¢ Se ha administrado algun tratamiento a
las vacas que han presentado aborto?

¢ Cual es el destino de los vientres que

presentaron aborto?

Observaciones
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