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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacidn se determind anticuerpos contra Brucella spp. en muestras
de suero sanguineo de los estudiantes de la Escuela de Ingenieria Zootécnica, de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. Se realizé el estudio en un total de 106 estudiantes de todos
los niveles de la Escuela de Zootecnia; primero se aplicd una encuesta epidemioldgica y un
consentimiento informado, luego se tomé aproximadamente 10 cc de sangre mediante puncién
venosa para obtener suero sanguineo mediante vacuntainer y fueron analizados segun las técnica
presuntiva Rosa de Bengala y a las muestras que presentaban los factores de riesgos se realiz la
prueba confirmatoria 2- Mercaptoetanol. En el estudio, los 106 estudiantes resultaron
NEGATIVO a la presencia de anticuerpos contra Brucella spp. , es decir 0% de los estudiantes
presentan el agente patdgeno; se concluyé que los estudiantes de la Escuela de Ingenieria
Zootécnica, no evidencian la infeccidn a pesar de que consumen productos lacteos sin pasteurizar
y estan en contacto con los animales vacunos. Se recomienda que se realice el estudio en los
mismos estudiantes de la Escuela de Ingenieria Zootécnica pero con otras pruebas de laboratorio

para confirmar los resultados obtenidos.

Palabras clave: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA>,
<MICROBIOLOGIA>, < Brucella spp (BACTERIA)>, < ZOONOSIS > < ANTICUERPOS >
<PATOLOGIA BACTERIANA> <VACUNTAINER (INSTRUMENTO)>
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SUMMARY

In the present research work antibodies against Brucella spp, were determined in samples of blood
serum of the students of the Zootechnical Engineering School. The study was carried out in a total
of 106 students of all the levels of the school; first an epidemiological survey and an informed
consent were applied, then approximately 10 cc of blood was taken by venous puncture to obtain
blood serum by means of vacuntainer and were analyzed according to the Rosa de Bengala
technique and the samples that presented the risk factors were made the confirmatory test 2
Mercaptoetanol. In the study, the 106 students were negative for the presence of antibodies against
Brucella spp, that is 0% of the students present the pathogen; it was concluded that the students
of the Zootechnical Engineering School do not show the infection despite consuming
unpasteurized dairy products and are in contact with the bovine animals. It is recommended that
the study be performed in the same students but with other laboratory tests to confirm the results

obtained.

KEY WORDS: <TECHNOLOGY AND ENGINEERING SCIENCES>, <MICROBIOLOGY>,
<Brucella spp (BACTERIA)>, <ZOONOSIS>  <ANTIBODIES>, <BACTERIAL
PATHOLOGY>, <VACUNTAINER (INSTRUMENT)>
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INTRODUCCION

Brucelosis una enfermedad infectocontagiosa ampliamente difundida en toda América Latina,
debido a esto sus pérdidas econdmicas estan cercanas a los 600 millones de dolares; (ESPINOSA, J.,
2011. p.27) la falta de datos actualizados y concretos hace que sea imposible conocer con fidelidad

el grado de difusion en los distintos paises.

Esta zoonosis es producida por diferentes especies de Brucella, a continuacién se mencionan: B.
abortus (ganado bovino), B. melitensis y ovis (caprinos y ovinos), B. suis (cerdo), B. canis (perro).
Cada una de estas especies tiene aspectos de crecimiento diferente en las colonias de medios

s6lidos. (CEVALLOS et al, 2010, pp. 27,28)

Ademas se mencionan Brucella ceti: cetaceos, Brucella pinnipedialis: pinnipedos, Brucella
microti: raton de campo y la més reciente Brucella inopinata: en humanos. Es considerada una
antropozoonosis debido a que es capaz de afectar al animal y al hombre; llegando hacer unos de
los problemas de salud mas importantes y difundidos mundialmente segin la FAO (Food and
Agriculture Organization), la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y la OIE (Organizacién
Mundial de la Salud Animal).

En humanos se presenta la enfermedad de manera aguda o latente con un sintoma comun la
astenia, fatiga y este a su vez acompafiado de malestar generalizado, también presenta trastornos
reproductivos como orquitis y disfuncion eréctil en los hombres, e infertilidad y abortamientos en

las mujeres; también se menciona la endocarditis bacteriana. (SOARES et al., 2015, p. 920)

Esta enfermedad infecciosa de origen animal puede representar un gran riesgo ocupacional a los
individuos que trabajan con derivados pecuarios o aquellos que consuman productos provenientes

de animales infectados, adquiriendo asi una infeccién y hasta problemas muy graves de salud.
(SOARES et al., 2015, p. 920)

El diagndstico usual de brucelosis es confirmada por la demostracién de Brucella en el organismo
mediante una reaccién antigeno-anticuerpo a partir del suero sanguineo. Por lo general las pruebas
seroldgicas son métodos rapidos, accesibles y de un costo aceptable pero con una dificultad su

variabilidad de interpretacion dependiendo el area endémica del individuo. (CEVALLOS et al, 2010, p.
28)



En Ecuador muy poco se utilizan estas pruebas para el diagndstico de brucelosis en humanos,
porque existe confusion con enfermedades de sintomas muy similares; el diagndstico mediante la

prueba de Elisa es considerada Gtil y rapida de screenning. (CEVALLOS et al, 2010, p. 28)

Por todo lo mencionado nace la idea de realizar esta investigacion, con el objetivo de conocer si
en los sueros sanguineos de los estudiantes de la Escuela de Ingenieria Zootécnica existe la

presencia de anticuerpos contra Brucella spp.

Situacién problemética

La brucelosis a escala mundial ha causado grandes e importantes repercusiones negativas como
pérdidas econdmicas tanto en la industria pecuaria como en salud publica ya que las condiciones
de salud de las personas se encuentran vinculadas con la cadena productiva que lo conforman;
esta es una de las zoonosis de mayor importancia en salud publica por contacto directo o indirecto

con animales enfermos, asi como por la ingestion de productos infectados de origen animal.

La OMS calcula que en América Latina solo se llegan a reportar del 1-4% de los casos de
enfermedades ocupacionales sin exceptuar los paises industrializados. (LOPEZ, p. 2014. p.75)

Si bien la prevalencia mundial de esta zoonosis en el ser humano es desconocida, se estima que a
nivel global la brucelosis afecta a 500.000 personas al afio, especialmente en paises del area

mediterranea, Arabia, India, México, América Central y Sudamérica.

Los paises con mas prevalencia de esta zoonosis son América Latina, Argentina, Peri y México
pero con respecto a Ecuador sabemos que se tiene conocimiento de la existencia de esta
enfermedad por el gran consumo de leche y queso sin pasteurizar ademas de la manipulacién de
productos procedentes de animales infectados en mataderos, se menciona ademas que en estos
tampoco se encuentran registros actuales; la tltima encuesta seroldgica fue en el afio de 1979 con
una poblacién bovina de las provincias de la Sierra y Costa ecuatorianas; desde esta fecha en
adelante solo podemos encontrar algunos estudios locales como tesis de grado, mas no datos

oficiales.

Esta zoonosis se asocia por lo general al sexo masculino que se encuentren entre los 30 y 40 afios,
ademas en poblacion rural, asi como también en veterinarios, laboratoristas, trabajadores de

frigorificos y personas trabajadoras de campo.



Se encuentran estudios realizados acerca de brucelosis en animales; uno de ellos se efectud en
1999 en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo; el cual consistio en un analisis para conocer la incidencia de brucelosis en las
seis zonas ganaderas méas importantes de la provincia de Chimborazo, y se report6 con la técnica
Rosa de Bengala 3,35% respecto a la técnica de antigeno de Brucella abortus 2,5%. Ademas de
gue se estudid en animales de la Comunidad de Tunshi San Nicolas el cual no evidencio casos

positivos, encontrandose libre de esta infeccion. (MORENO c., 1999)

Otro estudio acerca de la incidencia-prevalencia y plan de control de brucelosis bovina en hatos
lecheros de la sierra norte ecuatoriana evidencia que la provincia de mayor prevalencia para esta

zoonosis es Carchi y la de menor es la provincia de Imbabura. (EsCOBAR F., 2011, p.33)

En la Universidad Estatal de Quevedo se realiz6 una investigacion para determinar la incidencia
de brucelosis humana, en los camales municipales mediante la técnica de LAMP, con un total de
84 muestras de sangre; lo que dio como resultado a un caso positivo con una prevalencia del
0,84%. Se puede destacar que la técnica de LAMP es una herramienta muy Util en el diagnéstico

de brucelosis. (Cedefio, P. 2012. pp. 11,33)

Por todo lo mencionado y al desconocerse datos oficiales de brucelosis humana en los estudiantes
de la Escuela de Zootécnica (ESPOCH); asi como tampoco hay indicadores o estudios de este
problema de salud por el gran contacto directo de sus estudiantes con los animales debido a su

carrera; de alli la razon que motiva a realizar el presente estudio de investigacion.

En este sentido, se hace necesario elaborar un estudio piloto, en donde se puedan obtener datos
seroepidemioldgicos que indiquen cual seria la situacién actual de esta zoonosis en los estudiantes

que pertenecen a la Escuela de Ingenieria Zootécnica.

Justificacion de la Investigacion
Brucelosis es la zoonosis considerada tanto por la OMS, FAO como la enfermedad transmisible
maés persistente en todo el mundo, perteneciente a la lista B de las enfermedades reportadas por

la Oficina Internacional de Epizodticas.

De acuerdo a la OIE, esta zoonosis esta considerada como una enfermedad de control oficial y de
declaracién obligatoria; por lo que es necesario que las entidades publicas y privadas del sector
agropecuario, los médicos veterinarios y profesionales afines al sector debidamente autorizados,
participen en los programas de prevencion, control y erradicacion de la enfermedad. (Registro oficial,

2008, p. 1)



En el objetivo 3 del Plan Nacional del Buen Vivir sefiala acerca de mejorar la calidad de vida de
la poblacion; de manera que se “promueva el mejoramiento de la calidad en la prestacion de
servicios de atencion que componen el Sistema Nacional de Inclusion y Equidad Social”, con el

fin de que se promocione la salud y las condiciones de vida de las personas. (Secretaria Nacional de
Planificacion y Desarrollo, 201, p.137)

Debido a que no se han realizado estudios en humanos en la provincia de Chimborazo se hace
relacién con estudios ejecutados en animales vacuno, por ende mediante estos datos se puede
deducir que en los estudiantes de la Escuela de Zootecnia posiblemente esté presente la bacteria,

por la existencia de la misma en sus alrededores.

En la actualidad es necesario hablar y entender acerca de los riesgos que esta enfermedad provoca
ya que su exposicion en humanos esta relacionada intimamente con la enfermedad en animales
domésticos y de campo; debido al desconocimiento seroepidemiolégico acerca de esta situacién
se toma como principal objetivo de interés determinar anticuerpos contra Brucella spp. en los
sueros sanguineos de los estudiantes de la Escuela de Ingenieria Zootécnica; por ser un problema
de salud tan cercano hacia cada uno de nosotros se profundiza sobre los riesgos de la brucelosis
para asi lograr facilitar datos de esta zoonosis dentro de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.



Objetivos de la Investigacion

Obijetivo general

Determinar anticuerpos contra Brucella spp. en suero sanguineo de los estudiantes de la Escuela
de Ingenieria Zootécnica, ESPOCH.

Objetivos especificos

% Elaborar una encuesta epidemiol6gica que permita conocer la susceptibilidad de los

estudiantes de la Escuela de Zootecnia, ESPOCH frente a Brucella spp.

+ Validar la encuesta epidemioldgica mediante el método Delphi.

% Detectar anticuerpos contra Brucella spp. en suero sanguineo de los estudiantes de la Escuela

de Zootecnia a través de la técnica presuntiva Rosa de Bengala.

+ Realizar un andlisis confirmatorio de Brucella spp. mediante la prueba 2- mercaptoetanol.

% Capacitar sobre las principales secuelas provocadas por brucelosis en el ser humano.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Z00onosis

1.1.1. Concepto

Zoonosis conjunto de enfermedades transmisibles que tiene dos actores principales la persona que
es la infectada y el animal que es el reservorio y a su vez vector de este grupo de enfermedades,
todo esto conlleva a una relacién entre la salud plblica, ambiente y el bienestar socioeconémico
por lo que requieren actividades coordinadas y concertadas por el Ministerio de Salud Publica

con la participacion de otra entidades nacionales e internacionales. (MINSA, 2015)

Una zoonosis puede ser originada por diversos agentes tal es el caso de parasitos, bacterias o
virus; formando asi parte de un grupo de enfermedades de los animales infectados que son
transmitidas al ser humano de manera directa mediante algin fluido corporal como la orina o
saliva, ademas puede ser transmitido por consumo de alimentos de origen animal que no cuenten

con los registros sanitarios adecuados, ademas por no recibir una debida coccidn. (PROGRAMA
NACIONAL DE CONTROL DE ENFERMEDADES ZOONOTICAS, 2015)

El objetivo de la Estrategia Sanitaria Nacional de Zoonosis es fortalecer el gerenciamiento de las
acciones de prevencion y control de la zoonosis de manera interinstitucional e intersectorial, para

asi lograr mejorar la salud de las personas en el marco de la Atencion Integral de Salud. (MINSA,
2015)

Los mecanismos de transmision generalmente son muy complejos y variados:

+ Zoonosis de transmision directa; se da por contacto directo con el animal vivo, alimentos
derivados del mismo.
% Zoonosis transmitidas por medio de vectores, se da a través de la cadena de transmisién entre

los animales y el hombre. (salud ambiental, 2002)



1.1.2. Principales zoonosis

En la actualidad se mencionan cerca de 200 enfermedades zoonoticas que el ser humano puede
padecer y que son de interés para la salud publica; en paises en vias de desarrollo son casusa de

morbimortalidad ademas de cuantiosas pérdidas econémicas. (Salud ambiental, 2002)

Un enfermedad zoono6tica afecta en comun a toda la poblacion pero en especial a nifios, personas
inmunodeprimidas y a cuyos individuos que estén en contacto directo con animales y /o productos
derivados de los mismo. Los principales aliados de esta zoonosis son la convivencia con animales,

ausencia de infraestructuras sanitaria y el bajo nivel cultural. (salud ambiental, 2002)

El programa control de la zoonosis menciona las patologias mas comunes Tabla 1-1:

Tabla 1-1. Zoonosis mas comunes segun el agente etiologico

Virales Bacterianas Parasitarias Micoticas

- Rabia - Antrax peste = Sarcosporidiosis = Tifla
- Gripe aviar - Brucelosis =  Toxoplasmosis
- Hantavirus ébola - Leptospirosis =  Chagas
- Encefalitis equina | - Tifus = Tripanosomiasis

venezolana - Estreptobacilosis =  Teniasis
- Fiebres - Campilobacteriosis =  Cisticercosis

hemorrégicas - Tétanos = Hidatidosis
- Ectima contagioso | - Muermo = Ancylostomiasis
- Hepatitis aftosa - Listeriosis = Triquinosis
- Coriomeningitis - Pasteurelosis

new castle - Psitacosis
- Fiebre amarilla - Salmonelosis

- Tuberculosis

Fuente: MSP, 2008

Desde el punto de vista de la Salud Publica las mas importantes son las Antropozoonosis:

= Rabia: Producida por un virus que habita en las glandulas de los animales afectados, en
nuestro pais el animal reservorio es el murciélago; causa parélisis, demencia agresividad,
afectividad en el sistema nervioso e incluso la muerte.

= Leptospirosis: Enfermedad bacteriana que si no se trata puede causar la muerte, afecta al
higado y rifiones, presentando ictericia, orina en sangre y fiebre. Su reservorio natural es el
raton.

= Toxoplasmosis: Afecta a todos los mamiferos, es producida por un protozoo. La infeccion en
la mujer en gestacion durante los tres primeros tres meses puede causar aborto o

malformacién en el feto.



= Bartonelosis: Producida por la bacteria Bartonella, se transmite por arafiazos de gato ya que
ahi es donde se encuentra presente. (Guioteca, 2011)

= Brucelosis: Zoonosis que lleva mas de un siglo descubierta, razén por la cual se encuentra
dentro de la lista de la OIE, enumerada como enfermedad transmisible desde el punto de vista
socioecondmico y/o sanitario a nivel nacional. Algunos paises ya han logrado una
erradicacion de esta zoonosis por lo que su situacion sanitaria ha mejorado en las regiones;
(MARTINEZ Oscar, 2008, p. 3) en Ecuador la primera notificacion sobre la existencia de brucelosis
en ganaderia fue en 1955. (PAREDES, Sergio. 2012. p. 22)
Esta zoonosis ha tomado mucha importancia en el area de Salud Publica, debido a que se

manifiesta que se produciran entre 400 y 500 mil nuevos casos a nivel mundial. (PAREDES,
Sergio. 2012. p. 18)
= Tifla: Es producida por un hongo, ocasiona lesion alopécica de forma circular y localizada.

= Sarna: Ocasionada por un acaro; genera picazon, reaccion alérgica. (Guioteca, 2011)

1.1.3. Principales reservorios para la zoonosis

Una zoonosis puede ser transmitida tanto por animales domésticos como por animales silvestres;
los agentes causales de esta enfermedad son los virus, bacterias, parésitos, hongos y agentes no

convencionales como 10s priones. (PORTUGAL Juan, 2013)

Por lo general todos los animales domésticos son el reservorio para que se dé una zoonosis debido
a la relacion que existe entre la persona y el animal:

El gato transmite una de las zoonosis parasitarias, es el caso de la toxoplasmosis; en el caso de la
brucelosis, esta es causada por la bacteria Brucella que se encuentra en los siguientes animales:
El ganado: vacuno, ovino, porcino, caprino, equino; animales silvestres: Bisontes, alces y ciervos;

otros mamiferos domeésticos.

Asi mismo es el caso de ciento de zoonosis que se da a partir de sus reservorios; tularemia es una
zoonosis que aparte de ser su reservorio los animales domésticos también lo son los vectores tales
como garrapatas, tabanios y mosquitos. (ACHA et al., 2001, p.290) Ademas existen otros reservorios

como: los mamiferos silvestres, roedores, mamiferos domésticos y aves silvestres. (ACHA etal., 2001,
p. 313)

En sintesis la zoonosis es causada debido a que la mascota se enferma, por tal razén transmite el
microorganismo u parasito al individuo; a continuacién se mencionara las méas frecuentes de

acuerdo a su agente causal:



Parésitos: Estos pueden ser microscopicos tal es el caso de los protozoarios o visibles como las
pulgas, garrapatas o lombrices intestinales que generan los siguientes padecimientos nombrados:
Anquilostomiasis, hidatidosis, toxoplasmosis, Giardiasis, leishmaniosis, dirofilariosis, sarna.

(PORTUGAL Juan, 2013)

Virus: Estos no pueden reproducirse por su propia cuenta, ocasionan enfermedades en
organismos de animales o vegetales; causando las siguientes zoonosis: Rabia (murciélagos, ratas,
mapaches), coriomeningitis linfocitaria (roedores originarios de América), hanta (ratas y roedores

silvestres), gripe aviar (aves). (PORTUGAL Juan, 2013)

Bacterias: Microorganismos que sobreviven en ambientes muy diversos y en algunos casos se
transmiten al individuo causando enfermedades tales como: Leptospirosis (Leptospira), fiebre Q
(Coxiella burnetii), enfermedad por arafiazo de gato (Bordetella), salmonelosis (Salmonella),

psitacosis (Chlamydia psittaci), peste (Yersinia pestis), tos canina. (PORTUGAL Juan, 2013)

Hongos: Solo pocos son capaces de ocasionar dafio al individuo, causan estos padecimientos:
Tifas, los hongos Microsporum causan infeccidn en piel de gatos, caballos, perros. Otra afeccion

que puede ser diseminado por el gato es la espotricosis. (PORTUGAL Juan, 2013)

1.2.  Bacteria Brucella spp

Brucella género descrito asi en honor a David Bruce, quien fue enviado a la isla Malta a descubrir
el origen del padecimiento febril que acababa con los soldados; en 1887 aisl6 la bacteria del bazo

de un soldado fallecido. (LUCERO et al., 2008, p. 4)

1.2.1. Etiologia

Brucelosis deriva de la infeccion producida por varias especies de Brucella de la familia
Brucellaceae; en los animales se encuentran identificados seis especies, B. abortus, B. mellitensis,
B. suis, B. ovis, B.canis y B. neotomae.; en mamiferos marinos no se identifica aun la especie
aungue se tiene propuesto B. maris para todas las cepas o B. pinnipediae para las cepas de las
focas, elefantes marinos y morsas. (SPICKLER, A. etal., 2011, p. 104)

Cada especie de Brucella esta relacionado con determinados huéspedes, en general, B. abortus
causa brucelosis en el ganado bovino, B. mellitensis es la especie mas importante en ovejas y
cabras, B. ovis causa infertilidad en carneros, B. canis exclusivamente afecta a los perros y B.

neotomae se familiariza con roedores aunque no se ha vinculado con la enfermedad. (SPICKLER, A.
etal., 2011, p. 104)



Mundialmente se reconocen 9 biotipos de Brucella abortus de los cuales en Argentina se describe
la biovariedad 1, 2 ,4 y 6; siendo la principal y méas reconocida por causar aborto en bovinos

ademas de infectar animales silvestres. (DRAGHI; M., p. 105)

Las especies de Brucella que producen brucelosis en los humanos son la B. mellitensis, B. abortus
y B. suis biotipos 1-4; se menciona que la evidencia genética e inmunoldgica sugiere que todos
los miembros del género Brucella estan relacionados y algunos de los microbidlogos han

propuesto que B. mellitensis sea hombrado como una sola especie, incluyendo sus biotipos.
(SPICKLER, A. et al., 2011, p. 104)

1.2.2. Taxonomiay especie

1.2.2.1. Taxonomia

Tabla 2-1. Clasificacién taxonémica de Brucella

Reino Procariote

Filo Proteobacteria

Clase Proteobacteria alfa
Orden Rhizobiales

Familia Brucellaceae (familia I11)
Género Brucella

Fuente: Institutes National of Health, 2010
Realizado por: Brenda Pinargote, 2016

1.2.2.2. Especies

El género Brucella se encuentra compuesto por diez especies que hasta el momento se conocen,
presentando en algunas de ellas ciertos biotipos, debido a sus caracteristicas antigénicas y las de
su hospedador. Las especies que infectan al ser humano con mayor frecuencia debido a su

capacidad son: B. mellitensis (98%) y B. abortus (2%). (ALVAREZ etal., 2015, p: 131)

La existencia de los distintos biotipos en ciertas especies de Brucella, es debido a la estructura
que demuestra la membrana externa de cada una de ellas. A continuacion la Tabla 3-1 menciona

las especies y sus biotipos. (ALVAREZ et al., 2015, p: 131)

Tabla 3-1. Especies de Brucella, caracteristicas de colonia, biotipos y hospedadores

Caracteristicas de la
Especie de colonia de brucella en Biotipos Hospedadores conocidos
brucella medio sélido
B. mellitensis Colonia lisa 1-3 Cabras, bovinos, ovinos, canidos,
hombre
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B. abortus Colonia lisa 1-9 Bovinos, canidos, hombre

B. suis Colonia lisa 1-5 Cerdos, cénidos, hombre

B. canis Colonia rugosa Cénidos, hombre

B. ovis Colonia rugosa Ovinos

B. neotomae Colonia lisa Roedores

B. ceti Delfines, marsopas, ballenas
B. pinnipedialis Focas

B. microti Zorros rojos, roedores de campo
B. inopinata Desconocido

Fuente: Alvarez et al., 2015
Realizado por: Alvarez, 2015

Respecto a las colonias acotamos que las cepas lisas son las virulentas, su ultraestructura es
similar a la de algunas enterobacterias y por lo general infectan al género femenino; en cambio

las cepas rugosas afectan a los machos. (ALVAREZ et al., 2015, p: 131)

1.2.3. Caracteristicas morfoldgicas

Brucella es un género de pequefios cocobacilos Gram negativos, inmdviles, aerobios estrictos,
con un crecimiento corto y no poseen capsula ni forman esporas. De 0.5-0.7um de diametro por
0.5-1.5um de longitud. Estructuralmente su genoma estd conformado por dos cromosomas
circulares que carece de plasmidos y presentan metabolismo oxidativo. Por lo general son oxidasa
y catalasa positiva, no altera la leche ni fermentan los azucares; su mecanismo de transmision se
encuentra mediado por su ingreso exitoso al huésped ya sea por contacto directo con mucosas o

heridas. (ALAVAREZ et al., 2015, p: 130)

1.2.3.1. Estructura de la bacteria

Estructura externa:
Brucella en su membrana externa es rica en fosfatidilcolina y el componente que tiene mayor
relevancia es el lipopolisacaridos (LPS) Ilamado también endotoxina; se encuentra constituido
por tres regiones:

1. Lipido A

2. Oligosacérido intermedio (Nucleo)

3. Polisacarido O - Cadena O (ALAVAREZ et al., 2015, p: 131)

Brucella posee otro polisacarido nombrado hapteno nativo, quimicamente idéntico a la cadena O
pero que no se encuentra unido al nucleo y se ha descrito un tercero llamado poli B que segln los

autores equivale al hapteno nativo.
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En la membrana externa las proteinas presentan gran importancia debido a su alta especificidad
en comparacion con las otras bacterias, ademas de que se encuentran estrechamente relacionadas
con los lipopolisacaridos; de ahi su gran utilidad para el diagndstico serolégico e incluso en la

fabricacion de vacunas. (ALAVAREZ et al., 2015, p: 131)

T

Polisacérido O >
Nicleo >
Membrana
Lipido A > / externa
Fosfolipidos >
Espacio periplasmico
ke

Figura 1-1: Membrana externa de la bacteria Brucella

Fuente: Castro, H et al, 2005

La membrana posee proteinas denominadas mayores que de acuerdo a sus pesos moleculares se
clasifican en tres grupos: Grupo 1 (89-94 kDa), Grupo 2 (36-38 kDa) y Grupo 3 (25-27 y 31-34
kDa) y son menos accesibles en las cepas lisas que en las rugosas por el impedimento estérico
ocasionado por las cadenas O y proteinas menores que con el uso de anticuerpos monoclonales

se han identificado como lipoproteinas. (ALVAREZ et al., 2015, p: 131)
Estructura interna:

Dentro de la estructura interna se encuentra las proteinas citoplasmaticas de Brucella que son
compartidas por todas las especies; algunas de estas son de interés diagnostico como la que se

menciona a continuacion:

= Glucoproteina A2 termorresistente

= Proteinas periplasmica BP26 (ALVAREZ et al., 2015, p: 132)

1.2.4. Resistencia y supervivencia de la bacteria

Brucella es una bacteria capaz de sobrevivir y persistir en ambientes diversos por largos periodos
de tiempo dentro de condiciones adecuadas de temperatura, humedad, pH cercano a la
neutralidad; en realidad no se encuentra informacion de que se repliquen significativamente en
tierra, agua o estiércol bajo estas condiciones; se pronuncia que en restos de animales congelados

las bacterias sobreviven por algunos afos. (LOPEZ, Ahidé. 2015)
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Son bastante sensibles al calor, por tal motivo una suspension de Brucella se destruye rdpidamente
frente a la pasteurizacion o al estar a una temperatura de 60 ° C por media hora; también son muy
sensibles a la luz ultravioleta y a la mayoria de desinfectantes de uso coman. (LOPEZ, Ahidé. 2015).
Brucella puede sobrevivir en el medio ambiente, fuera de un hospedador a continuacién se detalla
en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1. Supervivencia de Brucella en el medio ambiente

Material Tiempo de supervivencia
Suelo y estiércol 80 dias
Polvo 15-40 dias
Leche a temperatura ambiente 2-4 dias
Fluidos y secreciones en verano 10-30 minutos
Lanas de depdsitos 110 dias

Agua 37°CpH: 75 Menos de un dia
8°CpH: 6,5 Mas de 57 dias

Fetos en sombra 6-8 meses

Descarga vaginal mantenido en hielo 7 meses

Mantecaa 8° C 1-2 meses

Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias

Paja 29 dias

Grasa de ordefio 9 dias

Heces bovinas naturales 1-100 dias

Tierra himeda a temperatura ambiente 66 dias

Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias

Fuente: Castro et al., 2005

1.2.4.1. Periodo de incubacion

El periodo de incubacién varia entre una a cinco semanas, la infeccion se propaga de manera
sintomatica o asintomatica. Una vez la bacteria Brucella dentro del organismo induce la
activacion de los mecanismos de defensa participando en su inicio componentes de inmunidad
innata y adaptativa; dentro de los mecanismos innatos se mencionan el complemento, neutréfilos
y macréfagos y dentro de los mecanismos adaptivos se cuentan los linfocitos CD4 t,CD8 t,
linfocitos B y produccién de citoquinas. (MENDEZ I, et al; 2013)

En la entrada del organismo la bacteria es fagocitada por leucocitos polimorfonucleares, luego
son conducidos a los ganglios linfaticos para que se multipliqguen dentro de los fagocitos
mononucleares; desde alli pueden transportarse a la sangre originado una bacteriemia. La
Brucella se penetra a través de la piel o de las mucosas; ciertas veces la diseminacion hemat6gena
da lugar a una infeccion localizada en 6érganos y tejidos que sean ricos en células del sistema
reticuloendotelial, en lo cual se forman granulomas compuestos por linfocitos y células

epitelioides gigantes. (MARTINEZ, M et al. 2004. p. 12)
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1.3. Brucelosis

Es una enfermedad infectocontagiosa, considerada la mas difundida en el mundo por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) en el 2008, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAQ), perteneciente a la lista B de las enfermedades reportadas por la Oficina Internacional de
Epizooltias. (PAREDES, Sergio. 2012. p. 17) Esta enfermedad antropozoondtica es de origen animal, que

puede contagiar a los individuos que los manipulan. (SBRIGLIO et al., 2007, p. 18)

1.3.1. Sinonimia

Brucelosis también denominada en los humanos como: fiebre malta, fiebre ondulante o del
Mediterraneo; en los animales se conoce como: enfermedad de Bang, aborto contagioso y

brucelosis melitococcica. (BARROS, Carlos. 2015, p.11)

1.3.2. Etiologia

Referente a casos de brucelosis humana ya data desde los afios 450 a. de C y se los atribuyen a
Hipdcrates; en la guerra de Crimea se observdO numeroso casos de fiebres prolongadas,
extendiéndose a paises del Mediterraneo, en particular en la isla Malta. Marston luego de tres
afios realizé cuidadosos estudios clinicos incluido autopsias en los individuos, en la cual detall6

la enfermedad y confirmé la presencia de la misma en otras zonas. (TELLO, O. etal. 2011. p.1)

El médico David Bruce en 1886 aislo e identifico la cepa de Brucella mellitensis, ademas de
demostrar el alto grado de capacidad que tiene la bacteria para causar la enfermedad; asi poco a
poco fue apareciendo la zoonosis en Portugal, Espafia; en si la enfermedad del ganado bovino fue
conocida a mediados del siglo XVIII, pero la incidencia de brucelosis humana aumento en las

zonas mediterraneas a principios del siglo XX. (TELLO, 0. etal. 2011. p. 1)

1.3.3. Clasificacion

1.3.3.1. Brucelosis humana

Enfermedad bacteriana sistémica que al comienzo puede ser aguda y evolucionar hasta la

cronicidad, que puede contraerse al humano. (NT No. 002 -MINSA/DGSP-V.01. Norma téchica de diagnéstico y

tratamiento de brucelosis humana)
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La brucelosis humana tiene un extraordinario polimorfismo clinico, debido a que la bacteria
presenta la capacidad de supervivencia intracelular, lo cual da tendencia a las recaidas e incluso

evolucionar hasta la cronicidad. (MINSA. 2005. p. 8)

1.3.3.1.1. Sintomas

Las manifestaciones sistémicas de la brucelosis son las siguientes:

= Brucelosis aguda: Comprende desde el inicio de la sintomatologia clinica y hasta alrededor
de 3 meses de la evolucion de la enfermedad.

= Brucelosis subaguda: La evolucion es de tres meses hasta un afio.

= Brucelosis cronica: Este término se refiere a pacientes cuya situacion ya lleva un periodo de

evolucion de mas de un afio, acompafados de Titulos de seroaglutinacion bajos. (NT No. 002 -

MINSA/DGSP-V.01. Norma técnica de diagnéstico y tratamiento de brucelosis humana)

La sintomatologia suele presentarse generalmente dos o tres semanas posteriores a la infeccion o
incluso tardar mas tiempo; lo mas comun es fiebre intermitente, sudor, escalofrio, cefalea,
adelgazamiento, anorexia, fatiga, astenia, mialgias, artralgias y dolores generalizados. Los
sintomas se asocian a un 6rgano en particular por tal razon la enfermedad se conoce como
localizada o con alguna complicacion. También suele producirse la infeccion de 6rganos como el

higado o el bazo. (wHo. 2008. p. 6)

Cuadro 1-1. Manifestaciones localizadas y complicaciones de la brucelosis

Complicaciones Manifestaciones

Axrtritis
Espondilitis
Sacroileitis
Osteoarticulares Bursistis
Osteomelitis

Sinovitis

Genitourinarias Glomerulonefritis
Nefritis intersticial
Orquitis
Epididimitis
Prostatitis

Cistitis

Neuroldgicas Meningitis
Encefalitis

Muielitis y neuritis
Absceso cerebral
Depresion y psicosis

Cardiovasculares Endocarditis
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Pericarditis

Miocarditis

Digestivas Absceso hepatico
Hepatitis granulomatosa y difusa

Colecistitis

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

Pulmonares Bronconeumonia
Neumopatia intersticial
Empiema

Adenopatia hiliar
Cavitacion

Hematoldgicas Coagulacion intravascular
Anemia

Leucopenia
Trombocitopenia
Pancitopenia

Otras Uveitis y tiroiditis
Fuente: VEGA, C et al. 2008

1.3.3.1.2. Modos de transmision

En general la fuente comdn de contagio en personas es por el contacto con productos infectados
de animales, ingestion de productos lacteos no pasteurizados, ingestion de carnes crudas sin la
debida coccion; dentro de un laboratorio por aerosoles o debido al trato con cultivos, incluso algo

maés grave es infectarse accidentalmente por la vacuna atenuada de brucelosis. (GARCIA, z. 2007. p.4)

ANIMALES ENFERMOS
CONTACTO

(FETOS, SECUNDINAS Y SECRECIONES VAGINALES)

INGESTION e o

(LECHE CRUDA Y PRODUCTOS
LACTEOS) '

ih

Figura 2-1. Mecanismos de transmision de brucelosis

Fuente: Gobierno del Principado de Austrias, 2005
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La transmision entre seres humanos es casi no probable, solo en ciertas investigaciones se ha
informado que puede llegar a pasar luego de una transfusion de sangre, trasplante de médula 6sea
o0 por contacto sexual; también se puede dar la posibilidad de que se contagie durante el parto de

un bebe por medio de sangre, orina u heces de la madre infectada. (GARCIA, z. 2007. p.19). En efecto

en la Tabla 5-1 da a conocer vias de transmision.

Tabla 5-1. Mecanismos de transmision de la infeccion

Via de Via de entrada de la | Poblacion en riesgo Fuente de infeccion
infeccion bacteria
Oral Mucosa digestiva Poblacion en general Leche cruda, derivados lacteos

no pasteurizados

Respiratoria

Mucosa nasal

Personal de laboratorio,
trabajadores de lana,
personal de los establos

Aerosoles con muestras
contaminadas en el laboratorio
o establo, vacunas vivas

Parenteral

Inoculacion accidental,
transfusiones

Personal de laboratorio,
veterinarios, poblacién en
general

Vacunas vivas, material
biolégico contaminado

Por contacto

Piel erosionado,
conjuntiva

Personal en contacto con
animales infectados o sus
productos, personal de

Producto de animales
contaminados: placenta, heces,
secreciones vaginales

laboratorio

Fuente: Castro et al., 2005

1.3.3.1.3. Tratamiento

Teniendo un diagnéstico temprano se puede aplicar un tratamiento oportuno para reducir
complicaciones y evitar recaidas; el tratamiento consiste en el uso de antimicrobianos y la
administracion de medicamentos sintomaticos. (MSAL. 2013. p. 18)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propone usar las combinaciones que contemplan
dos opciones, estas incluyen doxiciclina por seis semanas combinada con estreptomicina durante
dos o tres semanas o el uso de rifampicina por seis semanas. Otros antimicrobianos que también
se pueden emplear en combinacién con los medicamentos anteriores son: trimetoprima-
sulfametoxazol o quinolonas. (MsAL. 2013. p. 19) A continuacion se expone la siguiente Tabla 6-1 en

la que se da a conocer algunos antibidticos a usar en el tratamiento de brucelosis.

Tabla 6-1. Principales antibiéticos utilizados para el tratamiento de la brucelosis en seres

humanos

ANTIBIOTICO
- Doxiciclina 100mg/12h durante seis semanas

ASOCIACION
ADULTOS - Rifampicina 15 mg/kg/dia (600-900mg/dia)

dividida en dos o tres tomas duante seis semanas

- Estreptomicina 1g/dia IM (750mg/dia en pacientes

>50afos) durante 2 0 3 semanas
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- Gentamicina 5mg/kg IM en monodosis, durante

dos semanas.
La mas utilizada es Doxiciclina mas Rifampicina

Otras opciones:

- Tetraciclina 500mg/6h durante 6 semanas

ASOCIACION

- Rifampicina durante 6 semanas

- Estreptomicina durante 2 a 3 semanas

NINOS A PARTIR DE LOS 8 ANOS - Doxiciclina 2-4 mg/k/dia via oral (maximo
200mg/dia) por seis semanas

ASOCIACION

- Estreptomicina 1g/dia IM durante 2 semanas

- Gentamicina 3-5mg/kg/dia cada 8h IM o IV por una
semana

Otras opciones:

- Doxiciclina 2-4mg/k/dia (méximo 200mg/dia) via
oral durante 6 semanas + Rifampicina 15-20
mg/k/dia cada 12h V.O. (maximo 600-900 mg/dia
durante seis semanas)

NINOS MENORES DE 8 ANOS - Cotrimoxazol (trimetropin + sulfametoxazol) 8-10

mg/k/dia cada 12h V.O (maximo 480mg de

trimetropina) durante 45 dias + Rifampicina 15 a
20mg/k/dia V.O (méximo: 600-900mg/dia) durante

45 dias
EMBARAZADAS - Rifampicina 600 mg/dia via oral por seis en dosis
Se debe realizar un analisis de riesgo-beneficio para sola o complementado con Cotrimoxazol 160/800
definir la necesidad del tratamiento. (Esta Gltima SOLO si la embarazada se encuentra

entre la 13-36 semana de embarazo )

Fuente: MSAL. 2013

1.3.3.1.4. Patologias provocadas

En un 30 a 50 % de los casos se produce hepatomegalia y/o esplenomegalia y en un 12 al 20% se
encuentra adenopatias; las manifestaciones focales se demuestran por infecciones supurativas de
distintos 6rganos y sistemas. (MSAL. 2013. p. 9)

En los pacientes se observa de un 20 a 60 % la enfermedad osteoraticular presentandose como

artritis periférica (afecta rodillas, caderas, tobillos y mufiecas), sacroileitesis y espondilitis. (MsAL.
2013. p. 9)

El segundo lugar en que se presenta brucelosis focal es en el sistema genitourinario observandose
de un 2-20%; en el hombre se presenta orquitis o epididimitis y en las mujeres un riesgo de aborto

espontaneo; ademas se puede presentar glomeulonefritis o nefritis intersticial. (MSAL. 2013. p. 9)
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De un 5 — 7 % de los casos esta enfocado al sistema nervioso central y lo méas frecuente es
meningoencefalitis de evolucién aguda o subaguda, presentada con alteraciones del estado de
conciencia, irritacion meningea, coma, abscesos cerebrales o sindromes desmielinizantes,

convulsiones y depresion respiratoria. (MSAL. 2013. p. 9)

Otra afectacion que se manifiesta es hepatitis granulomatosa y difusa con un elevado de
transaminasas, pero rara vez se produce ictericia; también se presentan abscesos hepaticos y

calcificaciones. (MSAL. 2013. p. 9)

La principal causa de mortalidad es por endocarditis, la mas afectada es la valvula adrtica que se

suele reemplazar quirdrgicamente. (MSAL. 2013. p. 10)

1.3.3.1.5. Serotipos para humanos

La especie suis de Brucella, posee una mayor diversidad de cepas que otras especies con una
especificidad de huéspedes mas amplia. Las que son de importancia patégena en humanos son las
biovariedades 1,3 y 4; por lo que se recomienda que sus muestras deben obtenerse y manejarse
con las debidas precauciones; es poco frecuente pero también zoonética en humanos la
biovariedad 2. En si el serotipo que se transmite por contacto directo a los humanos mediante

productos lacteos si pasteurizar es el biotipo 4. (Center Food Security Public Health, 2009, p. 1)

1.3.3.1.6. Morbilidad y mortalidad

La brucelosis es una enfermedad ocupacional que por lo general infecta a trabajadores de
mataderos, veterinarios, agricultores, productores de ganaderia y a personal de laboratorio. Los
individuos que no manipulan algin animal infectado, tejido o cepas bacterianas se infectan
ingiriendo productos lacteos no pasteurizados. (Center for food security public health, 2009, p. 4)

La incidencia informada en zonas endémicas varia de menos 0.01 a méas de 200 casos por 100.000
individuos. En Estados Unidos la brucelosis es poco comun se ha relatado que durante los Gltimos
10 afios cada afio hay aproximadamente 100 casos presentando esta infeccién. Rara vez es mortal
si la enfermedad es tratada; en personas que no reciben tratamiento el indice de mortalidad varia

entre 2 a 5%; la muerte generalmente se produce por endocarditis 0 meningitis. (SPICKLER, A. et al.,
2011, p. 104)

Algunas infecciones humanas son asintomaticas o autolimitantes, su incidencia y severidad de la
enfermedad varian con la especie de Brucella, por ejemplo en el ser humano se considera como
mas patogeno B. mellitensis aunque también la B. abortus y B. suis biovares 1,3 y 4 también son

de importancia patdgena. (Center for Food security and Public Health, 2009, p. 4)
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Sin embargo estudios seroldgicos han relatado la presencia de anticuerpos de B. canis en un 13
% en pacientes del hospital de México, un 0.3% del suero obtenido en Alemania, de las
poblaciones militares estadounidenses un 0.4%, de residentes de Florida 0.6% y el 68% residentes
de Oklahoma. Los indices de morbilidad y mortalidad para brucelosis en mamiferos maritimos

son desconocidos. (Center for Food security and Public Health, 2009, p. 4)

1.3.3.2. Brucelosis animal

Enfermedad infectocontagiosa transmitida por la bacteria Brucella spp, en Ecuador se encuentra

difundida en un menor o mayor grado, en el pais tiene una incidencia de entre 4-10%.
(AGROCALIDAD. 2009. p. 44)

La brucelosis afecta a animales tales como bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, equinos,
camélidos, canes, algunos rumiantes y mamiferos marinos. La brucelosis del ganado bovino,
ovino, caprino y porcino son enfermedades que figuran en el Codigo Sanitario para los Animales
Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal por lo que son notificadas de una

manera obligatoria. (OIE, 2015, p.1)
Con respecto a su epidemiologia, se observa que en Ecuador la brucelosis bovina se encuentra
ampliamente difundida, de acuerdo a los distintos sistemas de produccion existentes. En la tabla

7.1 se observa el diagnostico de brucelosis en Ecuador. (ORTIZ, 2016, p. 21)

Tabla 7-1. Diagndstico de brucelosis bovina en Ecuador

! [0)
Afo Convenio Ntmero de Positivos | Negativos /6 de .
muestras prevalencia
1979 SESA 15.473 495 14.798 6.00
2004 AHFE 5.267 274 4.903 5.20
2005 AHFE 3.429 202 3.227 5.89
2006 AHFE 14.743 406 14.337 2.75
2007 AHFE 24.734 582 24.152 2.35
P.QUITO 3.816 148 3.668 3.88
SESA 19.921 14 19.907 0.07
2008 AHFE 49.205 759 48.446 1.54
2009 AHFE
P.QUITO
AGROCALIDAD 3000 30 2.970 1.0
TOTAL 139.588 2.910 136.678 3.30

Fuente: (Ortiz, 2016)

20



1.3.3.2.1. Sintomas

En los bovinos se aprecia orquitis unilateral o bilateral con presencia de abscesos, infamacion del
epididimo y dérganos accesorios reproductivos; en las hembras infectadas por lo general no se
observan los signos clinicos hasta que abortan; la infeccion de la ubre es comln e intermitente,

esta bacteria ademas asiste en las articulaciones provocando artritis. (HEREDIA, C. 2014, p.1)

En los equinos se produce una inflamacion de cuello o lomo denominado Cruz fistulosa y en las
yeguas que estén prefiadas pueden causar aborto o parir un potro débil y vulnerable.

Ademas se mencionan otros signos como disminucién de rendimiento reproductivo, por razones
de aborto, infertilidad, retencién placentaria, mortalidad neonatal o debilidad de la progenie. Todo

esto conlleva a pérdidas econémicas considerables para los productores de ganado lechero. (OIE,
2015, p. 3)

1.3.3.2.2. Modos de transmision

La gran mayoria de especies de Brucella (B. abortus, B. mellitensis, B. suis, B. canis) pueden
transmitirse por contacto directo entre animales ya sea por el material infectado como placenta,
liquidos fetales, descargas vaginales, semen, secreciones y excreciones, e incluso luego de un
aborto o parto a término los animales eliminan esta bacteria en el caso de que estén infectados; y

es ahi donde los huéspedes se infectan accidentalmente después de su contacto. (Center for Food security
and Public Health, 2009, p. 2)

1.3.3.2.3. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones que se encuentran en las hembras es el aborto, infertilidad, retencion
placentaria, nacimiento de crias débiles o muertas, metritis y disminucion de la produccion lactea.
En cambio en los machos se produce infertilidad, epididimitis, orquitis y dermatitis escrotal.
También se observa hepato y esplenomegalia, artritis, discoespondilitis, uveitis anterior,
decaimiento y anorexia en periodos de bacteriemia. En equinos ocurren inflamaciones y abscesos

en la altura de la nuca. (ms. 2013. p.7)

1.3.3.2.4.  Serotipos para animales

La Brucella suis es la que més afecta a los animales debido a que tiene 5 biovariedades de las
cuales el biotipo 1, 2, 3 infectan a los cerdos, la biovariedad 2 en cambio a liebres y a los jabalies

en toda Europa. (Center for food security public health, 2009, p. 1)
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El biotipo 4 se limita a regiones articas de América del Norte y Rusia afectando principalmente a
renos y caribues, pero ésta no se encuentra en cerdos a pesar de estar estrechamente relacionada
con la biovariedad 1 desde el punto genético. En roedores aparece la biovariedad 5 que se
encuentra en la ex Unién Soviética y se diferencia de otros biotipos de B. suis, aunque este
intimamente relacionado con cepas de Brucella de mamiferos marinos.

En fin se encuentran en todo el mundo los biotipos 1 y 3 mientras que las otras biovariedades son

limitadas a una distribucion geogréfica. (Center for food security public health, 2009, p. 1)

1.4. Formas de identificacion en el laboratorio

En el laboratorio se realiza los siguientes procedimientos:

Meétodos Directos

Se basa en el aislamiento de la bacteria a partir de hemocultivos, evidenciando la presencia de la

misma en los tejidos del ser infectado. Los métodos directos que se nombran son:

= Cultivo: La técnica de Ruiz Castafieda era la mas empleada, consiste en la inoculacion de
sangre en frascos herméticamente sellados que a su vez contienen un medio liquido caldo
triptosa y un medio so6lido agar triptosa por 30 dias, debido a su crecimiento lento; (MONTES.
p. 2) actualmente existen hemocultivos automaticos uno de ellos es el sistema Bactec, el cual
detectan mas del 95% de los cultivos antes del séptimo dia de incubacién.
En los hemocultivos disminuye la probabilidad de una respuesta confiable segln avance la

enfermedad por lo que el aislamiento se realiza de ganglios linfaticos, higado o bazo. (cAsTrRO
etal., 2005. p. 208)
= Examen microscépico: Cuando se observe o se detecte un posible crecimiento, basta con

una simple tincion Gram se puede hacer el diagnostico presuntivo de la infeccion. La bacteria
presenta unas caracteristicas tintoriales especiales, no sufre decoloracién con acidos debiles;
ademas la tincion es algo peculiar debido a que si el tiempo de exposicion al alcohol-acetona
es muy breve presenta una decoloracidn irregular, observandose la coexistencia de pequefios
cocobacilos gramnegativos y grampositivos en la muestra.

= Reaccion en cadena de la polimerasa: Debido a la extrema sensibilidad que presenta la
deteccion de ADN bacteriano mediante PCR en las muestras estudiadas es posible que en los

préximos afios se dé con certeza un diagnostico preciso de la enfermedad. (MONTES, p. 2)

Ademas existen varios métodos a emplear para observar la presencia de antigenos de Brucella:
Método de ELISA, inmunofluorescencia directa, hemaglutinacion reversa, subcultivo y aspecto

colonial y la técnica que diagnostica brucelosis humana PCR-ELISA. (CASTRO et al., 2005. p. 208)
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Métodos Indirectos

Son los méas empleados y numerosos que tienen como fin detectar no sélo el mayor nimero de
individuos infectados sino también diferenciar entre vacunados e infectados y al mismo tiempo
detectar reacciones cruzadas. (CASTRO et al., 2005. p. 208)

Se utiliza suspensiones de Brucella en fase S 0 R para la mayor cantidad de pruebas de laboratorio
segln sea la cepa bacteriana; los organismos internacionales recomiendan cepas de B. abortus
1119-3 0 99S para detectar anticuerpos anti B. abortus, suis y melitensis mientras que para

anticuerpos anti B. canis y B. ovis se utilizan antigenos determinados de la especie misma. (CASTRO
etal., 2005. p. 208)

Las pruebas seroldgicas son las mas utilizadas por su rapidez y sensibilidad e indican las

titulaciones de anticuerpos especificos que se encuentran en cada individuo. (MONTES, p. 2)
Para el diagndstico se utilizan las siguientes pruebas seroldgicas:

= Rosa de Bengala: Utiliza como antigeno una suspensién bacteriana, que en pocos minutos
facilita una aproximacion diagndstica con una alta sensibilidad y especificidad. Por su
simplicidad es muy Gtil como prueba inicial o screening, sus falsos negativos se limitan a
individuos enfermos en pocos dias de evolucion de la enfermedad. (MONTES, p. 2)

= Seroglutinacion en tubo o placa con pocillos: El antigeno reacciona frente a anticuerpos de
B. abortus como también con B. melitensis y B. suis; especies responsables en el caso de
brucelosis; el titulo considerado como positivo es de 1/160, en un pais endémico como
Espafia, no siendo raros los titulos de 1/640 en fase inicial de la enfermedad. Debido a que
los anticuerpos responsables de la seraoglutinacidn son los de la clase IgM, lo normal es que

se vaya descendiendo en el transcurso de 3-6 meses, con o sin curacion de la enfermedad.
(MONTES, p. 2)
= Prueba de Coombs: De gran importancia para el diagnostico de brucelosis cronica, se utiliza

para demostrar la presencia de anticuerpos aglutinantes y no aglutinantes, en especial 1gG.
Ademas se cita como posibles falsos positivos las reacciones cruzadas con Vibrio cholerae,
Francisella tularensis y Yersinia enterolitica 09, patdgenos raros en nuestro pais. (MONTES, p.
3)

= Seroaglutinacién tras tratamiento del suero con 2-mercaptoetanol: Es una prueba
selectiva que detecta la presencia de anticuerpos IgG, degradando a los de la clase IgM debido
a la accion de compuestos que tiene el radical tiol como el 2-mercaptoetanol. La validacion

de los resultados es teniendo en cuenta los sueros controles. (NT No. 002-MINSA/DGSP-V.01. Norma
técnica de diagndstico y tratamiento de brucelosis humana)

= Enzimoinmunoanalisis: Se detecta la presencia de los anticuerpos especificos que se

seleccione IgG, IgM, o IgA, con unos valores excelentes de sensibilidad y especificidad.
(MONTES, p. 4)
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= Inmunofluorescencia indirecta y fijacion del complemento: No suele utilizarse debido a

que presenta mayor complejidad sin aportar otra informacion a las técnicas anteriores.
(MONTES, p. 4)

1.5.  Programas de control, prevencion y erradicacion de Brucelosis

En Ecuador existe el Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina el cual nacié como una
propuesta de la Autoridad Sanitaria Nacional (AGROCALIDAD) presentando como objetivo
universal: Lograr la disminucion progresiva de bovinos infectados de brucelosis bovina, en las

cinco regiones epidemioldgicas del pais. (AGROCALIDAD. 2009. p. 48)
Para lograr cumplir lo planteado se consideran los componentes operativos mencionados:

= Sensibilizacion, promocidn y difusion del Programa
* Vigilancia epidemioldgica

= Diagnostico e identificacién de animales positivos

= Vacunacion de terneras

= Certificacion de predios libres de brucelosis (AGROCALIDAD. 2009. p. 8)

“La Autoridad Sanitaria Animal determind que el proyecto “Plan Estratégico 2010-2014 dé su
etapa final, como fin tiene la erradicacion de la brucelosis bovina en el afio 2014, para lo cual
cuenta con tres lineas de accion: vigilancia, saneamiento y eliminacion de la infeccion; ademas

de la prevencion de la transmisién.” (MARTINEZ, P. 2013. p. 655)

Se manifiesta que la Brucelosis bovina puede controlarse con un programa eficaz de vacunacion,
o lograr erradicarse mediante programas de prueba y sacrificio; pero el principal elemento es la
vacunacion contra brucelosis en conjunto con medidas y estrategias sanitarias. Las vacunas
utilizadas son elaboradas con bacterias vivas debido a que la Brucella es una bacteria intracelular
facultativa; la inmunidad importante que debe generar no es la presencia de anticuerpos, sino la

inmunidad medida por células. (ESCOBAR, F. 2011. p. 66)
En el afio 2009 se inicid la vacunacion contra brucelosis bovina en la que se aplicaron 210.000
dosis donadas por el Gobierno, su aplicacion fue a todas las terneras que presenten entre 3-9 meses

de edad, una sola vez en su vida. (UNIVERSO, 2009)

El Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina presenta como estrategias de Prevencién

y Control:
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1. Enlas regiones Sierra Norte y Costa que son las de alta prevalencia se aplican estrategias que
orientan a la creacion de una solida inmunidad poblacional mediante la ejecucion de
campafias de vacunacion contra brucelosis, acciones de vigilancia epidemiolégica en
animales reactores positivos, eliminacion obligatoria de los mismos en matanzas sanitarias y
actividades de educacion sanitaria.

2. En la regién de baja prevalencia Andina Sur se ejecutan campafias de vacunacion contra
brucelosis, diagndstico de los animales reactores positivos, control sanitario de ingreso y
egreso de animales y educacion sanitaria.

3. En laregion Amazonica se ejecutan encuestas sero-epidemioldgica para conocer prevalencia
de brucelosis bovina y establecer a su vez estrategias de control. Y de acuerdo a los resultados
se aplican las actividades antes mencionadas.

4. Enlaregion Insular se realizan encuestas sero-epidemioldgica para justificar cientificamente
la condicidn de libre brucelosis bovina.

5. Anivel nacional se realizo la Certificacion de Fincas Libre de Brucelosis Bovina.

6. Vacunacion con la cepa 19 en terneras nacidas en la propiedad.

7. Vigilancia epidemioldgica se basara en el diagnostico mediante pruebas de Ring-Test en
leche y de aglutinacion en suero sanguineo (Rosa de Bengala) y como prueba confirmatoria
ELISA competitivo.

8. Eliminacion de vacas en reactores positivos, para luego ser destinados a sacrificio sanitario
en camales autorizados por AGROCALIDAD.

La prevencion de la brucelosis humana se basa primero en la deteccion de animales enfermos
para dar un sacrificio y en caso de los animales sanos una debida vacunacion; ademas existen
otras medidas complementarias que estan dirigidas al saneamiento de los productos de origen
animal mediante una higienizacion de leches, quesos, productos lacteos, etc. En los Gltimos
ensayos se estan aspirando conseguir vacunas compuestas por fracciones antigénicas, para su

aplicacion en personas con elevado riesgo profesional. (Micro Madrid)
1.6.  Método Delphi
Método creado en 1948 para la obtencion de opiniones de personas expertas de una forma

sistémica; exponen sus opiniones sin que exista una reunion en un lugar determinado, de tal

manera que no existe discusiones ni mucho menos confrontaciones entre los expertos. (CORRAL, Y.
2009. pp. 233-234)
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

Para el estudio: Deteccion de anticuerpos contra Brucella spp., en muestras de sangre de los
estudiantes de la Escuela de Zootecnia, ESPOCH primero se solicit6 al Director de la Escuela de
Ingenieria Zootécnica mediante un oficio la autorizacion respectiva para la realizacion del Trabajo
de investigacion, al mismo que se adjunté un Resumen ejecutivo que da a conocer el objetivo del
estudio; ademas se estipuld un cronograma de actividades para la ejecucion del mismo.

Se obtuvo una aceptacién por parte del Director de Escuela de Ingenieria Zootécnica, la cual fue
muy favorable ante la solicitud mencionada. Realizando la invitacion a sus estudiantes, para que
de manera voluntaria se acercaran a la toma de muestras.

Se requirio la autorizacion para el uso del Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Bacteriolgicos
de la Facultad de Ciencias, ESPOCH para el desarrollo del trabajo de Titulacion.

Seleccion de muestra:

La poblacidn de estudio para el presente trabajo represent6d los 471 estudiantes matriculados
dentro de la Escuela de Ingenieria Zootécnica, ESPOCH.

Unidad de anélisis:

Como la unidad de analisis fueron los sueros sanguineos de los estudiantes.

Tamafio de Muestra:

Para el presente trabajo se utiliz6 la tabla del método Militar Standar 105 D para conocer el
tamafio de muestra, complementado con estudiantes que accedieron de manera favorable al
trabajo de investigacion, el cual formé un total de 106 estudiantes.

Tipo y Disefio de Investigacion:

El tipo de investigacion en el presente estudio tuvo un enfoque semicuantitativo debido a que los
datos alcanzados fueron observables y ademas se realizaron comparacion con otros estudios
previos, su alcance fue explicativo porque analiza la presunta relacién entre un factor y su efecto;
ademas acotamos que segun la proyeccion fue un trabajo prospectivo porque se obtuvieron
resultados a medida que se va desarrollando el estudio; de tipo transversal ya que no se efectud
seguimiento a los estudiantes y segun el control de la variable el estudio fue observacional porque

no manipulamos la variable.
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2.1. Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los sueros sanguineos de los estudiantes
que firmaron su conocimiento informado perteneciente a la Escuela de Ingenieria Zootécnica,
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

Los andlisis y reportes se llevaron a cabo en el laboratorio de Andlisis Bioguimicos y

Bacterioldgicos de la Facultad de Ciencias ESPOCH.

2.2.  Materiales, Equipos y Reactivos

= Encuesta de datos epidemioldgicos (ANEXO A): La presente estuvo formulada con un total
12 preguntas entre abiertas y cerradas. A través de la misma se obtuvo informacion requerida

de los estudiantes de la Escuela de Ingenieria Zootécnica sobre su relacion a la patologia.

= Consentimiento informado del estudio (ANEXO B): Con esta solicitud se respeta los
principios éticos recogidos en la Declaracion de Helsinki, la participacién de los sujetos por
voluntad propia que acuden a la toma de muestra debe recibir informacion adecuada acerca

de los objetivos pertinentes de la investigacion antes de ser firmada la solicitud.

= Reporte de resultados (ANEXO C)

2.2.1. Materiales y equipos

= Tubos de ensayo tapa roja sin anticoagulante Vacutainer

= Cépsula de Vacutainer

= Agujas para vacutainer 21G

= Torniquete

= Guantes de latex

= Cure Band Redondas

=  Torundas

= Tubos eppendorf
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= Marcador

= Toallas absorbentes

= Centrifuga

= Micropipetas

= Placas de vidrio

= Refrigerador

= Céamara de flujo laminar

= Unidad de lectura para aglutinacion

=  Estufa

2.2.2. Reactivos

= Sueros sanguineos

= Alcohol antiséptico 70 G L

= Rosa de Bengala Antigeno Brucelar Amortiguado MICSA S.A.
= Diluyente para suero 2-mercaptoeanol (MERCAPTIN)

= Antigeno para Brucella (MERCAPTIN)

2.3.  Técnicasy Métodos

2.3.1. Técnica de toma de muestras

Se tom0 aproximadamente 10 cc de sangre en tubos tapa roja sin anticoagulante vacutainer
mediante puncion venosa en cualquiera de las tres venas: cefalica, media o basilica; realizando
una observacién clara de la vena se introdujo la aguja en un angulo aproximado de 45° y con el

bisel hacia arriba, luego que se extrajo la sangre fijamos un algodén en el sitio de puncion y se

desecho la aguja en cortopunzantes.
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2.3.2. Procesamiento de las muestras

La sangre se procedié a centrifugar a 3000 RPM durante cinco minutos, luego se separé el suero

en tubos eppendorf previamente rotulados para su analisis.

Los sueros y reactivos a emplear deben alcanzar la temperatura ambiente antes de empezar a

desarrollar la prueba.

2.3.2.1. Prueba rapida en placa con antigeno Rosa de Bengala

Los anticuerpos aglutinantes se pueden demostrar por esta prueba, la finalidad de la misma es la

obtencidn de resultados confiables y reproducibles.

1.

2
3.
4

Se us6 una placa de vidrio limpia, desengrasada, cuadriculada.

Se realiz6 un control positivo y uno negativo

Se colocd en el primer cuadro 40 pL de suero sanguineo y 40 uL de antigeno

Se homogenizo6 con un aplicador y se agité la placa con movimientos rotatorios por el cabo
de cuatro minutos.

Se observé en una unidad de lectura para aglutinacién.

2.3.2.2. Aglutinacion lenta en presencia de 2-mercaptoetanol

La siguiente técnica identifica anticuerpos de la clase 1gG principalmente, debido a que los de la

clase IgM se inactivan con el 2-Mercaptoetanol.

1.

Se rotulé los eppendorf con la letra Hi-Hig (Muestras) y Hao-H21 (Control positivo y negativo
respectivamente); para la dilucidn se etiqueto con la letra G.

Se coloco 180 pL de solucion salina 2- Mercaptoetanol en los eppendorf de la columna H y
100 pL en el resto de los eppendorf.

Se agreg6 20 pL de cada una de las muestras (Suero) de la siguiente manera:

Hi al Hig Muestra problema
Hao Control positivo
Ho: Control negativo

Se realiz6 1 dilucion de la siguiente manera:

4.1.Se mezclé el suero subiendo y bajando 3 veces con la micropipeta

4.2.Se tom6 100 pL del eppendorf H al G

4.3.Se mezcld y se descartaron 100 pL para igualar el volumen.

Se colocd 100 pL del antigeno diluido 1:10 a todos los eppendorf; se cubri6 cada uno de ellos

y se incub6 a 37° C por un lapso de 24 h.
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6. Sedio lectura de cada uno de los eppendorf frente de una luz para facilitar la observacion de

la reaccion.

Ademas al estudio se acot6 realizando un analisis en leches crudas de los mercados del canton

Riobamba; para conocer si existia 0 no casos Brucella spp. en leches no pasteurizadas.

2.3.2.3. Prueba de Anillo en Leche

Es utilizada para determinar anticuerpos contra Brucella en la leche de vaca.

Se adquiri6 una muestra de leche por los mercados Santa Rosa, Condamine, San Alfonso
Se refrigerd las leches por dos horas para separar su grasa

Se tomo un mililitro de leche homogenizada y se colocé en un tubo de ensaye de 5 mL
Se afiadié 0.03 mL del antigeno para anillo en leche

Se homogeniz6 y se incub6 a 37° C durante una hora.

© ok~ w0 N PE

Se observo la superficie de la leche para dar un resultado.
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados de la encuesta

La poblacion de estudio fue los 106 estudiantes de la Escuela de Ingenieria Zootécnica de un total
de 471, esto se logré a través de la invitacion realizada por parte del sefior Director de la Escuela
de Zootecnia presto a nuestra solicitud, considerando un 95% de confiabilidad y el 5% de error,

de alli que los resultados estan expresados sobre el nimero de encuestas.
Se elabor6 y validd la encuesta para que sea aplicada a los 106 estudiantes de la Escuela de

Zootecnia y conocer cuan propenso estan frente a Brucella spp. Oobteniendose los siguientes

datos epidemiolégicos:

Tabla 1-3. Estadistico del Grupo etario

N° | Minimo | Maximo | Media | Desviacion estandar

104 17 29 21,16 2,410

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016

GRUPO ETARIO

60
50
40
@
g 30
(3]
=}
(5]
2 20
Lo
10 4,7
’ 18
0 B -
26-29 NO
CONTESTAN

Gréficos 1-3. Grupo etario que acudieron a realizarse la toma de muestras

Realizado por: Brenda Pinargote
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La edad media de los estudiantes que acudieron a realizarse la toma de muestra para deteccion
de Brucella spp. es de 21 afios promedio, el cual se ve representado en el Gréafico 1-3; con un
porcentaje de 51.8%; también se evidencia un estadistico de la edad en la Tabla 1-3. Esta zoonosis

generalmente se presenta en adultos mayores de 30 afios y por lo general es rara en nifios.
(CARRILLO et al. 1997. p. 1)

GENERO DE LOS ESTUDIANTES

MASCULINO = FEMENINO

48% 5504

Graficos 2-3. Género de los estudiantes que acudieron a la toma de muestras

Realizado por: Brenda Pinargote
En el Gréafico 2-3 se pudo observar que el género masculino (52%) predominé sobre el femenino

(48%) lo que indica que existe una alto indice de hombres estudiando Ingenieria Zootécnica,

debido en si a las caracteristicas que presenta la Carrera.

Tabla 2-3. Lugar de procedencia de los estudiantes

Lugar de ) Frecuencia en
) Frecuencia en numero )
procedencia porcentaje

Chimborazo 59 55.7%
Bolivar 4 3.7%
Guayas 3 2.8%
Santo Domingo 3 2.8%
Pichincha 7 6.6%
Tungurahua 13 12.3%
Cafiar 3 2.8%
Cotopaxi 2 1.9%
Orellana 8 7.5%
NO CONTESTAN 4 3.7%

Realizado por: Brenda Pinargote 2016
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LUGAR DE PROCEDENCIA DE LOS ESTUDIANTES
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Gréficos 3-3. Lugar de procedencia de los estudiantes
Realizado por: Brenda Pinargote, 2016

Respecto a la procedencia de cada uno de los estudiantes, se evidencio que la poblacion es muy
diversificada geograficamente. Demostrando en la Tabla 2-3 a la provincia de Chimborazo como
una de las mas habitadas por los estudiantes, con un porcentaje de: 55.7%.

En cambio en el Gréfico 3-3 se evidencia la frecuencia de los cantones en los que habitan los
estudiantes, siendo Riobamba el lugar de procedencia mayor habitado con un nimero de 47
(44.4%) estudiantes y los deméas cantones con una minoria tal cual se observa en el gréfico,
ademas se presenta que 4 de ellos no contesta la pregunta; esta variable es clave para la

investigacion ya que se conoce cual es la zona que se considera como area endémica.

Tabla. 3-3. Consumo de lacteos sin pasteurizar

Respuesta | Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido
Si 62 57,4 58,5

No 35 32,4 33,0

No contestan 9 83 8,5
Total 106 98,1 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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Gréficos 4-3. Consumo de lacteos sin pasteurizar

Realizado por: Brenda Pinargote

Otra variable que se considero es el consumo de lacteos sin pasteurizar el cual el 58,5% dijeron
que si consumen, el 33% dio una respuesta contraria y sin ninguna respuesta el 8,5% como se
observa en el gréafico 4-3; en este aspecto cabe recalcar que los estudiantes desconocian del
termino pasteurizado por tal motivo de ese porcentaje respectivamente. Se destaca que los
productos lacteos sin pasteurizar también son un factor muy importante de adquirir la infeccion
por lo que existen estudios en el que afirman que una de las principales causas de adquirir Brucella
es por leche cruda y sus derivados sin la debida coccidn (Novoa, D. 1976) En Ecuador la tendencia de

lacteos es creciente, su consumo incrementa alrededor de 100 litros anuales. (PRO-ECUADOR. 2014. p.
1)

Tabla 4-3. Frecuencia de consumo de leche sin pasteurizar

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido
Diaria 8 7.4 8,2
Semanal 22 20,4 22,7
Mensual 12 11,1 12,4
Esporadica 47 435 485
No contestan 8 7,4 8,2
Total 97 89,8 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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FRECUENCIA DE CONSUMO DE LECHE CRUDA
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Graficos 5-3. Frecuencia de consumo de leche cruda

Realizado por: Brenda Pinargote
La frecuencia del consumo de leche cruda es esporaddicamente evidenciando un porcentaje del
48,5%, esto indica que las personas ya no estan consumiendo la leche directamente del animal
sino que adquiere leche en funda ya pasteurizada, debido al facil accesos que tienen de comprarla
en tiendas cercanas, en la tabla 4-3 se evidencia el porcentaje de consumo de acuerdo a la
frecuencia; cabe recalcar que no existe evidencia de cuél es el consumo de leche cruda en algin

organismo de control del canton Riobamba.

Este punto es muy importante porque mediante la norma INEN 009 (2008): se conoce que “una
leche cruda es aquella que no ha sido sometida a ningun tipo de calentamiento, ademas de no ser
apta para el consumo cuando es obtenida de animales cansados, enfermos o manipulados por

personas afectadas de enfermedades infectocontagiosas.” (NTE INEN 0009 (2008) (Spanish): Leche cruda.
Requisitos)

Tabla. 5-3. Lugar donde adquiere leche que consume

Respuesta Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido
Supermercados 12 111 13,5
Tiendas 38 35,2 427
Mercados 9 8,3 10,1
Vendedores ambulantes 23 21,3 25,8
Otros 4 3,7 45

No contestaron 3 2,8 34
Total 89 82,4 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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Lugares

LUGARES DONDE ADQUIERE LECHE QUE CONSUME
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Graficos 6-3. Lugar donde adquiere leche que consume

Realizado por: Brenda Pinargote

Segun el Grafico 6-3 el lugar donde los estudiantes adquieren la leche que consumen es en las

tiendas con un porcentaje de 42,7%, debido al facil acceso que tienen a este lugar, seguido también

de los vendedores ambulantes con un 25.8% y cabe mencionar que el 3,4% no contestaron a esta

pregunta.

Tabla 6-3. Frecuencia de consumo de queso fresco

Respuesta Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido
Diaria 11 10,2 11,3
Semanal 38 35,2 39,2
Mensual 31 28,7 32,0
Esporadica 17 15,7 17,5
Total 97 89,8 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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Gréficos 7-3. Frecuencia del consumo de queso fresco

Realizado por: Brenda Pinargote
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Con respecto a la frecuencia de consumo de queso fresco se evidencia en la Tabla 6-3 que los

estudiantes consumen semanalmente en un 39,2%; debido que es un alimento de rapido consumo,

seguido del 32% de estudiantes que lo realizan mensualmente, mientras que el 17.5% es de

manera esporadica y el 11.3% lo consumen diariamente. Ademas se menciona que mundialmente

se incrementara en un 15 % el consumo de queso. (PRO-ECUADOR. 2014. p. 1)

Tabla 7-3. Lugar donde adquiere queso fresco

Respuesta Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido
Supermercados 16 14,8 16,5
Tiendas 49 454 50,5
Mercados 20 18,5 20,6
Vendedores ambulantes 9 8,3 9,3
Otros 3 2,8 3,1

Total 97 89,8 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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Gréficos 8-3. Lugar donde adquiere queso fresco

Realizado por: Brenda Pinargote

En el Tabla 7-3 se evidencia que el queso fresco se adquiere en un lugar de facil acceso para los

estudiantes, en este caso las tiendas representado por 50,5% por lo que es posible que sea

adquirido directamente de una leche con su debida pasteurizacion; también se acota que el 3% de

los estudiantes consumen queso fresco proveniente de otros lugares como por ejemplo de fincas.
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Con respecto a la carne de res:

CONSUMO DE CARNE DE RES
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Gréficos 9-3. Consumo de carne de res

Realizado por: Brenda Pinargote
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Graéficos 10-3. Frecuencia de consumo de carne de res

Realizado por: Brenda Pinargote
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Gréficos 11-3. Lugar donde adquiere carne de res

Realizado por: Brenda Pinargote

38

60



Al relacionar el consumo, la frecuencia y el lugar donde se adquiere la carne de res segun los
graficos anteriores se evidencia que el 92% de los estudiantes consumen carne de res representado
en el Grafico 9-3; sin embargo la frecuencia de consumo es semanalmente con un porcentaje
estimado de: 50,5% segun el Grafico 10-3 y el lugar donde adquieren el producto es en las tiendas
con un 30,9% como se evidencia en el Grafico 11-3 seguido de las tercenas con un valor de 29,9%.
El consumo de carne bovina anual es alrededor de 17Kg per cépita segin datos del Instituto

Nacional de Estadisticas y Censos del Ecuador en el afio 2008. (BARZOLA S. 2013. p. 37)

Tabla. 8-3. Tiene animales vacunos

Respuesta Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido
sl 49 45,4 46,2

NO 55 50,9 51,9

No contestan 2 1,9 1,9
Total 106 98,1 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016

TIENE ANIMALES VACUNOS
Sl NO = No contestan

2%

46%
52%

Graficos 12-3. Tiene animales vacunos

Realizado por: Brenda Pinargote

En la Tabla 8-3 se evidencia que los estudiantes de la Escuela de Zootecnia mencionan no tener
animales vacunos en un 51,9% y los que afirman tenerlo representa el 46,2%; estos porcentajes
casi similares se relacionan con el nimero de animales que los universitarios poseen.
Considerando a este punto como un factor de transmision de alto riesgo a los que se expone el
estudiante.
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Tabla. 9-3. Cantidad de animales vacunos

Respuesta Frecuencia | Porcentaje valido
0 59 55,7

1-10 26 24,5
11-20 3 2,8
21-30 7 6,6
31-40 5 4,7
51-60 2 1,9
130-150 1 9
sin contestar 3 2,8
Total 106 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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Gréaficos 13-3. Cantidad de animales vacunos

Realizado por: Brenda Pinargote

Para la presente variable: nimero de animales vacunos que tienen los estudiantes se decidio
agruparlos por rangos: Entre 1 a 10 animales representd el mayor porcentaje siendo este de 24,5%
como se observa en la Tabla 9-3, situacién que relaciona con la variable de tener animales vacunos

en la cual se encuentra que el 46% de estudiantes tiene al menos un animal vacuno que esta

0.9 2,8
130:150  sin
contestar

cercano a él y al no poseer animales vacunos el 2.8% no contesta a esta pregunta.
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Tabla 10-3. Mantiene un contacto directo con animales vacunos

Respuesta Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido
Sl 91 85,8 85,8

NO 15 14,2 14,2
Total 106 100,0 100,0

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016
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Graficos 14-3. Contacto con animales vacunos

Realizado por: Brenda Pinargote

Se evidencia en el Gréfico 14-3 que el 85.8% de los estudiantes si tienen un elevado contacto con
los animales debido al tipo de carrera que estan cursando ademas por las practicas pre-
profesionales y obligadamente por el perfil profesional que maneja su pensum académico e
incluso por poseer animales vacunos.

3.2.Resultados del analisis de sueros sanguineos

Después de analizar los sueros sanguineos se obtiene los siguientes datos:

Tabla 11-3. Resultado del analisis mediante Rosa de Bengala

Muestra Prueba serolégica | Resultado
106 sueros sanguineos de estudiantes Negativo
_ Rosa de Bengala _
0 sueros sanguineos Positivos

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016

Luego de a ver analizado las encuestas epidemioldgicas y los 106 sueros sanguineos mediante
la prueba de Rosa de Bengala se realiz6 la prueba confirmatoria del 2- mercaptoetanol a los
posibles sueros considerados segun la encuesta epidemioldgica:
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Tabla 12-3. Resultado del analisis mediante 2- Mercaptoetanol

Muestra Prueba serolégica Resultado

20 sueros sanguineos 2-Mercaptoetanol Reaccion negativa

Realizado por: Brenda Pinargote, 2016

En la actualidad dentro del cantdn Riobamba no existen estudios de brucelosis en humanos, mas
bien solo en animales; debido a eso se tomé un estudio realizado en Venezuela; en el que
trabajaron con 204 estudiantes de la Facultad de Farmacia y Bioanélisis de la Universidad de los
Andes el cual demostr6 que solo 3 estudiantes resultaron positivos a esta técnica Rosa de Bengala
(Lugo, Perez, & Andueza, 2010), 3 diferencia de la presente investigacion, que ningln caso dio como positivo;
una posible explicacién es que en Riobamba al igual que en todo el Ecuador ya se implementd
una campafia de Control y Prevencion de esta zoonosis denominada Vacunacién contra Brucelosis
bovina en el afio 2009 (MINISTRO DE AGRICULTURA, GANADERIA,PESCA, 2009, motivo por el cual
observamos con este estudio que posiblemente si se esta erradicando con la enfermedad en el

ganado y por ende ya no sera transmisible a los productos que consumimos.

Desde su aislamiento inicial se han desarrollado un gran nimero de pruebas seroldgicas para la
deteccion de Brucella spp. sin embargo hasta la actualidad no hay evidencia de que una prueba
sea 100% precisa, por lo que el suero es sometido a distintas pruebas seroldgicas, es decir, una

prueba de deteccidon de alta sensibilidad seguido de una confirmatoria de alta especificidad.
(NIELSEN, K et al. 2010. p. 65)

A pesar de los importantes avances hechos en el diagnostico de brucelosis humana aun esta se
encuentra basada en la demostracién de anticuerpos especificos mediante distintas técnicas
seroldgicas, una de ellas Rosa de bengala: prueba de aglutinacion en placa rapida que es capaz de
detectar anticuerpos aglutinantes y no aglutinantes; esto dota a que sea una prueba con un alto
grado de sensibilidad para el diagndstico de la infeccion de Brucella spp independientemente de

la etapa de la enfermedad. (RuIZ, J. et al. 2005. 224)

En un estudio de Brucelosis: comparacion de test seroldgicos de diagnostico se menciond y

destaco la alta rentabilidad de la prueba Rosa de Bengala para un diagnostico inicial de Brucelosis.
(ORTIZ, M. etal. p. 19)

En una validacién de técnicas diagnosticas para la deteccion de brucelosis se concluy6 que en
Ecuador tanto la brucelosis bovina como la humana son un grave problema por la complejidad
sintomatoldgica en los humanos ademas de la baja notificacion de casos, la ausencia de estudios
epidemioldgicos, la escasa identificacion de la Brucella spp, y la limitacion de técnicas de

diagndstico sin la debida confirmacién de los resultados; por todo lo mencionado hacen que esta
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situacion de la brucelosis aparezca como desconocida dentro de Ecuador en los documentos de

divulgacion internacional. (FLOR, S. 2015. p. 3)

Se realizd ademas una prueba extra para el aporte del estudio aplicada en leches cruda procedentes
de los mercados del cantén Riobamba; mediante la técnica de Anillo en leche, el cual concluy6
en que la muestra de leches cruda de los mercados Santa Rosa, Condamine, y San Alfonso no

presentan anticuerpos contra Brucella spp.
En el boletin epidemiolégico 2014-2015 de la Coordinacion Zonal 3, no se evidencia casos de
brucelosis humana en el canton Riobamba, mas bien en el 2015 en Latacunga se present6 un caso

como positivo; se observa en la Tabla 13-3. (msp. 2016. p. 11)

Tabla. 13-3. Casos por distrito de salud. Afio 2014-2015

Brucelosis
DISTRITO
2014 2015
05D01 LATACUNGA - 1

05D02 LA MANA - -
05D03 PANGUA - -
05D04 PUJILI -SAQUISILI - -
05D05 SIGCHOS - -
05D06 SALCEDO - -
06D01 CHAMEO - RIOBAMBA - -
06D02 ALAUSI -CHUNCHI - -
06D03 CUMANDA - PALLATAN - -
06D04 COLTA - GUAMOTE - -
06D05 GUANO PENIPE - -
16D01 PASTAZA-MERA-S.CLARA - -
16D02 ARAJUNO - -
18D01 AMBATO... - -
18D02 HUACHIL... - -
18D03 BANOS = =
18D04 PATATE -PELILEO - -
18D05 PILLARO - -
18D06CEVAL-MOCHA-QUERO-TISALEQ -

TOTAL - 1

Fuente: MSP, 2016
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CONCLUSIONES

Mediante la encuesta epidemioldgica luego de ser validada por el método Delphi y
analizada, se pudo constatar datos de los estudiantes de la escuela de Ingenieria
Zootécnica; debido a que por ende son un grupo de riesgo. Se evidenci6 que el grupo
etario es de 21 aflos promedio con un mayor porcentaje del género masculino,
provenientes en su mayoria del canton Riobamba; estos estudiantes si consumen
productos lacteos sin pasteurizar y carnes rojas, ademas mantienen un contacto directo
con los animales vacunos debido a su perfil profesional y a mas de eso por la

manipulacion de animales propios.

La poblacion que fue sujeta al estudio de la Escuela de Ingenieria Zootécnica, ESPOCH
no evidencia la presencia del agente microbiano, debido a que no existen casos positivos
para brucelosis en ninguna de las dos pruebas aglutinantes realizadas, a pesar de que
proceden de zonas endémicas y de que consumen productos lacteos sin pasteurizar.
Teniendo como observacion el caso de una estudiante que tuvo la patologia y la misma

fue tratada antes de la realizacion del estudio.

Se concientizo a cerca de la importancia de la realizacion de este estudio, nombrando que
las secuelas que la brucelosis ocasiona en el ser humano son de diferentes formas, debido
gue en un inicio se presenta fiebre elevada con un malestar del cuerpo general; de manera
localizada presenta sacroileitis en jovenes y espodilitis en varones de edad avanzada; al
no ser tratada puede dejar grandes lesiones en cualquier 6rgano del cuerpo ocasionando

patologias degenerativas.
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RECOMENDACIONES

= Conceptualizar de una manera generalizada a cerca de brucelosis bovina y humana; a su
vez difundir los resultados conseguidos a servicios de salud pertinente con el fin de

controlar y prevenir esta enfermedad zoondtica.

= El organismo AGROCALIDAD como ente a cargo debe regular y brindar informacion
mediante capacitaciones acerca de brucelosis en combinacion con el ser humano ademés
de tener una mayor vigilancia en los productos lacteos no pasteurizados que se expenden

en los mercados.

= Se debe presentar un informe del seguimiento epidemioldgico para conocer el impacto

econdmico que deja esta zoonosis en las distintas zonas de estudio.

= Se debe realizar similares estudios en otros grupos de riesgo como trabajadores de
camales, profesionales relacionados con el agro, personal del laboratorio con el fin de

constatar que se encuentran libre de esta bacteria.
= En Ecuador debe existir un laboratorio de referencia nacional para que realice el control

de calidad de los reactivos, pruebas diagnosticas, vacunas e incluso para que se efectué

el aislamiento y tipificacion de las Brucellas.
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ANEXO B: Consentimiento informado del estudio

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA ¥ FARMACIA

CONSENTIMIENTO INFORAMADO DE ESTUDIO DE BEUCELOSIS

HUMANA
B - T Con cedula de 1dentidad
M e e ey pOT medio del presente doy constancia de que fin mformado/a del

objetivo del trabajo fitulade: “DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Brucslla
spp, EN MUESTRAS DE SANGEE DE LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA DE
ZOOTECNICA DE LA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
EN EL PERIODO DE ABRIL - JUNIO 2016” realizado por la Srta. Brenda Pinargote. Y
doy mu consenfinmento para que me sea tomada la muestra de zangre, asi como de los
datos epidenuologicos de inferés para este estudio. Sabiendo que los resultados obtenidos
seran usados tmicamente para los fines descritos en el estudio v manfemendo la
confiabilidad de los mismaos.

EM FE DE ESTO FIRMO LA PRESENTA SOLICITUD.
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ANEXO C: Reporte de resultados

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA
DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Brucella spp

NOMBRE:

RESULTADO:

Riocbamba; 31 de Mayo 2016




ANEXO D: Fotografias

Fotografias 1-3. Materiales para la toma de

muestras
Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 2-3. Toma de muestra de sangre

Tomada por: Brenda Pinargote



Fotografias 3-3. Separacién del suero

sanguineo
Tomada por: Brenda Pinargote
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Fotografias 4-3. Reactivos para las pruebas seroldgicas

Tomada por: Brenda Pinargote
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Fotografias 5-3. Unidad de lectura para
aglutinacion
Tomada por: Brenda Pinargote



Fotografias 6-3. Analisis mediante la prueba

Rosa de Bengala
Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 7-3. Prueba Rosa de Bengélaw '

Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 8-3. Control positivo (izquierdo) y negativo

Rosa de Bengala

Tomada por: Brenda Pinargote
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Fotografias 9-3. Muestras de sueros

sanguineos congeladas

Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 10-3. Reactivos y materiales para la

prueba 2-Mercaptoetanol

Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 11-3. Analisis mediante la
prueba 2-mercaptoetanol

Tomada por: Brenda Pinargote
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Fotografias 12-3. Analisis con 2-
mercaptoetanol
Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 13-3  Muestra con  2-

mercaptoetanol en la estufa por 24 horas
Tomada por: Brenda Pinargote

Fotografias 14-3. Controles positivos y

negativos 2- mercaptoetanol
Tomada por: Brenda Pinargote
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Fotografias 15-3. Muestras de leche y reactivos de

la Prueba de Anillo en leche

Tomada por: Brenda Pinargote
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Fotografias 16-3. Resultado de la Prueba de Anillo
en leche

Tomada por: Brenda Pinargote



