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RESUMEN EJECUTIVO

La brucelosis es una enfermedad producida por el bacilo gram negativo del
género Brucella. El lipopolisacarido que se encuentra en la membrana de la
bacteria es el mayor determinante de virulencia. Las manifestaciones clinicas
son inespecificas, existiendo formas localizadas hasta en un 30% de los casos.
Determinar la prevalencia de Brucelosis caprina en La Provincia de Manabi en
los Cantones (Puerto Lépez, Bolivar y Sucre), cuya coordenadas, geograficas
es de 1°3 8" Sy 80° 27’ 20” longitud Oeste, a una altura de 6 - 350 msnm. Se
colectaron muestras de sangre de 300 cabras de mas de uno afio de edad,
procedentes de nueve hatos y no vacunados contra brucelosis caprina. Hubo
19 cabras serorreactoras con la prueba Rosa de Bengala, y 381 negativas
dando una prevalencia de brucelosis caprina de 6.33 %. Esta baja prevalencia
podria deberse al efecto positivo del Programa de Control y Erradicacién de
Brucelosis conducido por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAGA) y

Agrocalidad desde el afio 2008 en el Ecuador.

Palabras clave: brucelosis, cabras, rosa de bengala, MAGA
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ABSTRACT

Brucellosis is a disease caused by gram-negative bacilli of the genus Brucella.
Lipopolysaccharide found in the membrane of the bacterium is the major
determinant of virulence. The clinical manifestations are nonspecific, localized
forms exist up to 30% of cases. To determine the prevalence of caprine
brucellosis in the province of Manabi in the Cantons (Puerto Lopez, Bolivar and
Sucre), which coordinates, geographical is 1 3 '8 "S and 80 ° 27" 20" west
longitude, to a height of 6 - 350 m. Blood samples of 300 goats over one year of
age were collected from nine unvaccinated herds and goats against brucellosis.
There were 19 goats serorreactoras the Rose Bengal test, and 381 negative
giving a prevalence of 6.33% caprine brucellosis. This low prevalence could be
due to the positive effect of the Program for Control and Eradication of
Brucellosis led by the Ministry of Agriculture (MAGA) and Agrocalidad since
2008 in Ecuador.

Keywords: Brucellosis, goats, rose bengal, MAGA
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1.1 Introduccidn

La brucelosis es una enfermedad de alta contagiosidad que afecta diversas
especies animales, que se transmite al hombre y por tanto constituye una
zoonosis. Es de curso cronico, afecta en forma severa la salud del animal al
ocasionar abortos en varias especies de importancia zootécnica, por lo que genera
un impacto econémico negativo en la industria debido a las importantes pérdidas
originadas en la produccion de carne y leche. La brucelosis es causada por
bacterias del género Brucella cuyas caracteristicas consisten en ser cocobacilos
Gram negativos, pequefios, inmoéviles y anaerobios estrictos, de crecimiento lento,
forman esporas y carecen de capsula. Son catalasa y oxidasa positiva y no

fermentan los azUcares.

La brucelosis, es uno de los principales problemas zoosanitarios para el hombre,
alcanza una mayor prevalencia en zonas donde las caracteristicas ecoldgicas
permiten altos indices de agostadero y propician una alta densidad en la
poblacion. Existen ademas, factores socioecondémicos que favorecen la presencia
de la enfermedad, como son: la desigual estructura poblacional de los caprino
cultores, el subdesarrollo tecnoldgico, el deterioro econémico - cultural de las
mayorias de las familias de los sectores rural y suburbano, la escasa o nula
organizacion de las comunidades, el bajo nivel de conocimiento en la produccién,

la poca conciencia sanitaria y la apatia por parte de algunos productores.

Cada afo existen alrededor de medio millon de casos de brucelosis humana en el
mundo, la prevalencia mas alta en el hombre se encuentra en los paises con tasas
elevadas de brucelosis por Brucella melitensis en caprinos, ovinos o0 en ambas
especies. A la brucelosis de las cabras se le identifica como un problema de salud
publica; se incluyen los costos de tratamientos en humanos, ademas de las
grandes pérdidas econOmicas que ocasiona a la ganaderia nacional. La

produccion de carne y leche con malos habitos de higiene puede contribuir, entre



otras cosas, al contacto directo efectivo de los animales enfermos con las
personas que se dedican a la explotacién de esta especie animal El signo clinico
mas frecuente de la epididimitis infecciosa es el aumento de tamairio,
generalmente unilateral, del epididimo, algunos animales infectados no presentan
alteraciones testiculares detectables mediante palpacién, por lo que es necesario
recurrir a pruebas seroldgicas y bacteriologicas para establecer un diagnostico
preciso. El diagnostico serologico se realiza con base en la demostracion de la

presencia de anticuerpos frente a antigenos de B. melitensis.

Debido a que la caprino cultura es una actividad que se realiza por lo general en
comunidades de escasos recursos econémicos, con mucha marginacion y falta de
conocimiento sobre las buenas practicas de manejo zootécnico, bioseguridad y
conservacion del medio ambiente como ocurre en el Ecuador, principalmente en la
provincia de Manabi, y que los casos de brucelosis animal y humana siempre han
estado presentes en la zona de influencia de esas demarcaciones, es necesario
determinar la cero prevalencia, los factores de riesgo asociados a su presentacion
y la distribucion espacial de la enfermedad dentro de los municipios y unidades de
produccion, para ayudar a las instancias publicas en la toma de decisiones en la
implementacion de programas de salud publica para el control y erradicacion de la

enfermedad.



1.2. Objetivos

1.2.1 General

v

Determinar la prevalencia de Brucelosis caprina en la provincia de Manabi

en los cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre).

1.2.2 Especificos

v

Conocer la sero prevalencia de brucelosis caprina mediante las prueba
serologica Rosa de Bengala.

Establecer la distribucion geogréfica de la brucelosis caprina en la provincia
de Manabi en los cantones (Puerto Lépez, Bolivar y Sucre).

Estimar el porcentaje de casos y su repercusiéon econémica.

1.3 Hipotesis

La prueba serolégica Rosa de Bengala revelard que la provincia de
Manabi en los cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre) existen un alto
porcentaje de brucelosis caprina.

La prueba seroldgico de la Brucelosis caprina representa una herramienta

certera en la determinacion de la prevalencia y factores de riesgo zoonotico
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2.1 Generalidades

2.1.1. Antecedentes

La brucelosis se ubica en la lista B de la OIE, donde se enumeran enfermedades
transmisibles que se consideran importantes desde el punto de Vvista
socioecondémico y/o sanitario a nivel nacional, y cuyas repercusiones en el
comercio internacional de animales y productos de origen animal son de alto
impacto ( OIE, 2009).

La propagacion de la enfermedad y constan de estrategias especificas para su
control y erradicacion, entre las que se destacan los programas de control en sus
modalidades de control — vacunacién, control —intensivo y control — erradicacion;
estos dos ultimos, ademas de incluir la vacunacion de hembras sanas de acuerdo
con su edad, requieren de una sola prueba diagndstica, la cual permite de forma

indirecta conocerla cero prevalencia de cada hatos (OIE, 2009).

2.1.2. Brucelosis en cabras

Ademas, B. melitensis constituye un importante patégeno humano. En los
humanos, la brucelosis es una enfermedad grave, debilitante y, algunas veces,
cronica que puede afectar diversos 6rganos. Aunque la mayoria de los casos se
deben a la exposicién ocupacional a animales infectados, las infecciones también
pueden ocurrir al ingerir productos lacteos contaminados. Por otra parte, se podria

utilizar B. melitensis en un ataque bioterrorista (Cutler et al., 2005).

La brucelosis caprina, se considera una enfermedad re-emergente desde que fue
descubierta por el doctor David Bruce. La brucelosis es causada principalmente
por Brucella melitensis spp y de manera accidental por Brucella ovis spp,
generando abortos, disminucion en la productividad y pérdida en la
comercializacién del producto final como carne y leche. Los lugares humedos y
hacinados son favorables para su crecimiento. Es responsable del 70% de los

abortos en apriscos sin exposicion o vacunacion previa, a diferencia de los
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apriscos donde la enfermedad es enzodtica con un porcentaje de muerte fetal
menor al 30%. Su transmision y prevalencia dependen de factores como, habitos
alimenticios, procesamiento de productos lacteos, habitos culturales, condiciones

climaticas y estado socioeconémico (Mantur, 2008).

2.1.3. Historia de la Brucella spp

La brucelosis fue denominada inicialmente “fiebre ondulante” debido a que la
temperatura de los humanos enfermos ascendia en horas de la tarde desde los
niveles normales (36.5 — 37.5) hasta superar los 40°C. Durante los siglos Xl y
XVII la enfermedad recibié el nombre de Fiebre del Mediterraneo o Fiebre de
Malta ya que en este tiempo se registraron gran cantidad de informes en toda la
zona mediterranea. En 1810, un médico de la Armada Britanica; William Burnett,
fue el primero en diferenciar varios tipos de fiebre que afectaban a los marinos
residentes en el Mediterraneo (Rodriguez et al; 2005, Rodriguez et al; 2001,
Shbriglio et al; 2007 y Davis, 2004).

El microorganismo causante de la enfermedad fue descubierto el 9 de julio de
1887 por el doctor David Bruce, médico de la Armada britanica; aislando el
patdgeno procedente del bazo de un soldado britanico, denominandolo
Micrococcus melitensis. Bruce hallé que la bacteria se desarrollaba mejor en altas
temperaturas y de esta manera especuld que este hecho podria explicar el
incremento de casos durante los meses de verano, ademas identifico la cabra
como principal reservorio de la infeccién, ya que, pudo observar el microorganismo
en sangre, orina y leche de esta especie (Rodriguez et al; 2005, Rodriguez et al;
2001, Sbriglio et al; 2007 y Davis, 2004).

En 1895, un médico patélogo veterinario y bacteriélogo dinamarqués, Bernhard
Bang, descubrié el microorganismo responsable de los casos de abortos que
afectaba al ganado vacuno, llamandolo Bacterius abortus, que afectaba ademas,

caballos, ovejas y cabras. Por tal razon, la enfermedad se denomina “Enfermedad
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de Bang’. Otros importantes cientificos destacados en el descubrimiento del
género Brucella spp, fueron Buddle y Boyce (B. ovis), Stoenner y Lackman,
aislaron B. neotomae de una rata, y Carmicheal y Bruner, quienes hallaron la B.
canis procedente de caninos (Mantur, 2008, Rodriguez et al; 2005, Rodriguez et
al; 2001, Sbriglio et al; 2007 y Davis, 2004).

La relacion entre la Enfermedad de Bang (Bacterius abortus) y la Enfermedad de
Malta (Brucella melitensis), fue descubierta en 1920 por la bacteriéloga
estadounidense Alice Evans, debido a que la morfologia del microorganismo y la
patologia que provocaban ambas enfermedades eran muy similares. Con el
transcurso del tiempo quedo establecido el nombre de Brucella spp. (1920 Karl F.
Meyer), para denominar a los organismos que provocan la fiebre en honor al
doctor David Bruce (Rodriguez et al; 2005, Rodriguez et al; 2001 y Sbriglio et al;
2007).

2.1.4. Agente Causal

El agente causal de la Brucelosis fue descubierto en 1887 por David Bruce, un
medico australiano que fue enviado a Malta para investigar una enfermedad que
estaba afectando a soldados de la armada inglesa, aislé la bacteria a partir de
tejido humano, a la que se denominé Micrococcus melitensis; afios mas tarde se
descubri6 la relacion zoonotica de la brucelosis de las cabras con la enfermedad
de los humanos, posteriormente se observaron similitudes entre las bacterias de
distintas especies de animales domésticos y se les agrupo en un género

denominado Brucella en honor a David Bruce ( Castro et al; 2005).

La Brucella spp., tiene la capacidad de multiplicarse y sobrevivir dentro de los
macrofagos por largo tiempo. Una vez se encuentra en el interior de la célula, es
capaz de inhibir la fusion del fagosoma con el lisosoma mediante la acidificacién
del medio sintetizando enzimas oxidantes y produciendo GMP (guanosina
5’'monofosfato) y adenina. Esto permite que la bacteria resista la inmunidad

8



intracelular. EI aumento de la temperatura o choques de calor inicia una sintesis
de proteinas que potencializa su patogenia (Fatima y Garrido 2002 y Castro et al;
2005).

Las cepas se clasifican segun su morfologia en lisas (S) y rugosas (R) y por la
presencia de lipopolisacarido (LPS), los cuales brindan resistencia y regula la
respuesta inmune del huésped. Las cepas S, por ejemplo la B. abortus, B. suis, B.
Melitensis y B. neotomae, tienen mayor virulencia en las especies mamiferas. Las
cepas R, por ejemplo B. ovis, B. canis y B. maris son patdgenos leves (Mantur,
2008, Rodriguez et al; 2001 y Sbriglio et al; 2007).

La Brucellamelitensis contiene tres biovares, definidos segun requerimiento de
CO2 complementario, produccién de acido sulfhidrico y crecimiento en presencia
de tionina y fucsina basica. Los tres causan la enfermedad en pequefos
rumiantes, pero varia en cuanto a la localizacion geografica; es decir, el biovar 1
se ubica en América Central, biovar 2 en Africa y biovar 3 es predominante del

Mediterrdneo y Mediano este (Rodriguez et al; 2001 y Gutiérrez et al; 2005).

2.1.5. Patogénesis

La principal via de entrada es la oral; sin embargo es posible la infeccion por via
conjuntival y nasal, mediante aerosoles. Las hembras infectadas pueden transmitir
la infeccion a sus crias “in Utero”, o como ya se explicd, durante la lactancia. Los
animales infectados eliminan al microorganismo mediante la leche, la orina, y en
particular con las secreciones vaginales. Al entrar al organismo, las brucelas son
ingeridas por fagocitos que pretenden eliminar la infeccion del sitio de entrada.
Debido a la capacidad de estas bacterias de multiplicarse en el interior de los
fagocitos, causan su destruccion y logran llegar a los nodulos linfaticos, en donde
se produce una respuesta inmunoldgica caracterizada por la formacién de

granulomas. Si la infeccion logra superar este mecanismo de defensa, la bacteria



invade al sistema linfatico y por medio del ducto toracico llega a la sangre (Fatima
y Garrido 2002).

La brucelosis se transmite por contacto placentario, obitos, fluido fetal, descarga
vaginal, mucosa digestiva, nasal, conjuntival o abrasiones en piel. La leche,
también se considera fuente de infeccidn, ya que la ubre es el sitio predilecto para
que se localice la Brucella spp, especialmente en los nddulos linfaticos supra
mamarios. Con el semen ocurre algo similar ya que la bacteria se encuentra en el
epididimo provocando una inflamacién infecciosa del tejido. (Sbriglio et al; 2007,
Mobini, 2002, Gutiérrez et al; 2005 y Fatima y Garrido 2002).

Al entrar en el organismo, la respuesta inmune es capaz de fagocitar algunas
bacterias. La respuesta inmune innata es la primera linea de proteccién en contra
de la Brucella spp. Los macréfagos de manera inicial no pueden destruir la
Brucella spp, pero adquieren la capacidad de lisarla en un periodo de 10 dias.
Algunos autores han reportado actividad macréfaga dentro de las primeras 48 a 72
horas. Estas células se activan por interaccion del receptor CD14 (cluster
differentiation) y el LPS. Esta interaccién produce IL-12 la cual estimula las células
asesinas naturales (NK) y los linfocitos T colaboradores (CD4+) que secretan
Interferon Gama (INF-g), Interleuquina 2 (IL-2), IL-3, IL-6, IL-12 y Factor de
Necrosis Tumoral (TNF) (Gutiérrez et al; 2005, Castro et al; 2005 y Arestegui et al
; 2001.).

El complemento se activa por la via clasica en presencia de concentraciones bajas
de IgM e IgG anti-Brucella, ocasionando lisis bacteriana. Se ha observado que en
animales vacunados la respuesta aparece entre los 13 hasta los 90 dias. En
cuanto a los neutrdfilos, se debe generar una de granulacion para liberar
mieloperoxidasa y provocar la muerte intracelular bacteriana. La bacteria puede
inhibir este proceso ya que es capaz de sobrevivir intracelularmente. Los primeros
anticuerpos formados son IgM, 1gG e IgA (Gutiérrez et al; 2005, Castro et al; 2005
y Arestegui et al; 2001.).
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Las que no son fagocitadas son transportadas a los nédulos linfaticos causando
hiperplasia reticulo endotelial. Por medio de su LPS se fija a un receptor de
manosa o integrina hasta que se ubica en el interior de las vacuolas donde se
replica afectando dérganos como el rifion, higado, bazo, tejido mamario y
articulaciones (Fatima y Garrido 2002y Arestegui et al., 2001.).

En pequefios rumiantes las infecciones se diseminan facilmente después de la
ocurrencia de algun aborto o un parto a término. Usualmente en cabras, la
liberacion de B. melitensis en descargas vaginales ocurre alrededor de los 2 a 3
meses, a diferencia de las ovejas que se encuentra en la tercera semana posterior

al parto y en vacas a los 39 dias después de ocurrido el aborto 2,11,18.

La Brucella melitensis y en general cualquier género de Brucella spp, puede ser
viable por varios meses en agua, fetos abortados, estiércol, lana, condiciones de
alta humedad, bajas temperaturas y poca luz. Asi mismo, resisten a la desecacion

en presencia de materia organica, polvo y bajas temperaturas.

2.1.6. Diagnéstico

El diagnodstico definitivo se basa en el aislamiento de la Brucella en cultivos de
sangre, médula 6sea, higado y otros tejidos. La sensibilidad de los hemocultivos
para la brucelosis aguda es de 80% y de mielocultivo de 90%. El desarrollo del
microorganismo en el medio doble de Ruiz Castafieda habitualmente ocurre entre
los siete y veintiin dias, aunque existen casos de crecimiento tardio que pueden
llegar hasta los 35 dias; este método es uno de los mas utilizados, aunque tiene la

desventaja de que la bacteria crece lentamente (Pappas et al., 2005).

En la actualidad existen medios de cultivo de aislamiento rapido como los
sistemas Bactec Plus, Vital Aer y el medio difasico que permiten la identificacion

del germen entre 60 y 160 horas, sin embargo, no todos los laboratorios cuentan
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con estos sistemas de cultivo.15 Desde el punto de vista serolégico existen
diversos métodos de deteccion, el méas utilizado en nuestro medio es la
aglutinacion en placa, la cual se realiza de manera conjunta con la prueba de
Widal y con una reaccion cruzada con proteus OX-19, estas pruebas se han
conocido desde hace muchos afios como «reacciones febriles» (prueba de Widal-
Huddleson); sin embargo, el problema de las pruebas de aglutinacién en placa es
su baja especificidad y actualmente no se recomienda su uso (Pappas et al.,
2005).

La presencia de la Brucella melitensis puede ser determinada mediante pruebas
serologicas, estudios post mortem y signos clinicos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud Animal (OPS) los métodos mas utilizados para la
identificacion de Brucella spp en cabras son Rosa de Bengala y Fijacion de

Complemento (Mantur y Amarnathe, 2008).

Las pruebas serologicas no son especificos ya que existen reacciones cruzadas
entre la B. melitensis y bacterias como: la Yersinia enterocolitica O: 9, Escherichia
coli O: 157, Salmonella O: 30, Stenotrophomonas maltophilia y Vibrio cholerae O:
1. La B. melitensis se identifica por el biovar, la tipificacion de fagos y cultivo,
ademas de las caracteristicas bioquimicas y serologicas. La inoculacion animal es
poco usada para aislamiento, pero a su vez puede ser una técnica efectiva cuando
han fallado las otras opciones. La reaccion en cadena por la polimerasa (PCR)
esta disponible, pero es de alto costo la cual solo se utiliza como ultima instancia

en zonas de escasos recursos (Mantur y Amarnathe, 2008).

Las cepas mas utilizadas en laboratorio son las que se encuentran en fase S
(cepas lisas), especificamente, B. abortus 1119-3 6 99S y van a servir como
antigenos para detectar la presencia de Brucella spp. Esta cepa, detecta
anticuerpos contra B. abortus, B. suis y B. melitensis, pero no para B. canis ni B.

ovis, ya que estas necesitan cepas R (Arestegui et al; 2001).

12



La lucha contra esta enfermedad radica en aplicar medidas sanitarias como la
vacunacion de las hembras a partir de los tres meses de edad y el uso de pruebas
serologicas para la identificacion de los animales enfermos para su posterior

eliminacién, entre otras (Samartino, 2003; Rodriguez et al. 2005).

2.1.7. Prueba de rosa de bengala

Se usa principalmente en caprinos, pues se considera una prueba sensible (95%)
pero con baja especificidad (75%). Esta prueba se considera tamiz. Es necesario
tres reactivos que son B. abortus 1119-3, suero control positivo (0.01% acido de
sodio) y suero control negativo (0.01% acido de sodio). Se coloca en contacto una
alicuota del suero (30uL) con 30uL de antigeno B. abortus 1119-3 al 8.5%,

ajustada a un pH &cido y un colorante Rosa de Bengala (Arestegui et al; 2001).

Tanto el reactivo como el suero control mantenerse a temperatura ambiente de
22°C, una vez se encuentran a esta temperatura, se agita el antigeno suavemente
para asegurar una suspension uniforme. Luego se coloca en la muestra de 30 a
40uL en una parte de la diapositiva, de igual manera de 30 a 40uL del suero con el
antigeno Rosa de Bengala. Se continda con el mismo proceso por cinco minutos,
usando controles positivos y negativos en el lugar de la muestra y se agita
suavemente durante dos minutos, realizando de 10 a 12 movimientos/minuto. Al
cabo de cuatro minutos se procede a la lectura, observando la presencia o no
aglutinacion, que indicara un resultado positivo o negativo respectivamente. En el
caso de que se haya presentado se puede identificar la existencia de anticuerpos

frente al antigeno especifico de Brucella (Arias y Cardenas, 2007).

2.1.8. Investigaciones realizadas en Ecuador.

En estudio se determiné el porcentaje de brucelosis en Ovino y Caprino, en hatos
con prevalencia histérica y también la sensibilidad y especificidad de la prueba

Rosa de Bengala (RB). Para determinar el grado de prevalencia de la brucelosis,
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se muestrearon un total de 452 ovinos en los cantones de Balzar y Quevedo, 319
y 133 respectivamente, en el cantdbn Quevedo también se muestrearon 25
caprino. En Balzar, se alcanzé el mayor grado de positivismo, de 125 (39,2 %);
122 (38,2) negativo y 72 (22,6) sospechosos casos, no asi en el cantén Quevedo
que fue de 18 (13,5 %) de positivo; 102 (76.7%) y 13 ( 9.8 %) sospechosos,
ademas en este canton hubieran seis casos en cabras es decir el (24 %) lo que
indica un positivismo de 24 animales por cada 100 caprinos, 16 (64%) negativo 'y 3

( 12%) sospechosos (Monserrate y Zamora, 2011).

Por otro lado la prueba Rosa de Bengala revel6 una (sensibilidad 68.8% y
especificidad 73.2%). Los resultados muestran que la deteccion de los animales
positivos mediante la prueba de Rosa de Bengala fue especificas y sensibles, por
lo tanto la prueba puede ser una herramienta muy util en el diagnéstico de
Brucella ovis y melitensis y en el programa de erradicacion. Persiste el riesgo de
Brucelosis humana en Balzar y Quevedo ante la presencia de ganado ovino y

caprino infectado con dicho mal (Monserrate y Zamora, 2011).

En otra investigacion se determiné la prevalencia de brucelosis caprina en hatos
ganaderos de los cantones (Isidro Ayora, Lomas de Sargentillo y Pedro Carbo),
provincia del Guayas la prueba de Rosa de Bengala; los resultados de la
prevalencia de brucelosis fue un 12.86% (38 casos positivos); en cuanto a la
prevalencia de brucelosis caprina de acuerdo a la procedencia se establecié que
los tres cantones presentaron el 2,33 % Isidro Ayora, seguido del cantén Lomas
de Sargentillo 4.33% luego del canton Pedro Carbo 6% respectivamente (Palma,
2013).

Este mismo autor menciona en cuanto al sexo, se recolectaron 288 muestras
serologicas de hembras de las cuales 254 resultaron negativas y 34 resultaron
positivas a brucelosis caprina lo que equivale al 11.80%; para el caso de los

machos se recolectaron 12 muestras seroldgicas resultando negativas 8 muestras
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y 4 reflejaron positivas a brucelosis caprina lo que equivale a un 0,86% (Palma,
2013).

En la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas; en hembras caprinas, criadas
bajo un sistema semi-estabulado y extensivo los resultados de la prevalencia de
brucelosis fue un 2.67% (8 casos positivos); en cuanto a la prevalencia de
brucelosis. Se observo una variabilidad en cuanto a seroprevalencia entre hatos
entre un rango de 1.67% a 5.0%, con una seroprevalencia total del 2.67%. La
seroprevalencia general de anticuerpos de brucelosis en cabras obtenida en la
presente investigacion es baja en relacion a la reportada en estudios similares
realizados con anterioridad, esto refleja que la campafa contra brucelosis caprina
ha tenido impacto evidente en cuanto a la prevencion, control y erradicacién de
brucelosis. Se determind que las pérdidas econdmicas producidas en cabras

enfermas es de por aborto es de 600 (Defaz, 2013).
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CAPITULO llI
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



Materiales y Métodos

3.1 Localizaciéon y duracion del experimento.
Como material se utilizo6 300 animales (Hembras adultas) localizado en la
provincia de localizado en los cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre) de la
Provincia de Manabi. Cuyas coordenadas, geograficas es de 1° 3’ 8" S y 80° 27
20" longitud Oeste, a una altura de 6 - 350 msnm, el tiempo de la investigacion fué

de cuatro meses

3.1.1. Cuadro 1. Condiciones meteorolégicas en el estudio epidemiolégico de la
brucelosis caprina (Brucella melitensis) en la provincia de Manabi

en los cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre)

Parametros Caracteristicas
Temperatura °C: 25 - 26
Precipitacion mm: 754.8
Humedad relativa %: 78.32
Altitud m.s.n.m.: 6 - 350
Heliofania. h./luz/afo: 1089.08
Topografia: irregular

Fuente: INAMHI 2014.

3.1.2. Poblacion de Estudios y Muestras.

En los tres cantones, Puerto LOpez, Bolivar y Sucre de la Provincia de Manabi,
se tiene una poblacion de 4875 caprinos de los cuales para el estudio se utilizd
una muestra de 300 animales, con un nivel de confianza del 95% y un error del 5%

en donde se aplicé la siguiente formula.
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Dénde:

n = ¢Muestra
e=5% = 0.05
Z =1.81 (tabla de distribucion normal para el 95% de confiabilidad y 5% error)

N= 4875 (universo)

p =0.50
q=0.50 }
(1.82) “0.50  0.50 e 4875
(4875)(0.05) ~+(1.85) ~0.50 e 0.50

o 0,8281 x4875
(4875)(0.0025) + 0.8281

ho 4036 ,98
~12.1875 + 0,8281

| _ 4036,98
13.0156

Nn = 300caprinos

3.2. Materiales y equipos.
3.2.1. Material

Como material para determinar la brucelosis caprina se utilizé ganado caprino
proveniente de los tres cantones Puerto Lopez, Bolivar y Sucre de la Provincia de

Manabi.
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Cuadro 2. Materiales y equipos en el estudio epidemioldgico de la brucelosis

caprina (Brucella melitensis) en la provincia de Manabi en los

cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre). Quevedo. 2015.

Descripcion Cantidad
Animales

Caprinos ( Hembras y Machos) 300
Materiales de Campo

Tubos vacutainer (tapa roja) 300
Jeringuillas de 5 ml 300
Gel refrigerante (pilas) 2
Termo 1
Tablero 1
Materiales de Oficina

Esferogréficos 1
Lapiz 1
Hojas de registro para la toma de muestras 15
Guantes 1
Etiquetas 300
Gradillas 1
Vestimentas (ropa protectora, botas) 1
Cintas Scott 1
Fundas plasticas 2
Equipos de Laboratorio

Computador 1
Refrigeradora 1
Centrifuga 1
Antigeno Rosa de Bengala (uL) 990
Reloj 1
Eppendorf 300
Puntas para micropipetas 1000
Alcohol 90 grados (ml) 50
Micropipeta 1
Punta amarilla 1
Mandil 1
Toallas 1
Guantes 1
Mascarilla 1
Agua destilada (ml) 50
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3.3. Establecimiento y Manejo del Experimento

3.3.1. Socializacion del proyecto con los ganaderos

Previo a la visita a cada uno de los cantones y la visita a cada una de las fincas
se realizé el contacto con los propietarios o con el administrador y se concreto
una cita para la ejecucién del trabajo (fecha y hora) con el objetivo de que tenga

reunido a los semovientes.

3.3.2. NUmero de animales a muestrearse

Se considerd el numero de ovinos que estan localizados en los tres cantones
(Puerto Lopez, Bolivar y Sucre) de la Provincia de Manabi, los mismos que son
una poblacion total de 4875 caprinos de los cuales se tomaron una submuestra de
300 animales (Hembras) luego se sacaron 5cc de sangre de la yugular por cada
semoviente. Los animales seleccionados fueron registrados con la respectiva

identificacion.
3.3.3. Recoleccion y analisis seroldgico de la muestras de sangre
3.3.3.1. Recoleccion de las muestras

Los animales fueron registrados con la respectiva anticipacién y se procedié a
tomar la muestra con la jeringa, y se le extrajo la sangre de la vena yugular, la
cantidad de cinco centimetros, luego se dejé en un angulo de 45°, en un tiempo de
30 minutos para obtener el plasma sanguineo, en lugar seco y fresco.
Seguidamente las jeringas se las guard6 en una hielera y se la llevé al laboratorio

y se las colocaron en refrigeracion a 4° C hasta su analisis.
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3.3.3.2. Andlisis seroldgico de la muestras de sangre

Las muestras de sangre obtenidas en las fincas fueron analizadas bajo el método

de seroaglutinacion, con la prueba de Rosa de Bengala, que a continuacion se

describe.

3.3.3.2.1. Técnica

En lineas generales, la prueba se realiz6 de la siguiente forma.

Se colocaron 0.90 uL de plasma o suero o problema sobre el vidrio del
Aglutinoscopio

Se coloc6 0.30 uL de antigeno Rosa de Bengala cerca de la gota del suero.
Se mezclo bien el suero y el antigeno utilizando un agitador o punta distinto
para cada muestra. La superficie ocupada por la muestra debe tener un
diametro de 23 a 24.mm.

Hacer girar la porta objeto durante 4 minutos a razon de 10 a 12
movimientos por minuto. Esto se realizé en forma manual.

El resultado de la prueba se leido a los 4 minutos sobre un fondo blanco.
Las reacciones positivas presentaron grumos de aglutinacion, que pueden
ser grandes o pequefios.

La prueba es cualitativa, por lo que el resultado se informa como positivo o
negativo.

La prueba de seroaglutinacion se la realizd6 en el laboratorio de

Biotecnologia da la Universidad Técnica Estatal de Quevedo.

3.3.4. Analisis e Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de los analisis se consideré los resultados positivos y

negativos. Como positivos se consideraron cuando las muestras presentaron
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grumos en cualquiera de las concentraciones o diluciones, negativos cuando no

presenta grumos.
3.3.4.1. Prevalencia de brucelosis caprina

En base al resultado del analisis laboratorio, de los casos positivos y mediantes
las pruebas aritméticas y porcentuales se determind su prevalencia mediante la

siguiente formula.

NUumero de animales positivos
PBC - X 100
NUimero de animales muestreados

Dénde:

PBC= Prevalencia de brucelosis caprina

3.3.4.2. Zonas de mayores Prevalencias.

Luego de los analisis de las muestras seroldgicas en el laboratorio se procedié a

determinar las zonas que tuvieron una mayor prevalencia.

3.3.4.3. Determinacion de las pérdidas econdmicas.

Con la determinacion de la prevalencia y su distribucion, se calculé el monto de

las pérdidas econémicas causadas por la enfermedad.
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3.3.5. Anélisis Estadistico

Prevalencia aparente (Pa)
La determinacion de la prevalencia aparente de la Brucella melitensis en los

caprinos en la zona se realizé con la siguiente formula:

Numero de animales positivos
Pa = X 100
Numero de animales muestreados

—_—

Tz
Ic = P rg
T

VP + FN

Donde:

IC= Intervalo de confianza.

Pa= Prevalencia aparente

Z= Nivel de confianza

q=1-p

n= Tamafio de muestra

Prevalencia corregida o real (Pr)

Se obtuvo en base a los porcentajes, 75 % de sensibilidad y 95 % de especificidad
de la prueba de Rosa de Bengala. (OIE, 2009). Y se halla mediante la siguiente

formula.

Pa+E-1

Pr =

S+E-1
Doénde:

Pa = Prevalencia aparente
E = Especificidad de la prueba de Rosa de Bengala

S = Sensibilidad de la prueba de Rosa de Bengala
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Prevalencia de la Brucelosis caprina en la provincia de Manabi en los

cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre).

En el cuadro serolégico el andlisis serologico de las 300 muestras de las cabras
muestreadas Puerto Lopez, Bolivar y Sucre, estos sueros mostr6 un 6.33
% de positividad para Brucella melitensis. Ademas se manifiesta que la
seroprevalencia persiste entre las hembras de los nueve hatos analizados con una
prevalencia aparente de 6.33%. Se observdé una variabilidad en cuanto a
seroprevalencia entre hatos entre un rango de 0.33% a 1.33%, con una
seroprevalencia total del 6.33% (Figura 1). Por otro lado se realiz6 el calculo de

Intervalo de confianza dando como resultado de 17.35% ver cuadro (3).

Cuadro 3.- Resultados y porcentajes en el estudio epidemioldgico de la brucelosis
caprina (Brucella melitensis) en la provincia de Manabi en los

cantones (Puerto Lépez (PL), Bolivar (B) y Sucre (S))

Fincas Caprinos Casos Casos % de
muestreados Positivos Negativos Prevalencia

1 30 (PL) 3 27 1.00
2 30 (PL) 4 26 1.33
3 40( PL) 2 38 0.67
4 30 (B) 3 27 1.00
5 30 (B) 1 29 0.33
6 40 (B) 1 39 0.33
7 30 (S) 2 28 0.67
8 30 (S) 1 29 0.33
9 40(S) 2 38 0.67
Total 300 19 (6.33%) 281 (93.67%) 6.33
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Porcentajes epidemiologicos de la brucelosis caprina
(Brucella melitensis) en la provincia de Manabi, en los
Cantones Puerto Lopez, Bolivary Sucre
" 100
s 80
E
e 60
o
40
2
£ 20
=
Z
Puerto Lopez . Bolivar . Sucre
M Casos Positivos 9 5 5
M Casos Negativos 91 95 95

Figura 1. Numero de caprinos reaccionantes a la prueba de Rosa de Bengala en
la provincia de Manabi en los cantones (Puerto Lépez, Bolivar y Sucre).

En la figura 1; se muestra la prevalencia de brucelosis ovina en la que 19 animales
resultaron positivo en los tres cantones de 300 muestras y se puede sugerir que
la posible subestimacion de la prevalencia dado el tipo de prueba empleada, como
los anticuerpos inducidos por Rev.1 no pueden distinguirse de los inducidos por la
cepa salvaje, las pruebas seroldgicas de la brucelosis deben interpretarse en
funcién del estado de vacunacion del rebafio. Ademéas estas pruebas no son lo
suficientemente especificas como para diferenciar reacciones seroldgicas debidas
a B. melitensis de las reacciones falsas positivas debidas a bacterias con reaccion

cruzada como Yersinia enterocolitica O:9.

Se muestrearon 300 animales adultos de hatos que pertenecen a los tres
cantones de la provincia de Manabi. Se hallé6 que la mayor prevalencia se la
encontré6 en el Cantdn Puerto Loépez. La técnica diagnéstica utilizada para

determinar la prevalencia de brucelosis caprina fue la prueba cualitativa de
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aglutinacion de Rosa de Bengala, la cual presenta la ventaja de ser una prueba
simple y es realizada donde se desconoce el estado de la infeccidén. Esto
resultado estan por debajo por Monserrate y Zamora, (2011) que en 452 ovinos
en los cantones de Balzar y Quevedo, 319 y 133 respectivamente, obtuvieron en
Balzar, el mayor grado de positivismo, de 125 (39,2 %); 122 (38,2) negativo y 72
(22,6) sospechosos casos, no asi en el canton Quevedo que fue de 18 (13,5 %)
de positivo; 102 (76.7%) y 13 ( 9.8 %) sospechosos, ademas en este canton
hubieran seis casos en cabras es decir el (24 %) lo que indica un positivismo de

24 animales por cada 100 ovinos, 16 (64%) negativo y 3 ( 12%) sospechosos.

Defaz (2013) en hembras caprinas, criadas bajo un sistema semi-estabulado y
extensivo los resultados de la prevalencia de brucelosis fue un 2.67% (8 casos
positivos); en cuanto a la prevalencia de brucelosis en la provincia de Santo
Domingo.

Palma (2013) determiné la prevalencia de brucelosis caprina en hatos ganaderos
de los cantones (Isidro Ayora, Lomas de Sargentillo y Pedro Carbo), provincia del
Guayas la prueba de Rosa de Bengala; los resultados de la prevalencia de
brucelosis fue un 12.86% (38 casos positivos)

4.2. Prevalencia de brucelosis caprina en tres cantones de la provincia de

Manabi.

Del total de 300 unidades caprinas muestreados; solo fueron hembras. Para este
caso las hembras 281 fueron negativas y 19 resultaron positivas a brucelosis

caprinas a lo que equivale al 6.33 %.

Al comparar éstos resultados con el estudio realizado en el Ecuador, nos sugiere
gue la ausencia de reactores a Brucella spp. en los animales muestreados, podria
deberse a que la mayoria de caprinos que predominan en la zona pertenecen al

sistema de crianza extensiva y sedentaria, no permitiendo un mejor control de los
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hatos, como también al programa de control y erradicaciébn de la brucelosis
caprina, llevado a cabo desde el afio 2010, por el Ministerio de agricultura y
ganaderia, por otro lado la introduccion de animales (caprinos y bovinos)
provenientes de otro lado; movilizandose sin el control necesario en busca de
alimento para su ganado en época de sequia, factor que favorece la diseminacién
de la enfermedad.

Las hembras son mas susceptibles a la infeccion por cepas lisas de Brucella spp.
En particular las que corresponden a la especie de B. abortus, B. melitensis y B.
suis. De igual modo, las hembras hijas de madres brucelosas pueden ser
negativas a las pruebas seroldgicas por ser inmunotolerantes, pero permanecer
persistentemente infectadas y constituir un riesgo para el resto de los animales
(OIE, 2007).

La prueba Rosa de Bengala revel6 una (sensibilidad 75% y especificidad 95 %).
Los resultados muestran que la deteccién de los animales positivos mediante la
prueba de Rosa de Bengala fue especificas y sensibles, por lo tanto la prueba
puede ser una herramienta muy util en el diagnéstico de Brucella melitensis y en
el programa de erradicacion. Persiste el riesgo de Brucelosis humana en la
provincia de Manabi, ante la presencia de ganados caprinos infectados con dicho

mal.

En la actualidad AGROCALIDAD el responsable del control de la brucelosis
caprina en ésta provincia; al igual que en otras zonas endémicas se estan
haciendo esfuerzos por alcanzar los mismo niveles en la educacion sanitaria y la
vigilancia epidemiolégica. En el primer punto ha de tenerse en cuenta los patrones
culturales en los cuales se vienen desarrollando las explotaciones caprinas ya que
constituye un factor determinante. Para obtener datos epidemiol6gicos mas fiables
sobre la brucelosis caprina, es necesario conocer prevalencias de esta infeccion

en areas endémicas o en riesgo. El conocimiento del comportamiento
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epidemiolodgico servira de base para estar mejor enterado de la enfermedad en el
pais, colaborando asi, con el programa de control y erradicacion a crear areas
libres de la enfermedad y como consecuencia disminuir la incidencia de casos
humanos en nuestro pais. Esto concuerda con Monserrate y Zamora (2011),
quienes mencionan que los animales de reemplazo generalmente son del propio
hato y que so6lo 20% de ganaderos compran semovientes de otros hatos. Sin
embargo, en esta zona aun existen caracteristicas que dificultarian la prevencion y

control de esta infeccion.

Por otro lado la mayoria de casos existe crianza conjunta con otras especies
animales; esta practica, ademas de generar hacinamiento y aumentar el riesgo de
infeccion caprina por inhalacion del polvo de los establos, obliga a realizar la
vacunaciébn en otras especies (ganado bovino), es decir, requiere mayor

intervenciéon educativa.

Seguido de la alimentacion del ganado en campo abierto, que sumado la falta de
control de tierras y pastos y a la cualidad trashumante de los criadores, facilitan la
diseminacién de la infeccion de caprinos por el contagio a través de la mucosa
nasal por ingestion de materias contaminadas de bacterias excretadas por los
animales infectados. Cambiar estas practicas también implica intensa intervencion
educativa, tarea mas dificultosa de lograr en una poblacién objetivo de bajo nivel

de instruccion (Sbriglio et al., 2007)

Por lo tanto se acepta La prueba seroldgica Rosa de Bengala revelara que La
Provincia de Manabi en los Cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre) existen un
alto porcentaje de brucelosis caprina, debido a que encontramos un 6.33 % de

brucelosis.

En los que respecta a la otra hipotesis: El pesquisaje seroldgico de la Brucelosis

caprina representa una herramienta certera en la determinaciéon de la prevalencia
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y factores de riesgo zoonotico se acepta ya que se pudo determinar la

seroprevalencia.

4.3.Pérdidas Econdmicas.

En lo que respecta a este objetivo para el calculo de las pérdidas econémicas por
Brucelosis caprina, se incorpora dos aspectos fundamentales. Primero de abortos
y la disminucién de la produccion de leche y carne. En el cuadro cuatro, se
observan los resultados acerca de las pérdidas econdmicas que sufre el ganadero
cuando una cabra aborta, se estima que en las ganaderias de los tres cantones
(Puerto Lépez, Bolivar y Sucre) de la Provincia Manabi, el productor deja de
percibir $ 180,00 por cada aborto, es por el precio del cabrito. A esto también se

suma el costo de la reproductora de $300.

A mas de los resultados obtenidos se debe considerar la pérdida que tiene el
ganadero que por efecto de la brucelosis el animal queda infértil, también el
nacimiento de animales débiles o portador sano, lo hace que se la venda para
camal y no asi como un material de alto valor genético dando un total de $ 480

dolares.

Igualmente se debe considerar lo indicado por Monserrate y Zamora, (2011);
quienes revelan que son muy pocas las hembras infectadas que se curan
completamente por lo tanto se las debe considerar portadoras permanente de la
infeccion por lo que el ganadero debe optar por deshacerse de los animales con
brucelosis y algunos otros autores en los antecedentes manifiestan que esta
bacteria puede permanecer de por vida dentro del organismo del animal por lo

tanto que se recomienda mandar el reactor positivo al camal.
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Cuadro 4.- Estimacion de la pérdida econ6mica causada por el aborto
epidemiologico de la brucelosis caprina (Brucella melitensis) en la

provincia de Manabi en los cantones (Puerto Lépez, Bolivar y Sucre).

Item Detalle Cantidad V.U. Subtotales
1  Valor del cordero 1 180 180
2 Costo de la reproductora 1 300 300
Total 480

El costo del andlisis de brucelosis para caprino con la prueba Rosa de Bengala es
de $ 3.0.

El bajo numero de animales serorreactores a brucelosis caprina (19/300)
encontrado en el presente estudio es un importante hallazgo, al constituirse como
herramienta informativa sobre el comportamiento epidemioldgico de la brucelosis
caprina en los tres cantones de la provincia de Manabi; que por otro lado albergan
a la mayor poblacién caprina del Ecuador. Esto podria contribuir para que las
autoridades sanitarias del Estado evalUen el éxito de sus programas establecidos
y puedan en su momento declarar el area como libre de la enfermedad.
Igualmente se debe considerar lo indicado por Monserrate y Zamora (2011);
Palma (2013) y Defaz (2013), uienes manifiestan que son muy pocas las hembras
infectadas que se curan completamente por lo tanto se las debe considerar
portadoras permanente de la infeccion por lo que el ganadero debe optar por
deshacerse de los animales con brucelosis y algunos otros autores en los
antecedentes manifiestan que esta bacteria puede permanecer de por vida dentro
del organismo del animal por lo tanto que se recomienda mandar el reactor

positivo al camal.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de la investigacion se llegd a las siguientes

conclusiones:

1. La seroprevalencia general de anticuerpos de brucelosis en cabras obtenidas
en el presente estudio estd presente a la media nacional y esta por debajo a
la obtenida en estudios similares realizados con anterioridad.

2. Mediante la prueba de Aglutinacion Rosa de Bengala, se determin6 que la
Brucella melitensis esta presente en el ganado caprino muestreado en los tres
cantones (Puerto Lopez, Bolivar y Sucre) fue de 6.33%, con 19 casos
positivo.

3. La sensibilidad y especificidad de esta prueba (Rosa de Bengala) fue de
6.33y 93.67 % respectivamente

4. Las pérdidas econ6micas provocadas por la brucelosis en la provincia de
Manabi fue de $ 480, 00, esto es debido a que el gobierno a realizado la
introduccién de nuevo ejemplares.

5. El costo de analisis por animal fue de $ 3,00.
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VI. RECOMENDACIONES

Analizadas las conclusiones, se recomienda:

1.

Con el fin de mantener el estado sanitario actual del ganado caprino de la
provincia de Manabi y el pais, se recomienda a los organismos estatales a
extender el plan del programa de control y erradicacion de la brucelosis
caprina y que se incluyan vacunacion, por ser considerado como é&rea en
riesgo de esta enfermedad.

Hacer PCR especifico para Brucella melitensis para de esta manera conocer
si son animales infectados por la bacteria o son portadores de una vacuna
Que las personas que laboren en el manejo de los animales y tomen leche
cruda, sean sometidos a pruebas serolégicas para conocer si han sido
contagiado y recibir su tratamiento.

Al introducir animales de otra provincia o pais al predio se debe realizar el

analisis de laboratorio para prevenir la presencia de la enfermedad en la finca.
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Anexo 2. Fotografias de la investigacion

Hatos ganaderos donde se tomé las muestras
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Tomando muestras

Recolecciéon de sueros.
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Andlisis serolégico de las muestras de sangre.
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