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CABRAS INFECTADAS EN EL MUNICIPIO DE PEROTE, VER.
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Resumen

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial de alta contagiosidad y poco atendida
en paises en vias de desarrollo. Existe informacién sobre diferentes especies del género
Brucella que infectan una gran variedad de especies animales domésticas y salvajes, incluso
interespecies. La prevencion de la brucelosis en animales es esencial para la erradicacion de
la enfermedad en el hombre. La distribucién de las diferentes especies de Brucella y sus
biovariedades o biovares cambia con las areas geogréficas, y también las tasas de infeccién
son muy variables de un pais a otro e incluso dentro de las regiones de un mismo pais. Por
ello, el objetivo del presente trabajo fue identificar la presencia de cepas de Brucella spp. a
partir de leche de cabras infectadas del municipio de Perote, Ver., se colectaron muestras de
leche de 11 cabras seropositivas de las que se tomaron 45 mL en tubos estériles tipo
Falcon®, las muestras se transportaron en refrigeracién a 4°C al laboratorio de Microbiologia
de la Unidad de Diagndéstico de la Posta Zootécnica Torredn del Molino de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Veracruzana. Las muestras se
centrifugaron a 3,000 X g para separar grasa y sedimento de la leche y realizar la siembra en
agar TSA con suero bovino y suplementado con medio de Farrell para lograr el aislamiento
de Brucella spp.; para identificar la especie de y su biovariedad, se realizaron pruebas
bioquimicas. Se identifico la presencia de Brucella spp. en siete muestras (63.6%); de éstas,
la totalidad se desarrollé a partir de la grasa y cuatro (36.4%) también del sedimento. En seis
de las muestras se identificd Brucella melitensis biovar 1 y en una, Brucella abortus biovar 1.
Se concluye que en el municipio de Perote existen al menos dos especies de brucelas que
infectan a las cabras, y esto representa un riesgo para la salud de los consumidores de
productos lacteos no pasteurizados.

227 Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Veracruzana. Veracruz, Ver. dmartinez@uv.mx

228 Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria Microbiologia (CENID-Microbiologia), Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.
229 Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional



mailto:dmartinez@uv.mx

Avances en Investigacion
Agricola, Pecuaria, Forestal, Acuicola,
Pesqueria, Desarrollo rural, Transferencia de tecnologia,

Biotecnologia, Ambiente, Recursos naturales y Cambio Climético
e
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Introduccidén

La brucelosis es una zoonosis de amplia distribucion en humanos y animales, en particular
en paises en via de desarrollo. Las especies de Brucella, B. abortus, B. melitensis, B. ovis, B.
canis, B. suis, y B. neotomae infectan una gran variedad de especies animales domésticas y
de mamiferos silvestres; como ganado bovino, caprino y ovino; canidos, porcinos y roedores
(Saldarriaga y Rugeles, 2002). Por tanto, la prevencién de la brucelosis en animales es
esencial para la erradicacion de la enfermedad en el hombre (Tique et al., 2010).

La distribucion de las diferentes especies de Brucella y sus biovares es distinta en
dependencia de las areas geograficas. La brucelosis bovina existe en todo el mundo, con
excepcion de aquellos paises que la han erradicado. Las tasas de infeccibn son muy
variables de un pais a otro y aun en las diferentes regiones de un mismo pais (Acha y
Szyfres, 2003). En México, con base en el reporte del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), 69.6% del territorio nacional se encuentra
en fase de control, 21.2% en fase de erradicacion y 9.1% en estatus de libre; éste ultimo
corresponde a la superficie del estado de Sonora, que es la Unica entidad que cuenta con
ese estatus para B. abortus, que no es igual para B. melitensis y B. ovis que esta en fase de
erradicacion (SAGARPA, 2016). De acuerdo con informacion publicada por la Secretaria de
Agricultura Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) a través del
SENASICA, en el afio 2012 la frecuencia de brucelosis en los rebafios caprinos en el estado
de Veracruz era de 7.42% (SAGARPA, 2013).

Una de las principales razones para luchar contra la brucelosis, se debe a que su prevalencia
en animales plantea en primera instancia un grave problema de Salud Publica y en segunda,
de caracter economico por los efectos en la produccién pecuaria (Ortega et al., 2013);
entonces, es necesario establecer o incrementar medidas de prevencion, de higiene personal
y sanitarias en la elaboracién de los quesos y otros derivados lacteos, orientadas a evitar que
la poblacién general, identificada como de mayor riesgo, continle con el consumo de
alimentos que representan un riesgo para la salud como la leche sin pasteurizar y sus
derivados elaborados con ésta (Lopez, 2006).

Desde el punto de vista patologico y epidemioldgico, la infeccion por B. melitensis en cabras
y en ovejas es muy similar a la infeccion por B. abortus en ganado bovino; sin embargo, la
primera es mas invasiva, virulenta y de facil trasmision al humano (Tique et al., 2010); las

cabras representan unas de las fuentes mas importantes de brucelosis humana. Esta
enfermedad ha sido relacionada con trabajadores de alto riesgo como veterinarios y
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ordefiadores que se infectan por lo general al entrar en contacto con secreciones vaginales,
animales recién paridos y leche contaminada. Aunado a ello, esta enfermedad representa un
gran riesgo para la Salud Publica porque el consumo de leche no pasteurizada o
subproductos lacteos, como quesos y mantequillas elaborados con ésta, pueden ser fuente
de infeccion (Saldarriaga y Rugeles, 2002).
Debido al riesgo para la salud publica que representa la brucelosis, es necesaria la
identificacion de cepas de Brucella spp. para establecer acciones efectivas de erradicacion,
aplicar métodos preventivos y evitar su diseminacion en rebafios sanos, porque existen
productores que no estan conscientes de su existencia, por tanto, no utilizan métodos de
control adecuados. Asi, el objetivo del presente estudio fue demostrar la presencia de
Brucella spp. en caprinos a partir de leche de cabra e identificar el tipo de cepa que afecta a
los rebafios en el municipio de Perote, Ver.

Materiales y métodos

El estudio fue de tipo transversal con muestreo dirigido a cabras seropositivas a Brucella spp.
de la comunidad de Xaltepec, municipio de Perote, Ver.; se utilizaron muestras seroldgicas y
de leche. Las pruebas diagndsticas se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia en la
Posta Zootécnicas Torredn del Molino perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Veracruzana en la ciudad de Veracruz, asi como en el
laboratorio de Microbiologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto
Politécnico Nacional.

Se colectaron muestras sanguineas de la vena yugular de 107 cabras en tubos vacutainer sin
anticoagulante, mismos que se identificaron con el numero de arete del animal. Las muestras
se dejaron reposar de forma horizontal a temperatura ambiente hasta la formacion del
codgulo para obtener el suero sanguineo; después, se colocaron en hieleras con
refrigerantes para mantener la temperatura a 4°C y transportarlas al Laboratorio de
Diagnéstico. Las muestras se centrifugaron a 1,000 X g, durante 15 minutos para separar el
coagulo del suero; se realiz6 la prueba de aglutinacion con Rosa de Bengala al 3% (RBPT)
como tamiz y los positivos se confirmaron por la prueba de Inmunodifusion Radial Simple
(SDR) para identificar los animales posiblemente infectados con Brucella spp. (SAGARPA,
2011).

A las cabras confirmadas, se les tomdé muestra de leche de la glandula mamaria, previo

lavado con agua y jabdn, secado y desinfeccién de los pezones. Se colectaron 45 mL de
leche de cada medio de la glandula mamaria a partir de la segunda secrecion en tubos
estériles tipo Falcon®, mismas que se identificaron con el nimero de arete del animal y el
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pezon de procedencia. Las muestras se transportaron al laboratorio en hieleras con
refrigerantes y después se refrigeraron a 4°C durante 24 horas. Las muestras se
centrifugaron a 3,000 X g durante 10 minutos, para separar la crema y el sedimento. Para la
bacteriologia se utilizaron placas de agar TSA con suero bovino suplementadas con medio
de Farrell, mismas que fueron inoculadas por duplicado con grasa y sedimento. La mitad de
las cajas se incubaron en atmdsfera de aerobiosis y la otra, bajo presion del 5 a 10% de
diéxido de carbono (velobiosis), a 37°C en una estufa de cultivo por espacio de dos semanas
con revisiones cada 96 horas. Las colonias aisladas se identificaron a través de pruebas
bioguimicas para determinar la especie, biovariedad y especificas para cepas vacunales de
referencia (Martinez et al., 2009). Se realizaron pruebas bioquimicas: a) Produccién de &cido
sulfhidrico (H2S) con tira de acetato de plomo; b) Reaccion de aglutinacion frente a sueros
monoespecificos, ¢) Prueba de ureasa. Se realiz6 la prueba de Sensibilidad a colorantes
(Alton et al., 1976). Se realiz6 también la prueba de SIM que permite observar la inmovilidad
de las brucelas y la ausencia de indol y Hz=S en este medio.
Para el andlisis de la informacion se utilizé la epidemiologia descriptiva; los datos obtenidos,
el calculo de frecuencias y los intervalos de confianza al 95% (ICes%) fueron también
descriptivos y se realizd de acuerdo a lo establecido por Thursfield (2005) con el software en
linea Vassarstats.

Resultados y discusion

En el Cuadro 1, se muestran las frecuencias de los animales positivos a pruebas de
aglutinacion, se realizaron pruebas en serie; como prueba tamiz Rosa de Bengala al 3%
(RBPT) con la que se obtuvieron 15/107 (14.01%) animales positivos. Con la prueba de

Inmunodifusion Radial Simple (SDR) como prueba confirmatoria 11/107 (10.28%).

Cuadro 1. Frecuencia (%) de muestras positivas a Brucella spp. a pruebas de aglutinacion.

No. de Positivas Frecuencia [Coss Positivas Frecuencia [Coss
muestras RBPT (%) oo% SDR (%) %%
107 15 14.01 8.32-22.39 11 10.28 5.49-18.03

De las 11 hembras positivas a prueba SDR, se tomaron muestras de leche y se realiz6 la
siembra de grasa y sedimento en agar TSA con suero bovino y enriquecido con suplemento
de Farrell. Se observé crecimiento bacteriolégico en siete (63.6%) muestras, de las cuales
100% se desarrollaron a partir de grasa y cuatro de ellas (36.4%) tuvieron desarrollo solo en
sedimento, como se aprecia en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Frecuencia (%) de aislamiento en muestras de leche de cabra.

NUmero de muestras Positivas Frecuencia (%) ICos%
Grasa 11 7 63.6 31.6-87.6
Sedimento 11 4 36.4 12.4-68.4

De las 11 muestras que fueron colectadas para la siembra en agar TSA enriquecido con
suplemento de Farrell cuatro (36.4%) tuvieron desarrollo tanto en grasa como en sedimento y
tres (27.2%) solo en grasa como se observa en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Aislamiento de Brucella spp. con medio de Farrell en leche de cabra de la localidad de
Xaltepec, municipio de Perote, Ver.

Tipo de muestra
Grasa Sedimento

35 + +
62 - -
38 +
68 +
263 +
+
+
+

No. Muestra Identificacion animal

556
557
558
409 - -
420 - -
452 - -

© 00 N O OB WDN P

N =
(N )

En relacion con la identificacion de las especies de Brucella spp. a través de las pruebas
bioguimicas, se encontré que las siete muestras que presentaron desarrollo, seis cultivos
correspondieron a Brucella melitensis biovar 1 y una a Brucella abortus biovar 1 como se
aprecia en el Cuadro 4.

La frecuencia obtenida en la comunidad de Xaltepec, Perote, Veracruz es similar al trabajo
de Solorio et al. (2007) en el estado de Michoacan, donde se encontré0 una prevalencia
general de 9.8% al utilizar también RBPT como tamiz y confirmar con la de Fijacion de
Complemento; sin embargo, en un estudio realizado en la zona centro del estado de
Veracruz por Roman (2017) donde se midi6 la seroprevalencia de brucelosis con RBPT, se
observé una frecuencia de 18.18%; no obstante, se menciona que en los municipios

seleccionados para el estudio se vacuna de forma intensiva, y esto puede producir
interferencia diagndstica, pues al confirmar con SDR la prevalencia se redujo a 0.52%. De
acuerdo con informes publicados por la SAGARPA a través del SENASICA en 2012, la
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frecuencia de brucelosis en rebafos caprinos del estado de Veracruz fue 7.42% (SAGARPA,
2013).

Cuadro 4. Identificacion de cepas de brucelas aisladas por pruebas bioquimicas en leche de cabra de
la localidad de Xaltepec, Ver.

No. de muestra Identificacion del animal Especie

1 35 B. abortus biovar 1

2 38 B. melitensis biovar 1
3 68 B. melitensis biovar 1
4 263 B. melitensis biovar 1
5 556 B. melitensis biovar 1
6 557 B. melitensis biovar 1
7 558 B. melitensis biovar 1

Las hembras suelen ser mas susceptibles a la infeccion por cepas lisas de Brucella spp. en
particular las que corresponden a las especies B. abortus y B. melitensis. Asi, las hembras
hijas de madres brucelosas pueden ser negativas a las pruebas serolégicas por ser
inmunotolerantes, pero permanecer persistentemente infectadas y representar un riesgo para
el resto de los animales (LOpez et al., 1992).

En el presente trabajo se identific6 mayor crecimiento en la grasa de la leche (63.6%), y
concuerda con Martinez et al. (2009) quienes procesaron muestras de leche de cabra a
través de examenes bacterioldgicos, con el fin de determinar la eliminacién de B. melitensis y
otras especies del género Brucella, y lograron observar que B. melitensis biovar 1 puede ser
aislada con mayor facilidad en la grasa, que es la muestra mas recomendada para realizar el
diagndstico bacteriologico. Las bacterias del género Brucella se alojan en nédulos linfaticos y
tejido mamario, aunque se eliminan de forma crénica e intermitente, entonces la leche y sus
derivados sin pasteurizar constituyen la principal fuente de infeccién (Hernandez et al., 1996).
Con estos resultados se demuestra que el sedimento también debe ser considerado como
una porcion alternativa para aislar Brucella spp., porque parte de las bacterias a pesar de ser
hidrof6bicas, no tienen la habilidad para adherirse a los glébulos de grasa, como lo menciona
Martinez et al. (2002) en el estudio donde logro aislar Brucella spp. a partir de sedimento,
pero no en la grasa de la leche, entonces se recomienda utilizar ambos tipos de muestra para
el aislamiento de la bacteria. El agar TSA con suero bovino suplementado con medio de
Farrell es mas selectivo para el aislamiento de Brucella spp. y por ser transparente ayuda a la
observacion de las colonias como lo sefiala Cortes (2015) en su estudio, donde logré aislar
Brucella spp. en 10 muestras de queso fresco artesanal de origen caprino, pues considera
gue esta propiedad es un factor determinante para el aislamiento de la bacteria.
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Los datos anteriores permiten conocer que en la comunidad de Xaltepec, Ver. los caprinos
estan infectados tanto con Brucella abortus biovar 1 como con Brucella melintensis biovar 1y
gue ambas se eliminan a través de la leche de las cabras en produccion, y esto de origen
representa ya un grave riesgo de transmision de infecciones cruzadas entre diferentes
especies de animales y el humano, como lo explican Lépez et al. (1992) y Martinez et al.
(2002), sobre todo si forman parte del rebafio de crianza porque, si no se infectaron en la
gestacion, tendran alta posibilidad de hacerlo en la lactancia. Asimismo, los productos que
provienen de esta leche sin pasteurizar representan una fuente de infeccion para el
consumidor (Lopez et al., 1992).

La importancia en la identificacion de especie radica en el hecho de que Brucella melitensis
se considera la mas virulenta para el humano (Lopez et al., 1992), de ahi la importancia de
observar cual de las especies afecta a los rebafios de una zona y con ello a la poblacién. Los
consumidores no sélo estan expuestos a las cepas de campo (Heyman, 2005), sino también
a las cepas vacunales. La localidad de Xaltepec esté ubicada en el Valle de Perote donde se
vacuna con la cepa Rev-1 de Brucella melitensis biovar 1, pero se infiere que en este estudio
se aislaron e identificaron solo cepas de campo infectantes porque, aunque las dos cepas
son biovar-1, la Rev-1 es estreptomicina dependiente; es decir, los medios de cultivo
necesitan ser adicionados con este quimioterapéutico para su crecimiento, de lo contrario no
existe desarrollo de la cepa Rev-1 (Alton et al., 1976).

Por otra parte, se observo que los animales que se encontraban en la unidad de produccion
convivian con otras especies (perros, bovinos, burros y caballos) y la coexistencia de los
animales si carecen de examenes zoosanitarios que garanticen su estado de salud,
promueven que se produzcan infecciones cruzadas entre especies de brucelas que son
propias de otros animales. La convivencia inter-especies pueden ayudar a la aparicién de
brucelas atipicas al hospedero como consecuencia del confinamiento, puesto que comparten
el mismo espacio y alimentacién; esta es la razon por la que los bovinos se han considerado
como factor de riesgo en la eliminacion de Brucella abortus biovar 1 durante el aborto, debido
a las excretas como loquios, membranas placentarias, orina y heces que facilitan la aparicién
de la brucelosis en otras especies como ovinos, caprinos, canidos y porcinos (Moreno et al.,
2002).

Conclusiones

1. En el presente trabajo se obtuvo una frecuencia de 10.28% de brucelosis (11/107) de las
muestras seroldgicas colectadas en las cabras de los rebafios de la comunidad de Xaltepec,
Veracruz; y eso permitio el aislamiento de Brucella spp. en 7 (63.63%) de 11 confirmadas por
pruebas serologicas.
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2. Se identificd Brucella melitensis biovar 1 en 6/7 (85.71%) muestras de leche de cabra, asi
como Brucella abortus biovar 1 en 1/7 (14.28%) muestras, que indica que pueden
presentarse infecciones cruzadas debido a la convivencia con otras especies animales.
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