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RESUMEN

El queso ¢ un alimento exquisito, con alte valor nutricional, elaborado a
partir de Ia leche de tres especies de mamiferos, vaca, borrego vy cabra, en forma
individual, o mezclada, En México, existe preferencia por ¢l consumo de gueso
fresco, cuya elaboracion es a partir de leche cruda, situacion gue se torna grave, si
s¢ elabora a partiv de leche proveniente de animales enfermos, ¢l queso asf
claborado ¢s un vehiculo para la transmision de bacterias patdgenas para el hombre,
como es el caso de Brucella sp.

En México, la brucelosis ha sido encontrada en 1a mayoria de los estados del
pais. En Sonora, se presentan los primeros casos hacia el afio de 1977, y a partir de
entonces se ha venido propagando y aunwntan?n su Incidencia en forma alarmante,
principalmente en la zona Sur del estado,

Se realizé el presente trabajo, para determinar la recuperacion y Ia incidencia
de Brucella sp en queso fresco regional, asf como los biotipos presentes, empleando
el método de siembra directa y con pre-enriquecimiento, ademas, se Hevaron a cabo
los andlisis fisicoquimicos de los quesos, para determinar su influencia en la
recuperacion de la bacteria.

Se encontrd gque con pre-enriquecimiento se obtenia una mayor recuperacion
{mayor del 50%), con respecto al mélodo directo, tanto para Bracella melitensis,
como para Brucella abortus, stendo indistinta la utilizacion de los enrigquecimientos

vii
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empleados, suero de caballo + dextrosa y glicero) + dextrosa, ain cuando en 1a
literatura se reporta un porcentaje de recuperacidn mayor empleando suero de
caballo como enrigquecimiento, De los medios de cultivo empleados, el Agar Brucella
y el Agar Infusion de Papa presentaron mejor recuperacion,

Entr¢ los pardmetros quimicos que presentaron influencia para la
recuperaciin de B. abortus estuvieron el contenido de grasa y cloruros, en cambio,
para la recuperacion de B, melitensis, no influyé ningén pardmetro,

De las 335 muestras de goeso analizadas 25 (7.5%) fueron positivas a
Brucella, predominando Brucellp abortus con 16 cepas, de las cudles, 7 son biotipo
1, se aislaron ademds los biotipos 4, 5 y 7 de la misma especie. Se aislaron 5 cepas

de Brucella melitensis biotipo 1 y 4 cepas de Brucella atipicas.



INTRODUCCION

El gueso es un alimento exquisito, consumido a nivel mundial y producido
a partir de leche de mamiferos, siendo principalmente vaca, borrega y cabra, ya sea
en forma individual o bien mezelada, Es un excelente producto para mejorar }a dieta
diaria, sobre todo en la poblacin infantil, 100 grs. de un buen queso maduro,
aportan a un niiie de 5 afios mds de 1a mitad de la energia y proteina de un dia por
lo que estd considerado entre los mejores alimentos del hombre (Peraza-Castro,
1987a),

En México, existe una preferencia por ¢l consumo de queso fresco, cuyn
claboracion es a partiv de leche cruda, situacion que no serfa grave, si fuera
elaborado a partir de leche proveniente de animales sanos y con los medios
higiénicos adecuados, lo que lo hace un producio sumamenie saludable, situaciones
que desalortunadamente no son las comunes, ya que no hay un mancjo adecuado,
puesto que la leche se ve sometida a la accidn ambiental, las vacas sanas no se
separan de las enfermas, la leche no recibe ningdin tratamiento térmico para la
elaboracion del queso, cuyo proceso es a nivel artesanal y en condiciones sanitarias
inadecuadas, tanto del artesano come del medio ambiente. K} queso asi elaborado
pucde llegar a ser un vehiculo para la transmision de diferentes tipos de bacterias
patdgenas para el hombre, tales como Brucella sp (Eckman, 1975; Teclaw y col.,

1985). El sitio de predileccion de Brucella en las vacas es la ubre y nodulos
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linfaticos supramamarios, los cudles son afectados en un 60 - 93% de los animales
infectados. Se ha estimado que del 15 al 35% de las vacas en hatos sin vacunar
excretan nimeros detectables de Brucella en su leche, incluyendo vacas que no han
abortado (Kaplan y col., 1962; Corner y col., 1987)

En México, la brucelosis ha sido encontrada en todos los Estados, siendo los
principales Guanajuato, Coahuila, Durango, Zacatecas, Chihuahua, Distrito Federal,
Nucvo Ledn, Tamaulipas y Sonora. Particolarmente, en Sonora, la brucelosis
presenta Jos primeros antecedentes hacia el afio de 1977 ¢n Etchojon, Son. y a partir
de entonces, ésta se ha venido propagando y aumentando su incidencia en forma
alarmante, principalmente en la zona Sur del estado, Ja cudl es considerada una
zona endémica de brucelosis, centrindose principalmente en los municipios de
Obregén y Guaymas (SEMESON, 1987),

.

En 1984, en una mesa redonda sobre la estandarizacion de los métodos de
dingndstico para Brucella, coordinado por la Comunidad Econdémica Europea, M,
J. Corbel enfatizd las necesidades de la estandarizacion de los procedimientos de
cultivo ¢ identificacién de las especies de Brucella, acerca de los medios de cultivo
apropiados para su aislamiento, asi como la generacidn de informacion en grado
comparativo sobre las ventajas de las téenicas de enriquecimiento contra las téenicas
de cultivo directo (Verger y Plommet, 1984).

Debido a que en Somora no se conoce la incidencia de Brucella en productos
licteos, como tampoco las especies y biotipos que prevalecen en el estado, en éste

irabajo se propusicron los siguientes objetivos:



- 3

Determinar la recuperacion de Brocella sp en queso fresco regional
claborado en ¢l Laboratorio de Microbiologia y comparar dos métodos
de aislamiento empleados en la deteccién de Brucella sp en productos
}cteos.

Determinar 1a incidencia de Brucella sp en queso regional expendido
en ¢l Municipio de Cajeme y Guaymas, Sonora,

Identificar las especies, asf como los biotipos del género Brucellae,
presentes en el queso fresco regional expendido en Cajeme y Guaymas,

Sonora,



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.2 Jeche

La leche es esencial para el desarrollo vy  crecimiento de los
ntamiferos jovenes, estd considerada como elemento  bésico en la nutricion
infantil, para las mujeres embarazadas y aquellos en periodo de lactancia,
Proporciona un excelente  suplemento  de energla, anticuerpos, vitaminas y
minerales,  Los constituyentes  de la Jeche pueden  ser sintetizados  en
pgléndula mamaria, o transportados del torrente sanguines  por mecanismos
especificos.  Entre los constituyentes  sintetizados  se¢ incluyen la grasa,
lactosa, caseinn, alfa y beta lactoalbdminas. En ¢l Cuadro 1, s¢ encuentran
los valores promedio de los constiluyentes ) la leche de las dos especies  de
mamiferos mas comunes on la industria lechera, La funcién principal de Ja
lactosa y de Ia grasa en la leche ¢s la de proporcionar cnergia; la proteina
es un suplemento  de aminodcidos, para su incorporacién en proteinas, La
lactosa, al igual que otros carbohidratos, promueve la absorcion de calcio
en ¢l intestino, al producirse un complejo con el caleio. La funcién principal
de la caseina  es ia de proporcionar aminvécidos para acarrear calcio y
fosfatos (Jenness, 1986; Battistotti y col, 1985; Andénimo, 1989).

La leche también ¢ un medio de cultivo bacteriane muy rico,

incluyendoe a los organismos fastidiosos  y patdgenos para el humano. Antes

4



Cuadro 1. Comparacién entre los constituyentes quimicos promedio de la leche

[P

BOVINO

CONSTITUYENTE
Agua 87.5 B6-88
Grasa/lipidos y 4.05
sust. relacionadas 3.4-5.0 de los cuales:
3.0-3.4 triglicéridos
0.007-0.04 fosfolipidos™
0.03-0.04 Sust. asociadas® "
Compuesios 2.9-3.5 de los cuales: 3.75 ”
nitrogenados 2.3-2.8 caseina
0.5-0.7 albimina®
0.04-0.8 globulinas
0.03-0.05 enzimas
0.02-0.03 pitrégeno no
proteico™ i
" Carbohidratos 4.4-4,8 como lactosa®™ 4.4-4.8
" Sal 0.9 . 0.9-1,0
Vitaminas
hidrosolubles® Trazas Trazas
Gases™ 'Frazas

® Lecitinas, cafalosporinas, fosfatilsering, esfingomicling, cerebrésidos, silicones y

monoglicéridos,

% Ac. grasos libres, colesterol, varios esteroles, Vit. A, D y K, hidrocarbonos y

escualeno.

* Beta lactoglobuling, alfa lactoalbimina y albimina de suero,

" Nitrégeno: amoniacal, urico, orotico, hipurico, indigo y tiocianinas.
® Trazas de glucosa y galactosa,

© Tiamina, lactoflavina, vit. B6, ac. pantoténico, biotina, ac. f6lico, colina, vit.

B12, inositol y ac. ascdérbico.
™ Bidxido de carbono, nitrégeno y oxigeno.

Fuenie: Renner, 1987; Battistotti y col., 1985; Sintesis Lechera,

1989,
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del uso generalizado  de la pastevrizacion en los afos 30's, In leche y los
productos  lacieos  fueron el principal vehiculo  de transmision  de
enfermedades.  Entre las bacterias patégenas mas comunmenie  transmitidas
por la leche cruda estdn: Salmonella sp, 1a cudl coloniza la ubre y pcasiona
sastitis asintomética en ¢l animal y enfermedades  gastrointestinales  en ¢l
humano (Flowers y col., 1992; Johnston, 1990), Listeria monocytogenes,  que
puede ocasionar infecciones en animales tales como “infeccidn de los silos",
pudiendo Hegar a desechar  de 2,000 a 20,000 CFU/mi de leche y en mastitis,
donde puede Hegar a presemtar coentas desde 1.4 x 10° hasta § x 10°
células/ml de leche (Flowers y col,, 1992; Roberts, 1990; Johnstons, 1990),
Campylobacter  sp, tiene como reservorios naturales la ubre y iracto
gastrointestinal  del ganado bovino, pere en cantidades minimas (2 - 3 cel/ml
de leche), pueden  ocasionar gammcmcriii; en ¢l humano (Flowers y col,,
1992; Jobnstons, 1990), Yersinia enterocolitica, que es comensal  del tracto
gastrointestinal  de los animales de sangre caliente y cuyas cepas patégenas
pueden ocasionar  yersiniosis  en el hombre (Flowers y col,, 1992; Roberts,
1990; Johnstons, 1990), Escherichia coli enteropatégena, que contamina la
leche a través de materia fecal y ademdés, puede ocasionar mastitis en el
animal e infecciones gastrointestinales  en el humano, principalmente on
infantes (Flowers y col., 1992; Johnstons, 199), Staphylotoccus  aurens
ocasiona  mastitis en el animal y en leche proveniente de animales sanos, se

pueden detectar de 25 - 3,300 CFU/ml de leche, las cepas  enterotoxigénicas
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producen toxinas termoestables, que no se destruyen con la pasteurizacion,
aun cuando Ia bacterin si se destruye (Flowers y col,, 1992; Roberts, 1990;
Johnstons, 1990), Streptococens  agalactize y Streptococcus  zooepidemicus,
reconocidns  como bacterias productoras de mastitis bovina, desechéndose
en grandes canfidades cen la leche de los animales infeclados vy estd
implicado en algunas infecciones humanas, principalmente en individuos que
se  encuentran  inmunocomprometidos  (Flowers y  col, 1992),
Corynehacterivm  diphtheriae, contaminacion ocasionada  por la presencia  de
ulceraciones  superficiales de la wbre, o por medio del personal portador de
la bacterka, gue es la forma mas comin de transmision (Flowers y col., 1992),
Coxiclla  burneiti, parésito obligado que puede infectar 2 los animales
domésticos  y propagarse o los humanos por medio de la leche o bien eén

+

forma indirecta, por medio de inhalacion de desechos, ocasionando la
enfermedad  conocida  como  fiebre Q (Flowers y col., 1992), Brucella sp, Ja
brucelosis contindta siendo un problema de salud piblica a nivel mundial,
pudiéndose encontrar cantidades que vas desde 10,000 a 20,000 CFU/ mi de
leche en animales apartestemente  sanos, siendo el calostro 1a porcidn de la
leche mas afectada, ya gue pueden llegar a encontrarse  hasta 200,000 CFU/
mi de Jeche en animales recién paridos o gue han abortado, También pueden
encontrarse  otros microorganismos  patogenos, tales como  Psendomona

acruginosa, Clostridivm perfringes, Bacillus cereus, Mycobacterinm  bovis,
Corynebacterium  pseudotuberculosis,  algunos virus y micotoxinas  (Flowers
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y col., 1992; Roberts, 1990). Contrario al resto de las bacterias, que pueden
desarrollarse dentro del queso, Brucella no cuentn con ésta capacidad en
forma apreciable, su aparente aumento dentro de la coajada, se debe
principalmente a que la mayor parte ¢s atrapada dentro del coagulo y la
cantidad mas pequefia se desecha en el svero de la leche (Auchair y col.,
1981; Collins y Kennedy, 1987; Johnson vy col., 1990a, Andénimo, 1990),
La leche que ha sido tratada (por pasteurizacién, ultrapasteurizacion
o esterilizacion), es un producto seguro, la leche cruda de un animal sano,
recién ordefiada presenta cuentas  bacterianas muy bajas, entre las gue se
encuentran  las bacterias  lacticas, colipropidnicas, butiricas, proteoliticas vy
las patégenas, mismas que también se pueden adquirir de otros animales,
del medio ambiente y del equipo de ordefia, Los productos Jécteos
*
preparados con leche sin pastewrizar, son mas facilmente identificados como
portadores de enfermedades, que los elaborados con leche que ha recibido

algin tratamiento térmico (Auclair y col., 1981; Roberts, 1990; Andnimo, 1989

¥y Anonimo, 1994).

El Queso
Los antiguos productores de queso, eran muy cuidadosos con la
elaboracion  del queso  y su proceso  era pasado  de  generacion  en
generacion, ya que estaba  considerado  como un regalo de los dioses

(AnGnimo, 1985). Los tipos de queso que eran mas populares fueron
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adoptados - y adaptados- por los productores Industrinles, para satisfacer
a las grandes masas de consumidores, mientras los guesos de elaboracién
casera o artesanal segufan produciéndose, pero a pequeda escala  (Forres
y Chandan, 1981; Batiistotti y col. 1985),

Muchos de los métodos posteriores  de acidificacién y fermentacién de
la leche para producir otros productos destruyen o inhiben la mayoria de los
organismoes  patégenos, pero otros organismos pueden sobrevivir, ademas
se presenta  la oportunidad para la reintroduccion  de microorganismos
presentes  en los ingredientes no tratados, con que se leva a cabo Ia
claboracién  de los productos lacteos, como e ¢ casoe de Jos cuajos
naturales, el proceso  de elaboracion cuando no se siguen las normas
sanitarias mas clementales o del medio ambiente (Roberts, 1990),

+

Existen factores que coniribuyen ala disminucidn de la contamninacion
de los quesos, para lograr productos  saludables  y seguros.  La sal
incorporada en la cuajada o en ¢l queso (2 - 5%), se suma al pH Acido y
contribuye a la formacién de un ambiente hostil para los microorganismos
patogénicos. La duracion del proceso  de maduracion, prodoce una accidn
destructiva, cuya accion es dependiente  del tiempo gque dura fa maduracion,
atn si se presenta un aumento en ¢l pH, como resultado de I protedlisis de
la cuajada. Fara los guesos elaborados  con leche sin tratar, la seguridad
depende  unicamente  de la calidad bigiénica de 3a Jeche, del nivel de

prmlucl:i&u,' procesamienio, pH acido, sal agregada y un pequefio  perfodo
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de maduracién. Ademds, la tecnologia  de la preparacién debe mantener una
regla, para los quesos  frescos, la cuajada es mantenida entre 20 y 30°C
durante la preparacion, para los quesos gue contiecnen humedad alrededor
de 50% y cortos perfodos de maduracidn, los cambios en la sobrevivencia
de los microorganismos  patogénicos ¢s mayor que para los quesos tratados
térmicamente (30°C/1 hora) y madurados (15-20°C/4-6 meses), donde ¢l
riesgo  de transmitir infecciones no existe o es extremadamente  pequedio

{Auchair y col., 1981; Johnsons y col, 1990b),

Aspectos  nutricionales  del queso.

Proteinas. Lamayoria de los constituyentes de la leche permanecen  durante
¢l coagulado, en la elaboracion  del queso, aunque en diferentes cantidades

4

y proporciones;  con la maduracion  de los quesos, muchos de los
constituyentes  producen cambios quimicos, produciendo sustancias  que
determinan  la acidez, sabor y aroma del producto terminade (Battistotti y
col., 1985),

La importancia nutricional de los guesos se encuentra en s alio
contenido  de proteinas bioldgicamente  disponibles, gue varia entre 30 y 35%,
en forma inversa al contenido de grasa, Se calcula que 100 g de wn quiso
fresco provee de 30 - 40% de los requerimientos  diarios de protema de un

adulto y 100 g de gueso dure o madurado, proporciona de 40 - 50% de Ia

proteina requerida  diaria (Renner, 1987). La caseina  es la proteina mas
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importanie de la leche, representa del 75 - 80% del total de proteinas de la
leche, se considera que la caseing es la dnica proteina de la leche presente
en e}l guese, gue se transfiere en un 95%, el resto son totalmente  solubles
y forman parte de las proteinas del suero. El valor biolégico de las proteinas
del queso no se¢ afecta por la accidén de la renina o de otras enzimas activas
durante ¢ madurado o por la formacién de écido. Coando se utiliza Ia
ultrafiltracién para concentrar la leche y elaborar el gueso, hay un auvmento
en la materia seca  del queso, ya que no hay produccién de suero y las
proteinas  séricas se incorporan en el queso, por tonto, s¢ aumenta el valor
nuiritivo de la proteina (Renner, 1987; Hansen y Carlson, 1986; Battistotti y
col., 1985, Andénimo, 1989),

Carbobidratos. En muchos tipos de gueso no existe o se encuentra en mny
*
bajas concentraciones el carbohidrato presenie en la leche, la lactosa (1-3
g/100 g), ya gue la mayorfa pasa al suero y la que permancece en la cuajada
es parcialmente convertida a écido Jactico, durante la maduracién. El queso
wsualmente  contiene los dos isémeros de écido lactico, L{+) y D(). El
isémero  D(-) Acido lactico, varia en diferentes tipos de queso, ¢ queso
fresco tiene de 4 - 15% y los quesos maduros de 10-50%, lo gue depende
del tipo de coagulanic  empleado en la elaboracion del queso. La cuajada
formada por acido lactico es wsada para la claboracion de quesos  blandos

con sabor dcido (Muir, 1990; Renner, 1987; Hansen y Carlson, 1986;

Andénimo, 1989),
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Grasa. Existe gran cantidad de grasa en la leche, conocida bajo el nombre
de lipidos, que incluyen éacidos prasos saturados e insatorados, en una
relacion tolerablemente  saludable de 60% saturados y 40% insaturados
(Hangen y Carlson, 1986). Durante la elaboracion del queso, casi toda Ia
grasa es precipitada dentro de la cuajada y por tanto, en el gueso. Los
quesos  frescos  presentan un contenido de grasa mayor del 12%, mientras
que los quesos madurados, en general, contienen enlre 20-30% de grasa
(expresados  en materia seca) y es preferido por los consumidores con un
mayor contenide de grasa, ya que ésta ayuda significativamente en la catidad
del sabor y el aroma (Renner, 1987). El contenido de colesterol es muy bajo
en relacién al contenido  de grasa (0-100 mg/100 g), contribuyendo  solo con
un 3-4% de la ingesta total de colesterol, S;u ha reportado que el coeficiente
de digestibilidad de la grasa de diferentes variedades de queso es de 38-
94% (Renner, 1987; Hansen y Carlson, 1986; Andnimo, 1989).
Minerales. En la leche estén presentes una gran variedad de minerales, de
los cuales, los mas importantes son el calcio y el fosforo, 100 g de un gueso
blande proporciona del 30-40% de los requerimientos  diarios de calcio y del
12-20% dek requerimiento  de fésforo. Ademés de aumentar ¢f valor nutritivo
del queso, esos  minerales son  muy Jmportantes en ¢l proceso  de
claboracién, ya que sin su presencia, la cuajada no se separarfa del suero,
debido a que son  esenciales  para precipitar las micelas de caseinn

(Anbénimo, 1989; Renner, 1987).
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Yitaminas. Las vitaminas liposolubles de la leche y que se encuentran
presentes  en el queso, dependen de su contenido de grasa. Lamayor parte
del contenido de vitamina A de la leche pasa al gueso, siendo menor el
contenido de vitaminas hidrosolubles, ya gue son desechadas  ¢n el suero.
Las concentraciones  de vitamina dependen  del tipo de coagulante  empleado,
ya que si s¢ utilizan cultivos lacticos, la concentracién  de vitaminas munenta
grandemente, dependiendo  del tiempo de maduracion (Hansen y Carlson,

1986; Andnima, 1989; Renner, 1987).

La Tecnologia _en 1a Elaboraciom del Queso.

El queso  es un derivado s6lido de la leche, producido por el proceso

de la coagulacion de la proteina de laleche (cascina) y el drepado de liguido
‘

o agua (suero). Kl cuajado de la leche y la separacién  del suero de los
sOlidos son los dos procesos Tundamentales de Ja industria quesera, a los
que se le suman diversos pasos para elaborar las variedades de queso
existentes, Lacalidad del producto final estéd determinado por el proceso de
elaboracion (Fox, 1987; Kosikowski, 1982; Barper y Kristofferson, 1985;
Baitistotti y col,, 1985),
- Prepavacion _de la Jeche. Puede incluir calentamiento, pasteurizacién y la
adicién de cultivos de acido lactico. En algunas  variedades de queso, la

leche  puede  Hevar un  tratamiento  térmico ligero, calenténdola a la

temperatura a la cual la rening va a actuar, lo que da Jugar & una cuajada
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blanda, suave, con gran contenido de lactosa, En la produccién casera
tradicional, sofo se¢ usa la leche c¢ruda, ya sea coagulada inmediatamente

después  de la ordefin o mantenida a temperatura ambiente  (Kosikowski,
1982; Battistoiti y col., 1985, Harper y Kristofferson, 1985). Actuvalmente, la
leche cruda es usada principalmente para Jos quesos que tienen largos
tiempos  de maduracién, mientras gue para los quesos gue tienen cortos
periodos  de maduracién, se vsa leche pasteurizada (Johnsons y col,, 1990b).
- Coapulacitn. Es la base de la produccién de guesos, provocando cambios
fisicos y guimicos en los constituyentes  de la leche, ocasionados  por la
separacion  del suero y Ja coajada. La cvajada varia en sabor, composicién

y apariencia, dependiendo  del cuajo o agente coagulante empleado  y las
condiciones  bajo las cuales se lleva a cabo la coagulacion, El método de

¥

coagulacion puede realizarse con acido o con enzimas, la coagulacién lactica
¢s levada en forma natural en 1a leche (Kosikowski, 1982). Para inducir la
coagulacién  enzimética, es necesaria  la presencia  de renina, la cwal es
cncontrada  en un extracto obtenide del estomago  de animales  lactantes,
siendo ésta la que produce los mejores quesos, en cuanto a sabor, textura
y produccién. La renina asi obtenida, conticne dos tipos de enzimas:
Quimosina (75 - 95%) y pepsinag bovina (5 - 25%) (Psczola, 1989)., La
aclividad coagulante  e5 mayor en la quimosina, con muy poca

descomposicion  de Ja caseina, por otro lado, la pepsina  bovina tiene menor

actividad proteolitica, evitando el debilitamiento de Ia red de proteinas
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necesaria  para atrapar la grasa de la leche y aumentar Ja produccion de
proteina (Kosikowski, 1982; Battistotti y col., 1985). Tradicionalmente la
renina era preparada en las granjas o en las industring queseras, usando el
forro del estémago  salado y seco de esos animales, remojado en agua o en
suero, actualmente  su produccion  se Heva a cabo en laboratorios
industriales, lo gue proporciona un producte cuya actividad enzimatica o
higiene estan garantizados (Schirmelster, 1986). Se claboran varias formas
de renina: lquida, en polvo o sélida y algunos tipos de enzimas  son
preparadas  artificialmente. El cuajado con &cido o renina difieren en sabor
y textura, €l primero es de consistencia  desmoronable  y porosa, el segundo

es mas firme, densa, elastica e impermeable  (Psczola, 1989).

- Corde o quehrado__de la coajada. Algunas veces s¢ incluye el cocimiento o

.\l
escaldado  de la cuajada y drenado del svero. Esto es acompafiado de un

prensado, moldeado o amasado para facilitar 1a pérdida del suero. Cuando
la cuajada s¢ corta en lrozos tan peguefios gue semejan granos de arroz, se
producen guesos  muy secos  (parmesano)  y en trozos s grandes, se
producen quesos con alto contenide de humedad. La coajada destinada a
formar quesos  duros, con bajo contenide  de humedad, se calienla entre 45-
65° C, éste proceso  ayuda a que se expela mayor cantidad de suero
(Kosikowski, 1982; Battistitti y col., 1985; Barper y Kristofferson, 1985).

- Salado. Este proceso  es segmido  del drenado el suero, dependiendo  del

tipo y tamafio del queso, se hard antes o después de colocar la cuajada en
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moldes, ésto ayuda a que haya mayor pérdida de suero y el proceso  puede
ser llevado a cabu por tres métodos: asperjando Ja sal dentro de la cuajada
drenada;  asperjandola  sobre la superficie del queso o por inmersién  del
queso  complete  en salmuera. Aparte de mejorar el sabor del queso, la sal
inhibe el desarrollo de ciertas bacterias que pueden ser dafiinas al queso y
causar descomposicion,  especialmente  en la superficie. Ademés ayuda en
¢l proceso  de disolucion de la caseina, en la formacion de corteza, asi como
en Ja disminucion de la actividad enzimética, El contenido de sal tota)
generalmente  Auctta entre 1-3%, siendo menor en quesos  swaves que en
quesos  duros  (Kosikowski, 1982; Battistitti 'y col.,, 1985; Harper y
Kristofferson, 1985).

- Masturado. Es un proceso  de cambios fisicos y quimicos, a través de los

4

coales el queso adquiere su textura, aroma y sabor, estd determinado por
los constituyentes  de Ja leche y a la accién bacterioldpica y varian con el

proceso  de celaboracion del queso y de la microflora presente  (Kosikowski,

1982; Battistitti y col., 1985; Harper y Kristofferson, 1985).

Elaboraciom artesanal _del queso.
En nuestro medio, ol tipo de queso gque mas se consume, por svs
caracteristicas  econdmicas  y organolépticas, es elaborado en forma casera
en la mayorin de las granjas, a partir de leche cruda o "bronca". Pebido a

que no se encontré  Jiteratura que citara su  procesamiento, se vié la
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necesidad  de acudir a presenciar  su elaboracion en el patio de una casa
habitacion, donde diariamente se produce éste alimento, el procesamiento
s¢ lleva o cabo en condiciones precarias de higiene (Lépez, 1990).

El procedimiento  general es como  sigoe:

La leche es manienida a temperatura ambiente desde el lugar de Ia
ordefia hasta ¢l sitio donde se procesa, en un recipiente cubierto por una
manta que sirvio de colador al momento de¢ la ordefia, Alllegar a su destino,
la leche es coajada con renina, In cwal se obtiene de las Farmacias
veterinarias en forma de pastillas o en su presentacién  Nguida y es agregada
a la leche en forma directa, a razdén de 1:200 aproximadamente (250 m) de
cugjo: 50 litros de leche), se agita manuvalmente y se reposa por 2 horas,

Al cabo de las dos horas, se corta la cunjada (siempre y cuando no

+
este tierna), se deja reposar por unos quince minutos, para que haya una
separacion  del suero, ya que la enajada precipita. Transcurrido éste tiempo,
s¢ decanta la mayor cantidad del suero y €l resto se separa por filtracion en
una mania, haciendo presiom suavemente, para evitar Ia pérdida de cuajada.
Una vez extraido el suero, se procede a hacer la wmolienda de 1a cuajada, asf
como el salado, que es al gusto. La cuajada se moldea en vna mania,
empleando  una piedra como  prensa, donde permanece por 2-3 horas,
tiempo que depende de lo seco que se quiera el queso, En éste Gltimo

proceso, también hay pérdida de suero, pero en menores cantidades y mas

blanco y cremoso.



18

Debido al poco o nulo culdado gue se tiene en la elaboracién  del
queso,  éste constantemente  csté  contaminado  con  diferentes tipos  de
microorganismos, que pueden provenir directamente del animal, en la leche,
0 bien contaminarse  duramte ¢l proceso  de elaboracién.  En algunas
poblaciones  y ranchos, es una préctica comin hacer mezcla de leche de
vaca y de cabra, la cudl no se somete a ningun tratamiento térmico antes de
Ja elaboracién  del queso, tampoco se deja madurar el producto, por lo que
generalmente  se encuentran quesos en ¢l comercio con un gran ntimero de
contaminantes  bacterianos, mismos gue proliferan facilmente, ya que la
costumbre  de exposicién  al pablico de éstos alimentos es a temperatura
ambiente {(Peraza-Castro, 1987a; Andnimo, 1985; Armenta, 1992: Peralta,

1991).

Consame  de queso,

El queso es un alimento consumido  a nivel mundial, producido a partir
de leche de tres especies  de manidferos principalmente, como son, vaca,
borrega y cabra, ya sea en forma individual o bien mezclada. Es un excelente
producto para mejorar la dieta diaria, sobre todo en la poblacién infantil, 100
grs. de un buen quese madure, aportan a un nifo de 5 afios mas de 1a mitad
de ta energla y proteina de un dia (Peraza-Castro, 1987a).

En México, existe un bajo consumo  de queso, aproximadamente 5 Kg.

per capita anuales, comparado con otros paises que presentan  un allo
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consumoe, como Francia con 17.8 Kg., lalia con 13.8 Kg., Isracl con 14.8 Kg.
y Estados Unidos con 10 Kg, (Higuera-Ciapara, 1987; Peraza Castro, 1987a),

En nuestro  pals, existe una preferencia por el consume de queso
fresco, coya elaboracion es a partir de leche cruda y sin Hevar a cabo unma
maduracién previa al consumo. En Sonora, el queso fresce e un producto
muy popular, consumiéndose anualmente un promedio de 4.6 Kg/persona
(Ballesteros, 1989), situaciébn gue no serfa grave, si su elaboracién fuera a
partir de leche proveniente de animales sanos y con los medios  higiénicos
adecuados, lo que lo hace un producto sumamente  saludable, situaciones
que desafortunadamente no son las comunes, ya que no hay un mancjo
adecuado, 1a cudl se ve sometida a la accion ambiental, las vacas sanas no
se separan de las enfermas, Ia leche no recibe ningdn tratamiento térmico

4
para la elaboracién del queso, coyo proceso ¢ a nivel artesanal y en
condiciones  sanitarias inadecuadas, tanmio del artesano como  del medio
ambiente. A pesar de que en México existe una regulacion sanitarin para la

claboracién de los diferentes tipos de queso, Jos productores no cumplen

con los requisitos  (Diario Oficial, 1988).

Contaminacién del gueso.
El quese claborado con leche cruda y con malas  condiciones
higiénicas, puede legar a ser un vehiculo para la transmision de diferentes

tipos de bacterias  patogenas para el hombre, las cuales pueden estar
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presentes  en la leche o bien por medio de contaminacién  posterior, tales
como  Staphylococcus  aurews,  Salmonella  sp,  Escherichia  coli
enteropatogena, v otras Enterobacterias, las cuales son las especics  mas
comunmente  involucradas  en intoxicaciones  alimentarias  cavsadas  por
queso, donde también se han enconirado  algunos Enderococos, pero su
papel no ha sido claramente  demostrade, lo mismo gue en el caso de
Clostridiam  botulinum  (Flowers  y col., 1992; Aunclair y col., 1981). En los
lahoratorios del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C,,
s¢ han Nevado a cabo varios estudios para determinar la calidad sanitaria de
quesos  frescos, encontrdndose  cuentas  bacterianas  elevadas, que rebasan
las normas de calidad Je la Ley Generat de Salod, en su Diario Oficial de la
Federacion (1988), predominando Ia presencia  de bacterias contaminantes

de piel y wmucosa, como  Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococous

aurens, Enterococos y bacterias coliformes, ademés de las provenientes de
los animales y del medio ambiente (Peralta, 1991; Armenta, 1992). En ha
literatura, se ba reportado la transmision  de Brocella sp por medio de queso
fresco qgue no ha recibido ninpdn tratamiento térmico (Auclair y col., 1981;

Peraza-Castro  1987h; Flowers, 1992; Eclanan, 1975),

Mastitis.
Enire las infecciones mas cominmente trasmitidas a los humanos por

medio de la leche y queso, estan aguellas gue se encoentran  colonizando
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la ubre de los mamifervs, ya sea por que estd ocasionande una mastitis o
bien, por que sea ol habitat normal del microorganismo  (Hamman, 1991). Los
patégenos  que afectan la ubre son importantes porque pueden excretarse
en la Jeche. La mastitis poede ser aguda, con wn alto grado de morbilidad y
mortalidad; subaguda, en la cual se presentan algunos cambios en la ubre,
con coagulacién y gran ndmero de leucocitos en la leche; crénica, gue se
presemta  después  de una infeccidn  aguda, pueden observarse  cambios
fuertes en la ubre y una gran cantidad de cambios en la leche y subclinica,
donde no se observa  minglin cambio en ubre y leche, pudiendo pasar

desapercibida  (Hamman, 1991; Johnston, 1990),

Brucella en queso,

¢

Debide a que ¢l sitio de predileccion  de las especies  de Brucella en
los mamiferos son ubre y nodulos linféticos supramamarios, en animales
infectados; se ha estimado que una vez gue la infeccion ha cedido en los
animales, un 15 - 35% excreta nimeros detectables  de Brucela en su leche,
incluyendo a los animales que han abortado (Corner y col., 1987; Kaplan y
col., 1962; Meador y Deyoe, 1989). La excresion de la bacterin es variable,
pero ¢s mayer los primeros dins después  de la paricion o del aborto,
pudiéndose  encontrar hasta 200,000 organismos de Brucella/md  en el
calostro, disminuyendo hasta 10,000 - 20,000/ml y pasado un mes baja hasta

500 bacterias/ml, cuentas que pueden dorar hasta por un afio. La infeccién
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de la ubre ocasionada por Brucella raramente cansa mastitis clinica y no se
observan cambios en la apariencia y sabor de laJeche o en el contenido de
cloruros y catalasa, En ocasiones  Ia ubre produce una  secresion
sanguinolenta  que contiene grandes ntmeros de microorganismos  (Kaplan
y col,, 1962, Flowers, 1992).

La presencia  de Brucells en leche oruda provoca que se pueda
encontrar  en productos  lacteos, principalmente  si son  elaborados  sin
tratamiento  térmico. LKl cuajade de la leche inhibe los organismos  de
Brucella, pero no los elimina completamente  (Kaplan y col,, 1962). Como se
ha reportado que la sobrevivencia de Brugella presenta  diferencias  de
acuerdo a las propiedades fisicas y quimicas del gueso, se han desarrollado
trabajos para determinar  dicho comportamiento, En 1961, Vershitova y

*
colaboradores  (Kaplan, 1962), encontraron que en leche acidificada, a pH de
45 y con 125-200° de¢ acidez y abmacenada  entre 11 - 14° C, Brugella
melitensis  permanecia  viable hasta por 15 dias. En koumiss (leche equina
cunjada), con 120 - 140° de acidez y 3.5 - 3.7% de alcohol, ¢l organismo
permanece  viable por wmas de 3 dias. En 1977, Salem y col. probaron la
sobrevivencia de Brucella abortus en queso  blanco, elaborado con una
mezela de leche de bafalo y de vaca, la cual se infectéd con un cultivo de B.
abortus y se prepararon los tres tipos de gqueso mas consumidos  en Egipto,
Domiati, Tallaga y Kareish, El perfodo de sobrevivencia de Brucella a

temperatura  ambiente fué de 12 dias en queso Domiati, 16 dias en queso
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Tallaga y 6 dias en queso Kareish, mientras que el gueso almacenado  en el
refrigerador (2 -4° C), presentt sobrevivencia de 24, 32 y 8 dias en el mismo
orden, observéndose «que al haber un aumente en la acidez (porcentaje de
acido lactico), la sobrevivencin  disminuia hasta hacerse imposible obtenerla
por medios bacteriolégicos o por inoculacidén  animal, del mismo modo,
ohservaron que el porcentaje de sal, contenido de grasa y la temperatuora de
almacenamiento, pueden afectar lasobrevivencia del organismo en el queso.
En el queso Kareish, los organismos sobrevivieron ¢l menor perfodo de
tiempo, lo gque puede deberse  al bajo contenide de grasa, lo que protege los
organismos  de Brucella, Eckman (1975), reportd tres casos de brucelosis en
personas  que habian consumido queso fresco adquirido en México. De los
hemocultivos  de Jos pacientes  se aislé B, melitensis. En 1985, Cosseddo  y
+

Pisanu reportan 45 dias de sobrevivencia  de B, melitensis  biotipo 2 en queso
fresco de cabra, elaborado con leche naturalmente infectada.

La crema de la leche infectada normalmente  presenta  mayor
contaminacion  que la leche, de tal forma, que la bacteria puede ser
recuperada  mas facilmente del sedimento.  Se ha publicado la sobrevivencia
de Brucella en varios productos lacleos, presentédndose mucha variacion en
¢l periodo de sobrevivemcia, debido a uwna gran cantidad de variables,
incluyendo mélodos de preparacion de los productes, pero en general, se
puede concluir que la crema y mantequilla preparadas con leche cruda sin

fermentar y sin pasteurizar y los quesos frescos son los mas dafiinos, desde
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¢l punio de vista de la infeccion (Alton y col., 1975; Kaplan, 1962). Los

productos  lacteos que requicren de cuajado y maduracién  por largos
periodos de tiempo, son los gque presentan menores cuentas de la bacteria,
adn por periodos  de 180 dias, por lo que para oblener un producto
absolutamente  segure es necesaria  la pasteurizacion  (Alton, 1987; Kaplan y
col., 1962).

Los organismos  de Brucella son menos resistentes  al caleniamiento
que los organismos  de la tuberculosis, ¥y s¢ ha reportado que son facilmente
destroidos  por tralamiento térmico, En 1954 Kronenwett y col. determinaron
las curvas de muerte térmica de Brucella pbortus quedaban  por debajo de
las curvas de pasteorizacion recomendadas  por el Departamento  de Salud
de Estados Unidos de América, dando un wargen de segoridad de 12

v
segundos  a la temperatura de 71.7° C wotilizados en la pasteurizacion
comercial (Johnsons y col., 1990c, Kronenwetl y col., 1954).

Ademés  del tratamiento  térmico, cwajado y maduracién  de los

productos  lacteos, los  organismos de Brucella se  pueden eliminar,

especialmente i los productos  se almacenan  por varios meses  antes de

consumirlos  (Kaplan y col., 1962).

Epideminlogia  de la brucelosis
Nivel mundial. Desde los inicios del presente siplo, la incidencia de

bracelosis  ha ido en anmento  gradual, principalmente  en las zonas  del
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Meditercéneo, de donde fué expandiéndose hacia los pafses europeos vy
sudafricanos, siendo Italia ¢l més afectado del mundo (Ortona y col,, 1988),
siguiéndole  Grecia, Turguia, Argel, Tanez y Epipto, donde se establecié la
infeccién en forma endémica a partir de 1925 (Abdussalam y Fein, 1976;
Ruliz-Castafieda, 1986). En Espafia, la enfermedad se confirma en 1905, pero
se supone gue se habfa establecido  desde el Siglo XVl siendo en Malaga,
Cédiz, Murcia y Toledo donde primeramente se reconoce un elevado
porcentaje  de la infeccién en el ganado caprino. En 1930 se importaron a
México, procedentes de Murcia, varivs lotes de cabras con propésitos de
mejoramiento  genético y se observéd un incremenio  de la infeccidén en el pais
(Rulz-Castafieda, 1986, Ahdussalam y ¥ein, 1976).

En los pafses Nordicos, se padecen mas casos de B. abortus que de

"

B. melitensis, mientras que cn la Europa Central s¢ han presentade  ambos
tipos en igual proporcién, de igual forma, ha ocurrido en Ja regién del Nilo,
mientras gue en Rusia, Ja infeccion por B. melitensis  parece ser la mas
frecuente, principalmente en la época de mayor incidencia de aborto en
borregas y cabras (NRC, 1977; Abdussalam y Reid, 1976; Kambal y col.,
1983).

En los Estados Unidos, s¢ cree que se presenta por primera vex en
1885, cuando se importan cabras de 1a Isla de Malta, lo que se demostrd

hasta 1905, ceando se aislé B. abortus y posteriormente, Hoddleson aislé B.

suis, acivalmente se tiene wna predominancia de B. abortus sobre B,
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melitensis  y B. suis, siendo en las zonas rurales y poblaciones  pequefias

donde se presenta 1o mayoria de los casos, mientras que en las grandes
ciudades, donde se Heva un estricto control de la leche y sus derivados, la
infeccion por B. abortus ha disminuido en pgran proporcidon y se le ha
relacionado  con infecciones  adquiridas en ¢l campo 0 en viajes a paises
donde la enfermedad o5 endémica (Eckmann, 1975). Lainfeccién provocada
por B, suis ¥y B. melitensis  ¢s mas frecuente en las grandes ciudades, sobre
todo en los trabajadores de rastro y de la industria empacadora de carne.
Ademés, lainfecciéon provocada por B. melitensis no es frecuente en Estados
Unidos, ya que rara vez se emplean los productos lacteos y cérnicos de
cabra (Abdussalam y Fein, 1976; Wise, 1980; NRC, 1977).

En ¢l resto del Continente  Americano, Ja brucelosis  ha existido desde
tiempos de la conguista, ya que segan l‘-hiddlmma (Ruiz-Castafieda, 1986),
fueron los conguistadores quienes trajeron las primeras cabras infectadas,
siendo  Argentina y México los paises que han presentado la mayor
incidencia de brucclosis  humana, adin en la actvalidad (Garcia-Carrillo y col.,
1985; Alarcén y col., 1985; Abdussalam y Fein, 1976).

En México. ¥n 1939, en ¢l 1 Congreso Nacional de la Brucelosis, llevado a
cabo en Torredn, Coahuila, Léoper-Portillo (Rulz-Castafieda, 1986) reporid gue
en todos los estados de la Repiblica se presemtaban  problemas de
brucelosis, siendo Jos mas afectados  Coahuiln, Chihuahua, Querdtaro,

Guanajuato, Nuevo Ledn y Distrito Federal (Herrera-Alberu, 1984). En un
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reporte  de INDRE (1992), se reportaron, ademés de los  estados
anteriormente  mencionados, Zacatecas, Michoacdn y San Luis Potosi como
estados  donde la bracelosis  ha hecho su aparicion en Jos altimos afios, Cabe
sefalar, ademds que en algunos estados como Sonora, Durango, Sinaloa,
Tamavulipas y Puebla que antipuamente ocuparon los Gltimos  lugares,
actualmente s¢ encuentran entre los primeros y sus tazas de frecuencia van
asvmentando  (Teckaw y col., 1985; Salman y Meyer, 1984). Entre los reportes
encontrados  acerca  de la brucelosis  humana en México, se reportd més
comunmente  la presencin  de B. melitensis, con respecto  a B, abortus en
diferentes  Estados de la RepOblica y solo 1 caso de B, snis en humanos y
3 en animales. Para las tres especies, el biotipo reportado es el 1 (INDRE,
1992, Luna y col,, 1989; Ramirez y col., 1989).
+

Exn Sonora. La brucelosis  presenta los primeros antecedentes  hacia ¢l affo
de 1977 en Etehojoa, Som. y a partir de entonces, ésta se ha venido
propagando y aumentando  su incidenciz en forma alarmante, lo cual es més
alarmante entre la poblacién humana,

En 1982, ¢l Centro de Investigaciones  Pecuarias  del Estado de Sonora
(C.LP.E.S,),realizdé un estudio titulado "Prevalencia de Brucelosis  en Bovinos
en el Estado de Sonora", cuyo ohjetive era conocer el ndmero de casos de
bovinos positives a B. abortus en el drea de influencia del CIPES. Para éste
estudio se trabajé con 944 sueros de bovinos productores de carne y leche

de los municipios de Carbd, Costa de¢ Hermosillo, Cucurpe, Arizpe, Ures,
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Alamos, Cajeme, Huasabas, Granados y Huatabampo. Las determinaciones
se llevaron a cabo por la téenica de aglutinacién  rvépida en placa,
aglutinacidon lenta en tubo y la prueba de tarjeta o de antigeno inmponado.
Los municipios que presentaron mayor incidencia de positividad fué el de
Cajeme con 16.6% (108 sueros), Ures con 3% (176 sneros) Carbd 1.08% (320
sueros). En Cajeme, el mayor ndmero de animales muestreados  fueron
productores  de leche, lo gue indica que en e¢se Jugar existe una mayor
posibilidad de transmitic 1a enfermedad  al hombre mediante el consumo  de
leche y productos l&cteos provenientes «de animales enfermos, posibilidad
que aumenta coando 1a leche no es pasicurizada (CIPES, 1982).

En 1987, se determind el comportamiento de la brucelosis en el
Estado de Sonora, por la Secretaria de Salud Poblics y los Servicios Médicos

4

de Sonora, realizande un estudio epidemioldgico  por medio de un anélisis
retrospectivo  de 1980 a 1987, en todo el Estado de Sonora, ya que desde el
afio de 1977 se habian estado reportando en forma sistemética casos de
brucelosis en el Sur del Estado, disparéndose su incidencia a partir del afo
de 1980 (5.5.A., 1987). A partir de 1987, se ha elaborade un seguimiento  de
los casos, por ef Departamente de Epidemiologin  de Servicios Medicos de
Sonora (Comunicacion personal) y los resulindos  pueden observarse en el
Cuadro 2, donde se muestra ¢l comportamiento  epidemioldgico  en el Estado
de Sonora, del afio de 1980 a 1993, En Ia mayoria de los casos los pacientes

refiricron ser consumidores habituales de Iacticinios de vaca y cabra.
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Cuvadro 2. Comportamiente epidemiolégico de la brucelosis en el Estado de
Sonora, de 1980-1993,

1980 9 6.4
1981 7 4.7 |
ll 1982 134 8.7
1983 109 6.7
“ 1984 149 9.2
1985 293 17.7
I 1986 720 38.0
| 1980 a7 2.7
“ 1988 303 14.9
1989 514 ' 24,9 |
| 1990 a11 18.7
1991 275 14.7
1992 240 12.3
U‘ 1993 239 124
uente Departanienio de Lpiaeniologia o¢ 105 SErvicios Medicos de

(1994).
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Brucella
Antecedentes  historicos.

En 1887, Bruce (Ruiz-Castafieda, 1986; Plommet, 1987), estudiando la
brucelosis humana (ficbre de malta, fiebre ondulante, fiebre del mediterrénco
o melitococein),  descubrié en ¢l bazo de los cadaveres un microorganismo
que llamdé Micrococcus  melitensis. En 1897, Bang (Ruiz-Casiafieda, 1986;
Freeman, 1974), aisl6é el microorganismo  responsable  del aborto contagioso
en el ganado (también Hamada enfermedad de Bang) y Jo Namd Bacillug
abortus. En 1914, Traum (Freeman, 1974) aisléd una bacteria de marranas que
habian expulsado el feto prematuramente, del endl ahora se conoce que esié
muy relacionado con el bacilo de Bang y el de la ficbre ondulante. Estas
enfermedades, se estudiaron en forma independiente, y no se relacionaron

*

hasta los trabajos llevados a cabo por Evans en 1918 (Ruiz-Castafieda,
1986), cuando se demostrd su similitud en cuanto a morfologia celular,

cultivos y propiedades  bioguimicas v serologicas, ademds de gue esos  dos
microorganismos  tenfan Ia capacidad  de producir abortos en animales y
ficbre ondulante en ¢l hombre, sugiriendo que éstas bacterias  deberian
encontrarse  dentro  del género  Bacterivim. En 1920, Meyer y Shaw,
retomando las carncterfsticas  de Brucella abortys v Brucells melitensis v

para conmemorar el trabajo llevado a cabo por David Brucel, las separaron

en un nyevoe género Brucella (Plommet, 1987; Freeman, 1974; Meyer, 1990).
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Descripeion del Género Brucella,
El pénero Brucelln son pequedios cocobacilos o bacilos cortos, que miden de
0.5 - 0.7 p de ancho por 0.6 - 1.5 p de largo, gram negativos, pleomdrficos, no
moéviles. Normahtmente no produce arreglos celulares, pudiéndose encontrar en forma
aislada, en pares y en ocasiones formando pequeiias cadenas. Son aerobios estrictos,
pero algunas especies requieren atmdsferas con 5-10% de CO, para ¢l crecimiento
en aislamiento  primario. Son organismos quimio-organotréficos y presentan
necesidades  nutricionales  complejas, que incluyen aminodcidos, tiamina,
nicotinamida, biotina y magnesio (Brinley-Morgan y McCullough, 1975). Algunas
especies requieren de suero v otros coloides para su crecimiento. La temperatura
Optima de crecimiento para las especies de Brucella es de 37° C, con un rango entre
20-40° C y un pH de 6.6 - 7.4. Al igual que la mayorin de Ias bacterias gram

4

negativas, las especies de Brucella estin dotadas de wna envoltura celular,
constitnida de una membrana citopldsmica y una membrana externa, separadas por
un espacio peripldsmico. En la envoltura celular, se encuentran componenies gue Jes

vait a proporcionar caracteristicas diferenciales (Moriyon y col,, 1987; Meador y

Deyoe, 1989; Verger,y col., 1987).

Taxonomba de) Género Bruceily.
Las propiedades fenotipicas para caracterizar las especies de Brucella, se
muestran en ¢l Cuadro 3. Estas caracterfsticas y la adaptacion a varios hospederos

se han utilizado para separar al género en las 6 especies ahora reconocidas. Despuds
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de 43 anos de haber aceptade ¢l género Brucella, con sus dos especies iniciales, se
incorpord una tercera, Brucella suis y algunos biotipos, acerca de éslos dltimos, se
ha presentado cierta confroversia, principalmente al tratar de nombrar y numerar
los biotipos, como si éstos fueran cepas transicionales, y/o aberrantes o atipicas de
Brucells (Meyer, 1990; Ficht y col., 1990). A partir de 1966 se adicionaron tres
nuevas especies, Brucella neotomae, Brocella ovis y Brucells canis. Con ¢
advenimiento de Ias téenicas moleculares se encontrd gque la homolopin genética
enire las especies de Brucella era mayor del 90% y un tamaiio del genoma de 2.6 x
10° pares de bases (Alarcén y col., 1987; Freeman, 1974; Verger y col,, 1987; Rufz-

Castaileda, 1986; Verger y Plommet, 1985; Corbel, 1985),

Diferencias entre Jas especies,

1. Niimero de Biotipos. Brucella abortus es re[:ormda con ocho biotipos acepiados,
Brucella suis con cvatroe biotipos reconocidos, Brucella melilensis con tres serotipos.
A las olras tres especies no se les ha encontrado ningin biotipo ni serotipo. Se
consideran las especies de Brucella abortus genéticamente inestables, con respecto
al mimera de biotipos, mientras que los biotipos conocidos de las otras especies, son
relativamente estables, La especie patdgena para el hombre son Brucella aboxtus,
Brucella melitensis, Brucella suis y Brucella ovis; s mas comunmente implicada en
formas severas y crénicas es Brucella melitensis. Las especies clidsicas del género se
consideran Brucella melitensis, abortus y suis (Meyer, 1990; Rufz-Castaiieda, 1986;

Verger y col., 1985),
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2. Morfologia Colonial. En el aislamiento primario las especies clisicas y Brucella
neotomae son lisas, mientras que Brucella ovis y Brucella canis son mmcoides. Las
especies de Brugella, estin expuestas a variaciones morfolégicas de sus colonias, asi
como de las caracteristicas bioguimicas y fisioldgicas. ¥Entre las variantes gue
pueden presentarse estd el tipo liso ("S")y €@ rugoso ("R"),con tipos intermedios y
tipos mucoides, Las formas "R"son circulares, convexas, opacas, de aspecto granular
y color amarillo rojizo en ¢! centro, con borde azulado, Las colonias mucoides son
de aspecto opaco, consistencia mucoide con bordes ligeramente levantados, a veces
con una depresion anular, otras con prolongaciones triangulares que destacan sobre
fondo azulado de la misma colonia,Se conocen algunas de Jas causas de In
disociacion, se¢ ha encontrado que a partir del cultive "5"se provoca con relativa
rapidéz en medio liquido y con incubacidn prolongada; con el envejecimiento de

+

cultivos hay acumulacion de metabolitos, principalmente alanina, que va a
suspender el desarrollo de cepas "8"y favorece la aparicidn de las variantes, De la
misma forma, se ha Hegado a determinar que el suero de animales susceptibles a la
Brucella, presenta un efecto protector en la disvciacion de las variantes "S",efecto
que s¢ ha relacionado a sustancias protefcas asociadas a las globulinas del suero
(Meyer, 1990; Corbel, 1985; Moreira-Jacob, 1970). Respecto a la viralencia de todas
las ¢cepas, s¢ ba demostrado que Jas variantes "S"conservan su virulencia, mientras

que las variantes "R" van siendo cada vez menos agresivas y las cepas "M son

avirulentas (Rufz-Castafiedn, 1986).
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3. Comportamicnio Metabélico. Cada una de Jas especies tienen un patrén

caracteristico de oxidacidn de un promedio de 14 aminodcidos y carbohidratos.
Existe una discrepancia respecto a la fermentacién de los azdcares por kas especies
de Brucella, ya que una de las caracteristicas del género es la de alcalinizar los
medios en que se desarrollan, debido quizd a la desintegracién de proteinas, lo que
oculta una acidéz resultante de la descomposicién del aziicar, éste fendmeno también
puede deberse a la presencia de la enzima wreasa entre algunas de las especies

(Cuadro 3, pag. 31) (Meyer, 1990; Moreira-Jacob, 1970),

rantes. Algunas especies son resistentes a
diferentes concentraciones de colorantes de safranina, fucsina bdsica, tionina y azid)
de tionina; ain cuando éstos colorantes no son de origen natural, son un buen
indicador para llevar a cabo la determinacion de los biotipos (Cuadro 3, pag. 31)
+

(Moreira-Jacob, 1970).

5. Reguerimicnto Atmosférico y/o de Suero. Las brucelas requicren oxigeno como
fuente de energia para su desarrollo, mientra gue algunas especies del género
presentan diferente necesidad de CO; y suero sanguineo durante ¢ aislamiento
primario, principalmente para algunos biotipos de Brucella abortus y para Brucella
ovis (Meyer, 1990). Se ha sugerido gue ¢} CO, es utilizado en la construceidn de
proteinas por las cepas que asf lo requieren y cuyo erecimiento se ve acelerado si la

aimosfera no es totalmente anaerdbica, sino gue se encuentra entre un 5 - 10%

(Cuadro 3, pag. 31} (Ruiz-Castaiieda, 1986).
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6. Susceptibilidad o Jos Bacleridfagos. Algunos bacteridfagos son capaces de cavsar
lisis en las cepas de Brugella, siendo de gran utilidad si se desea diferenciar las
biovariedades 4 y 9 de B, abortus y B. melilensis. La téenica empleada es la RTD
(Routine Test Dilution) y el bacteriéfago mas comunmente empleado anteriormente
era el Thilisi, pero actualmente existen muchos bacteridfigos bien clasificados, cuya
actividad no se restringe a cepas en fase lisa, sino que también existen fagos para
cepas rugosas (Meyer, 1990; Gargani y Picetti, 1985).
7. Xipificacion con Antisueros. La tipificacion con antisueros se Heva a cabo para
confirmar la especie, después de realizadas las proebas bioguimicas y el crecimiento
en colorantes. Se emplean sueros poli o monoespecificos, los sueros monoespecificos
son ¢l Ay el My cuando se sospecha de una cepa rugosa (B. canis), se usa el R, Las
reacciones presentadas de los biotipos de Brucella dependerdn del antigeno
dominante celular que posea cada una de las :e,ﬂ;pccic {Cuadro 3, pag. 31} (Dubray,
1987).
8. Comportamiento Biolépico en In Naturalern. Cada una de las seis especies esti
asociada con diferente reservorio animal:

Brucella abortus, hospedero principal, ganado bovino,

Brucella melitensis, hospedero principal, ganado caprino,

Brucella suis, hospedero principal, porcinos.

Brucella ovis, hospedero principal, ganado lanar,

Brucella canis, hospedero principal, el perro,

Brucella neotomae, hospedero principat, el ratn,
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Las tres primeras especies son las mas comunmente implicadas en los casos
de brucelosis humana y no presentan un reservorfo tan restringido como las tres
dltimas, No s¢ han encontrado reportes de brucelosis humana ocasionada por
Brucella suis biotipo 2, Brucella neotomag, Brucella canis o Brucella abortus biotipo
8 (Meyer, 1990; Ruiz-Castafieda, 1986; Verger y Grayon, 19858), En México, se ha
reportado B. melitensis biotipo 1 como endémica en las regiones donde se presenta
mayor incidencia de brucelosis humana y animal (Luna y col., 1989),

Ocasionalmente se presentan aistamientos de Brucelly con caracteristicas
atipicas, que no concuerdan con ninpuno de los esquemas de  clasificacion
caracteristicos, yn gue difieren en una o mas caracteristicas para los biovares
definidos. Desde el punto de vista de la infeccion humana, el conocimiento de la
disociacion en lzs brucelas es muy importante, ya que pueden presentarse cuadros
tipicos de brucelosis con reaceion de aglutim:ciﬁn negativa si la bacteria es una
varfante con caracteristicns antigénicas alteradas, como parece ocurrir con las
brocelas antigénicamente alteradas, antiguamente Hamadas para-melitensis, para:
abortus y para-suis, que son variantes "R"de las cepas lipo (Ruiz-Castafiedn, 1986).

Sc¢ ha sugerido la presencia de un nuevo biotipo de Brucella aborius, e
incluso ha sido motivo de discusién por el subcomité sobre la taxonomia de Brucella,
Negando a la conclusion de que el mimere de aislamientos aifin ¢s pegueiio como
para aceptar Ja presencia de un nueve biovar, Las caracteristicas de ésta cepa
atipica son muy parecidas a las presentadas por B. abortus biotipos 2 y 4, de

acuerdo a estudios metabdlicos oxidativos (Ewalt y Forbes, 1987).
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Resistencin al medio ambiente.

En condiciones apropiadas, las especies de Brucelln presentan una alia
resistencia al medio ambiente, En el Cuadro 4 se pueden observar los dias promedio
de sobrevivencia en muestras ambientales y de alimentos. Comparando la
sobrevivencia de Brucella con patégenos no csporulados, se encontrars que
sobreviven al proceso de desecacién si se encoentran en medios que presentan un
alto contenido de proteinas y en sitios secos y sombreados, es importante tomar en
cuenta el peligro de abandonar ¢ material infeccioso en establos y chiqueros, gue
ocasionaria la diseminacion del aborto contagioso e infeccidn entre la poblacién

humana (Rufz-Castafieda, 1975; Alton y col. 1975; Kaplan y col, 1962).

Componenies Antigénicos y Determinantes de Viralencia
)
del Génern Boncella.

La estructura celolar del género Brucella presenta una envoltura celular
caracteristica de las bacterias gram negativas: una envoltora externa, membring
plasmdtica interna, un espacio periplismico, una capa de peptidoglican y la
membrana externa, siendo algunas de éstas estructuras determinantes de virulencia,
La especificidad celular puede ser ¢l resultado de la expresion diferencial de los
componentes que contribuyen a la virulencia, los codles residen en el genoma y
pueden ser respuestas adaptativas a las condiciones existentes en el hospedero; Ia
membrana externa tiene funciones fisicas y funcionales, ademds es la estructura que

primeramente estd en contacto con ¢l sistema inmune del huésped infectado (Martin
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Cuadro 4. Sobrevivencia de Brucells sp en muestras ambientales y de
ulimemoa.

Aglm pmublc msténl 25° (l‘ 10 dl'm.

8° C 5
Agua de mar cstéri 25
Tierra seca 43 "
Tierra himeda 72"
Estiéreol (sin esterilizar) 20
Estiéreol 8° C 385 "
Congelacion 824 "
Telas 5498
E Xpuesta nl ﬁul I’ouw Imrm;

Produoctos La‘imium

Carne refrigerada 21 dias
Salchichas + 21"
Jamdn natural 2

Jumdn ﬂlmmmln 0

..........

IM])L e,st.(x il 17 dias

Leche sin pastenrizar 20° C %-48 horas I
0° C 18 meses

Quesos 1-12 semanas

Crema 4° C 4-6 semanas

Helado 0° C 30 dias

Manmquilla 8° C 142 dias
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¥ Hancock, 1990). La membrana citoplismica, peptidogtican y algunas proteinas de
membrana externa, son muy parecidas a las de Enterobacterias, sin embargo, a
diferencia de otros patdgenos gram negativos, Brucella no exhibe estruciuras
complejas, tales como pilis o fimbrias ni material capsular (Moriyon y col., 1987),
La membrana externa solo presenta dos componentes gue han sido identificados
como Factores de virulencia, los lipopolisaciridos y las proteinas de la membrana
exierna (Martin y Hancock, 1990; Moriyon y col., 1987). Las envolturas celulayes son
muy resistentes a la accién de algunos detergentes, como los cationes guelantes
divalentes del dcido etilen diamino tetracético (EDTA), a policationes como la
polimixina B, protedlisis enzimdtica y a la digestion con lisozima, El EDTA no
potencializa la accién de Triton X-100 o de zwiteriones (zwitergentes) sobre las
micelas de Lipopolisacdrido (LPS), ni tampoco pueden actuar ambos en forma
+

independiente para remover los LPS de B. melitensis y de B. abortus (Moriyon y
col., 1987; Moriyon y Berman, 1982; Smith y Eicht, 1990; Martin y Hancock, 1990,
Perry ¥ Bundle, 1990,).

Lipopolisacdrido (LPS). Es el factor de virulencia mas fueriemente expresado,
originando cepas rugosas o lisas. Las cepas rugosas carecen de lipopolisaciridos y
son de virulencia reducida, en contraste con las cepas lisas gue presentan gran
cantidad del lipopolisacirido y que son fuertemente virulentas (Mariin y Hancock,
1990). El lipopolisacdride se considera la molécula mas abundante dentro de la
estructura cclular de la bacteria, con un 2.5 - 3.0% del peso seco bacteriano,

compuesta de una cadena polisacirida o antigeno "0 especifico, también llamado
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hapteno nativo, un polisacirido central y el lipido A (Bundle y col., 1987). La

molécula estd expuesta hacin afuera de la membrana externa, lo que facilita Ia
induecién de anticuerpos (Ac) dirigidos contra el antigeno (Ag) "O"y ¢l polisacdrido
central, los cuales juegan un papel muy importante en ¢l dispndstico de la brucelosis
y en la identificacién seroldgica de las especies, por la presencia de los Ag Ay M,
caracieristica empleada en la caracterizacion diferencial de las especies (Perry y
Bundle, 1990). Las cepas lisas de Brycella abortus, y Brucella melitensis presentan
los dos antigenos, pero en diferentes cantidades, de tal Torma gue pueden
presentarse 3 tipos de cepas, por medio de la aplotinacion, A+M-,A-M+y A+M+,
dependiendo de 1a distribucién del tipo de LPS (Dubray y Limmet, 1987). E)
aumento en la sobrevivencia de las cepas lsas comparadas con las cepas avirulentas
rugosas en los macrofagos sugieren gue los Ll’;S ticnen un papel moy importante en
la fagocitosis y sobrevivencia, se ha establecido que las cepas rugosas presentan una
incapacidad para establecer una relacion parasitica estable con los macrélagos, ya
que no son resistentes a los mecanismos oxidativos del sistema micloperoxidasa, en
cambio, las cepas lisas presentan una gran habilidad para resistir Ia actividad del
complemento. E) suero bovino normal tiene la capacidad de destruir a Brucella por
medio de Ia activacion del complemento. Este proceso es blogueado por anticuerpos
IgG, ¢ IgGy, la produccidon de los cuales puede avmentar la fagocitosis de la
Brucella, Por otro lado, Brycelly se ha adaptado a crecer dentro de los macrdéfagos,
capacidad que le ayuda a burlar la accion bactericida normal del suero (Corbeil y

col., 1988; Smith y Ficht, 1990},
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Hapteno Nativo (NH). Son polisacdridos relacionados serologicamente a los

antigenos A y M, que han sido descritos como producios de B. abortus vy B.
melitensis, debido a la composicién quimica y su estractura, se ha sugerido que son
artefactos derivados de una moléeula de LPS oblenido por hidrélisis bajo
condiciones de extraccion del polisacdrido B (Perry y Bundle, 1990; Zypmunt y col.,
1988).
Polisacdrido B (Poli B). El polisacdrido B (PB) ¢s un carbohidrato ciclico de bajo
peso molecular, con 17 - 24 residuos de glucosa presente en todas las especies de
Brucella y es de gran wiilidad para distinguir animales infectados de animales
vacunados, pero una vez purificado, no presenta caracteristicas antigénicas, sobre
todo si estd completamente libre del hapteno nativo, Puede obtenerse de B, aborius
y B. meiitensis (Dubray, 1987; INDRE, 1991, Perry y Bundle, 1990),

+
Proteinas de Ia Membrana Externa,

La caracterizacion de Jas proteinas de lo membrana externa como factores
de virulencia han representado una serie de problemas, ya que es muy dificil
identificar las variantes que han perdido su expresién, asi como Ja presencia de
LPS, los que interfieren en la migracion de las proteinas de membrana (Santos y
col., 1984; INDRE, 1991), El papel en Ja sobrevivencia y como factor de virulencia
de las proteinas de 1a membrana, solo se puede hipotetizar, ya que su inclusion
como componente de virolencia se basa en gue la respuesta inmune es

principalmente protectora. Los grupos de proieinas en la membrana externa de
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Brucella han sido nombradas como: Grupo 1 (88 - 94 KDa), Grupoe 2 (35 - 40 KDa)
y Grupo 3 (25 - 30 KDa). Los tres gropos de proleinas son reconocidas por ¢l
sistema inmune bovine durante ¢l curso de la infeccion, Se conoce muy poco de las
proteinas de los Grupos 1y 3, mientras que las proteinas del Grupo 2 han sido
estudiadas y caracterizadas como Porinas (Winter, 1987; Santos y col., 1984).
Porinas. En 1984, Douglae y col estudiaron las propiedades de las porinas de
Brucella (INDRE, 1991), vsando el andlisis de liposomas anmentados. Encontraron
un range en el tamailo del poro de 37,000 » 42,000 que varia entre las diferentes
especies de Brucella, El poro mas grande lo presenté Brucella canis, un tamaiio
medio lo presentaban algunas cepas lisas y rugosas de Brucelln abortus, mientras
que € poro mas pequeio lo presentaba  Brucelly melifensis. Estas diferencias
pueden sex Jas responsables de la permeabilidad variable a los colorantes de fucsina

*

bédsica y tionina y pueden reflejar los diferentes patrones de los organismos en

cuanto a su sensibilidad (Ofiate y Folch, 1989; Verstreate y col., 1982; Meyer, 1990).

Antigenos Internos.

Lipidos. Los lipidos forman parte integral de la membrana interna, junto con los
LPS y lipoproteinas, adn cuando estin guimicamente bien caracterizadas, se
desconoce su papel como factor de adherencia en la implantacion de la infeccidn,
pero se le han atribuido propiedades de resistencia de la envoltura celular a las
enzimas lisozomales y a su adaptacion en ¢l desarrollo intracelular, en forma

protectora (INDRE, 1991; Smith y Ficht, 1990),



Inmunidad Contra Brucella.

El estudio del sistema inmune se ha desarrollado para tratar de entender y
explicar la respuesta del huésped a la presencia de bacterias, hongos, virus y en
general, a sustancias ajenas a los organismos; los mecanismos de defensa del
huésped han sido generalizados como especificos y no especificos. La inmunidad
especifica incluye Ins defensas del huésped como las barreras fisicas, guimicas,
enzimas y ¢flulas fagociticas; 1a inmunidad especifica estd carncterizada por una
interaccion infcial entre un antigeno y un linfocito, donde dicho linfocito, desarrolla
una "memoria inmunolégica”, que capacita al hudsped, en una reexposicién al Ag,
para que responda con las funciones celulares incrementadas, tales como Ia
immunidad mediada por Ac, hipersensibilidad o rechazo, a éste tipo de inmunidad
se le conoce como inmunidad celular, La inmunidad no especifica, es la primera

L
linea de defensa del huésped contra los microorganismos, tales mecanismos pueden
considerarse como propiedades constitutivas del huésped normal; entre Jos
mecanismos no especificos, se encuentran las barreras fisicas (piel, mucosas),
secresiones (lisozima, moco, lactoperoxidasa, pit, ete.), fagocitosis (granulocitos,
monocitos) y proieinas sangoineas (interferon, complemento, elce.), inmunidad
conocida como humoral (Pestika y Witl, 1985). La infeccidn de Brucella provoca la
induccién de ambas respuestas inmunes, celular y humoral, la magnitud y duracion
de la respuesta puede ser afectada por algunos factores, que incluyen, la virulencia
de la cepa infectante, tamaiio del indeolo, edad, prefiez, sexo, especie y estado

inmune del buésped (Serre y col., 1987), Las bacterias intracelulares estan
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de brucelosis cronica, al haber una reactivacion, la primern semana de infeccidn,
aparecen anticuerpos g G con actividad blogueadora, seguida de anticuerpos Ig A,
gue presentan la misma funcién blogueadora. La produccién de los anticuerpos es
caracteristica empleada en las pruebas serolgicas para el diagndstico de la

brucclosis (Smith, 1990, Plomet y col., 1985; Serre y col., 1987).

Resistencia natural o no especifica,

Barreras Fisicas, Esta resistencia estd bajo contro) genético y uno de los elementos
mas importantes ¢s la integridad de la piel y de las membranas mucosas, de tal
forma que al perderse su continuidad, representa vna ficil via de entrada para los
parisitos (Templeton y Adams, 1990). La piel es ¢l sitio de unidn principal entre
Brucella y el huésped, en los bovinos se encuentra ¢l eritritol en las células

+

epitelinles de vtero y aparato reproductor, que ha demostrado ser ¢l factor
determinante en ia localizacion y proliferacion de Brucella, éste alcohol no se
encuentra presente en especies diferentes de Jos bovinos, en cuyas membranas se
adhiere a receplores tipo lecting, con especificidad a manosa o a moléculas de
configuracién semejante, como Ja que tiene el azicar de la cadena "0"del LPS ¥
desarrolla una fuerte infeccion de la placenta con abortos (NRC, 1977). Brucella
carcee de otros factores de adherencia como pilis o fimbrias o proteinas con
actividad de adhesina (Meador y col., 1989a; Meador y col., 1989b; Bosseray, 1987).

Fagocitosis. Uno de los mecanismos de resistencia tempranos en las enfermedades

infecciosas es Ja ingestion y muerte por las céhulas fagociticas de las células
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bacterianas, iniciado por las células polimorfonucleares (PMN), atraidos al sitio de
infeccidn por medio de estimulos quimicos bacterianos, o por factores del huésped,
como ¢s ¢l complemento, que se encarga de opsonizar 1la bacteria junto con los
anticuerpos Ig M e Ig G, para que sea fagocitada por los PMN (Templeton y Adams,
1990; Pestka y Witt, 1985). Dentro del fagocite se acelera el metabolismo,
produciendo sustancias bactericidas, Ciertas cepas de B, ahortus y de B. melitensis
pueden ser resistentes a la accién de los PMN, dependiendo de la virulencia de Ia
cepa, siecndo B. melitensis 1a mas resistente y Ia was virulenta para animales y ¢l
hombre y se considera al LPS ¢ responsable de dicha evasidn, asi como olros
compuestos y enzimas como catalasa y una superoxido dismutasa dependiente de
Cu-Zn, que participan en la regulacion de intermediarios téxicos; de In misma
forma, se presentan dos mecanismos en la resistencia de Brucella: una alta
4

higdirofobicidad de la membrana externa y la carencia de sitios de unién para
proteinas catidnicas (Smith y Ficht, 1990; Canning y col., 1985).

Macrofapos. Las especies de Brucella sobreviven mejor dentro de los macrifagos,
que se activan durante la etapa mas temprana de la enfermedad y estd inducida por
componentes como LPS, alcanzando su capacidad bactericida midxima a los 14 dias
después de la infeccion. La célula produce los mismos componenies bactericidas que
los PMN, mientras que Brucella produce las mismas sustancias blogueadoras,
Adicionalmente, la bacteria pvede escapar en algin momento del fagolisosoma y
continuar viviendo en ¢l citoplasma del fagocito y muy frecuentemente en el reticulo

endoplismico rugose (Smith, 1990; Canning, 1990).



Patogénesis.

Debido a que las especies  de Brucella son pardsitos intracelulares, se
ha hipotetizado que es transportada por diversas vias del torrente sanguineo
a la glandula mamaria, dentro de los leucocitos  (Kaplan, 1962), Se cree gue
los macrdéfagos y en menor proporcién los neutrdfilos, transportan células
de Brucella de circulacion sistémica 2 la gléndula mamaria y por tanto, a la
leche y ademds, proveen cof medio para la replicacion de la célula, En la
glandula mamaria no se desarrolla una infeccion clinica tipica, ya que no se
detectan  lesiones  severas en la ubre ni en la mama, de caprinos o de
bovinos., Microscopicamente, se puede observar una mastitis  intersticial
linfoplasmocitica ¢ histiocitica (Corner y col., 1987; Meador y Deyoe, 1989).

El sitio de replicacién primaria preferido por las células Brucelln es en
macrofages  y neatrdfilos: en el lumen mamario alveolar y ductal, razén por
¥a cudl son excretadas por medio de la leche. Al haber un trabajo mecénico,
ya sea del proceso de Jactacidn, o bien en la ordefia, presenténdose el
mayor nGmers de células sanguineas y bacterias al inicio de la lactancia,
después  del parto y va disminuyendo con el tiempo (Meador y ¢ol., 1989a).
El ¢calosire es la fracciéon de la leche donde s¢ concentra el mayor ndmero
de lencocitos  y por tanto, de bacterias (Kaplan y col., 1962; Meador y col.,

1989a; Meador y col., 1989h).
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Patogénesis  de 1a brucelosis  bumana.

La brucelosis  humana se presenta en varias formas, aguda, crdnica,
intermitente, variable y continua, de inicio apudo e incidioso, caracterizada
por fichres intermitentes, continuas, o irvegulares, de duvracién variable, con
dolor de cabeza, debilidad, sudoracion  profusa, escalofrivs, artralgia,
depresion, pérdida de peso y dolor corporal generalizado (CDC, 1990). Se
puede presentar  infeccion  supurativa  generalizada.  La infeccién  puede
perdurar por algunos dias, meses y ocasionalmente  por 1 o mas afios
(Alarcén y col., 1987; Rufz Castafieda, 1986).

Eontre las complicaciones mas comunmente  presestadas  estan  Jas
osteoarticulares;  osteomielitis  vertebral y mas raramente, bursitis prepatelar
(Alarcén y col., 1987). Xl aparato genitourinariv puede estar involocrado en

+
un 2 - 20% de los casos, con orguitis y epididimitis mas comunmente (CDC,
1990), La fatalidad en los casos con tratamiento es de < 2%; siendo  mayor
para la infeccion producida por Brucella melitensis, que es la especie  gue
provoca  mayor toxicidad en el homano, Cuando s¢ produce  brucelosis
crémica se presentan sintomas complejos  de nearosis e invalidéz; el periodo
de incubacién es muy impreciso, dependiendo  de Ja virulencia de 1a cepa,
via d¢ entrada y dosis infectante, puede ser de 5 - 60 dias o de 1-2 meses
comunmente  y ocasionalmente  puede haber periodos mayores (Ruben y
col., 1991). Brucella spis es cansante  de lesiones  desiructivas  y supurativas

y tiende a volverse cromica (Rulz-Castaieda, 1986). No se ha podido
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demostrar que la persona presente un perfodo de infectabilidad, ya que la
transmisién de persona a persona no esté bien definida (CDC, 1990; Ruben
y col., 1991). Brucella abortus puede presentar estado toéxico y provecar
lestones  localizadas, pero de menor gravedad que las anteriores (Ruiz-
Castafieda, 1986). Existen varios factores relacionados con el huésped, de
los cudles va a depender el perfodo de incubacién, como ces el estado
nutricional, presencia de otras enfermedades, inmunidad del individuo y
stress.,  Una vez que la bacteria pepetra al organismo y alcanza torrente
sanguineo, o8 fagocitada por polimorfonucleares, para ser levada a células
del sistema reticuloendotelial, donde prolifera (Smith, 1990), En el huésped
con respuesta  inmunologica celular normal hay formacidn de granulomas,
se destruye la bacteria y la lesién desaparecerd meses  después. En éste

3
caso. Ja evolucién de la enfermedad dependerd de la capacidad  del agente

para evadir los mecanismos  intracelulares  de defensa  para su destruccion

(Corbeil y col., 1988; Canning y col., 1985)

Patogénesis  de la brocckosis  bovina,

La transmisién natural enire los animales se da por medio de la
ingestion de apua y alimentos contaminados  con bacterias  gue han sido
climinadas a través de placenta, fetos abortados y descargas uterinas, se
cree gue existen otras formas de transmisién, como es la monta directa con

toros infectados, Inseminacion artificial con semen comtaminado, superficies
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mucosas  como la conjuntiva, boca, piel, tracto respiratorio vy en forma
parenteral, No se ha determinado  Ea via de entrada mas comin de la bacteria
al animal, pero se cree que la boca, mucosa y piel son los sitios de acceso
mas utilizados (Lanza, 1987; Vasguez, 1992), Los sipnos  ¢linicos  mas
comunes de Ja enfermedad en los animales son el aborto y la reduccién
hasta del 20% en la produccion de leche, muerte del producto al final de la
pestacion, retencién placentaria y aumento en el nimero de servicios por
concepeion,  la placenta se encuentra  engrosada  con lesiones  fibrinosas y
los liquidos son de color rojo muy fétido. Mientras que en el feto no se
encuentran  hallazgos  especificos;  en el macho, la infeccidon  ataca  las
gldndulas accesorias, los testiculos  y el epididimo, por lo que es eliminada
junio con el semen y se transmite dorante el coito (Lanza, 1987). Kl
L
establecimiento  de la infeccion depende  de la edad del amimal, en crias
Jovenes, la Brucella se desecha  en pocos meses, independientemente  de la
forma en gque la bhaya adguirido, Las vaquillas  prefadas  son
extraordinariamente  susceptibles a Ja brucelosis, transforméndose  en
receptécnlo  de Brucella por tiempo indefinido, pudiendo abortar repetidas
veees ¥y una vez establecida  la bacteria ¢n animales sexualmente  maduros,
especialmente  en hembras, fiende a persistiv indefinidamente  (Vasquez,
1992). Comeo se menciond anteriormente, el sitio de predileccion de Brucella
en las vacas es la ubre y nédulos linfaticos supramamarios, los cuales se

afectan en un 60-93% de los animales infectados; se ha estimado que del 15
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al 35% de las vacas ¢n hatos sin vacunar excretan nOmeros detectables  de
Brucella en su leche, incluyendo alas vacas que no han abortado, e mimero
de organismos excretados varia diariamente, siendo mayor en los primeros
dias después de la paricibn o del aborto, pudiéndose encontrar hasta
200,000 organismos/ml  en ¢l calostro, disminuyendo posteriormente  hasta
10,000 a 20,000 /mf (Kaplan, 1962). La infeccién raramente cauvsn mastitis
clinica en ¢l ganado, por lo que no hay cambio en la apariencia, sabor, color,
contenido  de catalasas ¥ cloruros en la leche, por lo que la enfermedad
puede legar a pasar inadveriida (Rulz-Castafieda, 1986). Existen factores que
determinan la difusién de la enfermedad, tales como la edad, ya que log
recién nacidos oo se ven tan fuertemente afectados, como los animales
adultos; el estade [fisioldgico, ya que las hembras gestantes son las gue
+

muestran en forma mas clara los signos, principalmente ¢l aborto v en los
machos, la orquitis y finalmenie, ia especie.  En bovines se localiza en diero
si esta prefada, en caso contrario, en ubre y noédulos linféticos; en porcinos,
se presenta bacteremia prolongada, localizada en mucosas  y tejido, mientras
que en los caprinos, la bact:erclllia e5 de por vida, climindndose la bacteria
en la leche (Lanza, 1987; Vasquez, 1992),

Después  que la bacteria ha penetrado al organismo y aleanza ¢l
torrenie sanguineo, se produce una bacteremia y reaccion de aglulinacion
positiva en ¢l suero sanguineo, lo que termina por provocar el aborto,

seguida  por la localizactén en la ubre, nédulos linfaticos supramamarios y
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otros sitios en el sistema reticnloendotelial  (Cormer ¥ col., 1987). La
caracteristica  intracelular de Brucella abortws es un faclor importante en la
sobrevivencia,  El signo mas notable y frecuente de las infecciones  del
pénero Brucella es el aborto, adn cvande la enfermedad se caracteriza por
una infeccidn generalizada, avn no estd claroe si el feto muere debido a una
endotoxina o a la necrosis  placental producida (NCR, 1977; Vésquex, 1992).
La mayoria de las vacas abortan solo una vez, aunque la bacterin se siga
excretando  por afios al momento  del pario y ¢l tiempo de climinacién es
indefinido, pudiendo ser toda la vida. La susceptibilidad del panado a la
enfermedad  es extremosa, algunos adquicren inmunidad natural y nunca
desarvollan  la enfermedad, mientras que los animales muy susceptibles

pueden abortar repetidamente  durante toda su vida reproductiva (Corbell y

L3

col., 1988; Smith y Fichi, 1990; Ruiz-Castaiieda, 1956).

Modo de Transmision.

Labrucelosis  se considera una enfermedad ocupacional, de granjeros,
velerinarios, trabajadores de rastro y personal de laboratorios. Los casos
esporddicos  y brotes epidémicos se¢ producen entre los consumidores de
leche y productos lacteos sin pasteurizar, especialmente  de vaca, cabra y
borregas (Currier, 198%; Aguilar, 1987; CDC, 1990),

La transmision se leva a cabo por medio del contacto directo con

tejido, sangre, orina, descargas  vaginales, fetos abortados y especialmenie
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placentas, o a través de escoriaciones  de la piel y por Ja ingestion de leche
cruda y producies  lacteos de animales  infectados  (Currier, 1989), La
infeccion también puede ser transmitida por medio del aire y es muy comiOn
en granjas, pensiones  animales, establos  y laboratorio, al mancjar los
desechos  secos  y aerosoles  producidos  al flamear las asas bacteriologicas

y al llevar a cabo la emulsion de las muestras en licuadora (Piffaretti y col.,
1987). Un ndmero menor de casos se dad entre los veterinarvios, por
inoculacion  accidental de las cepas 19 y Rev-1, empleadas como  vacunas
animales (Currier, 1989). La transmision de persona a persona no estd bien
clara actualmente, aunque en los Gltimos afios han aparecido reportes de
transmision sexual entre un laboratorista y su esposa, como el reportade por
Ruben y col. (1991), infectados ambos con Brucella melitensis  biotipo 3, que

+

en ausencia  de otros factores de riesgo para la transmision y aisldndose 1o
misma hacteria de ambos  hemocultivos  se da por hecho la transmision
sexual, alim coando puede ser especulativo.  La transmision  de la infeccidén
de una madre a su hijo por medio de la alimentacién  al pecho, pero la forma
de transmision que hasta la presente  provoca wmayor preocupacion  a los
investipadores  en ¢l area de Salud Pablica e¢s a través de los alimentos,
como son leche y productos lacteos, mancjo de carne, principalmente de
cerdo  (Aguilar, 1987; Eckman, 1975; Kaplan y col,, 1%62; Rufz-Castafieda,

1986).



Diagndstico de Brucelosis,

La brucelosis  puede ser diagnosticada  detectando  los organismos  de
Brucella, o demostrando  uwna respuesta  inmune especifica, mediada  por
células o por la produccién  de anticuerpos  en el suero humano y/o animal
y en la leche, ¢ criterio utilizade para la seleccion  de la prueba dependera
del proposito  del trabajo, como en los programas epidemiolégicos, de
erradicacion, donde se prefiere utilizar los métodos rapidos, que presenten
confiabilidad y scguridad en el diagndstico y que puedan ser realizados en
el campo (Chappel, 1989). Ademés, como altermativa al método
bacteriolgico  s¢ han desarrollado  pruebas de inmunoensaye, hibridizacion
def DNA (Verger y col., 1985) y PCR (Polimerase  Chain Reaction) (Fekete y
col, 1990; Miller-Hays y col., 1991). Lainmunidad celular puede ser detectada
in vive por medio de hipersensibilidad retardada, pero no es una téenica lo
suficientemente  sensible  para  diagnéstico  individual, o fn_ vitro por
transformacién  de linfocitos, que ¢s una prueba muy especializada  y cara

para trabajo de campo (8. 5. A, 1987; Dohoo y col, 1986; Chappel, 1989),

Determinacion  Serologica.

La serologia tiene su principio en la base de que la presencia o
ausencia de anticuerpos  en el suero es un reflejo de la presencin o ausencia
de infeccidn, lo que no es necesariamente  cierto, yia gue la concentracion y

tipo de anticuerpos  séricos varia de acuerdo al curso de la infeccion y entre
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los individuos, ademés de que la vacunacién va a provocar error en los
resultados  y por tanto en ¢l diagndstico, los anticoerpos producidos eon
respuesta o los antigenos  de Brocelly son diferentes durante el desarrollo
de Ja infeccion, variando en isotipos (Ig G,,Ig G,, Ig M e Ig A), afinidad por
¢l antigeno, especilicidad antigénica y funcion (INDRE, 1991), Normalmente,
la Ig M se¢ produce al inicio de )a infeccidn, provocando posteriormente  la
produccién de Ig G, particularmente 1a Ig G,. Con el tiempo, aparece ialg A
en pequenns  cantidades, observandose  una tendencia 2 aumentar Ia afinidad
de los anticuerpos  durante el curso de la infeccion, lo que afecta
grandemente  Ja Tuncidn serolégica de los anticuerpos  individuales (Chappel,
1989). Se han publicado numerosas prucbhas seroldgicas recientes o bien
modificaciones  de las ya existentes, lo que es un reflejo inherente de la

o
dificultad det diagndstico serolépico. Elmayor desarrollo de las pruebas son
disefadas  para e diagndstico de la brocelosis  bovina y los principios de
algunas de esas téenicas pueden ser empleadas  para el diagndstico en ¢l
humano, Todas las pruechas producen un cierto grado de error, ya sea falsos
positives  en individuos sanos o falsos negatives en individuos infectados,
La mayoria de las pruebas emplean como antigeno  a la bacteria completa ¢
inactivada, las gue determinana la presencia  de anticuerpos  presentes  en
suero o leche formando un complejo  colorido, o bien por medio de

aglutinacién (Chappel, 1989),
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Reaccion  falsa negativa, Ocurre si un animal infectado no presenta o tiene

muy poca cantidad de anticuerpos séricos o en la leche, ya sea porque su
infeccion es muy reciente, porque la infeccién estd latente, o simplemente,
porque e) individuo ha respondido pobremente  al estimulo  antigénico, por
la presencia  de anticuerpo  equivocado, una predominancia de Ig M en la
infeccién inicial, que no es detectada  por pruebas que Tfueron disefiadas  para
detectar Ig G (INDRE, 1991; Chappel, 1989),

Reaccion _ lalsa  positiva. Puede  ser el resuliado  de Iz presencia  de
anticuerpos  inducidos  por la vacunacién o por anticuerpos residuales  de
bacterias no relacionadas, los coales son detecladas  particularmente  con

pruchas de aglutinacién para Ig M (INDE, 1991; Chappel, 1989),

Pruebas serolbgicas.

Fijacion del complemento  (CFT). La prucha CFT delecta anticuerpos Ig G,
solamente, la presencia de Ig G, en exceso, puede provocar un efecto de
prozona o adn reacciones falsas negativas. CFT también presenta  alta
reactividad para Ig M, pero generalmente  se destruye por las condiciones  de
calentamienio  uvsadas  para Inactivar ¢ complemento  en la prucha y da
reacciones  falsas positivas debido a anticuerpos  residuales. A pesar de ser
de gran valor diagndstico y especifico, e de uso muy limitado, debido
béasicomente a lo tardado de la estandarizacién, complejidad vy costo (Farina,

¥985; Larsen y col.,, 1988; Chappel, 1989; Dohoo y col, 1986; Lanza, 1987),
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Prozona. Un exceso  de anticoerpos Ig G, induce fa formacidén del fenédmeno
conocido  como prozona y por Jo tante, provocar algunas reacciones  falsas
negativas, s¢ ha superido que la causa de un elevado nivel de Ig G, se debe
a la edad del animal, exposicion  antigénica repetida, condiciones
ambientales estresantes  y la transferencia  activa de Ig G, serica al calostro
al momento  del parto. El efecto de prozona se puede reducir por medio de
una fijacién del complemento  en frio (Chappel, 198%; Farina, 1985).
ruchas _de aghitingcion oo tubo o en portachiete (SAT). Es una prucha
menos  sensible  para la Ig G que la CFT, pero muy sensible  para Ig M, SAT
da mas reacciones  falsas negativas  y positivas  debido a la vacunacién con
la cepa 19 y por reacciones no especificas  (Chappel, 1989, Dohoo y col,
1986; Farina, 1985).

"

Prucha_de Rosa de Bengala (RBT). ¥s una prueba de aglutinacién muy

sencilla, wsa un Ag unido o un colorante, a pH 3.65, presenta la desventaja
de producir reacciones falsas positivas  por la vacunacion con la cepa 19,
presenta  alta sensibilidad  a lg M. Recomendada  como prueba dnica en areas
con una alta prevalencia  de brucelosis, los casos positivos se confirman con
CFY (Chappel, 1989; Lanza, 1987; Das y Paranjape, 1987; Farina, 1985),

Prucha  de Ja antiglobuling _de  Coombs (AGT). Es una moedificacion
sensibilizada de SAT, los Ac no aglutinantes también pueden ser detectados

y puede distinguir los isolipos de las inmunoglobulinas  (Farina, 1985; Alton

y col., 1975; Chappel, 1989),
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Prucha de _hemolisis _indirecta (JHLT).Es una alternativa de CFT y se usa en

programas de erradicacién (Chappel, 1989; Farina, 1985),

Otras prucbas

ELISA. Es ¢l método que d4 menos resultados falsos negativos y més
reacciones falsas positivas que CFT, s¢ pueden aumentar la especificidad

a los isotipos si se desea. Puede usarse come una prucha  definitiva,
especialmente st se hace especifica para Ac Ig G y si se toman los cuidados
apropiados para su claboracién, Esta técnica puede ser usada no solamenie

en muestras  séricas, sino que fambién es de gran valor diagndstico en leche,
Detecta la presencia  de Ac de Brugella, adn cuando a muestra se encuentre
dilvida hasta 106 veces en leche normal, o en forma temprana, cuando los

+

prucbas seroldgicas son negativas, Poede ser detectado el Acy sus isotipos
(Farina, 1985; Heck y col., 1980; Kerkhofs y col., 1990; Larsen y col., 1988).
Prucha_del anillo en leche (MRT), Es la pruecba mas comunmente uotilizada
para detectar la brocelosis  en hatos lecheros.  La suspensién  coloreada  de
Brucella se concentra principalmente en la capa de crema coande la leche
contiene  Ac, mientras que en so avsencia,  existe  una  distribucidén
homogénea en 1a leche, debajo de la capa de crema. Se utiliza para delectar
la presencia  de anticuerpos  en la Jleche de animales infectados, clasifica

hatos como positivos o negativos, vy su eficacia se debe mas a Ia frecuencia

con que se realice Ja prueba que a sp sensthilidad, Se ha sugerido que los
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diferentes isotipos de Ac se encueniran formando parte de la positividad de
MRT, incluyendo g A ¢ Ig M, a diferentes temperaturas y perfodos  de
incubaciéon., Se puede realizar en forma periddica en hatos  lecheros
deckarados  libres de brucelosis o que se encuentran  en periodo  de

certificacion (Kerkhofs y col. 1990, Lanza, 1987; Sutra y col., 1986).

Pruchas BacteriolGpicas,

Para cstablecer  un diagnéstico  especifico  y certero de 1a brucelosis,
es necesario  comprobar  su  presencia  del organismop, por métodos
bacterioldgicos, aislando e identificando la bacteriz en las diversas muestras
manejadas  en el laboratorio.  Entre las muestras  mas  comunmente
empleadas  para el diagnoéstico  de brucelosis  humana, se encuentran  los

#

coltivos sanguineos, en individuos con brucelosis  activa, mientras que para
los casos de brucelosis  crénica se realiza el diagndstico en médula osea, en
ambos casos, la siembra de la muestra se leva a cabo en el medio bifasico
descrito  por Ruiz-Castafieda (1986), La principal ventaja de las pruchas
bacteriologicas, es que puede detectar Ja bacteria aun cuando Ly infeccion
sea  ordnichy o sMlenciosa,  siuacidon que no siempre  se presenta  con Jos
métodos serolégicos (Larsen y col., 1988; Alton y col., 1975; INDRE, 1991,
Rulz-Castafieda, 1986).

El diagndstico bacteriolégico  de la brucelosis  en animales puede

Hevarse a cabo en diferentes muestras. Como Ia infeccién de la ubre puede
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estar localizada en uno o mas cvartos, las moestras  de leche deberan
tomarse de todos los cuartos, se recomienda que para muesiras individuales
s¢ tome una cantidad minima de 20 ml de leche de cada cuarto, previa
limpieza exterior de la ubre, desinfeccién  con alcohol y secado  de las ietas;
los organismos de Brucella, también puveden ser obtenidos por medio de
exudados  vaginales, tomados con hisopo, en un perfodo de 6 semanas
posteriores  al parto o al aborto (Alton y col,, 1975; Corner y col., 1987;
Corbel, 1985). Para el cultivo sanguineo en los animates, la toma de muestra
s¢ hace por puncién en la yugular del animal (Rufz-Castafieda, 1986). Ks
importante  Nevar a cabo el anélisis del mwaterial abortado, para descartar
todas las posibles causas  del aborto, por lo gque s¢ deberd trabajar con el
feto y la membrana fetw). Las submuestras  con que s¢ trabaja del feto son
¢
¢l contenido estomacal, pulmones, bazo y meconio, mientras que de la
membrana fetal se wtilizan trozos o bien las porciones donde se encuentran
los cotiledones, sobre todo aquellos que han perdido su apariencia roja
brillante normal y s¢ han vuelto de un color amarillo griséceo (Meador y
Deyoe, 198Y; uiz-Castafieda, 1986). Otra muestra que puede emplearse en
el diagndstico s la carcasa animal, cuyos tejidos van a variar de acuerdo a
la especie, pero en peneral los mas recomendados  son el sistema
reticuloendotelial, utero gravido y la ubre (Alton y col., 1975; Ruiz-Castafiedn,

1986). Eldiagnéstico de laboratorio més confiable se hace por el aislamiento

apropiado  del agente infeccioso, las prochas seroldgicas en laboratorios con
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experiencia  son confiables, especialmente  cuando  Se¢ pruchan muestras
apareadas y ambas presentan titwlos de anticuerpos  elevados  y la
interpretacion  de las  pruebas  seroldgicas  para los casos  crénicos
recurrentes  es especialmente  dificll, ya que los thulos de anticuerpos son
usualmenie  bajos y se hace particularmente  importante Hevar a cabo Ia
coantificacién  de Inmunoglobuling G (CDC, 1990),
Aislamienio del organismo. Se han desarrollado  diferentes medios de eultivo
para ol aislamicto e identificacion de Brucella a partir de diferentes  muestras,
tanto biolégicas como de alimentos. Excepto para propositos especiales, los
medios sdlidos se prefieren para el aislamiento 'y propagacién  posterior de
los  organismos  de Brucella. Para el cultive de clertos  lguidos,
principalmente  sangre, los medios liquidos permiten el cultivo de grandes
+
volimenes, cuando se mantienen bajo condiciones  controladas  de tension
de oxigeno, pH, ete. son de gran utilidad para coltivos masivos  de
organismos  de Brucellp, para la produccién de antigenos  y vacunas. Los
procedimientos  empleados  para el aistamiento  pueden llevarse a cabo por
medio  de  coltive  directo en  medios  selectivos y no selectivos,
enriguecimiento  y/o Inoculacién  animal (Corbel, 1985; WHO, 1986; Allon y
col., 1975).
Cuoltivos _directos. La muestra se va a inocolar en forma directa sobre un
medio  de cultive s6lido, cuando se sospecha  que la muestra estd poco

contaminada, se recomienda emplear un medio de cultivo enriguecido, comop
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¢l utilizado por Kuzdas y Morse (Corbel, 1985) o el medio de Farrell (1974)
(Moreira-lacob, 1970; Allon y col, 1975; Ruiz-Castafieda, 1986).
Cultives _con__pre-enriguecimiento.  Puede Hevarse s cabo in vitro en medios
liquidos, o in_yivo por inoculacién animal. En las muesiras clinicas se emplea
¢l medio bifasico de Ruiz-Castabeda, mientras que para alimentos se wtiliza
ui enriquecimiento  ¢n medio liquido, como Caldo Brucella enriquecido con
antibiGticos o los medios lguidos de Brodie y Stinton, gue posteriormente
s¢ resiembran en medios sélidos para el aislamiento e identificacion  de la
bacteria (Corbel, 1985; Alton y col. 1975; Rufz-Castafieda, 1986).

Alpunas cepas  de Brucella requieren ka presencia  de suero en el
medio  durante ¢ aislamiento  primario cuando  existe contaminacién  con
otros organismos, se debe emplear un medio selectivo  que suprima el

o+

crecimiento  de las bacterias contaminantes y que no interfiera con el
crecimiento  de Brycella, puede ser preparado agregando a cualquier medio
basal los antibidticos sugeridos  por Kuzdas y Morse (1953 (Corbel, 1985),
ademas  del colorante Violeta de Etilo sugerido por Renoux (1954) (Corbel,
1985), pero debido a que existen cepas entre las especies  de Brucella que
son susceplibles  a los colorantes, se deberd realizar la siembra por
duplicado en medios de antibidticos con o sin colorante. En forma alternativa
s¢ puede emplear ¢l medio con glicerol y dextrosa como  enriquecedores

para llevar a cabo el aislamiento primario de Brucella, y el medio preparado

con extracto de papa (Alon y col., 1975; Ruiz-Castafieda, 1986, WHO, 1986).
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En 1972, Farrell y Robertson desarrollaron un medio para e
aislamiento  de Brucelly a partir de leche, ¢l cudl contiene 5% de suero de
caballo, 1% de dextrosa, 25 U/ml de bacitracina, 20 gg/ml de yancomicing,
5 U/ml de polimixina B, 5 pg/ml de é&cido nalidixico, 100 gg/ml de
ciclobeximida y 100 U/ml de nistatina y lo compararon con varios medios
selectivos  ya disponibles  (Mair, SDA y Ryan). La prueba se llevé a cabo con
muestras  de leche, a Jas cudles se les realizé la prueha de  anillo,
obteniéndose 560 muestras positivas y se les hizo el andlisis bacteriol6gico,
asi como Ja inoculacién animal. Se aislaron 307 organismos  de Brucella, el
aislamiento  mayor fué ¢l que se obtuvo en el medio de Farrell (86%),
comparado con 69, 72 y 72% en los medios de Mair, SDA y Ryan
respectivamente, Kl porcentaje  de aislamiento  del medio de Farrell es
+
comparable con el obtenido por el método de inoculacion, mientras que el
medio de Ryan y Mair inhiben el crecimiento  de las cepas de biotipo 2 y los
medios  SDA y Mair no inhiben el crecimiento  de la flora acompafiante; los
resultados  anterfores se confirmaron en el afio de 1977 por Hunter y Kearns,
al hacer la comparacién  del medio descrito  por Farvell (1974) con el medio
SDA y el descrito  por Barrow & Peel en 1967 (Hunter y Kearns, 1977), el cudl
esta compuesto  de un agar hase, adicionado con 10% de sangre de borrego
defibrinada, 1:5000 L cisteina, 1:4000 de eritritol, 25 U/ml de bacitracina, 6.25
U/mt de polimixina B, 10 U/ml de vancomicina y 100 pp/ml de actidione

(dcido nalidixico), para lo que emplearon muestras de leche de bovine y
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moco  vaginal, Se corroboraron los resultados anteriores respecto  al medio
de Farrell, ya que prové ser el mas efectivo en la recuperacién  del organismo
y en la supresién  del crecimiento  de organismos  contaminantes, aungue en
los casos en que B. abortus crecid en todos los medios de cullive, las
colonias  del medio de Barrow & Peel fueron mas grandes y podian leerse
con solo tres dias de incubacion, ademas se confirmé que el medio SDA no

suprime la flora acompafiante de Ins muestras empleadas,

Identificacion,

Una vez aislada la bacteria, invariablemente, se debe proceder a
identificar la especie y el biotipo de Ia cepa. Laclasificacion exacta de dichas
especies  de Brucella en términos de biotipus es de gran importancia elinica,

*
de salud pablica y epidemioldgica.  Las caracteristicas  morfol6gicas,
bioguimicas y serologicas  wutilizadas  parn diferencior las  especies,  se
encaentran en el Cuadro 3 (Pagina 31). Adicionalmente, es necesario  uiilizar
las caracleristicas  metabdlicas  oxidativas  de algunos compuestos  que se

enumeran en el Cuadro 5 (Alton y col,, 1975, Morcira-Jacob, 1970, Rufz-

Castafieda, 1986; 5. S, A,, 1987).
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Métodos de Control
El control de la brucelosis humana descansa  en la eliminacién de la
enfermedad  de los animales domésticos, para o coél, a nivel mundial, se
han  disefiado  una serie de acciones  y medidas  preventivas, que a

continiacion  se describen  brevemente:

Medidas preventivas.

*Programas ¢ducacionales  al pablico para concientiziarlo  sobre
¢l consumo  de¢ leche y productos lécteos sin pastevrizar,

* Programas  educativos  para granjeros y trabajadores del
rastro, plantas empacadoras  y carnicerias, sobre la naturaleza de la
enfermedad  y ¢l riesgp  en los mancjadores  de los canales y

+
productos de animales potencialmente infectados  y la operacion
correcta del sacrificio para reducir la exposicidn,

* Deteccion  de la infeccion en el ganado por medio de pruebas
serologicas  y por la prueba del anillo en Ia leche de las vacas;
climinando animales infectados por segregacién o sacrificio. La
infeccion entre los cerdos usvalmente reguiere el sacrificio de la
manada. En Areas de alta prevalencia, la inmunizacion de terneros y
ovejas con bacterias  vivas atenuadas  de la cepa Rev-1 de Bruacella

melitensis; y becerros  y animales adultos con la cepa 19 de Brucella

abortus.
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* Las personas  inoculadas  accidentalmente  con las vacunas de
la cepa 19 o Rev-1 se les deberd tratar con 200 mg de doxiciling,
combinada con 600-900 mg de rifampicing, por 10 dias,

* Pasteurizacion  de Jeche y productos lacteos de vacas, cabras
y borregas, Cuando la pasteurizacion es imposible, el hervir la leche
pucde ser suficiente,

* Cuidado en ¢l mancjo y disposicién de placenta, descargas y
fetos de animales abortados y desinfeccion  de 4dreas contaminadas,

* Aumentar la resistencia  al hospedero  con Ia vacunacidn,
aplicando un criterio selectivo,  En bovinos se vacuna con la Cepa 19
a los animales jovenes eotre los 3 y 6 meses de edad, pero solamente

a las hembras (NRC, 1977; Lanza, 1987; CDC, 1990; Alton, 1987;

Florida Cattleman, 1987; Davidson y‘ col., 199%0)),

Campalias de erradicacidm,

En muchos paises, la brucelosis  sigue siendo un serio problema de
salod publica y s¢ han llevado a la préctica programas de erradicacion vy
control, los que han temido éxito en mayor o menor prado. En 1987 Ia
Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO) reportdé que de 176 palses que
respondieron  un cuestionario, $6lo 15 hablan erradicado la enfermedad v en
19 no se hablia reportade ningdn caso, en 2 nunca se habia detectado y 140

atn estaban  infectados.
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En México, se ha venido trabajando en las campafas de erradicacion

y control de tuberculosis y brucelosis  bovina en forma conjunta,
asignandosele  a cada estado  la responsabilidad  del manejo y logros de
dichos trabajos, sistema establecido inicialmente en s regién noroeste del
pais. En Sonora, Sinaloa y Chihuabua, estd operando un sistiema  de control
cuarentenario y de movilizacién de animales (Gay, 1992). K112 de Diciembre
de 1991, el Ejecutive del Estado emitié el "DECRETO QUE DECLARA DE
INTERES PUBLICO LA REALIZACIONDE LA CAMPANA DE ERRADICACION
DE LA TUBERCULOSIS BOVINA Y DE LA BRUCELOSIS DEL ESTADO DE
SONORA, Y CONSTITUYE El. COMITE QUE IMPLEMENTARA DICHA
CAMPANA",documento publicado cn ¢l Boletin Oficial del 19 de Diciembre
de 1991 (Campa, 1992a), en el cudl se enla:hlmxe como meta que ¢l Estado

de Sonora sea declarado zona limpia de tuberculosis  bovina para 1995

(Campa, 1992a; Campa, 1992Db),



MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de la Recoperacion,

Deseripeion de la Muestra

En ¢l laboratorio de microbiologia del CIAD, AC se elaboraron quesos frescos
regionales para determinar la recuperacion de las especies de Brucella melitensis y
de Brucelly abortus empleados en el presente trabajo. La leche fué proporcionada
por la empresa Licteos de Sonora, escogiéndose la del lote que presentaba las
cuentas bacterianas mas bajas, ademids, por medio de la téenica de anillo en deche,
s¢ comprobd que no presentaba titulos de anticuerpos hacia Brucella o alpin otro
patdgeno y se realizdé una siembra para detectar su presencia,
Mangcjo de Ja 1leche. La temperatura a Ya cual se recogia la leche era de 4° C, por
lo que era necesario Hevarla a una temperatura de 30 - 36° C para poder adicionar
lIa renina (Marschall, Prod. Nut,,8.A. de C.V., Méx.). La leche se separé en dos
lotes en cantidades aproximadas de 10 litros, uno de los lotes era empleado para
elaborar el gueso control y 1a otra porcidn para elaborar un queso contaminado con
cada una de las especies. En total se elaboraron 6 goesos: 2 contaminados con
Brucella aborius, 2 contaminados con Brucella melitensis v 2 gquesos control.
Manejo de los Collives. Los cultives bacterianos empleados consistian de cepas puras

y Tueron crecidos en caldo Brucella, en cultivos estdticos por 72 horas a 37° C,

70
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Brucella abortus en ambiente con 10% de CO, y para Brucella melitensis en
acrobiosis. Se agregaron 10 ml! del cultive con cuentas de 3 x 10° CFU/ml pura
Brucella abortus y de 2 x 10° CFU/ml para Brucella melitensis.
Renina. La renina o cuajo (Marschall, Prod. Nut,,8, A, de C. V., Méx.) empleado fué
en presentacion de pastilla, se agregé sipuiendo las instrucciones del fabricante, en
cantidades de 3 ml de solucion/10 litros de leche a 30 - 36* C, posteriormente se dejé
reposar por un periodo de 4 horas para la formacion del coagulo,
Elaboracion del Queso. La elaboracion del gueso se levé a cabo en forma artesanal,
cabe mencionar, que se tuvo control de la contaminacion, para lo cudl se trabajé en
una campana de¢ flujo laminar y el material empleado se esterilizé en autoclave,
micdras que los recipientes se esterilizaron con luz uliravioleta, Una vez formado
¢l coagulo de Ia leche, se procedié a su "quebrado” con una espdtula estéril, se dejo
¢

reposar por 15 min para separar ¢! suero y se procedid a filtrarla en una manta
quesera, La molienda de 1a cugjada se hizo en forma manual y el salado "al gusto",
Se envolvié con una manta y se prensé con una piedra por aproximadamente 8
horas,

Posteriormente, el guese se almacené a 5° C por 21 dias, tomdndose muestyas
cada 3 dias para Hevar a cabo ¢ andlisis bacteriolégico,

De la misma forma se elaboraron y almacenaron los controles negativos,

muestredandose en forma similar que la muestra problema para ¢l andlisis

microbioldgico y cada 7 dias para los andlisis fisicoquimicos.
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Anilisis Microbiologico

Enriguecimientos. Para obtener un mejor crecimiento de las especies bacterianas se
probaron dos enriguecimientos gue comunmente se emplean para el aislamicnto de
la Brucella, con i fin de probar cudl de ellos nos proporcionaba mejor
recuperacion, empledindose 2% de glicerol (SIGMA, St Louis Mo.) mis 1% de
dexirosa (MERCK, México), y 5% de suero de caballo (sangre obtenida
directamente del animal en condiciones ascépticas, separada en el laboratorio), mis
1% de dextrosa (MERCK, México).
Suplemento Antimicrobiang. A los medios de cultivo se les agregd un suplemento
antimicrobiano con ¢l fin de abatir Ia flora contaminante que pudiera contencr el
queso y que consistio de
25 U/ml de Bacitracing (SYGMA, St. Louis, Mo), 5 U/ml, de Polimixina B (SIGMA,
8t. Louis Mo.), 108 U/m! de Cicloheximida (.';I.GMA, St. Louis Mo.), 20 U/ml de
Vancomicina (51GMA, St. Louis, Mo.), 5 U/ml. de Ac. Nalidixico (SIGMA, 5t.
Louis, Mo) y 100 U/m) de Nistatina (SIGMA, St. Louis, Mo}, El suplemento
antimicrobiano fué desarrollado por Farrel (1974), suprime efectivamente la flora
contaminanie, sin inhibir las cepas mas fastidiosas como Brucella abortus biotipo 2.

Para I determinacidn de la recuperacién se probaron 2 métodos de
aislamiento:
Métodoe 1. Consistié de cuenta directa en placa, siguiendo las téenicas de placa
vaciada (A. O. A, C,, 1984; B, A. M., 1984) usando como emulsificante y diluyente

solucion saling fisiologica (0,85%) con Tween 80 (SIGMA, St. Louis Mo.) al 2%,
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a).- Se pesaron 10 grs, de queso y se emulsificé manualmente con la solucion
saling,

b).- Se prepararon diluciones seriadas en solucién salina hasta 10° y se
sembraron por medio de 1a téenica en placa vaciada en Agar Brucella (DIFCO,
Detroit, Mi.}, Agar BH1 (BBL, Cockeysville, Md.), Apgar pars cuenta estdndard
(DIFCO, Detroit, Mi.) Agar Infusién de papa (DIFCO, Detroit, Mi) y Agar Soya
Tripticasa (BBL, Cockeysville, Md). Para todos los medios de cultivo se emplearon
dos enriquecimientos y se adicionaron con los 5 antimicrobianos anteriormente
descritos.

).~ Las placas se incubaron a 37° C por 48 horas y se realizé 1a cuenta de
las colonias,

).~ La confirmacion de las bacterias se Hevd a cabo por medio de tipificacion
con suero polivalente AMS (DIFCO, Detroit, I:u‘.li).

Método 2. La téenica sepuida, es una combinacion de las téenicas de S, S, A, (1987),

Alton y col, (1975), Corbel (1985) y Farrel (1974):

1.-  Se pesaron 10 grs. de queso y se eonlsificaron manualmente en 90 m), de
solucion salina con tween 80, de los cudles, 25 ml se sembraron en 225 ml,
de Caldo Brucella (DIFCO, Detroit, Mi). enrigquecido y adicionado con los §
antimicrobianos,

2.~  Del enriquecimiento se realizaron resiembras cada 48 horas, por 21 dias,

stguiendo la técnica de placa vaciada descrita anteriormente y confirmandose

de ipual forma.
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Exaluacion de la Incidencia

Descripeion de ka mucestra.

Para determinar 1a incidencia de Brucellp sp en gqueso firesco regional, se Yevd
a cabo un muestreo en el Municipio de Cajeme y Guaymas, Sonora, con la
colaboracién del Departamento de Control Sanitario de la Secretaria de Salud de
Ciudad Obrepdn, Sonora y de los Servicios Médicos de Sonora de Hermosillo,
Sonora. Las 335 muestras tomadas consistieron de aproximadamente 500 grs, de
queso fresco regional expendidas en diferentes abarrotes de Cd. Obregdn, Sonora,
fos cudles se mantuvieron en hiclo hasta su legada al laboratorio de microbiologia

del C. 1, A. D., A, C., en Hermosillo, Sonora, donde se realizaba 1a determinacion

microbioldgica de Brucella sp.

Deteccién de Brucella sp
El andlisis de las muestras se Hevd a cabo por medio del método 2 ensayado

para la recuperacion, de la siguiente manera:

L.-  Se pesaron 10 grs. de queso ¥y se emulsificé en 90 ml. de solucion salina con
Tween 80 (Sigma, St. Louis, Mo.) al 2% (858T), se realizaron diluciones
serindas en solucién salina 0.85% hasta 10°.

2. De cada una de las diluciones, se tomé 1 ml, y se sembrd en 10 ml de Caldo
Brucella (DIFCO, Detroit, Mi), enrigquecido con 2% de glicerol (Sigma, St.

Louis, Mo.) ¥y 1% de dextrosa (Merck, México), y otro lote de caldo
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enriguecido con 5% de suero de caballo y 1% de dextrosa, ambos adicionados
con los 5 antimicrobianos. Se incubaron en aerobiosis para Brucelln
melitensis ¥ en una atmésfera que contenia 10% de CO, para Brucella
abortus.

De los enriguecimientos anteriores, se realizaron resiembras cada 48 horas,
por 21 dins, en Agar Brucella (DIFCQ, Detroit, Mi), enriquecido y se
incubaron en las mismas condiciones anteriores,

A las colonias caracteristicas de Brucella, se les hicieron las siguientes
pruchas para so  fdentificacion: Morfologia, movilidad, hemdlisis,
metabolismo oxidativo/fermentative (OF), catalasa, oxidasa, crecimiento
sobre agar Mac Conkey (BBL, Cockeysville, Md) y apgar SS(BBL,
Cockeysville, Md), uiilizacion de citrato, produccién de ureasa, reduccion de

¢

nitratos, produccion de indol, crecimiento en agar Tres Azidcares y Hierro
(TSI) (Merck, México), produccién de H,S, hidrdlisis de a gelatina, hidrolisis
de Ia Esculing (Rufz-Castafieda, 1986; Alton y col., 1975),

Para la identificacidn del biotipo, se tomé en cuenta las siguientes pruebas:
requerimiento de CO,, produccion de 1,8, tiempo que tarda en hidrolizar la
Urea, crecimiento en colorantes de tionina, fucsina y cristal violeta (SIGMA,

St. Louis, Mo), aglutinacion en sueros monoespecificos B y M (DIFCO,

Detroit, Mi) (Ruiz-Castaiieda, 1986; Alton y col., 1975),
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Andlisis Fisicoguimico

Actividad de Agun

Para la determinacion de Ja actividad de agua (AW), se empleé un Termopar
Swiss, Beckman Industrial (Cedar Grove, N, J., USA), Una muestra del queso bien
homogenizado, s¢ colocd en el portamuestras hasta gue se estabilizaba la lectura

(Kosikowski, 1982; APHA, 1992),

Humedad

Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra de queso bien homogenizado,
se colocaron en una esinfa de vacio VWR 1430 (VWR Scientific Inc,, Philadelphia,
PA 19101-3645) a 60°C, y atmésfera de -30 pulgadas, por 4 horas, Se enfrié y se
repitd el proceso de secado nuevamente por 11‘ hora, Se determind ¢l contenido de

humedad por diferencia de peso (AQAC, 1984, sec. 934.03; APHA, 1992).

pH

Se homogenizaron aproximadamente 50 g de muestra, en un vaso de
precipitado, se introdujo el electrodo del potenciémetro Beckman 750 (Beckman
Instruments, Fulleton, Ca 250893) y se tomd la lectura, sipuiendo la téenica de
Kosikowski (1982). El autor recomienda gue no se dilaya el gueso en agua ni ofros
lguidos, ya que el equilibrio de Ias sales se altera y ef pH puede anmentar hasta 0.3

unidades (AOQAC, 1984; APHA, 1992),
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Determinaciones Quimicay

Sales en forma de cloruros

Se empled b téenica de In AOAC (1984), Sec 16,272,

Grasa
El contenido de grasa de los quesos se llevd a cabo por medio de la técnica

de Babcock modificada por Kosikowski (1982),

Proteina
Se empleo el método de macrokjeldahl descrito en el manuval de la AQAC sec
2,057 y 16.274 (1984), empleando ¢l valor de 6.38 como factor de conversién para

obtener ¢l porcentaje de profeinas,

Analisis Fstadistico
Recoperacion.
A los resultados obtenidos se les realizo un analisis de varianza, correlaciones
¥ con comparacion de medias vsando la prueba de Tukey (p<0.1), por medio del

programa estadistico SAS, versidn 6.03 (1989).

Incidencia,
Los resultados obtenidos después de realizar ¢l muestreo, se analizaron

mediante estadistica descriptiva para determinar los porcentajes,



RESULTADOS Y DISCUSION

Recuperacion
Métoduos.

En la Fabla 1, se presentan los promedios de la recuperacion de Brucella
abortus y Brucelta melitensis, wtilizando el método de cuenta directa (1) y ¢l método
con pre-enriguecimiento (2), los cudles presentan diferencias estadisticamente
significativas, siendo mayor la recuperacion de ambas especies de Brucella por
medio del método con pre-enriquecimiento, se Jogré obtener una recuperacion mayor
del 50%, respecto al cultivo inicial, la utilizacién de un pre-enriquecimiento ayuda
a disminuir las pérdidas de bacierias deprimidas o daiiadas, al proporcionarles los
nutrientes necesarios en forma liguida se Jes permite ¢l crecimiento en forma libre

¢
y actiia como un medio de concentracion, principalmente si se emplean sustancias
antimicrobianas que suprimen la flora contaminante que inhibe ¢l crecimiento de
las especies de Brucells. Bl método de cuenta directa en placa (1) mosird
recuperacion menor del 50%, ademds, se observd durante el transcurso del trabajo,
que las colonias crecidas por medio de éste método se mostraban mas pequedias y
opacag y podian contarse hasta los 3 - 4 dias de incubado ¢l medio de cultivo,

mientras que al utilizar el método 2 las lecturas se podian hacer entre las 48 - 72

horas,
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Tabla 1. Promedios  de recuperacién para Brucella abortus vy Brucella
melitensis, empleando los dos métlodos de cultivo,

Brucella abortus

Cultive inicial 3 x 10° UFC/m}

Método
1 Cuenta directa

2 Pre-enriquecimiento

% de Recuperacion®
45.6

Brucella melitensis

Cultivo inicial 2 x 10° UFC/ml

Método
1 Cuaenta directn

2 Pre-enriquecimiento

% de Recuperacién”
50.0
68.6

" Diferencias  estadisticamente

significativas  (p < 0.01).
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En la Figura 1 se muestra la comparacién en la recuperacion de Brucelln
melitensis por los métodos de cuenta directa (1) y con pre-eoriquecimiento (2),
donde se observa que al emplear el método 2 existe una mayor recuperacién
(alrededor de 7 ciclos logaritmicos), los primeros dias del andlisis, por arriba de la
media de recuperacién (6.4 ciclos logaritmicos), hasta el dia 14, que es cuando
empicza ¢l descenso en las cuentas, sin embargo, en ¢! dia 21, ain se presentan
cuentas bacterbanas importantes en la recuperacion de 1a bacteria, Al utilizar el
método de la cuenta directa (1), el nimero de bacterias se mantiene constante
(alrededor de 4 ciclos logaritmicos), hasta ¢} dia 8, en gue ya estd por debajo de Ia
media de recuperacion y al final del dia 21, se puede observar una sobrevivencia
similar al método 2.

Para Brucelly aborius, se presentan resultados similares, los cugles pueden

+
ohservarse en la Figura 2, con ¢l método I se presenian cuentas bacierianas con un
promedio de 4.3 ciclos logaritmicos, con descenso de Ias cuentas a los 6 dias y con
¢l método 2 se presentan cuentas cuentas superiores a los 6 ciclos logaritmicos los
primeros dias, disminuyendo las cuentas a los 9 dias, con un promedio de
recuperacion 5,2 ciclos logarfimicos. En la recuperacién de Brucelln aborins se
observa una dristica disminucién de las cuentas, en forma independiente del método
ulilizado, que puede ser debido a la variacion entre Ias especies, como lo reportaron
Bundle y col. (1987) ¢ INDRE (1990), ya gue la presencia de los diferentes tipos y
cantidad de lipopolisaciridos, los componentes de la pared celular y sus necesidades

nutricionales y ambientales, Jos que van a proporcionarle a las especies baclerianas
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Log 10 de bacterias

Tiempo (dins)

= Cuenta directn “1 Pre-enriquecimiento ¥ Media 1 ™ Media 2

Figura 1. Recuperacion de Brucella melitensis, comparando los dos métodos de
cultivo, cuenta directa (®) y por el método con pre-enriguecimiento

(+).
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Recuperacion de Brucelln abortus, comparando los dos métodos de
cultivo, cuenta directa (W) y por el método con pre-enriguecimiento

(+).
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caracteristicas diferenciales de resistencia al medio ambiente, razén por la cuodl
Brucella melitensis presenté ventajas en ka recuperacion respecto a Brucella abortus.

Dada la tendencia de las cspecéus de Brucella a sufrir alteraciones en medio
liquido, lo ideal es emplear medios sélidos para el aislamiento  primario, sin
embargo, s¢ ha reconocido Ja ventaja de cultivar las muestras en medios liquidos
como pre-enriguecimiento para el aislamiento  primario (medios  bifdsicos),
principalmente cvando las muestras no estin muy contaminadas, como es el caso
de sangre. Coalquier inconveniente atribufble al empleo de medios liquidos se
subsana en parte haciendo resiembras en medio sélido tan pronto como sea posible
(Rufz-Castailedi, 1986). No fué posible hacer una comparacién acerca de nuestros
resultados, ya que en ningin reporte encontramos la wiilizacion del medio liguido
para enriquecer queso o leche, solo para muestras de sangre y médula osea, que se

+
emplea el medio bifdsico de Ruiz-Castafieda (Alton y col., 1975), o bien ¢l medio de
Brodie y Stinton que ha sido usado para el enriquecimiento de Brucella en muestras
muy contaminadas (Corbel, 1985),

Davies y Casey (1973); Salem y col (1977) y Kaplan (1962), reportaron
diferentes perfodos de sobrevivencia de las especies de Brucella en una gran
variedad de productos ldcteos, aparte de la leche, pero no se reportaron cantidades,
solo el mimero de dins que el organismo logra sobrevivir en ¢f alimento. Después de
los 22 dias de almacenamiento a 5° C del queso empleado en éste trabajo, min se
tienen cuentas importantes de bactertas independientemente del medio de coltivo

que s¢ emplee, no se le dié un seguimiento a las bacterias hasta que desaparecieran
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totalmente, ya que ¢l objetive del estodio no era determinar el tiempo que
permaneciera viable, sino el determinar cudl es el método que nos de mayores
cuentas bacterianas de Brucella en un periodo de 21 dias, que son los dias en que
se tarda una muestra para reportarse negativa, en la cudl se estd buscando la
presencia de Brucella, por lo cudl no se determinaron los dias que la bacteria

permanece viable en ¢l tipo de gueso empleado,

Enriguecimicntos.

En las Figuras 3-6, s¢ observa ¢l comportamiento de las dos especies
comparando ¢l método, en combinacion con los enriguecimientos y ¢l medio de
cultivo, S¢ emplearon dos enriguecimientos para el aislamiento de las especies de
Brucella, como formulaciones selectivas en medio basal, siendo 5% de suero de

)
caballo mds 1% de dextrosa v 2% de plicerol mds 1% de dextrosa, No se encontraron
diferencins estadisticamente significativas entre ambos enrviquecimientos (P« 0.01),
para ninguna de las dos especies (Brucella melitensis y Brucella abortus), ain
cuando en la literatura se reporta un porcentaje de recuperacion mayor empleando
suero de caballo como enriquecimiento (Farrell y Robertson, 1972; Corbel, 1985),
pero ambos autores compararon el crecimiento de Brucella abhortus biotipo 2, que

es una cepa muy fastidiosa, en cambio, para la realizacion de éste trabajo se empled

el biotipo 1 de ambays especies.
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Yigura 3. Recuperacion de Brucela melitensis, por el método con pre-
enriquecimiento y medios de cullivo enriguecidos con Suero de

caballo + dextrosa (3A) y con plicero) 4 dextrosa (OB).
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Figura 4, Recuperacion de Brucella melitensis, por el método de cuenta

directa y medios de cultivo enriguecidos con Suero de cabalo
+ dextrosa (4A) y con plicerol + dextrosn (4B).



erias

Log. # de bact

&
:
™
Mol
<
*:
&l
< 2
0
0 3 6 9 12 15 18 21
Tiempo (dias)
= Muedin -+ Agar Brucella % Agar L. de Papa
# Agar Plate count € Agar BH] - Agar Casoy

Figura 5, Recuperacion de Brucella abortus, por el método de pre-
enriguecimiento y medios de cultivo enriquecidos con Suero de
caballo + dextrosa (5A) y con ghicerol + dextrosa (5B),
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Figura 6.

Recuperacion de Brucella abortus, por el métode de cuenta
directa y medios de cultivo enriquecidos con Suero de caballo

+ dextrosa (6A) y con glicerol + dextrosa (6B).
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Medios de cultive,

En la Tabla 2 s¢ presentan los promedios de i*ecupemcicin de los cinco medios
de cultivo empleados en la recuperacion de Brucella melitensis ¥ Brucella aborins,
mostrando diferencias entre cllos, atribuibles principalmente al método de
aislamiento empleado. En ambas especies se observa una mejor recuperacion
utitizando el agar Brucella y €l agar infusién de papa, ya que ambos medios de
cnltivo fueron desarrollados para el aislamiento primarvio de ésta bacteria y
presentan mayor selectividad y especificidad para el aislamiento, disminuyendo el
sobrecrecimiento de Ja flora contaminanie, mientras que los medios para cuenta
estandard, agar infusion de cerebro y corazén y agar tripticasa soya se usan como
medios generales y permiten an mayor crecimiento de todo tipo de bacterias,
principalmente en aislamiento primario, ademds que se dificolta un poco la

1
identiflicaciéon de las colonias tipicas de Brugella (Merck, 1988; BBL, 1988; Allon y
col., 19785).

Por medio de 1a comparacién de medias de la prucbha de Tukey,se delerminé
¢l orden de la recuperacion para Brucella melitensis con los diferentes medios de
cultivo empleados y quedd de la siguiente manera: Agar Brucella > Agar Infusion
de Papa > Agar Plate count > Agar Tripticasa Soya > Agar Infusion de Cerebro
y Corazén, Para  Brucella aborfus el orden de recuperacién en los medios de
cultivo, en forma decresciente, fué Agar Brucella > Agar Infusion de Papa > Agar

Infusion de Cerebro y Corazén > Agar Tripticasa Soya > Agar Plate Count,



Tabla 2. Log,, de las cuentas bacterioldgicas promedio de los medios de cultivo
empleados en la recuperacion de Brucella abortus vy Brucella
melitensis.

MEDIO DE CULTIVO PROMEDIO LOG,, DEL No. BACTERIAS!

Brucella abortus

Agar Brucella 4,86

Agar Infusién de Papa 4,814

Apar Plate Count 4.65"

Agar Infusién Cerebro y Corazén (BHID) 4,700

Agar Tripticasa Soya (Casoy) 4.66¢

Brucella melitensis

Agar Brucellp 5.69°

Agar Infusién de Papa 5.54"

Agar Plate Count 5.39¢

Agar Infusién Cerebro y Corazén (BHI) 5.30¢

Agar Tripticasa Soya (Casoy) 5.39°

' Letras iguales, no hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01).
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Anglisis Fistcoguimions

En la Tabla 3 se observa un promedio de las caracteristicas fisfcoquimicas
de los guesos empleados en la recuperacion de Brucella aborius (A) y Brucella
melitensis (M). Puede observarse que ambos quesos no cumple con los estdndares
de calidad establecidos por la Ley de Salud, (Diario Oficial de la Federacion, 1988),
en ¢l contenido de cloruros (2.0 a 3.9%) y los valores de pH (5.3), de ipual forma,
¢l queso A no cumple con los estdndares méximos de grasa (20%), mientras gue ¢l
queso M no cumple con el valor miximo de humedad (58.0%), sin embargo, la
variabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas son muy comunes en nuestra
region, ya que son dependientes del sistema de produccién que se tenga y
principalmente de la alimentacién del ganado. Estas caracteristicas fisicoguimicas
concuerdan con las obtenidas por Armenta (1992), en un trabajo donde Hevé a cabo
determinactones goimicas de queso fresco regional producido en la ciudad de
Hermuosillo, Sonora,

Se  encontraron correlaciones estadisticamente significativas  entre la
recuperaciin el contenido de grasa y cloruros (p < 0.01). Los resultados concoerdan
¢on los obtenidos por Salem y col. (1977), cuando elabord diferentes tipos de gueso
con leche comtaminada con B. aborius, encontrd que en guesos con un contenido de
sal de 7-9%, permanece viable hasta por 24 dias, mientras que en concentraciones
de sal de 4-6% sc detectaba hasta por 32 dias y en conceniraciones de 1-2%, Ia

sobrevivencia era de 8 dias, En los quesos frescos elaborados en el laboratorio se
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encontraban concentraciones de sal de 1.81 y 1.44% para los quesos A y M
respectivamente y a los 21 dias adn se podian tener cuentas significativas de la
bacteria. Cabe mencionar que los quesos elaborados por Salem y col.(1977),
presentaban una acidéz muy alta, mientras que el tipo de gueso ¢laborado por
nosotros tiene como caracteristica la de contar con baja acidéz, lo gue favorece la
sobrevivencia de ambas especies de la bacteria,

Otro factor gue juega un papel muy importante en la viabilidad de las
especies de Brucella es el contenido de grasa presente en el queso, a8 menox
conienido de grasa, menor es cl timnptl) de sobrevivencia, yn que carecen de ésta
proteccion. Bl queso elaborado en el laboratorio para la recuperacién de Brucela
abortus presentdé un contenido de grasa menor (18,3%),que el queso elaborado para
la recuperacién de Brucella melitensis (21.5%), veftejandose ésto en las cuentas
bacterianas obtenidas y la sobrevivencia a los 21 dias, que fueron mayores para
Brucella melitensis.

De igual forma, la recuperacién de las especies de Brugella en productos
Kcteos se ve influenciada por el pH. Segin estudios realizados por Sabbaghian
(1975) y por Davies and Casey (1973), encontraron gue a pH entre 4.5 - 7.6 ¢l
organismoe permianecia viable hasta por 8 semanas y el rango de pH presentado por
¢l queso elaborado en el laboratorio estd dentro de éstos limites, por lo que no tuvo
ninguna influencia en 1a recuperacion del organismo (p < 0.01),

El yesto de los pardmetros no presentaron ningin efecto para la recuperacion

de las especies de Brucella (p > 0.01). Se observé ademds, una correlacion inversa



94

entre Awcon grasa y cloruros (p < 0.01),¢s decir, mientras Awdisminuye, aumenta
la grasa y cloruros en forma significativa, en cambio para Aw y humedad, la
correlacion es directa, disminuyendo las dos conjuntamente.

La actividad de agua (Aw), ha sido otro de los pardametros que pueden influir
en la sobrevivencia microbiana en diferentes alimentos, ya que a valores menores de
0.9 de Aw, ¢l crecimiento bacteriano disminuye, pero en éste caso, la variabilidad
presentada por los quesos es muy pequefia (0.967 para A y 0.968 para M), no
presentd ningin efecto sobre el crecimiento y la recuperacion de las bacterias

(Troller, 1980).

Incidencia

Se analizaron 335 muestras de queso provenientes de Cd. Obregdén y
Guaymas, de las cudles 25 (7.5%) fueron positivas para Brucella. El porcentaje
obitenido de muestras positivas difiere de un trabajo hecho por Herrern-Albern
(1984) ¢n la Cd. de Guanajuato, trabajé con 40 muestras de gqueso y que obinyo 4
(10%) muestras positivas, 23 muestras de crema y obtuvo 2 (8.7%) muestras
positivas y con 66 muestras de leche, obtuvo 9 (13.6%) positivas para Brucella.

La determinacion de las especies se Hevo a cabo por medio de pruecbas
bioguimicas, crecimiento en colovantes y aglutinacidn  con sueros poli vy
monovalentes, En Ia Tabla 4 se muestran las especies aisladas de queso fresco

regional, donde se puede observar gque la especie predominanie es Brucells aborins,
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con 16 cepas, de las cudles, 7 son biotipo 1. Asi mismo, s¢ aislaron 5 cepas de
Brucella melitensis, 1a presencia de ésta bacteria en ¢l gqueso puede ser indicativo
de mezclas de leche de vaca y cabra para claborar el queso, ya que Brucellp
melitensis biotipo 1, tiene como hospedero principal a las cabras, aungue en
ocastones también puede infectar al ganado vacuno, sobre todo si se pastorea junto
ganado caprino y bovino y existe una alta incidencia de brucelosis en ambas especies
(Alton, 1987; Meyer, 1990), como es ¢l caso de América Latina (Currier, 1989;
Davidson y col., 1990). Ademds el hecho de aislar B. melitensls a partir de leche
bovina es preocupante, ya que dsta cspecie es fa que mas frecuentemente se
encuenira involucrada en la brucelosis humana y su presencia en un alimento que
presenta un alto consumo, va a potencializar el riesgo para Ia poblacién de adquirir
la enfermedad (Ruiz-Castafieda, 1986; Meyer, 1990),

Se aislaron 4 cepas de Brucella, pertenccientes a las atipicas, 1as codles no
respondicron en forma comuin al resto de los aislamientos, por lo que no se les pudo
agrupar con ninguno de los biotipos, no es una situacion poco connin en nuestro
pais, ya que existen algunos reportes de trabajos donde se incluyd a éste tipo de
hacterias, como el realizado por Méndez y Vargas (1988), donde determinaron la
sensibilidad antimicrobiana de Brucella sp, trabajando con 13 cepas atfpicas gque
han sido aisladas en diferentes Estados de la Repiblica y que se encuentran

formando parte del cepario de INDRE.,
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Tabla 4. Especies de Brucella aisladas de gueso fresco regional proveniente del
Municipio de Cajeme y Guaymas, Sonora.

No. de mucstras Especie Biotipo
7 B. abortus |
4 B. abortus 7
3 B. abortus 4
2 B. ahortuy 5
5 B. melitensis i

4 Brucella sp Atipicas
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La determinacion de los biotipos obtenidos en éste trabajo, coincide con los
encontrados en estudios posteriores realizados en el Estado de México (Luna y ¢ol.,
1989), de diferentes productos licteos y de muestras clinicas, mientras que en Jalisco
(Ramirez y col., 1989), trabajundo con muestras de leche para B. melitensis se alslé

vnicamente ¢l biotipo 1. En ¢l trabajo realizado por Herrera-Abreu (1984), no se

determinaron las especies y biotipos de Brucella aistados,
Ademis en el presente trabajo de aislé B. abortus biotipos 4, 5 v 7, de los
cuiiles, el biotipo 5 ya se ha aislado en nuestro pais (Luna y col., 1989), pero de los

biotipos 4 y 7, no se tienen datos de reportes previos.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Recuperacion

* Se encontraron diferencias estadisticamente significativas enire los métodos
de cultivo: cuenta directa (1) y con pre-enriguecimiento (2), presentando una mayor
recuperacién el método 2, mayor del 50%, ya que la utilizacion de un pre-
enriguecimiento ayuda a disminuir las pérdidas de bacterias deprimidas o dafadas.

* No se encontraron diferencias entre los dos enviquecimientos empleados,
suero de caballo + dextrosa y glicerol + dextrosa, ain cuando en la literatura se
reportd un porcentaje de recuperacion mayor empleando svero de caballo como
enrigquecimiento.

* Los medios de enltive presentaron diferencias con ambas especies, para la
recuperacion de Brucella melitensis el orden fué: Agar Brucelly > Agar Infusion de
Papa > Agar Plate count > Agar Tripticasa Soya > Agar Infusion de Cerebro y
Corazén, presentando una recuperacién similar ¢) medio Infusion de Papa y Plate

Count, asi como los medios Plate Count y Tripticasa Soya. Para Brucella abortus

¢l orden de recuperacion de los medios de cultive fué: Agar Brucella > Agar
Infusion de Papa > Apar Infusion de Cerebroy Corazdn > Agar Tripticasa Soya >
Agar Plate Count, siendo similares las cuentas de Jos medio Infusion de Papa y Agar

Infusién de Cerebro y Corazdn, asi como éste dltimo y Agar Tripticasa Soya,

98



99

* Se observé que la diferencia en la recuperacion dependia del método y
medio de cultivo, se recuperd mayor nimero de bacterias empleando el método 2 y
se podia levar a cabo la cuenta bacteriana a las 48 horas, en cambio con el método
1, era menor el mimero de colonias, mas pequefias y se podian contar hasta el tercer
o cuarto dia de realizada la siembra,

* En cuanto a la variabilidad de recuperacién entre las dos especies, se
encontré gque Brucella melitensis se aislé en mayor cantidad, siendo mas notable,
cuando se utiliza ¢l método 2, independientemente del medio de cultivo utilizado. Se
obtuvieron cuentas superiores a la media de recuperacion (6.4 ciclos logaritmicos).
Con ¢l método 1, se obtuvieron recuperaciones de la bacteria en forma muy
irregular, se presentaron cuentas inferiores a la media de Ia recuperacién (4.7 ciclos
logaritmicos).

En ¢} aislamiento de Brucella abortus, por medio del método 2, s¢ observé un
fendmeno distinto, ya que los primeros 10 dias son los dnicos en que se obtuvieron
cuentas superiores a la media de la recuperacion (5.2 ciclos logaritmicos), Con ¢}
método X, se obluvieron cuenias superiores a la media del crecimiento (4.3 ciclos
togaritmicos), durante los primeros 10 dias, disminuyendo de fgual manera que para
el método 2.

* Se observd una correlacion en la recuperacion de B. abortus v ¢l contenido
de grasa y clorvros, a medida que los valores de grasa y cloruros aumentan, la

recuperacion disminuye, para B. melitensis, no se encontrd ninguna correlacion,
p ye, p e
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Incidencia

* De las 335 muestras de queso analizadas 25 (7.5%) fueron positivas y la
especie predominante fué Brucella abortus, con 16 cepas, de las cudles, 7 son biotipo
1.

* Se aislaron § cepas de Brucella melitensis biotipo 1.

* Se aislaron 4 cepas de Brucella atipicas,

* Se aislaron cepas B. abortus biotipos 4,7y5.

Por los resultados del presente trabajo y importancia que la brucelosis
tiene en nuestro Estado, es de vital importancia conocer la o las especies
involucradas en Ja enfermedad en animales y humanos, para poder ofrecer medidas
de control en Ja propagacién de Ja pacteria y poder ayudar de alguna manera a 1as
campaias de erradicacién de la enfermedad.

Se recomienda que se Nleve a cabo la identificacion de las especies y los
biotipos por medio de téenicas que aseguren su recuperacion, ain cuando sean
costosas, como lo es el uso de un pre-enriguecimiento, si al final vamos a tener un

resultado satisfactorio y confiable,
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