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RESUMEN

La brucelosis es una de las enfermedades zoondticas mas frecuentes y menos
diagnosticadas, pasando desapercibida por su clinica inespecifica. El objetivo del
presente estudio fue determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra Brucella
abortus en los trabajadores de cuatro (4) mataderos del estado Monagas. Para ello se
realiz6 un estudio transversal. Previo consentimiento escrito de los trabajadores y
autoridades competentes se extrajo sangre por venopuncion y se registraron datos de
interés epidemioldgico. La presencia de anticuerpos contra B. abortus se realizo
mediante la prueba de Card-test® (ROSA BENGALA) y se confirm6 utilizando la
prueba 2-mercapto etanol. Se proceso un total de 100 muestras de suero. Las muestras
fueron analizadas en el laboratorio Zoosanitario de diagndstico INSAI — Puerto
Ordaz. Se identific6 una seroprevalencia global contra B. abortus en la poblacion
estudiada del 10% (n=10), identificindose con mayor frecuencia entre las edades
comprendidas entre 20 y 40 afios, todos del género masculino. Se mostré mayor
frecuencia de seropositividad en el personal que tenia menos de 10 afios de riesgo
ocupacional (n=6; 60%). Los individuos que realizan la limpieza en el matadero
fueron los mas afectados (33,3%; n=1/3). En conclusion, la prevalencia de B. abortus

entre los trabajadores de los mataderos fue baja (10%).

Palabras Claves: Seroprevalencia, Brucella abortus, Rosa Bengala
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INTRODUCCION

La brucelosis también conocida antiguamente como fiebre de Malta, fiebre
ondulante y fiebre mediterrdnea es una enfermedad zoondtica transmitida de los
animales al hombre, causada por especies del género Brucella'. Descrita por primera
vez por Marston en 1859; luego, en 1887 el médico anatomo-patdlogo militar Sir
David Bruce, aisl6 unos micrococos en tejido de bazos de soldados muertos en la Isla
de Malta, por esta razon se le llamé Enfermedad de Malta y al agente se le denominé
para ese entonces Micrococus melites®*. En 1897, el veterinario danés Bernard Bang,
identifico al microbio causante del aborto epizodtico bovino, al cual denomind
Bacillus abortus y en honor a ¢l la patologia fue llamada Enfermedad de Bang, pero
fue en 1918 cuando la microbidloga norteamericana Alice Evans, compar6 los
microbios aislados de Bruce y de Bang comprobando su semejanza y en 1920 se

engloban con el nombre Brucella en honor a su descubridor’°.

Durante el siglo XX se hicieron descubrimientos importantes con relacion a la
brucelosis, como por ejemplo la descripcion de la fiebre del Mediterraneo y fueron
identificados los primeros casos de brucelosis en Francia en el afio de 1908. En 1905,
el médico maltés Themistokles Zammit determiné el papel de las cabras y el consumo
humano de sus sub-productos, (como queso, leche, entre otros) en la transmision de la
enfermedad. Para el afio de 1920, Meyer incluye en el género Brucella, tres especies
descritas hasta la fecha: B. melitensis, B. abortus y B. suis. Para la misma época se

aisl6 otro agente, B. ovis, en ganado ovino en Nueva Zelanda y Australia®’.

A partir de este momento, diferentes investigadores hallan bacterias en
diferentes reservorios, que forman parte del género Brucella. Actualmente este

género incluye 7 especies: B. mellitensis, B. abortus, B suis, B. neotomae, B. canis, B.



ovis y B. maris (Mamiferos marinos). Con la excepcion de B. ovis y B. neotomae,

todas son patogenas para el hombre”.

Se reconoce a la Brucelosis como una de la zoonosis mas importante a nivel
mundial, clasificandola dentro del grupo de enfermedades ocupacionales de mayor
riesgo a sufrir por el hombre que estd en contacto con la ganaderia y sus

subproductos®.

La brucelosis continia causando morbilidad en todo el mundo, sobre todo en
regiones como el Mediterraneo, la Peninsula Arabiga, India, Centro y Suramérica. Se
conoce que puede ser hasta 26 veces mayor que la informada oficialmente, aunque se
desconoce su incidencia real. Esta enfermedad por sus caracteristicas epidemioldgicas
y evolutivas, genera un impacto social y econdmico importante’. En Costa Rica es
una enfermedad de notificacion obligatoria; sin embargo, se considera que existe un
subregistro importante de la enfermedad, debido a las dificultades diagnosticas, tanto
clinicas como de laboratorio. En los ultimos afios, en Costa Rica el niimero de casos

notificados ha sido variable, observandose un aumento a partir del 2001 .

La brucelosis es una enfermedad de distribucion mundial. Sin embargo, algunos
paises como Inglaterra, Suecia, Dinamarca y Finlandia han logrado su erradicacion,
otros, como Japoén, Nueva Zelanda, Alemania y Australia han logrado reducir
considerablemente su incidencia''. En Canadé y Belice han erradicado la brucelosis
bovina; Chile y los Estados Unidos la caprina; Belice, Chile, Colombia y Honduras la
porcina y en las Islas Malvinas la ovina. En México se considera enzodtica y se han
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informado todas las especies del género “.

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE) incluye a la brucelosis en la lista
B lo que se define como: “enfermedad transmisible que se considera importante

desde el punto de vista econdomico y/o sanitario para las economias nacionales y



cuyos efectos para el comercio internacional de animales y productos pecuarios no
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son desdefiables” .

El primer caso de brucelosis humana confirmada en Venezuela ocurrié en el
estado Guarico en 1940, siendo ¢l agente causal B. melitensis. En afio posteriores se
encontrd en otras regiones del pais como en Caracas (1945) y en el afio 1950 se aislo
B. suis en Maracaibo. En 1956 se sefialan 102 casos de brucelosis durante el periodo
comprendido entre 1945 y 1948, en el Primer Congreso Venezolano de Salud

Publica'®.

La enfermedad afecta veterinarios, personal de laboratorio, personal de
mataderos, cabreros, etc'. Se transmite al hombre a partir del animal infectado, quien
constituye el autentico reservorio de la enfermedad. La infeccion puede ser
adquirida por contacto directo con la sangre del animal infectado con soluciones de
continuidad en piel de humanos, por consumo de productos lacteos no pasteurizados
y muy ocasionalmente por inhalacion de aerosoles. Por lo tanto, las labores mas
riesgosas para el contacto son la atencion de partos, el sacrificio y procesamiento
manual de la carne del animal. La infeccion interhumana es poco comun, aunque se
han informado casos por transfusion sanguinea y trasplante de médula'®. En cuanto a
los mecanismos de adquisicion de la enfermedad por via conjuntival, respiratoria o
cutanea son fundamentales cuando existe una relacion directa con el ganado enfermo,
mientras que la via digestiva estd implicada en la ingesta directa de productos sin

15
procesar .

El género Brucella pertenece a la clase esquizomicetos, orden Eubacteria,
familia Parvobacteriacea', clase Proteobacteria, en la que se incluyen otros
patogenos intracelulares de animales y plantas. Existen seis especies en el género las
cuales tienen predileccion por diferentes especies animales domésticas, asi destacan

B. abortus, afectando principalmente a los bovinos, B. melitensis a caprinos y ovinos,



B. suis a cerdos, B. neotomae a la ratas del desierto, B. canis a perros y B. ovis a
ovinos. Las cuatro primeras son cepas naturalmente lisas (virulentas) y las dos
ultimas rugosas (avirulentas). Se ha descrito en la literatura una nueva especie que
afecta a mamiferos marinos y se denomina B. maris. Dentro de algunas de las

especies mencionadas pueden existir biotipos'’.

Utilizando técnicas de biologia molecular se ha demostrado que B. melitensis,
B. abortus, B. suis y B. neotomae tienen casi 100% de homologia en su secuencia de
nucleodtido y B. ovis 94% con relacion a los especies lisas. El porcentaje de Guanina +
Citocina (G+C) fue de 56 a 58 para las 5 diferentes especies. Posteriormente se
establecid que las diferencias con B. ovis no se deben a un rearreglo del 6% de las
bases en el genoma, sino que este porcentaje de bases se ha perdido en esta especie,
concluyendo que B. ovis es una mutante de las especies clasicas y que todas las
especies del género estan estrechamente relacionadas. Con base en lo anterior se ha
propuesto la existencia de una sola especie para el género, B. melitensis y las

restantes pasan a ser biovariedades, por ejemplo: B. melitensis biovar abortus'®.

El género Brucella comprende un grupo de cocobacilos, bacterias intracelulares
facultativas, Gram negativas’, que no puede ser destruidas ni eliminadas facilmente
por las células de defensa de animales susceptibles™'’. Miden entre 0,4 a 1,9u de
largo y 0,4pn a 0,8p de ancho, son aerobias estrictas, inmdviles, no esporuladas, no
encapsuladas™’, de crecimiento lento'”. Por medio de la coloracion de Zielh-Neelsen
modificado se tifien de color rojo en fondo azul y con el método de Koster
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modificado, de color naranja sobre un fondo rosa .

Las caracteristicas genéticas particulares de Brucella como son la presencia de
dos cromosomas circulares y la ausencia de plasmidos posiblemente se deba a la

adaptacion a un nicho ecoldgico estable y sin competencia bacteriana como lo es el



ambiente intracelular. Sin embargo, se ha demostrado que la expresion genética de
Brucella varia segtin ciertas condiciones como es el ambiente hostil de los fagocitos a
diferencia del que se presenta en medios de cultivo habituales, esto presupone la
existencia de sensores reguladores. Ademas en Brucella se han descrito por lo menos
dos sistemas de regulacion genética que dependen de estimulos ambientales. Estos
estan directamente relacionados con los mecanismos de patogenicidad y que permiten

la sobrevivencia de la bacteria dentro de la célula'’.

La bacteria tiene un metabolismo oxidativo, basado en la utilizacion de nitratos
como aceptores de electrones. Son catalasa y oxidasa positivos, no atacan la gelatina
ni modifican la leche y en general no fermentan los azucares’'. Su temperatura
optima de crecimiento es de 37°C en un pH de 6,6 a 7,4>. En base al aspecto de las
colonias observadas en medio sélido, se clasifican habitualmente como lisas o
rugosas. El aspecto que adquieren las colonias se debe a la expresion del
lipopolisacarido (LPS) en la superficie bacteriana®’. En fase lisa, el antigeno
dominante es el lipopolisacarido (S-LPS) que contiene dos epitopes —A y M- en
cantidades variables segun las distintas especies'”. E1 LPS que presenta es diferente al
de las bacterias Gram negativas clésicas, esta diferencia radica especialmente en el
lipido A y antigeno O, y estdn relacionadas con la endotoxicidad y caracteristicas
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especiales de diagnostico respectivamente”™.

Como otras bacterias Gramnegativas, Brucella spp. estd formada por una
membrana citoplasmatica interna rodeada por una capa rigida de proteoglicano
asociado con la membrana externa, que estd compuesta fundamentalmente por
fosfolipidos, lipopolisacaridos y proteinas, y cuya estructura antigénica es
compleja'®. La pared celular de Brucella es rica en fosfatidilcolina, su componente
mas abundante es el LPS, que se conoce también como endotoxina y es el principal

elemento antigénico activo™®'>?!,



Brucella cuando ingresa al organismo puede ser fagocitada por los
polimorfonucleares (PMN) y macréfagos como parte de la inmunidad innata. Si no es
eliminada llega por via linfatica a los ganglios regionales correspondientes pudiendo
desde alli invadir el torrente sanguineo, donde son fagocitadas por los PMN vy
macroéfagos circulantes y transportada, de esta manera, a los diversos o6rganos donde
pueden sobrevivir y multiplicarse dentro de las vacuolas de los fagocitos circulantes y

tisulares’".

Es conveniente acotar que la bacteria antes de invadir a la célula produce
nuevas proteinas de membrana externa que le permiten adherirse y posteriormente
invadir la célula del huésped. Otros eventos que se han descrito relacionados con la
sobrevivencia intracelular de esta bacteria, son los observados en neutrofilos de
bovinos, donde se ha demostrado que la presencia de guanosin monofosfato y
adenina en la superficie de B. abortus, inhibe la degranulacion de enzimas
lisosomales, ademas de que el sistema mieloperoxidasa presenta alteraciones en su

. . 2
funcionamiento®".

La brucelosis produce diversas manifestaciones clinicas muchas de las cuales
son secundarias a alteraciones del sistema inmune desencadenadas por esta
infeccion®®. En los humanos, los sintomas de la enfermedad son debilidad extrema,
artralgias y dolor muscular, dolor de cabeza, fiebre, hepatomegalia, esplenomegalia, y
sudores nocturnos. La mortalidad por esta enfermedad es insignificante, pero la

s 25
enfermedad puede durar varios afios™.

La evolucion espontanea de la fiebre no sigue ningln patron caracteristico en la
mayoria de los casos y aunque la enfermedad se conoci6 inicialmente como fiebre
ondulante, este rasgo se observa con muy poca frecuencia, ya que es habitual la

presencia de fiebre mantenida durante varias semanas con ascensos febriles



vespertinos, o bien la presencia de fiebre continua que durante algunos dias se

autolimita .

En general, el periodo de incubacioén dura de una a tres semanas, pero puede
prolongarse por varios meses’. Es una enfermedad que se caracteriza por fiebre,
diaforesis, escalofrios, artralgias, debilidad y malestar general, a menudo sin signos
de localizacion™'®. El curso puede ser agudo o cronico. Otros sintomas frecuentes
son: constipacién, anorexia, astenia y dolores generalizados™. Los signos fisicos
habituales son la presencia de adenopatias en un 12% - 20% de los casos, que suelen
afectar a las cadenas cervicales e inguinales, y se observa esplenomegalia en un 30%
- 50% de los casos, frecuentemente acompafiada de hepatomegalia'®. Por otra parte,
en ocasiones la brucelosis no se manifiesta como un cuadro clinico caracteristico que
permita una deteccion precoz del infectado, lo que favorece la evolucion a la
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cronicidad, complicando las alternativas terapéuticas y la curacion definitiva”™ .

La brucelosis aguda estd acompafiada de titulos elevados de seroaglutinacion
desde el inicio y que alcanza el maximo en el primer mes de la enfermedad, la
subaguda con un periodo de evolucidn de tres meses a un afio y la forma crénica de la
enfermedad se puede diagnosticar luego de un periodo de 6 meses desde el inicio de
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los sintomas y estos no son distintos a los ya descritos”

, pero destaca un complejo
neurdtico que esta presente en estos pacientes caracterizado por angustia, irritacion,
nerviosismo y un sindrome depresivo. Puede estar acompanada de sintomas

sistémicos'.

Dado el dificil diagnostico de esta enfermedad y la reciente aparicion de nuevas
pruebas diagndsticas, existen diferentes pruebas seroldgicas disponibles
comercialmente: aglutinacion con inmunocaptura (Brucellacapt®), ELISA IgM y
ELISA IgG, entre otras™. Brucellacapt® o Rosa de Bengala (RB) es una prueba de

inmunocaptura y aglutinacion para la deteccion de anticuerpos totales frente a



Brucella, por consiguiente, permite detectar anticuerpos aglutinantes y también
incompletos que sélo serian detectados mediante el test de Coombs; son test
similares, pero RB tendria la ventaja de su fécil ejecucion, y ademas, la dilucion de
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los sueros y la adicion de reactivos podria realizarse de forma automatizada®.

Otras pruebas para el diagndstico de brucelosis humana han sido descritas para
los casos de evolucion aguda y para identificar pacientes con una larga historia de la
enfermedad®. En los casos agudos, se han utilizado varios ensayos para detectar la
presencia de anticuerpos especificos de inmunoglobulina M (IgM), y entre estos se
incluye el radioinmunoensayo, ELISA, ensayos de inmunofluorescencia y Test del 2-
Mercaptoetanol®’.

Con relacion al diagnoéstico, para Septiembre del afio 2003 en Venezuela, segun
el articulo 23® de la resolucion del Ministerio del poder popular para la Agricultura y
Tierra (MPPAT) en las normas para el programa de prevencidn, control y
erradicacion de la Brucelosis, se establece el Card test (Rosa de Bengala) como
prueba oficial de campo, quedando para confirmacion definitiva las siguientes
pruebas: Elisa competitiva, prueba lenta en tubo, 2 mercaptoetanol y/o fijacion de
complemento. La demostracion de anticuerpos especificos es la prueba mas

cominmente empleada®***.

Luego de realizado el diagnodstico es obligatorio notificar el hallazgo al
Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS), e inmediatamente iniciar
antibioticoterapia, considerando que es una bacteria intracelular facultativa, por lo
que hay que elegir aquellos que tengan la capacidad de penetrar en la célula blanco®'.
El objetivo del tratamiento de la brucelosis es mejorar los sintomas, reducir las

. . . C g 15
complicaciones y prevenir las recidivas ”.



El esquema terapéutico propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) es doxiciclina a una dosis de 200 mg/dia mas rifampicina a una dosis de 600 a
900 mg/dia por 6 semanas. Este esquema es el mas recomendado actualmente y da

2 et e .
323 Otro antibiodtico

muy buenos resultados ain en infecciones sobreagregadas
utilizado en el tratamiento es el trimetroprim/sulfametoxazol a dosis 160 mg y 800
mg 3 veces al dia (TID) respectivamente por 2 semanas y luego 2 veces al dia (BID)
durante un periodo a juicio del facultativo, en niflos menores de 6 afios la dosis es de
8 a 40 mg/Kg/dia y de 8 afios a 12 afios es de 10 a 20 mg/Kg/dia asociado a

rifampicina'.

Algunas series también recomiendan el empleo de tetraciclina a dosis de 500
mg/dia VO por 6 semanas mas estreptomicina a 1 g IM por dos semanas, es usado
sobre todo como tratamiento ambulatorio, estd contraindicado en mujeres
embarazadas y nifios menores de 8 afios". Por supuesto, el farmaco de eleccion
depende de la sintomatologia que presente cada paciente, y en caso de la brucelosis
cronica los farmacos a elegir son basicamente los mismos anteriormente sefialados,

pero la duracion del tratamiento debe ser prolongado'*"”.

Con base a lo anteriormente explicado y debido a que en el estado Monagas no
se han realizado estudios de seroprevalencia de brucelosis se plante6 la siguiente
investigacion para asi determinar la seroprevalencia de B. abortus en los trabajadores

del los mataderos del estado Monagas.



JUSTIFICACION

La Brucelosis es una de las mds importantes zoonosis a nivel mundial,
clasificandola dentro del grupo de enfermedades ocupacionales de mayor riesgo a
sufrir por el hombre que estd en contacto con la ganaderia y sus subproductos. La
enfermedad afecta al ambito profesional: veterinarios, personal de laboratorio,
personal de mataderos, cabreros, etc. Actualmente se desconocen la prevalencia

mundial de la brucelosis debido a sus subregistros y de este no se escapa Venezuela.

El Gobierno Nacional cre6 el Instituto de Salud Agricola Integral (INSAI) al
aplicar la Ley Habilitante: Decreto N° 6.129 (julio de 2009) con Rango, Valor y
Fuerza de Ley de Salud Agricola Integral, la cual fue publicada en gaceta
Extraordinaria numero 5.890 de fecha julio de 2009. EI INSAI tiene como objetivo
vigilar, inspeccionar y controlar el cumplimiento de la ley, reglamentos y normas
técnicas en materia de salud agricola integral, asi como la ejecucion de las medidas
sanitarias y fitosanitarias pertinentes. Entre sus facultades, el INSAI crea, mediante el
articulo 66, el Registro Unico Nacional de Salud Agricola Integral, con el fin de
mantener, organizar, dirigir, y supervisar toda la informacion relacionada con las
actividades de salud agricola integral, como la entrega de permisos zoosanitario y
fitosanitarios de importacion y exportacion; autorizaciones sanitarias y certificaciones

de movilizacion.

Pese a ello, al investigar las cifras de brucelosis animal y humana en Venezuela,
son pocas las referencias que existen. La Organizacién Mundial de Sanidad Animal
publica cifras mundiales de prevalencia de brucelosis animal y humana. Para el caso

de Venezuela especificamente no hay registros de casos desde el afio 2007.
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Hasta la fecha solo se han realizado algunos estudios aislados sobre brucelosis
humana en nuestro pais, en algunos lugares como Guanare y Coro. Localmente, se
han realizado dos estudios, uno en el estado Bolivar y otro en Soledad estado
Anzoétegui, para los afios 2001 y 2006'*, respectivamente, éstos son los Gnicos
antecedentes que se tienen de estudios previos. Por lo tanto, al no existir informacién
actualizada sobre este tema especialmente y que haga referencia a todos los
mataderos del estado Monagas, se plante6 este estudio, que tuvo como finalidad
conocer la prevalencia de Brucelosis en los mataderos del estado Monagas; evaluando
asi la situacion actual y los factores implicados y serd un aporte para el programa de

prevencion de Brucelosis en la region.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la seroprevalencia de Brucella abortus en los trabajadores de cuatro

mataderos del estado Monagas.

Objetivos Especificos

Detectar anticuerpos especificos contra Brucella abortus en trabajadores de 4
mataderos del estado Monagas, mediante los métodos card-test (ROSA
BENGALA) y 2-mercapto etanol.

Clasificar la poblacion evaluada seropositiva para Brucella abortus segiin edad y
$eXo0.

Distinguir los trabajadores seropositivos para B. abortus, seglin afios de servicio
en el matadero.

Diferenciar los trabajadores seropositivos para B. abortus segun actividad
especifica desarrollada en el matadero.

Identificar los riesgos ocupacionales en la poblacion evaluada.

Describir principales signos y sintomas que presente la poblacion en estudio, en

caso de presentar anticuerpos dirigidos a B. abortus.
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METODOLOGIA

Disefio de Estudio

Fue un estudio descriptivo y transversal realizado entre enero a diciembre de
2009. Se determiné la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus en los
trabajadores de cuatro mataderos de los municipios Maturin, Bolivar, Cedefio y

Libertador del estado Monagas, seleccionados al azar.

Universo

El estado Monagas estd ubicado en la region nororiental de Venezuela, entre los
9°49° 55" de latitud y 63° 10’ 41" de longitud. Ocupa una superficie de 28.900 Km,
lo que representa el 3,15% del territorio nacional, con una division politico-territorial
de 13 municipios; posee 6 mataderos en total, ubicados en los municipios: Maturin,

Bolivar, Cedeno, Ezequiel Zamora, Libertador y Sotillo.

El matadero municipal de Maturin, esta ubicado en el Km10, carretera nacional
del Sur, sector Amana, tiene un total de 60 empleados aproximadamente y su area de
influencia es el Municipio Maturin. El matadero de Caripito, tiene un total de 20
empleados aproximadamente y tiene un area de influencia que comprende el
Municipio Bolivar. El matadero de Caicara ubicado en el sector los Téques,

municipio Cedefio tiene un aproximado de 26 trabajadores.

En el municipio Ezequiel Zamora, esta ubicado el matadero de Punta de Mata,
cuenta con un aproximado de 15 trabajadores y a diferencia de los demds es
propiedad privada y no depende de la alcaldia. El matadero municipal de Temblador,
ubicado en la via Mata Negra posee 25 trabajadores aproximadamente, y el

Municipio Libertador es su area de influencia. El matadero de Barrancas del Orinoco,
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cuenta con un aproximado de 35 trabajadores, estd ubicado en la Carretera nacional

Via Barrancas, municipio Sotillo.

Muestra

Se seleccionaron aleatoriamente 4 mataderos de los 7 funcionales en el estado
Monagas. Se evalud un total de 100 sujetos que constituyeron el 76,3% del total de
los trabajadores de los mataderos incluidos: 50 (83,3%) de los trabajadores del
matadero de Maturin; 19 (76%) trabajadores del matadero de Temblador; 17 (65,4%)
trabajadores del matadero de Caicara; y 14 (70%) trabajadores del matadero de
Caripito. La investigacion fue disefiada para evaluar trabajadores de ambos sexos,
pero solo el centro de matanzas Municipal de Maturin incluia a dos trabajadores del

sexo femenino.

Recoleccion de las Muestras y Datos Clinicos

Se realizd una visita previa a cada matadero seleccionado. Se inform6 por
escrito al Jefe de cada matadero los alcances de esta investigacion y se solicito el
permiso para realizar la investigacion en esa area. Al trabajador que expresd su
consentimiento por escrito para participar en el estudio (Apéndice 1) se le explico
cual muestra clinica se tomaria y bajo cudles condiciones se haria. Ademas se les

llend una ficha clinico-epidemiologica disefiada para tal fin (Apéndice 2).

Procesamiento de las Muestras Clinicas

Deteccidn de anticuerpos de Brucella abortus

El procedimiento para determinar la presencia de anticuerpos (Ac) contra

Brucella abortus, se realizdO mediante la prueba Card-test (ROSA BENGALA).
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Luego se realizo una prueba confirmatoria a los pacientes positivos al Card-test con la
prueba 2-mercapto etanol, de acuerdo con los procedimientos descritos por los
fabricantes y siguiendo los criterios de lo establecido en la Gaceta Oficial de la

Republica Bolivariana de Venezuela®.

Primero se procedio a recolectar muestras de sangre venosa de los trabajadores
en tubos de ensayos estériles y debidamente rotulados en orden correlativo, previa
asepsia y antisepsia, mediante venopuncion. Seguidamente las muestras se dejaron a
temperatura ambiente y se obtuvo el suero mediante centrifugacion a 2.500 rpm.,
durante 5 — 10 minutos y se envaso asépticamente en tubos rotulados. Se congelaron
hasta su procesamiento en el laboratorio zoosanitario de Diagnostico INSAI — Puerto
Ordaz. Las muestras fueron procesadas por los tesistas, bajo la supervision del

médico veterinario Consuelo Pérez, Coordinadora del Laboratorio.

Fundamento de la prueba

Card-test (ROSA BENGALA)

La prueba de Rosa Bengala o prueba del antigeno tamponado de Brucella, es
una técnica rapida de aglutinacion en portaobjeto para la deteccion de anticuerpos
anti-Brucella en sueros animales y humanos. La suspension bacteriana es reactiva
tanto con anticuerpos IgG como IgM, siendo los primeros detectados mas
precozmente (infecciones sub-clinicas) y por un periodo mas largo de tiempo (fase

crénica) que con el procedimiento convencional de tubo”.
Se utilizé un antigeno de Brucella abortus biotipo 1 (cepa 99S o cepa 1119-3)

acidificado regulado y tefiiddo con Rosa Bengala a un pH de 3.65 +/- 0.05 para la

deteccion de aglutininas especificas de Brucella. La presencia o ausencia de
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aglutinacién visible es indicativa de la presencia o ausencia de anticuerpos en las

muestras ensayadas™.
Procedimiento *>

1. Se equilibraron los reactivos y muestras a temperatura ambiente.

2. Se resuspendio el antigeno con suavidad, aspirando y vaciando varias veces el
cuentagotas para asegurar su homogeneidad antes del ensayo.

3. Se coloco una (1) gota (50 puL) de suero problema en uno de los pocitos de la
lamina de vidrio. En los pocitos adicionales, se deposit6é una (1) gota de control
positivo y una (1) gota de control negativo.

4. Se afiadi6 a cada pocito una gota de Antigeno Rosa Bengala, proxima a la muestra
a analizar.

5. Se mezclaron ambas gotas con la ayuda de un palillo desechable, extendiéndola
de forma que cubriera por completo la superficie interior de cada anillo, para ello
se emplearon palillos distintos para cada mezcla. Se tuvo el cuidado de garantizar
que la mezcla ocupara un diametro de 23 a 24 mm.

6. Tras agitar la lamina con un agitador rotatorio (100 r.p.m.) durante 5 minutos. Se
observaron de inmediato con la ayuda de una luz amarilla, las reacciones que
presentaron grumos de aglutinacién, grandes o pequefios, los cuales se

consideraron positivos.
2-Mercaptoetanol anti-Brucella
La técnica de aglutinacion en tubo es una prueba de gran difusion en el mundo,
descripta por Wright en1897, que ha sido utilizada como prueba estandar y a menudo

como unica confirmatoria. Tiene la ventaja de detectar en el suero anticuerpos IgM,

IgG e IgA, pero es de baja especificidad™.
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Procedimiento ¥

1. Se colocaron en una gradilla dos filas de 5 tubos por cada muestra

2. Se marcé el primer tubo de cada fila con una “T” (Testigo) y “M” (Muestra)
respectivamente.

3. Secoloco en las primeras dos filas 80, 40, 20, 10 y 5 pul del suero control positivo.

4. Luego se colocaron en las siguientes dos filas 80, 40, 20,10 y 5Sul del suero
control negativo.

5. Se coloco en las filas que siguen 80, 40, 20, 10 y Sul de los sueros problema.

6. A las filas marcadas “T”, se le agregd 1 ml de solucion fisioldgica fenolada y a las
filas marcadas “M”, se le agregd 1 ml de solucion de 2-ME 0.1M. Se mezclaron
con un palillo y se dejaron reposar entre 15min y 60min.

7. Se prepard un tubo marcado “T” con 1ml de solucion fisiologica fenolada. Un
tubo marcado “M”, con 1 ml de solucién de 2ME 0.1M y se le agregd 1 ml de
antigeno al 2% a todos los tubos, se mezcld y se incubd en la estufa a 36°C
durante 44-48h.

8. Luego se procedid a leer la prueba a trasluz contra fondo oscuro en el siguiente
orden: primero los tubos control del poder aglutinante del antigeno con y sin
2ME. Luego control positivo con y sin 2ME y por ultimo el control negativo con

y sin 2ME.

Se consideraron positivas titulaciones mayores de 1:20.

Anadlisis

Se presentaron los resultados mediantes cuadros y se analizaron mediante

frecuencias relativas.
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RESULTADOS

Se proceso un total de 100 muestras de suero de trabajadores de los mataderos
del estado Monagas; especificamente del Municipal de Maturin, Temblador, Caicara
y Caripito. Se obtuvo un porcentaje global de seropositividad contra Brucella abortus
del 10% (n=10/100) (Tabla 1), observados tinicamente en los mataderos de Maturin y

de Temblador (Tabla 2).

Todos los trabajadores con serologia positiva para B. abortus fueron del género

masculino. No se observaron casos en el femenino (Tabla 3).

Los individuos seropositivos para B. abortus se distribuyeron principalmente
entre los 21 a 40 anos de edad. Especificamente, en el Matadero Municipal de
Maturin, la prevalencia fue mayor en el grupo de 31 a 40 afios de edad (n=3; 6%);
mientras que en el de Temblador fue mas frecuente en el grupo de 21 a 40 afios de

edad (n=5; 26%) (Tabla 4 y 5).

Se registré una mayor frecuencia de seropositividad en el personal que tenia
menos de 10 afios con riesgo ocupacional (n=6; 6%) (Tabla 6). El tipo de ocupacion
con mayor nimero de casos positivos fue el personal de limpieza (n=1; 33,3%)

(Tabla 7).

En la Tabla 8 se muestran los riesgos laborales referidos por los trabajadores
evaluados. Especificamente los seropositivos refirieron con mayor frecuencia el
consumo de derivados animales de produccion casera (n=98; 98%), la manipulacion

de derivados (n=63; 63%) y el consumo de leche cruda (n=50; 50%).
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Al momento del estudio todos los trabajadores evaluados estaban

asintomaticos.
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Tabla 1

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA Brucella
abortus EN TRABAJADORES DE MATADEROS DEL ESTADO MONAGAS.
ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

Trabajadores con Anticuerpos contra N° %
B. abortus

Reactores 10 10

No Reactores 90 90

Total 100 100
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Tabla 2

FRECUENCIA DE TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus,
SEGUN MATADERO DONDE LABORAN. ESTADO MONAGAS.
ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

MATADEROS N° %
Municipal de Maturin 5 50
Temblador 5 50
Caicara 0 0
Caripito 0 0
Total 10 100
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Tabla 3

TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus, SEGUN GENERO.
MATADERO MUNICIPAL DE MATURIN. ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

Género
Total
Trabajadores Femenino Masculino
N° % N° % N° %
Reactores 0 0 5 10 5 10
No Reactores 2 4 43 86 45 90
Total 2 4 48 96 50 100
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Tabla 4

TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus, SEGUN EDAD.
MATADERO MUNICIPAL DE MATURIN. ESTADO MONAGAS.
ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

TRABAJADORES
Edad
Seropositivos Seronegativos Total
(afos)
N° % N° % N° %
11-20 0 0 0 0 0 0
21-30 1 2 8 16 9 18
31-40 3 6 17 34 20 40
41-50 1 2 13 26 14 28
51-60 0 0 4 8 4 8
> 60 0 0 3 6 3 6
Total 5 10 45 90 50 100
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Tabla5s

TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus, SEGUN EDAD.
MATADERO DE TEMBLADOR. ESTADO MONAGAS.
ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

TRABAJADORES
Edad
Seropositivos Seronegativos Total
(afos)
N° % N° % N° %
11-20 0 0 2 11 2 11
21-30 2 11 5 26 7 37
31-40 3 16 2 11 5 26
41-50 0 0 2 11 2 11
51-60 0 0 2 11 2 11
> 60 0 0 1 5 1 5
Total 5 26 14 74 19 100
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Tabla 6

TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus, SEGUN ANOS DE
SERVICIO. ESTADO MONAGAS. ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

TRABAJADORES
Tiempo (afos) Seropositivos Seronegativos Total
N° % N° % N° %
<10 6 6 50 50 56 56
> 10 4 4 40 40 44 44
Total 10 10 90 90 100 100
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Tabla7

TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus, SEGUN
OCUPACION ACTUAL. ESTADO MONAGAS. ENERO - DICIEMBRE DE

2009.
Trabajadores
Ocupacién Actual Seropositivos Seronegativos Total
N° % N° % N° %
Matarife 7 7 57 57 64 64
Trab. de Derivados 0 0 6 6 6 6
Trab. Subproducto 1 1 9 9 10 10
Supervisor de Matanza 0 0 1 1 1 1
Limpieza 1 1 2 2 3 3
Mantenimiento 0 0 7 7 7 7
Otros* 1 1 8 8 9 9
Total 10 10 90 90 100 100

*Otros: Despachador, caporal, inspector sanitario, sala de pasaje, corralero.
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TRABAJADORES SEROPOSITIVOS PARA B. abortus, SEGUN RIESGO

Tabla 8

27

OCUPACIONAL. ESTADO MONAGAS. ENERO - DICIEMBRE DE 2009.

TRABAJADORES
Riesgo Ocupacional SI NO

N° % N° %
Laboral:
Extraccion manual de placenta 48 48 52 52
Manipulacién de fetos y/o 46 46 54 54
membranas
Enterradores de fetos y/o ganado 43 43 57 57
adulto
Manipulacién de derivados 63 63 37 37
Emplea guantes 31 31 69 69
Utiliza protector nasal 18 18 82 82
Capacitacion de Bioseguridad 28 28 72 72
Consumo:
Consume leche cruda 50 50 50 50
Consume derivado de produccion 98 98 2 2

cascra
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DISCUSION

La brucelosis es una zoonosis predominantemente ocupacional en los
trabajadores de mataderos, veterinarios, granjeros; cuyo periodo de incubacion es
variable de 5 a 60 dias, siendo frecuente entre uno a dos meses. Se adquiere por
contacto directo con tejidos, orina, secreciones, ingestion de productos lacteos
provenientes de animales infectados. A pesar, que la recuperacion es la regla, la
incapacidad suele ser intensa; sin tratamiento la letalidad oscila alrededor de 2%. La
gravedad y la duracion del cuadro clinico son variables, de alli la importancia de
adoptar las medidas preventivas como control de contactos y del ambiente

inmediato’.

La infeccion es transmitida al hombre por diversos animales (ganado bovino,
ovino, caprino y porcino, camellos y bufalos) mediante contacto directo con la
sangre, la placenta, fetos o secreciones uterinas o por el consumo de productos de

origen animal infectados y crudos (especialmente leche y productos lacteos)™.

En Venezuela continia siendo un importante problema de salud publica y
animal, siendo el biovar mas importante en el pais Brucella abortus que afecta
especialmente al bovino y bufalo, pero que se encuentra como reservorio en otras
especies silvestres, siendo capaz de producir infecciones principalmente en personas
ocupacionalmente expuestas, no obstante, trabajos de investigacion con pruebas de
mayor sensibilidad como el ELISA o Rosa de Bengala sefialan niveles de

seropositividad de alrededor del 10,5% o mayores en algunas zonas del pais®’*.

El presente estudio demostr6 una frecuencia de B. abortus del 10% (n=10), en

los trabajadores de los 4 mataderos estudiados del estado Monagas (Municipal de

Maturin, Temblador, Caicara y Caripito), coincidiendo con otras referencias en
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ciertas zonas de Venezuela®’. Esta cifra es baja si se compara con la descrita por Jozic
y Mosquera, quienes describieron una prevalencia del 19%™. Por otra parte, la cifra
de prevalencia de este estudio es alta si se compara con la referida por Morales y
Combariza, quienes detectaron una prevalencia del 4% en la poblacion evaluada'® 'y

por De Grazia con una prevalencia del 5,6%'".

La enfermedad tiene una cierta tendencia estacional (desde el mes de marzo
hasta el comienzo del verano) relacionada con la biologia de los 6vidos, y se asocia
mas frecuentemente al género masculino’. La mayoria de los trabajadores
seropositivos de los mataderos fueron del género masculino, tanto en este estudio
como en otros, lo cual puede explicar su mayor probabilidad de contraer la
infeccion*™**, quizas explicado por la idiosincracia y al modo de vida, sobre todo por
la mayor exposicion que tiene el hombre con los animales susceptibles y por

consiguiente mas expuestos al riesgo de contraer la enfermedad.

Con relacion a la edad, se ha descrito que es mas frecuente observar positividad
en los titulos anti-B. abortus en los mayores de 20 afios de edad, como consecuencia,
tal vez, del grado de exposiciébn mayor. Esto coincide con lo observado en esta
investigacion, donde los mas afectados fueron los individuos con edades entre 20 a 40

16,39,45
=% Este resultado

afios de edad y coincidiendo con lo informado por otros autores
es similar con lo registrado por De Grazia en su estudio'®. Sin embargo, es
conveniente referir que en todas las edades se demostrd seropositividad para B.
abortus, por cuanto la edad no seria significativa al momento de adquirir la infeccion

: 45-48
y padecer la brucelosis; concordando con otros autores™ .

Las vias de transmisién se asocian, en el medio urbano, a la ingesta de

productos lacteos sin higienizar y, en el medio rural, al contacto con ganado

enfermo®'.
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La frecuencia de seropositividad contra B. abortus depende en gran medida del
tiempo de exposicion al riesgo y del contacto directo con animales o derivados™***.
El riesgo de contraer esta zoonosis es principalmente ocupacional'®. Con respecto al
tipo de actividad se observé que la poblacion seropositiva para la bacteria era
fundamentalmente personal de limpieza, a diferencia de lo expresado por Jozic y
Mosquera y Gonzédlez y Navarro, quienes la demostraron en transportistas de

. , . 40 . ~ 1,
despojos y lavadores de visceras respectivamente™. De Gracia sefiald una mayor

. e . . 14
prevalencia de seropositividad en matarifes .

Uno de los riesgos ocupacionales para contraer la infeccion es el no uso de
guantes ni protectores de nariz. En este estudio, en la poblacion seropositiva para B.
abortus, so6lo el 18% utilizaba protector nasal. Esto habria que tomarse en cuenta pues
esta bien documentada la forma de transmision aérea de la enfermedad, la cual se
realiza mediante la inhalacion de bacterias vivas que se encuentran suspendidas en el
ambiente del matadero. Ademads, la mayoria de los trabajadores no usan guantes
(69%), lo que aumenta el riesgo de laceraciones que representa una puerta de entrada
para estas bacterias®**>!*2. Posiblemente el comportamiento de los trabajadores en
las diferentes salas de matanzas se debe al desconocimiento de la brucelosis y en
posibles riesgos ocupacionales, ya que solo el 28% conoce los riesgos de contraer la
enfermedad. Este hallazgo se relaciona con la falta de capacitacién en bioseguridad,
donde el 72% de los afectados referian que no habian recibido. Resultados similares

fueron referidos por De Grazia'?,

Por otra parte, las condiciones higiénicas del matadero eran desfavorables. Este
hallazgo se podria relacionar con la falta de capacitacion en bioseguridad (uso de
guantes, protector nasal, entre otros), lo que expone en riesgo a los que laboran en el
matadero. Por lo cual se considera importante que las autoridades de salud exijan el
cumplimiento de las condiciones minimas de higiene y vigilen que se garantice a los

. .. e 1
trabajadores el suministro de elementos de proteccion personal adecuados'®, ya que
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en este estudio fue el riesgo laboral de mayor frecuencia en la poblacidon seropositiva,
seguida de la manipulacion de derivados (63%) y del consumo de leche cruda (50%).
Las condiciones de los mataderos estudiados fueron similares a las referidas por De

. 14
QGracia .

Seglin Morales y Combariza en el afio 2004, el promedio de antigiiedad en el
oficio fue de 14,8 afios, y se describe que al menos el 25% de los trabajadores tenian
menos de 5 afios de antigiiedad, y otro 25% tiene mas de 20 afios'®. A diferencia de
este estudio los trabajadores seropositivos refirieron una antigiiedad menor a los 10

~ NTT . . 14
afios (n=6; 56%), esto coincidiendo con lo expresado por De Grazia en su estudio .

La brucelosis es una enfermedad en la cual un espectro de sintomas
inespecificos aparece alrededor de dos semanas después del contagio. Algunos de los
signos y sintomas mas comunes de la enfermedad son: cefalea, fatiga, fiebre, mialgia,
sudoracion y pérdida de peso, sobre todo la producida por B. melitensis. La ausencia
de sintomas en la poblacioén, al momento de realizar la encuesta, concuerda con los
bajos titulos de exposicién observados®® y pudiera ser explicado porque se esta
determinando serologia contra B. abortus, quien produce manifestaciones de tipo

ostearticular principalmente.
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CONCLUSIONES

- Se demostrd una baja seroprevalencia de Brucella abortus, afectando a todas

las edades, especialmente entre los 20 a 40 afos de edad y el género masculino

- Se determin6 con mayor frecuencia en el personal de limpieza y en los que

tenian mas de 10 afos de servicio.

- Ninguno de los afectados presentaban manifestaciones clinicas

correspondientes a la brucelosis al momento del estudio.
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RECOMENDACIONES

Debido a las condiciones higiénicas desfavorables, se recomienda a las
autoridades de salud exigir el cumplimiento de las condiciones minimas

necesarias.

Garantizar el suministro de elementos de proteccion personal adecuados.

Sensibilizar y capacitar en bioseguridad al personal que labora en los

mataderos.

Supervisar de forma rutinaria, las actividades que se realizan en los
mataderos, con la finalidad de garantizar el cumplimiento de las normas de
bioseguridad y asi disminuir el riesgo laboral de infecciones zoondticas,

particularmente de brucelosis.
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APENDICE 1

AUTORIZACION

Yo, , mayor de edad,

portador de la cédula de identidad N° , trabajador del

Matadero

otorgo mi consentimiento para participar en el estudio de SEROPREVALENCIA DE
Brucella abortus EN LOS TRABAJADORES DE MATADEROS. ESTADO
MONAGAS a realizarse por los universitarios Jugeshuarsingh S., Aidlewise L., CI
N° 15.323.855 y Orta M., Armando R., CI N° 13.656.087 y asesorado por la Dra.
Ixora Requena de Castillo y la Dra. Kathiewna Araque. Como requisito parcial para

optar por el titulo de médico cirujano en la Universidad de Oriente.

Autorizacion que se expide a los del mes

de del afio 2.00

Firma
CIN°:
Telf.:
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APENDICE 2

FICHA CLINICA-EPIDEMIOLOGICA
SEROPREVALENCIA DE Brucella abortus EN LOS

TRABAJADORES DE MATADEROS. ESTADO MONAGAS
N¢ de Ficha

Fecha:

Matadero:

Municipio:

DATOS PERSONALES

Apellidos y Nombres:

Lugar y Fecha de nacimiento
Sexo DF |:| M. Nacionalidad |:| A% |:| E

Ocupacion actual: Tiempo desempefidndola

Domicilio

Tiempo en el matadero

OFICIOS DESEMPENADOS Y TIEMPO

Caporal Ordenador

Becerrero Matarife
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Sabanero

Limpieza

Otros

Trabajador de Derivados

Oficina

Factores de riesgo

Extraccion manual de placenta
Manipulacién de fetos y/o membranas
Enterradores de fetos y/o ganado adulto
Manipula derivados

Emplea guantes

Utiliza protector nasal

Consume leche cruda

Consume derivados de produccion casera

Capacitacion en Bioseguridad

Cuales:

N 1 O ™

No

OO oo ogdnd

Desconoce

O 0 dddodndd

N° de veces que lo han capacitado al afio:

Una a Dos veces
Mais de Dos veces

No ha recibido o no recuerda

Entrevistado por:
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