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Resumen

La brucelosis se considera una zoonosis causada por Brucella sp.; en el ser humano es la expresién accidental de la enfermedad
en los animales.

OBJETIVO. |dentificar contaminacién por Brucella sp. e incumplimiento en las medidas de saneamiento basico en la produc-
cion de lacteos.

MATERIAL Y METODOS. Estudio observacional, descriptivo y transversal. Se realizaron muestreos de productos lacteos desti-
nados al consumo humano elaborados en los hatos denominados A, B y C de Banco Nacional, Tlahualilo, Durango, en donde
se analizaron 300 muestras de productos lacteos, las cuales se cultivaron en agar soya tripticaseina, agar MacConkey y agar
Brucella. Se hicieron pruebas bioquimicas asi como prueba inmunolédgica con suero polivalente anti-Brucella. Se procedié a la
confirmacién en MicroScan autoscan-4 Siemens®.

RESULTADOS. Se aisl6 el género Brucella sp. en 12% de las muestras analizadas, en 102 (34%) no se pudo determinar la
presencia de Brucella debido a la alta concentracion de flora contaminante, en 54% (162 muestras) los principales agentes
etiolégicos aislados fueron: Klebsiella sp., Proteus sp. y Escherichia coli.

CONCLUSIONES. Ademas del aislamiento de Brucella sp. en las muestras de productos lacteos, también se aislaron enterobac-
terias, lo que sugiere un alto grado de contaminacién. Es imprescindible tomar medidas en el manejo higiénico de los productos
lacteos. La implementacion de las Estrategias de saneamiento basico permitira aplicar las acciones que ayuden a prevenir y
controlar los riesgos presentes en la elaboracién de los productos lacteos que se comercializan en la Comarca Lagunera.
Palabras clave: zoonosis, enterobacteria, Brucella, Estrategias de saneamiento basico.

Abstract

Brucellosis is considered a zoonosis caused by Brucella sp.; in the human is the accidental expression of disease in animals.
OBJECTIVE. To identify contamination by Brucella sp. and lack of compliance in basic sanitation measures in dairy production.

MATERIAL AND METHODS. Observational, descriptive and cross-sectional study. Samples of dairy products destined for human
consumption were made in the herds named A, B and C of Banco Nacional, Tlahualilo, Durango, where 300 samples of dairy
products were analyzed. They were cultivated on tripticasein soy agar, MacConkey agar and Brucella agar; biochemical tests
as well as immunoassay with polyvalent anti-Brucella serum were performed. Confirmation was made on MicroScan autoscan-4
Siemens®.

RESULTS. The genus Brucella sp. was isolated in 12% of the analyzed samples; in 102 (34%) it was not possible to determine
the presence of Brucella due to the high concentration of contaminating flora, in 54% (162 samples) the main etiological
agents isolates were: Klebsiella sp., Proteus sp. and Escherichia coli.

CONCLUSIONS. In addition to the isolation of Brucella sp. in the dairy samples, enterobacteria were also isolated, suggesting
a high degree of contamination. It is essential to take measures in the hygienic management of dairy products. The imple-
mentation of the Basic sanitation strategies will allow the application of actions to prevent and control the risks present in the
production of dairy products that are commercialized in the Comarca Lagunera.

Keywords: zoonoses, enterobacteria, Brucella, Basic sanitation strategies.
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Introduccidon

La brucelosis es una de las enfermedades zoondticas més
comunes en el mundo, y representa una gran amenaza
para la salud humana y animal. La distribucion geografica
de esta enfermedad cambia constantemente como nuevos
focos emergentes o reemergentes.! En el ser humano es
la expresion accidental de la enfermedad infecciosa en los
animales, causada por especies del género Brucella que
morfolégicamente es una bacteria Gram negativa.? Segin
la Organizacién Mundial de la Salud (oms), la brucelosis es
una de las siete zoonosis “olvidadas”, un grupo de enfer-
medades que afecta de manera importante el desarrollo de
muchas zonas del planeta. En todo el mundo, més de 70%
del ganado (caprino, ovino, vacuno y porcino) se encuentra
en paises en vias de desarrollo, donde los servicios de salud
animal o humana escasean o sencillamente no existen. Los
191 Estados miembros de la Organizacién de las Naciones
Unidas acordaron que para el afo 2015 se debian mejorar las
condiciones de vida de los estratos sociales mas humildes,
para ello fijaron lo que denominaron los Objetivos del Desa-
rrollo del Milenio.®

El' microorganismo causante de la enfermedad
fue descubierto el 9 de julio de 1887 por sir David Bruce,
médico de la Armada britanica. Lo denominé Micrococcus
melitensis, luego de aislarlo del bazo de un soldado britanico
fallecido por la enfermedad. La conexién entre la enfer-
medad animal y la humana fue descubierta en 1920 por la
bacteriéloga estadounidense Alice Evans.* Debido a que la
morfologia del microorganismo y la patologia que provocaba
eran muy similares en la enfermedad de Bang y en la fiebre
de Malta, Evans postulé que la Bacterius abortus de Bang y
el Micrococcus melitensis de Bruce eran el mismo microor-
ganismo.? Con el transcurso del tiempo quedo establecido el
nombre de Brucella para denominar a los microorganismos
que provocan brucelosis, en honor a sir David Bruce.®

Las especies del género Brucella se transmiten de
animales a personas con mayor frecuencia por la exposicion
ocupacional, la ingestion de productos lacteos no pasteuriza-
dos o por contacto accidental con desechos contaminados
—rpor ejemplo, la inhalacién de polvo procedente de excre-
mentos secos—, principales fuentes de adquisicion de la
bacteria provocando una enfermedad grave y debilitante que
requiere de tratamiento costoso y de tiempo prolongado,
que a menudo deja secuelas permanentes.’

La familia Enterobacteriaceae estd constituida por
bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas® que han
sido implicadas en muchos casos de brotes de intoxicacion
alimentaria.® Escherichia coli es un organismo importante en
la microbiologia de los alimentos, ademés de gque esté invo-
lucrado en la gastroenteritis transmitida por los alimentos,
y se considera un buen indicador de posible contaminacién
fecal de los productos lacteos.®

En los Ultimos cinco afos ha habido un alto indice de
casos de brucelosis en algunos municipios de la Comarca
Lagunera que, de acuerdo con la Secretaria de Salud (2012),
se debe al consumo elevado de quesos frescos contami-
nados producidos por empresas que no cuentan con la
higiene y el control para elaborar productos lacteos con
calidad sanitaria.

CONTAMINACION POR BRUCELLA SP. E INCUMPLIMIENTO EN MEDIDAS DE SANEAMIENTO BASICO

De acuerdo con las disposiciones y especificaciones
sanitarias de la Norma Oficial Mexicana Nom-243-ssa1-2010,
Productos y servicios. Leche, férmula l4ctea, producto lacteo
combinado y derivados lacteos, la Nom también considera
que tener implementado el sistema Inocuidad de Alimen-
tos-Control Sanitario (HACCP) para su proceso, implementa-
cion y evaluacién de Buenas Practicas de Higiene (sPH), de
Manufactura (spm) y Agropecuarias (spa) son condiciones
frontera para la produccién, manufactura y distribucién de
alimentos inocuos y saludables.’®' Las condiciones que in-
fluyen en mayor medida en el estado de salud de la poblacién
son la carencia de saneamiento bésico, falta de capacitacion
o asesoria técnica para caprinocultores que viven del pro-
ducto de sus animales, escasos ingresos, poco presupuesto
estatal, asi como deficiencias de cantidad y calidad en la in-
fraestructura y saneamiento béasico en cada punto critico de
la produccién. El consumo de productos lacteos elaborados
con leche sin pasteurizar es un problema de salud en la Co-
marca Lagunera debido a su disponibilidad y costo reducido.
Esta es una zona arida y semiarida, endémica de brucelosis
y de gran importancia para la explotacién de la ganaderia,
favorecida por las condiciones climatolégicas caracterizadas
por altas temperaturas y baja humedad. Ante tal situacién, se
planted la necesidad de hacer la presente investigacion cuyo
objetivo fue identificar contaminacion por Brucella sp. y la
falta en el cumplimiento de medidas de saneamiento béasico
en la produccion de lacteos.

Material y método

El tipo de estudio fue observacional, descriptivo y transver-
sal. Para el anélisis se considerd a la poblacién, que con
base en trabajos previos, se tiene identificada porque tiene
una mayor incidencia de brucelosis caprina o en la que hay
mas prevalencia de casos de brucelosis humana. Una vez
que detectamos a los productores del ejido muestreado, al
realizar una encuesta con cada caprinocultor refirieron que
vacunan a las cabras con la vacuna Rev.1 de B. melitensis
en las zonas endémicas bajo la norma Nom-041-z00-1995;
asimismo comentaron que conocen el procedimiento en
la elaboracién del producto lacteo desde la obtencién de
la materia prima, el empaque y distribucion del producto
final. Se procedié a realizar la toma de muestras de leche,
quesos, crema, mantequilla o de algun otro alimento que
estuviera elaborado con leche no pasteurizada o que fuera
de origen dudoso.

Se hicieron muestreos de productos lacteos desti-
nados al consumo humano elaborados en los hatos capri-
nos denominados A, B y C de Banco Nacional, Tlahualilo,
Durango, en donde se tomaron cinco muestras de cada
producto lacteo, cada muestreo se realizé por triplicado.
Se analizaron 300 muestras de estos productos. Cada hato
de donde se tomaron muestras se consideré como un tra-
tamiento que diera un total de tres, con cinco repeticiones
que resultaron en 300 unidades experimentales. El proceso
hecho por los caprinocultores es el convencional en la fabri-
cacién de quesos; para obtener la crema, la leche se deja
serenar una noche, al dia siguiente se colecta la capa de
grasa, la envoltura que se utiliza es manta de cielo.
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Se utilizaron como controles cinco muestras de marca
comercial registrada. Para la muestra de queso fresco artesa-
nal se pesaron 10 g y se colocaron en 50 mL de caldo soya
tripticaseina estéril, se homogeneizé con una licuadora estéril
o empleando un frasco estéril con tapa hermética, y se llevd
a 4 °C durante una hora. Con un hisopo estéril se tomé una
muestra de la grasa de la superficie, luego se sembré en agar
sovya tripticaseina (tsa) Dibico®, agar MacConkey (piBico®), agar
Brucella (8p BBL™).

Una vez inoculadas las placas de agar Brucella, se
llevaron a una atmosfera de CO, en una concentracion de 5 a
10% y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. De todas las co-
lonias sospechosas de muestras de queso y otros lacticineos
sélidos se pesaron 100 g vy se colocaron en 500 ml de agua
peptonada estéril y se homogeneizd con una licuadora estéril
o empleando un frasco estéril con tapa herméticay se colocd
a 4 °C durante una hora. Posteriormente, con un hisopo es-
téril se tomod una muestra de la grasa que se encontraba en
la superficie y se sembré por duplicado en medio de Farrell,
con el fin de observar la morfologia colonial de Brucella."" El
sobrenadante se adicioné con suero anti-Brucella incubando
durante dos horas a 37 °C, se centrifugd a 6 000-7 000 rpm
durante cinco minutos, decantando el sobrenadante. El sedi-
mento se resuspendidé y centrifugd de nuevo, sembrandolo
en cajas petri conteniendo medio de farrell. Una vez inocu-
ladas las placas, se colocaron en una atmosfera de CO, a
una concentracién de 5 a 10% vy se incuban a 37 °C por lo
menos de cuatro a siete dias. Todas las colonias sospechosas
se resembraron en agar TsA con extracto de levadura o agar
Brucella con el objetivo de observar la morfologia colonial
caracteristica. Se efectuaron pruebas bioquimicas, asi como
la aglutinacién con suero polivalente anti-Brucella.

Las placas en las que se obtuvo crecimiento se so-
metieron a pruebas bioquimicas para su mejor identificacion.
Triple-aztcar-hierro (ts)) 8D Bioxon™, citrato de Simmons
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(piBICO®), lisina-hierro-agar (L) BD Bioxon™, motilidad-indol-or-
nitina (mio0) (piBIco®), sulfuro-indol-motilidad (sim) Bioxon™ vy
urea piBIco®. Posteriormente se procedié a la confirmacion en
MicroScan autoscan-4 Siemens®, asi como a la prueba inmu-
noldgica con suero polivalente anti-Brucella (micsa®), que es
un suero de conejo que estd dirigido a las cepas en fase s de
B. abortus y B. melitensis.

Para el cultivo de leche se colocan 20 ml de la muestra
en el refrigerador a 4 °C durante una noche, y al dia siguiente
se utiliza la crema de la superficie como indculo. Se centrifuga
a 6 000-7 000 rpm durante 15 minutos, en tubos estériles indi-
viduales se mide un volumen igual de muestra de cada curto
o pezdn. Las muestras de crema se centrifugan y se utiliza
tanto la capa cremosa de la superficie como el sedimento.
Se toma una asada de aproximadamente 0.1-0.2 ml de crema
de la superficie en dos placas, una con medio de Farrell y otra
CON TSA CON SUEro.

Los resultados se presentan con estadistica descrip-
tiva. Investigacion aprobada (R-2014-123301538X0201-005)
por el Comité de Etica en Investigaciéon ndm. 123301538X0201
de la Cofepris.

Resultados

Tras analizar 300 muestras de productos lacteos, se encon-
traron 36 muestras con Brucella que correspondieron al 12%.
En 102 de ellas (34%) no se pudo determinar la presencia
de Brucella debido a la alta concentracién de flora contami-
nante. En 162 muestras (54%) se aislé Klebsiella sp., Proteus
sp. y Escherichia coli (gréafica 1). De las cinco muestras de
marca comercial utilizadas como controles, que contaban
con etiqueta que certifica su calidad en términos sanitarios,
los resultados para aislamiento del género Brucella y entero-
bacterias fueron negativos.

Grdfica 1
Representacion grdfica de los microorganismos aislados en quesos frescos. Existe predominio de las
enterobacterias como contaminantes de productos lacteos
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De las encuestas realizadas para conocer los productos
elaborados por los pequenos productores, se obtuvo que el
tipo de producto lacteo que se consume con mas frecuencia
es el queso fresco; y que la procedencia de estos productos
que llegan a la Comarca Lagunera son los estados de Zaca-
tecas y Durango (Tlahualilo, Santa Clara y Cuencamé), y que
en general la comunidad consume los mismos productos
que se comercializan en la regién. Los pequenos producto-
res manifestaron que tienen todas las medidas higiénicas
requeridas para el proceso del producto lacteo, ademas de
que utilizan agua potable en el lavado del material y equipo
utilizados. Con base en los resultados microbioldgicos, se
vio la necesidad de otorgar asesoria técnica a los caprinocul-
tores en cuanto a las normas de saneamiento basico en la
elaboracion de sus productos.

Discusion

El objetivo de la presente investigacion fue conocer los pun-
tos criticos de control en la elaboracién de productos lacteos,
con el objetivo de aplicar una estrategia de saneamiento béa-
sico en la prevencion de la brucelosis humana en la Comarca
Lagunera de Durango y Coahuila. Los aislamientos de Bruce-
lla correspondieron a 12% del total de muestras analizadas,
este resultado representa un factor de riesgo para contraer
esta bacteria y producir la enfermedad de brucelosis, con lo
que se deduce que se carece de la aplicacion de estrategias
de saneamiento basico en su prevencion y control por parte
de los pequefos productores en la elaboraciéon de los pro-
ductos lacteos.

Al realizar un diagnéstico social en el estado de Tlax-
cala, México, se mostré que la brucelosis como enfermedad
la conoce el 45.5% de los productores; el 100% de ellos no
hierve la leche para procesar el queso porque consideran que
se altera el sabor y no mejora el precio del producto; 46.9%
sabe de las campafnas de vacunacion, pero sélo 19.7% va-
cuna a sus animales. En Huamantla sélo 36.4% conoce el
peligro de la brucelosis y Unicamente 12.1% ha sabido de
personas enfermas.'?

Es probable que esta situacién que prevalece en di-
versos estados del pais se deba a que falta monitoreo de los
hatos caprinos y bovinos en cuanto a la serie de infecciones
que pudieran presentar, asi como la carencia de analisis de
los alimentos que emanan de los animales de traspatio, in-
cluso se debe evaluar la matriz del alimento en cuanto a sus
unidades formadoras de colonias por gramo de alimento, las
cuales deben estar ausentes en todo alimento.

Después de lo expuesto anteriormente, es importante
sefalar que en su investigacion Viadas y Rodriguez con-
cluyeron que los consumidores activos de quesos frescos
artesanales elaborados con leche sin pasteurizar a menudo
son los méas afectados por las bacterias del género Brucella
sp., causandoles brucelosis.” En nuestro estudio, 54% los
principales agentes etiolégicos aislados fueron los géneros
Klebsiella, Proteus y Escherichia, los cuales son indicativos
de gran contaminacién fecal. Esto coincide con el trabajo
realizado por Maha y Ashmawy, quienes encontraron una
alta frecuencia de microorganismos aislados de la familia
Enterobacteriaceae, principalmente £. col/i.'* Sin embargo,

CONTAMINACION POR BRUCELLA SP. E INCUMPLIMIENTO EN MEDIDAS DE SANEAMIENTO BASICO

cabe resaltar que en 2004 Parente y Cogan realizaron un
trabajo en el cual reconocieron que los microorganismos
de la familia Enterobacteriaceae se consideran parte natural
de la microbiota de muchos quesos, particularmente en los
quesos artesanales elaborados con leche cruda y fermentos
lacticos naturales obtenidos a partir de leche o de suero de
leche.™ Es probable que estas coincidencias se deban a que
no hay un rastreo sanitario durante el proceso de elaboracion
de productos lacteos de los pequefos productores, y que
se carece de control de calidad durante todos los puntos
criticos de la elaboracién de los mismos. Incluso, en el
estudio realizado en el afo 2003, Marino y colaboradores
discurrieron que la presencia de enterobacterias en quesos
generalmente es indicativa de un producto lacteo elaborado
con mala calidad microbioldgica.’® Respecto a los controles
que utilizamos, muestras de quesos de marcas comerciales
reconocidas, el resultado negativo en cuanto al aislamiento
de microorganismos indica que las empresas tienen un
control de operaciones de acuerdo con las buenas practicas
agropecuarias y de manufactura.

Recientemente, Adamu y colaboradores publica-
ron un estudio epidemioldgico de brucelosis bovina en un
estado de Nigeria para identificar estrategias de control y
erradicacién de esta enfermedad. Sus resultados indicaron
que la brucelosis es endémica entre el ganado de las éreas
analizadas. En estas zonas es frecuente la brucelosis clinica,
y algunas de sus consecuencias en los animales son abortos,
enteritis, orquitis y artritis, por lo que se sugiere que el tami-
zaje de estos signos se realice incluso antes del sacrificio,
de manera que las medidas de control como vacunacion,
cuarentena, pruebas y politicas de sacrificio, asfi como la
eliminacion adecuada de los fetos abortados se mantenga
para evitar la propagacién de la brucelosis a seres humanos
y otros animales."

En México, en fechas recientes la Secretaria de Agri-
cultura, Ganaderfa, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(Sagarpa), en el marco de la Campafa Nacional contra la
Brucelosis, otorgé el reconocimiento de Fase de Erradica-
cion al estado de Nayarit, con esta distincién la entidad eleva
la competitividad de los productores de ganado bovino,
caprino y ovino' aplicando una estrategia de saneamiento
béasico en la prevencién y control de brucelosis en el pals.
Asimismo, con esta investigaciéon es posible que se logre no
so6lo controlar sino erradicar la brucelosis en los estados de
Durango y Coahuila. A principios del presente afio, la Sagarpa
otorgd apoyo econémico a la poblacién dedicada al manejo
de ganado mediante el programa de campafa zoosanitaria
para lograr hato libre de brucelosis o dictamen de prueba de
brucelosis o constancia de vacunacién contra brucelosis.®
Respecto a las medidas higiénicas que manifestaron los
pequefos productores en la elaboraciéon de los productos
lacteos, éstas no se pudieron confirmar debido a la cantidad
de microorganismos aislados durante nuestra investigacion.

Los animales enfermos son la principal fuente de
diseminacién de la bacteria, ya que un animal enfermo en
un hato puede facilmente diseminar la enfermedad en los
animales sanos o incluso en hatos cercanos. Es primordial
fomentar la cultura de la vacunaciéon, pues en México el
sacrificio de los animales infectados es una medida muy
dificil de llevar cabo, debido a que los pequefos productores
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dependen econémicamente de la produccién lechera y sus
derivados. Sin embargo, es importante otorgar asesoria téc-
nica y capacitacion para generar en el caprinocultor la cultura
de procesar y distribuir productos lacteos con leche hervida.
Ademas de continuar participando en las campafnas “Hato
libre” y “Hato en control” organizadas por la Sagarpa.

Se determinaron las principales fuentes de con-
taminacién y se establecié que los productos lacteos que
se comercializan en la Comarca Lagunera de Durango y
Coahuila son de riesgo elevado para contraer brucelosis v,
potencialmente, gastroenteritis. Estos productos tienen en
comun que son artesanales y carecen de registro sanitario.

Se hace imprescindible que las autoridades sanitarias
se encarguen de monitorear la productividad de diversos
productos lacteos en comunidades de la Comarca Lagu-
nera, identificando peligros especificos con el objetivo de
desarrollar medidas de control apropiadas que garanticen la
inocuidad de los alimentos y asi tomar acciones preventivas,
mas que correctivas, para evitar diseminar las infecciones
entre la poblaciéon. Se requiere implementar y supervisar
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