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ABSTRACT

A polymerase chain reaction (PCR) assay was used to diagnose and analyze a brucelosis outbreak. In this study
Brucella spp. were detected in humans by serological means (rose Bengal, buffered acidified antigen, rivanol
and complement fixation) and were confirmed by direct and semi-nested PCR. These procedures were also used
on farm animals, demonstrating the presence of this pathogen in bovines, ovines, swines, and canines. The
molecular diagnosis was also confirmed by the isolation and typification of Brucello abortus as the pathogen
associated with the outbreak. Herein it is discussed that the initial infection likely started in bovines and spread
horizontally to the other species. PCR could be considered as a concluding test for the “molecular isolation of
Brucella”, since the pathogen can be efficiently detected by such procedures in early or latent infections of

symptomless animals or humans.
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RESUMEN

La reacciéon en cadena de la polimerasa (RCP) fue utilizada para diagnosticar y analizar un foco de brucelosis en un
nucleo familiar agropecuario. Brucella spp. fue detectada en humanos por seroaglutinacién (rosa de Bengalg,
antigeno acidificado buferado, rivanol y fijacién de complemento) y confirmada por RCP directa y semianidada.
Estas pruebas se extendieron a los animales de la granja familiar, lo que demostré la presencia del patégeno
también en bovinos, ovinos, porcinos y caninos. El diagnéstico molecular fue reforzado por el aislamiento
bacteriolégico y la tipificacién de Brucella abortus como agente causal de ese foco primario. En este trabajo se
discute que la infeccién inicial probablemente partié de bovinos infectados y se dispersé horizontal e
interespecificamente a las otras especies. La RCP podria ser considerada como una prueba definitiva en el
“aislamiento molecular de Brucella”, ya que estos procedimientos permiten la deteccién de infecciones tempran

s o latentes en pacientes o animales asintomatico
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Introducci

mLa brucelosis es una zoonosis que ocasiona enorm
s pérdidas a la dustria pecuaria y representa un verda-
dero riesgo ocupacional para las personas que trabajan
o consumen productos crudos provenientes de anima-
les infectados. Brucella spp., agente causal de la
brucelosis, es una bacteria cocobacilar aerébica,
gramnegativa, que no produce cdpsula ni esporas y tam-
poco posee flagelos. La bacteria es un parésito que
generalmente se localiza en los tejidos reticuloendote-
liales, 6rganos reproductivos, articulaciones y huesos,
donde ocasiona infecciones crénicas en el ganado ca-
racterizadas por bacteremias recurrentes o persistentes
que culminan en el aborto en vacas, ovejas y cabras,
ademds de infectar los érganos reproductivos del macho
y causarles lesiones de consideracién.

Esta enfermedad causa hasta 65% de los abortos
en vacas, cerdos, ovejas y cabras [1, 2], lo que hace
que la produccién de carne y leche merme considera-
blemente. Se estima que durante 1992 la brucelosis
causdé pérdidas superiores a 33 millones de délares en
los ganados bovino y caprino productores de leche y
carne [1]. Otros efectos negativos son las pérdidas eco-
némicas causadas por la brucelosis, con la restriccion
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de movimiento territorial (entre entidades federativas
o paises), lo que dificulta la comercializacién y el me-
joramiento genético del ganado e incrementa los cos-
tos de operacién de los mismos (2, 3].

En humanos, el periodo de incubacién puede ser de
una a tres semanas y constituye una enfermedad
debilitadora caracterizada por fiebre, escalofrios, cefa-
lea y dolor muscular o articular. Como promedio, la re-
cuperacion ocurre en uno o tres meses, aunque la laxitud
permanece por un periodo mas prolongado. En cursos
crénicos, la fiebre puede mostrar un patrén ondulante y
de ahi el apelativo “fiebre ondulante”. Cuando la enfer-
medad es aguda, la toxemia extrema, la trombopenia y la
endocarditis pueden llevar a la muerte del individuo.

El control de la enfermedad en animales tiene un
gran impacto en la reduccién de la incidencia en huma-
nos. La incidencia de brucelosis en la poblacion
humana de México es oscilatoria, con una variacion
temporal y dependiente de la entidad. Los estados de
Nuevo Leén, Querétaro, Coahuila, Guanajuato,
Zacatecas, Michoacan, San Luis Potosi y Chihuahua
ocupan el primer lugar, con una incidenciade 1,2 a25
casos por cada 100 000 habitantes [4]. El prolongado
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periodo de postracion y los elevados costos del trata-
miento de la brucelosis en humanos, tienen un gran
impacto en las economias familiar y nacional, debido a
que afecta primordialmente a la poblacién econdmica-
mente activa, o sea, el grupo de edades comprendido
entre 15 y 44 anos. Este grupo estd seguido por el de
5 a 14 anos, y la menor frecuencia de casos correspon-
de a los menores de | afio [4, 5].

Se considera que el método mds confiable para el
diagnéstico de una enfermedad infecciosa se basa en
el aislamiento e identificacion del agente etiolégico. En
el caso de Brucellua, estos procedimientos son lentos
(de una a cuatro semanas), tediosos, poco exitosos [5].
y por su contagiosidad, de gran riesgo para la salud de
los técenicos encargados del estudio. Por estas razones.
el examen bacteriolégico no siempre es practicable, lo
que hace que el diagnéstico se realice generalmente
por métodos serolégicos rapidos y relativamente faci-
les de aplicar [6]. Para Brucella, se utilizan la prucba
de rosa de Bengala (RB), el método de fijacién de com-
plemento (FC), la aglutinacion estandar en tubo, la prue-
ba de aglutinacién con 2-mercaptoetanol y la prueba de
Coombs [6-11].

Los métodos seroldgicos, ademds de una insuficien-
te sensibilidad, también presentan problemas de espe-
cificidad, ya que con frecuencia ocurren reaccioncs
cruzadas o aparecen falsos positivos. y es dificil detec-
tar infecciones tempranas o latentes y practicamente
imposible diferenciar entre los anticuerpos de un ani-
mal enfermo y uno vacunado [11, 12].

La reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) ha
sido incorporada en la deteccion de Brucella a nivel de
género, con la utilizacién de diversas secuencias como
blanco: entre ellos, el gen de la proteina de 43 kDa de
membrana externa de Brucella abortus [13] y el gen
que codifica el ARN ribosomal 16S de B. abortus [14].
También se ha utilizado la metodologia desarrollada por
Kulakov y colaboradores [15].

Dos tltimos protocolos de RCP para Brucella fue-
ron desarrollados por algunos investigadores del grupo
de trabajo de los autores, con el empleo de la secuen-
ciadel gen omp?2. que codifica una proteina de la mem-
brana externa del patégeno [16-18].

Las técenicas empleadas en estos protocolos son las
mds sensibles que se han reportado para la deteccion
de Brucella spp. Los andlisis genéticos por RCP con
la utilizacion de los cebadores mencionados, han per-
mitido amplificar secuencias de Brucella a partir de
muestras de sangre y/o de leche de caprinos [17], ovinos,
bovinos [19] y humanos [ 18].

La especificidad de la prueba es elevada. ya que
estudios de especificidad realizados con anterioridad
demostraron que no hay amplificacion de los genomas
de organismos relacionados filogenéticamente {12, 20).

El presente trabajo tuvo como objetivo realizar el
diagndstico de la brucelosis por medio de la RCP. en
apoyo al estudio epidemioldgico de un foco primario
de la enfermedad en una explotacién lechera en la
que conviven humanos y varias especies de animales
domésticos. En ¢l estudio. la presencia de Brucella
spp- en la mencionada comunidad rural fue determi-
nada inicialmente por varios métodos de diagndstico.
Finalmente, se dedujeron aspectos del comportamien-
to epidemioldgico de la brucelosis y su cadena
epizodtica.
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Materiales y Métodos
Recoleccion de muestras

El presente estudio se realizé en un rancho de explota-
¢ién lechera en el Municipio de Villa Victoria, Estado
de México. donde sc sospechaban posibles casos de
brucelosis en humanos. Debido a la importanciaen la
determinacién de la posible cadena epidemioldgica
entre los diversos animales de la granja y de posibles
focos de infeccidén primaria, se tomaron muestras de
cuatro especies animales (bovinos, porcinos, ovinos
y caninos) sin considerar la edad, el sexo, la funcién
zootécnica o el estado reproductivo. Se incluyeron
también trabajadores del rancho y un menor de edad.

Se colectaron muestras de sangre de todos los miem-
bros de una familia rural (8 humanos) y de sus animales
de granja (88 animales), con la realizacién ocasional de
muestreos sucesivos hasta por cuatro veces (Tabla).
El muestreo preliminar se realiz6 en el mes de no-
viembre de 1994, y se continué cada seis a ocho sema-
nas cn los meses de febrero, abril y junio de 1995. Las
muestras de sangre fueron colectadas en tubos
Vacutainer™ de 13 x 100 mm, etiquetados con los
respectivos nombres o el nimero de la muestra. La
sangre heparinizada de humanos. cerdos, perros, ove-
jas 'y bovinos fue utilizada para realizar pruebas mole-
culares. Una porcién de las muestras de sangre fue
coagulada a temperatura ambiente, y el suero fue se-
parado para la realizacion de las pruebas serologicas.

Pruebas serolégicas

Las pruebas seroldgicas se realizaron para el diagnds-
tico presuntivo, de acuerdo con lo descrito por Alton
y colaboradores [9}. Las pruebas desarrolladas fueron
RB. rivanol (R), FC y antigeno acidificado buferado
(AAB). La prueba de anillo en leche (AL) se llevé a
cabo Gnicamente para vacas que se encontraban en el
periodo de lactancia. El antigeno usado provino de
Pronabive. México.

Reaccién en cadena de la polimerasa

Extraccion de ADN. E1 ADN bacteriano fue extraf-
do por el método previamente descrito [ 17]: muestras
de 400 pL de sangre heparinizada fueron centrifugadas
en tubos Eppendorf™ de 1,5 mL a 5 000 rpm por 5
min (microcentrifuga Beckman-5415C, EUA). El so-
brenadante se desechd y al paquete celular se le agregé
1 mL de solucion de lisis de eritrocitos (NH4Cl1 155
mM; NaHCO; 10 mM: Na.EDTA 0,1 mM pH 7,4).
El contenido de los tubos se homogenizo por inversion
y posteriormente se centrifugd a 6 000 rpm por 3 min.
El procedimiento se repitio hasta la completa aclara-

Tabla. Numero de humanos y animales analizados
por RCP directa y/o semianidada y cultivo.

RCP RCP

Organismo Total directa  semianidada Cultivo
Humanos 8 2 3 0
Bovinos lecheros 55 9 1 1"
Porcinos 22 4 5 0
Ovinos 9 1 1 0
Caninos 2 2 2 0
Total 96 18 22 1*

*El aislamiento se logré en uno de cuatro cobayos inoculados
con restos fetales de bovinos.
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cion del paquete celular. El sobrenadante fue dese-
chado y el paquete de células restante fue resuspen-
dido en 400 uL de solucién de lisis total (Tritén X-100
2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HC1 100 mM pH
8,0), con laadicién de 100 pg de Proteinasa K (Sigma,
USA). Las muestras se agitaron suavemente y se in-
cubaron por 30 min a 50 °C, para proseguir con la
adicién de un volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) [21]. Posteriormente, se centrifugd
durante 2 min a 8 000 rpm y se transfirié el
sobrenadante a un tubo nuevo. La eliminacién de los
contaminantes se realizé mediante la adicién y mez-
cla de 200 uL de NH4Ac 7,5 M, seguido de reposo
por 10 min en hielo y centrifugacién por 2 min a 10 000
rpm. El contenido acuoso se transfirié a un nuevo tubo
y se adicionaron dos volimenes de etanol 95% o un
volumen de 2-propanol. Los tubos se dejaron en repo-
so toda la noche a -20 °C y el ADN fue recuperado
por centrifugacién a 10 000 rpm por 5 min. Las pasti-
llas se lavaron con 1 mL de etanol 70%, se secaron y
se resuspendieron en 20 pL de tampén TE (Tris-HCI
100 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).

Diserio de oligonucledtidos sintéticos. Los
cebadores empleados en las RCP fueron sintetiza-
dos y preparados por la compaiiia BioSynthesis Inc.
(Texas, USA). Las secuencias de los cebadores pre-
viamente reportados son:

Brul, 5’-gcgctcaggetgecgacgeaa-3’ [16];

Bru3, 5’-ccagccattgeggtceggtac-3’ [17] y

Brud4, 5’-accccagacageccaa-3’ [16].

Otros cebadores utilizados en el estudio fueron
los reportados por Bricker y Halling en 1994 [22]: B.
abortus-specific 5'-gacgaaccgaatttitccaatcec-3'; B.
melitensis-specific 5'-aaatcgcgtecttgetggtctga-3' y
IS711- specific 5°-tgcegatcacttaagggcecttcat-3°.

Reaccion enzimdtica ciclica. La RCP se realizé
en un volumen total de 50 uL que contenia 250 ng de
ADN, 50 pmol de cada cebador (oligonucleétidos sin-
téticos), KC1 50 mM, Tris-HCI pH 9,0 10 mM, Tritén
X-1000,1%, MgCl,3,0 mM, 200 mM de cada uno de
los cuatro desoxirribnucledsidos trifosfatados y 2,5
unidades de la polimerasa Tag (GIBCO-BRL Inc.,
Maryland, USA). Para prevenir la evaporacién, la
solucién de reaccion fue cubierta con 50 pL de acei-
te mineral. La reaccion se desarrollé en un
termociclador (Perkin Elmer, USA) con el siguiente
perfil de amplificacion: 94 °C por 3 min, 34 ciclos a
94 °C por 60 s, 60 °C por 60 s 'y 72°C por 60 s. Se
tomaron 6 pL de la reaccién de amplificacion y se
fraccionaron por electroforesis en gel de agarosa a
1,5% preparado en tampén TBE 1X (Tris-HCI
100 mM, é4cido borico 90 mM., Na,EDTA | mM), pos-
teriormente se introdujo en una solucién de bromuro
de etidio (0,5 pg/mL) y se visualizé el ADN median-
te luz ultravioleta.

RCP semianidada. Este procedimiento se llevé a
cabo mediante dos amplificaciones secuenciales con el
uso de diferentes juegos de cebadores. Los sitios de
alineamiento y los productos esperados de las amplifi-
caciones se muestran en la Figura 1 A. El primer paso o
RCP directa se realizé con los cebadores Brul y Bru4.
La segunda amplificacién se realizd con los cebadores
Brul y Bru3 a partir de 1 pL de la primera reaccion de
amplificacion con la adicion de todos los componentes
descritos en el subacdpite anterior.
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Bioensayo, aislamiento bacteriano
y tipificaciéon bioquimica

El bioensayo y las observaciones histopatoldgicas rea-
lizados en un feto bovino abortado, y el cultivo y la
tipificacién bacterianos, se llevaron a cabo segin pro-
tocolos establecidos previamente [9]. La prueba bio-
l6gica se realizé mediante la inoculacion a cuatro
cobayos de 1 mL de macerado del producto del abor-
to de una vaca de la explotacidn, los cuales fueron

21.Sambrook 1, Fritsch EF, Maniatis T.
Molecular cloning. A laboratory ma-
nual. 2nd. ed. New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press; 1989.

22. Bricker BJ, Halling SM. Differentiation
of Brucella abortus bv. 1, 2, and 4, Brucella
melitensis, Brucella ovis, and Brucella suis
bv. 1 by PCR. J Clin Microbiol 1994;32(1):
2660-6.

omp2a omp2b

A [= = >]
Bru4 } < Brul Brul } ‘Bru4
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8 1 3 - 689-827 pb

827’%%3} ‘ Brul Bru]} ‘ Bru3
2da. amplificacién [ [ ]

190 pb 190 pb

Brul, 5'-gcgctcaggcetgccgacgeaa-3’
Bru3, 5'-ccagccattgcggtcggtac-3’
Bru4, 5’-accccagacagcccaa-3’

<800
689—|

193

Figura 1. (A) Mapa de amplificacién de la region omp2a/omp2b
que muestra con barras las amplificociones esperadas con los
iniciadores sefalados. M y m: escalera de 100 pb y PBR 322 Alul
usados como marcadores de talla molecular, respectivamente.
Amplificacion de una porcién del genoma de Brucella por RCP
directa (B) y semianidada (C) a partir de DNA extraido de cepas
y muestras de sangre de individuos infectados. Carrilera 1, cepa
544 de B. abortus (control positivo); carrilera 2, cepa aislada de
un feto bovino abortado; carrileras 3 y 4, humano y bovino, res-
pectivamente; carrileras 5 y 6, amplificacién simple con Brul y
Bru3 de las muestras usadas en 3 y 4; (-), genoma de

Ochrobactrum anthropi, usado como control negativo.
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monitoreados serolégicamente los dias 9; 18, 36 y 42
después de la inoculacién. Luego, se procedid a los
estudios anatémicos € histopatolégicos correspondien-
tes, asi como al aislamiento microbioldgico e identifi-
cacién de Brucella.

Epidemiologia

Se elabord y aplicé una encuesta epizootioldgica que re-
cogiera los aspectos mas importantes sobre la situacién,
entre ellos, los antecedentes que permitirian determinar
el origen del foco, el empleo de vacunas y en qué dosis,
medidas de control aplicadas con los reactotes positivos,
la ocurrencia de abortos u otros trastornos del aparato
reproductor, la utilizacién de cuarentena, entre otros que
permitieron evaluar el comportamiento del foco.

Resultados y Discusion

Diagnéstico molecular en humanos

De los ocho humanos seleccionados, uno (un infante)
presentaba el cuadro clinico caracteristico de la brucelosis,
con reacciones febriles positivas al antigeno brucelar
desde etapas tempranas del estudio. La RCP directa
(Figura 1B) a partir de ADN extraido de glébulos blan-
cos de sangre periférica, mostré amplificaciones nota-
bles en dos de los ocho individuos y amplificacién débil
en otro mas. La resolucién de este ultimo procedimiento
fue optimizada considerablemente con la técnica de RCP
semianidada (Figura 1C), lo que permitié la confirma-
cién de tres casos de brucelosis humana en la misma
localidad (Tabla). Al final del estudio, los tres pacientes
positivos por RCP y/o RCP semianidada mostraron
seroaglutinaciones. Esto indic6 que, en dos de los tres
casos, la RCP directa y la RCP semianidada mostraron
la capacidad de detectar casos subclinicos de brucelosis.
En la encuesta se determiné que dos de los tres huma-
nos infectados tenfan contacto directo y continuo con los
animales, y el tercero (menor de edad) posiblemente
contrajo la enfermedad al consumir productos lacteos
contaminados en forma sistematica.

Diagnéstico molecular en animales

Los resultados obtenidos mediante RCP directa y
semianidada se muestran en la Tabla. Los métodos de
extraccién y RCP resultaron ser exitosos en la deter-
minacién, por estas pruebas moleculares, de la pre-
sencia de Brucella en animales de diferentes especies
€omo caninos, ovinos y porcinos, lo que no habia sido
reportado anteriormente en la literatura. Si se consi-
deran las limitaciones de los métodos de diagnéstico
utilizados actualmente, se puede asumir que un nime-
ro importante de animales portadores pasan desaperci-
bidos en dichas pruebas diagndsticas, permaneciendo
subregistrados y, peor aiin, como foco de infeccién.

Diagnéstico serolégico

Los andlisis serolégicos realizados como punto de par-
tida en muestras de animales, mostraron de inmediato
que la brucelosis estaba presente en el rancho. La inci-
denciarelativa derivada de los resultados de las diferen-
tes técnicas seroldgicas varié con la prueba y con el
tiempo. El diagnéstico basado en pruebas seroldgicas
fue eficiente como prueba tamiz antes de la RCP y el
aislamiento microbiolégico. El mayor nimero de anima-
les positivos se detecté mediante las pruebas RB y FC.
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Se registraron seroprevalencias promedio muy ele-
vadas que van desde 20% en humanos y 30% en
porcinos, hasta 50% en ovinos, y 48% y 100% en cani-
nos (lo cual no es sorprendente debido al tamaiio de
muestra tan reducido: dos animales). El comportamiento
de tan elevadas seroprevalencias momentineas con
tendencia ascendente, es caracteristico para los esta-
dos epizodticos naturales y espontaneos; es decir, aque-
llos en los que no existe control sobre las fuentes y vias
de transmision de la brucelosis. Las mismas tendencias
se encontiaron por RCP semianidada (Figura 2). Se ha
demostrado que cuando la infeccién esta establecida
en forma endémica, practicamente todos los animales
tienen o han tenido contacto con el patégeno, por lo
que existe respuesta inmunoldgica en animales porta-
dores y no portadores de la bacteria. Estos resultados
indicaron, de forma general, una mayor sensibilidad de
la prueba de RB en comparacién con los métodos res-
tantes, seguido en orden de sensibilidad por la prueba
de FC (datos no mostrados).

Bioensayos

Debido a la imposibilidad de lograr el aislamiento mi-
crobiolégico a partir de muestras directas de animales
y aprovechando que ocurrié un aborto bovino, se rea-
lizaron estudios diagndsticos para determinar la causa
del mismo en la vaca arete No. 24 azul, que abort6 el
30 de mayo de 1995 con 253 dias de gestacidn aproxi-
madamente (8.5 meses). El aborto se manifest6 en
horas tempranas de la mafiana de manera esponténea,
sin alteraciones del feto ni de la placenta, ni secreciones
posaborto. Las primeras 24 h se manifesté poca secre-
cién lactea (calostro), sin embargo, a partir de las 48 h
la produccién de leche fue normal. Las muestras de
leche tomadas los dias 1 y 8 después del aborto, mos-
traron resultados positivos a la prueba de AL.

Durante el examen anatomopatoldgico del feto se apre-
cid, como caracteristica macroscépica, un ligero tinte ic-
térico generalizado y esplenomegalia marcada. La prueba
de patogenicidad fue realizada en cuatro cobayos a partir
de la inoculacién subcutinea del macerado de 6rganos y
de mas contenido gastrico del feto. El muestreo para los
exdmenes seroldgicos se realizélosdiasdel 7al 12,21y
42 posteriores a la inoculacién. Mediante el muestreo
seroldgico se determind positividad en todos los cobayos
con las pruebas RB y FC; los titulos obtenidos en la
tltima fueron de hasta 1:1 024. En los hemocultivos
practicados en medios de Farell modificado, se obtuvo
crecimiento a partir del dia 8 al 12 después de la inocula-
cién con colonias que, por sus caracteristicas morfolégicas
y de tincién, y segiin pruebas bioquimicas, aglutinacién
con sueros antiA y antiM y tipificacion con bacteriéfagos
y RCP, corresponden a Brucella spp.

En el examen histopatolégico realizado a fragmen-
tos de higado, bazo y pulmén de los cobayos, se de-
tectaron las siguientes alteraciones: necrosis focal
miltiple de tipo coagulativa con reaccidn proliferativa
de tipo histolinfocitaria y caracteristicas granutoma-
tosas, principalmente en el higado y el bazo.

Este bioensayo permitié, ademads, recuperar la
tinica cepa de Brucella aislada en este estudio y deter-
minar con ella, por medio de dos RCP diferenciales
previamente descritas por Leal-Klevezas y colabora-
dores [16] y por Bricker y Halling [22], que B. abortus
(sin pertenecer a la biovariedad 1) fue la especie aso-
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ciada al brote. El hecho anterior fue confirmado por
pruebas bioquimicas especificas [9].

Encuesta

La encuesta mostré claramente deficiencias en las me-
didas de cuarentena, ya que no se controla el estado
sanitario de los animales nuevos que se incorporan a
los hatos. Aunque se elimina parte de los reactores po-
sitivos, otros permanecen en el rebaiio sin que exista
un calendario de pruebas correcto, de acuerdo con lo
que establecen las normas del Programa Nacional para
el Control de la Brucelosis. Al no efectuar el sanea-
miento, se permite la convivencia de animales de dife-
rentes especies bajo medidas de bioseguridad exiguas
e insuficientes para los trabajadores.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran el enorme po-
tencial de 1a RCP en estudios epidemioldgicos, al contri-
buir en la identificaci6n del agente etiolégico de un foco
primario de bruselosis. Este trabajo no sélo confirma la
presencia de Brusella en la comunidad, sino también
indica las incidencias reales de Brusella en la misma.

Las actividades familiares y de trabajo de la comunidad

familiar permiten establecer, en forma tentativa, que el

foco se inicié en los bovinos y luego se dispersé horizon-
talmente entre las demas especies. Este razonamiento
es reforzado por varias observaciones:

« El agente causal fue aislado y tipificado bioquimica y
molecularmente como B. abortus, que aunque no es
exclusiva de bovinos (tiene la capacidad de infectar a
todas las especies aqui estudiadas), generalmente esta
asociada a la brucelosis bovina.

* Uno de los humanos infectados es un infante que no
tuvo contacto directo con los animales de la granja,

Recibido en octubre de 1998. Aprobado
en abril de 1999.

por lo que se presupone que la infeccién proviene de
los productos lacteos obtenidos de los bovinos del ran-
cho y consumidos por el nifio.

» La asociacién de B. melitensis con el brote fue descar-
tada por pruebas moleculares y reforzada con la obser-
vacién de que en la comunidad estudiada no se cuenta
con caprinos y la presencia de Brucella spp. en ovinos
fue muy baja.

» La cadena epizo6tica puede ser tentativamente dedu-
cida a partir de los habitos alimentarios de los animales
que conviven con el ganado. Los altos porcentajes de
infeccién en humanos y caninos (Tabla) pueden estar
relacionados con su estrecho contacto con los anima-
les y el consumo de productos derivados de éstos. Nor-
malmente, los perros se alimentan de productos cru-
dos, por lo que el paso de la infeccion a esta especie
pudo provenir del consumo de leche, carne, sangre o
fetos abortados contaminados con Brucella provenien-
tes de cualquiera de las otras especies animales. Una
situacion similar pudiera observarse en la poblacion de
cerdos, dada su condicién omnivora, el hacinamiento y
la insalubridad. La baja incidencia de brucelosis en
ovinos puede deberse a que no son hospederos prima-
rios de B. abortus y a que son herbivoros.

* La sensibilidad y especificidad de las pruebas usadas
demuestran ser herramientas excelentes para estudios
epidemioldgicos y sobre dispersion del agente causal, y
para la deteccién de infecciones latentes o tempranas.
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