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RESUMEN

Son escasos los estudios que abordan los brotes epidémicos de brucelosis, en
individuos asociados entre si en tiempo y espacio, de una zona endémica con
focalidad animal de Cuba. La presente investigacion describe variables
sociodemogréficas, clinico-epidemiologicas, y la confirmaciébn molecular en 49
personas de Esmeralda, Camaguey, en el periodo comprendido entre diciembre
2024 y febrero de 2025. Fueron revisadas encuestas epidemiolégicas y se
operacionalizaron variables cualitativas y cuantitativas, determinandose frecuencias
absolutas y porcentajes. Predomind el sexo masculino (76%), el color de la piel
blanca (91,8 %), las edades entre 45 y 54 afos (34,7 %), el nivel de escolaridad de
secundaria basica (40,8 %), la actividad laboral sin riesgo epidemiologico (61,2 %),
fuente de infeccion la ingestion de productos lacteos (63,3%) y el contacto con los
bovinos (51%). Prevalecié la fiebre (59,1 %) y las mialgias (55,1%). Igualmente, la
doxiciclina (73,5 %) y la rifampicina (53,1%), resultaron los antimicrobianos mas
utilizados. La confirmacion molecular por PCR detecté un 91,6% mientras que la
serologia lo hizo en un 16,6%, de las muestras clinicas empleadas. Los resultados
permitieron confirmar la existencia de un brote epidémico en el municipio de
Camagiey lo que sugiere la necesidad de fortalecer las estrategias para la

prevencion y el control de la brucelosis humana en esta localidad y a nivel nacional.
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I. INTRODUCCION

La brucelosis, también conocida como fiebre de malta o fiebre ondulante, es una de
las zoonosis mas importantes a nivel mundial. Por sus caracteristicas invalidantes
tiene graves consecuencias en la salud publica y es causa de pérdidas econdémicas
en el sector ganadero.®) La enfermedad es causada por bacterias intracelulares,
inmoviles y de crecimiento lento que pertenecen al género Brucella, el cual agrupa
12 especies, de las cuales Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis y
Brucella canis, patdgenas para el hombre.? Esta zoonosis, se reporta en paises
mediterraneos de Africa y Europa, el Medio Oriente, Asia Central, la India, América
Central y América del Sur. En América Latina, los paises con mayor prevalencia son

Argentina, México y Per(.®

La transmision de la infeccidn al ser humano ocurre por contacto directo o indirecto
con animales enfermos o sus productos. Las tasas de incidencia anuales
internacionales superan el medio millébn de nuevos casos, sin embargo, se conoce
que por el subregistro existente, las cifras pueden resultar superiores. El patron
alimentario es la via de transmisién mas frecuente en la actualidad para paises en

desarrollo.®

En los humanos la brucelosis puede ser de comienzo agudo o insidioso, con
sintomas inespecificos, en muchos casos graves debido a infeccion sistémica
importante, de caracter debilitante de tipo crénico, que se asocia a discapacidades,
en la que se afectan diferentes 6rganos y sistemas.® No obstante, las infecciones
subclinicas no diagnosticadas son frecuentes; estos pacientes suelen sufrir recidivas
y complicaciones (osteoarticulares, gastrointestinales, genitourinarias, neurolégicas y

cardiovasculares, fundamentalmente) debido a la falta de tratamiento adecuado.®

Los pilares fundamentales para confirmar la infeccion por brucelas son la correcta
elaboracion de la historia clinico — epidemioldgica y los resultados del laboratorio de
microbiologia. Lo anterior se basa en la amplia gama de sintomas y signos que
presenta esta enfermedad, lo que la convierte en un reto para el médico de
asistencia. Este hecho favorece el subdiagnéstico por lo que el niumero de casos

activos probablemente sea entre 10 a 25 veces superior al notificado.®

Desde el punto de vista clinico-epidemiolégico, la enfermedad se presenta en forma

de casos aislados o de brotes epidémicos®. En los paises desarrollados, estos



altimos el mayor porcentaje de transmision de la enfermedad se produce por via

alimentaria.(”

Espafa, en particular, notifica que la mayoria de los brotes se producen en grupos
familiares debido al consumo de leche o productos lacteos elaborados de forma
casera, lo que justifica la evaluacion de los contactos o familiares de los casos

indice.(

Desde el afio 1985 Cuba presenta dificultades para el desarrollo de los programas
de prevencion y el cumplimiento de las resoluciones para el control de la brucelosis.
Como consecuencia se observa una aparente tendencia al incremento de la
enfermedad en animales.® En el afio 1962 se inicié por el Servicio Veterinario de
Cuba una encuesta nacional de prevalencia de la Brucelosis en el pais
confeccionandose a finales de 1962 el primer Programa para el Control y
Erradicacion de la Brucelosis en los Animales Domésticos, el cual ha logrado reducir
progresivamente esta enfermedad en el pais. La brucelosis humana se ha notificado
en todo el territorio del pais, correspondiendo en ocasiones la mayor incidencia con
las zonas de mayor focalidad animal. El control de esta enfermedad en el pais para
el humano se ha mantenido en los udltimos afios, regido por ciertas normas,
caracterizandose esta etapa por la irregularidad en la notificacién de los casos, asi
como falta de uniformidad en su control, lo cual no ha permitido establecer una

tendencia definida de la misma.®

En el campo de salud publica la enfermedad es de declaracion obligatoria y las tasas
de incidencia reportadas son bajas desde el triunfo de la revolucion hasta los afios
80 del siglo pasado, debido al éxito de las medidas para la prevencién y control de la
enfermedad en los animales, lo que propicié la reduccion significativa de los casos
en humanos. Posterior a este, con la llegada del periodo especial, se revierte la
situacion, especialmente por la falta de insumos para sostener la pesquisa y

diagnéstico de la enfermedad en los humanos.

Los métodos microbiolégicos para el diagnostico de la brucelosis incluyen la
recuperacion del microorganismo a través del cultivo de las muestras clinicas o la
detecciéon de su ADN mediante técnicas de biologia molecular. También existen
métodos indirectos que permiten demostrar la presencia de anticuerpos anti-
brucelas en el hospedero.® A pesar de que los métodos seroldgicos son los mas

utilizados en los laboratorios de diagnéstico de brucelosis humana debido a que
2



consumen poco tiempo y se reproducen con facilidad, el cultivo del microorganismo
en sangre o tejidos se considera aun el método de referencia para el diagnéstico de
esta enfermedad. No obstante, este proceder no se realiza en la mayoria de los
laboratorios porque las brucelas pueden propagarse facilmente a través de
aerosoles, lo que implica que se requiera de medidas de contencion biol6gica

correspondiente a microorganismos clase I11.1)

A nivel Internacional se realizan esfuerzos para desarrollar diagndsticos mas
especificos y sensibles que permitan detectar las brucelas o sus productos. Tal es el
caso de los sistemas moleculares basados en la aplicacién de variantes de PCR que
permiten detectar, y en algunos casos cuantificar, el ADN de las brucelas en
diferentes muestras clinicas.(”” Son numerosos los estudios que demuestran que la
PCR es una herramienta util para el diagnostico oportuno de la brucelosis aguda, la
deteccion precoz de recidivas y el seguimiento de los pacientes luego de que
culminan el tratamiento antimicrobiano.? Los ensayos de la PCR son Utiles para la
identificacion tanto a partir de aislados bacterianos como de muestras clinicas
(suero, médula 6sea, sangre total, fundamentalmente). El limite de deteccién oscila
entre 10 y 100 fg de ADN gendmico bacteriano, lo que equivale a un numero de

células entre 10 a 7,000 por mL de sangre.(”)
1.2 Justificacion del estudio

En Cuba, se cuenta con una PCR a punto final que amplifica un fragmento del acido
desoxirribonucleico (ADN) de 223 pb, del gen que codifica para la proteina
inmunogénica de membrana externa de 31 kDa (BCSP31), presente en todas las
especies del género Brucella. Esta PCR permite la deteccidén rapida, sensible y
especifica del ADN de Brucella spp. en sueros negativos serolégicamente, de
pacientes que cursan por las diferentes fases clinicas de la enfermedad. Al aplicar
esta PCR se obtuvo un 85% de positividad en las muestras estudiadas
serolégicamente negativas, pero un 15 % de casos con clinica y epidemiologia
sugestivas de brucelosis escapan al diagnostico de laboratorio, por lo que se
necesita otra herramienta molecular altamente especifica que pueda demostrar la

presencia del ADN de Brucella en estas muestras clinicas.

El Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras y Brucelas (LNRLB) cuenta
desde el afio 2020 con el sistema comercial de qPCR (Sacace Biotechnologies Srl,

Italia) que permite detectar el gen wboA presente en algunas especies del género
3



Brucella, entre ellas B. melitensis, B. abortus y B. suis. En 2021 y 2023, se
demuestra la utilidad de esta tecnologia para el diagnostico a partir de suero y
sangre total de 10 pacientes adultos y 22 pediatricos sospechosos de brucelosis,
respectivamente. Dichos estudios indican que las muestras con resultados negativos
mediante los métodos serologicos disponibles y la PCR convencional, exhiben 60 %
y 73 % de positividad, respectivamente. 3 14

En nuestro contexto no aparecen reportes de la aplicacion de tecnologias
moleculares (PCR y sus variantes), para la confirmacion de la enfermedad en brotes
epidémicos. En este sentido, se presenta el siguiente estudio, a partir de muestras
clinicas de individuos de la poblacion de Esmeralda, Camagley. En este sitio, las
autoridades de salud publica y de veterinaria, detectaron un incremento considerable
de casos sospechosos de brucelosis. Esmeralda es una region geogréfica, donde
predomina la actividad ganadera, la industria azucarera, la produccion de alimentos
y la explotacién de minerales. Por ello, el LNR, se propone confirmar la existencia de
Brucella spp. utilizando métodos moleculares, a partir de las muestras clinicas, de

los individuos de esta localidad, asociados entre si en tiempo y espacio.
1.3 Objetivos

1. Describir las principales variables sociodemogréficas, clinicas-epidemioldgicas y
de laboratorio en los individuos sospechosos de brucelosis incluidos en la

situacion epidemioldgica en estudio.

2. Confirmar el ADN de Brucella spp. en muestras de individuos cubanos
sospechosos relacionados entre si en tiempo y espacio, de un area con focalidad

animal.



II. MARCO TEORICO
2.1 Definicién y sinonimia

La brucelosis es una enfermedad zoondtica e infectocontagiosa ocasionada por las
bacterias del género Brucella. Esta entidad nosoldgica sigue siendo endémica en
la mayoria de los paises en desarrollo y su transmision se atribuye,
fundamentalmente, al consumo de productos lacteos no pasteurizados y al contacto
directo con animales enfermos, condiciones que determinan que se encuentre entre
las cinco zoonosis que mas afectan al ser humano. La brucelosis humana se
presenta con sintomas inespecificos, debilitantes y con elevada tendencia a
evolucionar hacia la cronicidad, lo que determina que en ocasiones el diagnéstico

clinico no se pueda realizar con la prontitud requerida.®®

A lo largo del tiempo la brucelosis ha recibido diferentes nombres relacionados con
sus descubridores, su presentacion clinica o con la localizacion geografica de los
brotes epidémicos mas sobresalientes. Los méas conocidos son: fiebre ondulante,
fiebre melitensis, fiebre de Malta, fiebre de Traum, fiebre de Chipre, enfermedad

de Bang, fiebre de Gibraltar y fiebre sudoralis.(6)
2.2 Epidemiologia

La brucelosis tiene una distribucion mundial, pero es endémica en paises del
Mediterraneo (de Africa y Europa), del Medio Oriente, de Asia Central, de la India,
de América Central y de América del Sur. En América Latina, los paises con

mayor prevalencia son Argentina, México y Per(.(”)

La brucelosis es reconocida como una amenaza potencial para los sectores
agricola y de salud publica en todo el mundo,*® sin embargo, debido al
subdiagnéstico y a la subnotificacion de esta enfermedad, el niamero real de
humanos y animales que enferman cada afio sigue sin estar claro. Se conoce que
la cifra de los 500 000 nuevos casos anuales resulta infima al constatar las
consecuencias de la enfermedad, ya que investigaciones recientes estiman que se
encuentran en riesgo de contraerla el 57,5 % de los africanos, el 47,7 % de los
asiaticos, el 24,3 % de los europeos y el 19,4 % de los americanos. (0,19 mil
millones/0,98 mil millones) de personas en las Américas, y 66,7 % (28/42) de
paises y (0,18/0,74 mil millones) de personas en Europa estaban en riesgo.®® Los
principales reservorios de las brucelas son los animales de granja. Entre los mas

5



frecuentes se encuentran las ovejas, las cabras, el ganado vacuno, los cerdos, los

perros, los caballos y los camellos.®0 21

La infeccion del ser humano es un accidente en la cadena epidemiologica en el que
la transmision puede ocurrir de forma directa o indirecta. La via directa incluye
el contacto con heridas o conjuntivas humanas con 6rganos o secreciones del
animal enfermo, la inhalacion de aerosoles en ambientes contaminados, o la
inoculacion accidental del microorganismo. Mientras que la via indirecta se refiere
a la ingestion de productos de origen animal contaminados por brucelas. La
transmision de persona a persona es muy rara. Existen reportes de transmision
por via sexual, a través de transfusiones de sangre, luego de trasplantes de

érganos o tejidos, por via transplacentaria, o a través de la lactancia materna.(??

El periodo de incubacién de la brucelosis humana es variable, suele durar entre 5 y
60 dias o extenderse por mas tiempo. La enfermedad es mas frecuente en el sexo
masculino, en edades entre 30 y 40 afios y en zonas rurales. Los principales
grupos de riesgo son el personal de laboratorio, los veterinarios, los granjeros y

carniceros, entre otros.?

2.3 Brotes epidémicos

En salud el término brote se refiere a la aparicion repentina y significativa de casos de
una enfermedad en un area geografica especifica 0 en una poblacion durante un
periodo de tiempo determinado. Estos eventos pueden ser causados por diversos
factores, entre ellos predominan la introduccion de un nuevo patdégeno, cambios en el
medio ambiente, condiciones de salud publica deficientes, o variaciones en la
inmunidad de la poblacién. En este sentido las enfermedades pueden propagarse de
diferentes maneras (por contacto directo, a través del aire, por alimentos
contaminados, etc.), pero para su detencion es crucial implementar medidas de
control, como la identificacion de casos, el aislamiento de infectados, la educacion de

la comunidad y la intervencién sanitaria para prevenir la propagacion.@2 23)

La Organizacibn Mundial de Sanidad Animal (OMNSA), en 2025, plantea que la
brucelosis humana presenta sintomas tipicos (fiebre intermitente o irregular, cefalea,
debilidad, sudor abundante, escalofrios, pérdida de peso y dolor general), que
persisten durante las fases iniciales de la enfermedad, aunque también puede

producirse la infeccion de 6rganos como el higado o el bazo. En particular, estos



expertos detallan que los veterinarios, granjeros y empleados de matadero estan
expuestos a la infeccion cuando manipulan animales infectados o bien fetos o

placentas tras un aborto.?

La literatura internacional exhibe articulos cientificos que describen los brotes
epidémicos de brucelosis humana, sobre todo en paises endémicos como Espafia y
otras regiones del Mediterrdneo. Dentro de las publicaciones mas relevantes, se
puede contar, con la realizada en la comunidad de Castilla, La Mancha y en
Andalucia, Sevilla (1996), donde la brucelosis es una enfermedad tradicionalmente
endémica, hecho motivado por la importancia que ha tenido el sector ganadero en su
economia.® 26 Por otra parte, en 2019, en Paraguay se realiza un estudio en la
facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de Asuncion (UNA) que describe y
caracteriza el patron epidemiolégico de la brucelosis.?) Del mismo modo, en
Tayikistan, en 2024, se investiga sobre la existencia de un evento epidémico a partir
de la observaciéon del aumento marcado en la incidencia de brucelosis entre mayo de
2022y del 2023.%?8)

Los trabajos revisados destacan la fuerte asociacion entre la brucelosis humana y
factores como la manipulacion de material abortado, el contacto con animales
enfermos, asi como el consumo de leche cruda, quesos artesanales y carnes mal

cocinadas.®
2.4 Patogeniay respuesta inmune

Brucella spp. sigue un patron en su patogenia caracterizado por la adhesion a las
mucosas y su paso a través de la barrera epitelial. Su instauraciéon a ese nivel
desencadena la respuesta de monocitos, de macrofagos y células fagociticas, en
las que penetran y permanecen como parasitos intracelulares facultativos. De
esa forma viajan a través del reticulo endotelial hasta los nodos linfaticos locales
(retrofaringeos, inguinales, iliacos) y afectan fundamentalmente el higado, el
bazo y la médula 6sea. Luego de un periodo comprendido entre 7 - 30 dias,

invaden el torrente sanguineo provocando una bacteriemia inicial.(?

Una vez dentro del torrente sanguineo, las brucelas hacen uso de numerosos
mecanismos para evitar o suprimir las respuestas bactericidas y poder sobrevivir.%
Las especies de brucelas pueden presentarse con diferente grado de virulencia,

toxicidad y pirogenicidad, lo que las convierte en pobres inductores de citocinas



inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y los interferones. Por otra
parte, estas bacterias no activan la via alterna del complemento y se cree que son

capaces de inhibir la muerte celular programada de las células infectadas.®?

La susceptibilidad a la muerte intracelular difiere entre especies, por ejemplo, B.
abortus muere facilmente mientras que B. melitensis rara vez se ve afectada. El
desarrollo de la inmunidad mediada por células es el principal mecanismo de
recuperacion. La respuesta del huésped a la infeccion por B. abortus se caracteriza
por el desarrollo de granulomas tisulares indistinguibles de los de la sarcoidosis. En
cambio, la infeccion por las especies B. melitensis y B. suis (mas virulentas) suele

provocar micro abscesos viscerales.©?
2.5 Manifestaciones clinicas y enfermedad localizada

El cuadro clinico y la gravedad de la brucelosis en los humanos dependen de la
especie involucrada en la infeccion, la dosis infecciosa, la via de transmision y las
caracteristicas del huésped.??) Después de un periodo de incubacion variable, la
enfermedad en los humanos se manifiesta con un marcado polimorfismo
sintomatico, sin sintomas, signos o parametros de laboratorio patognomoénicos de
esta entidad nosoldgica.®”) La brucelosis humana, en dependencia del tiempo de
duracion del cuadro clinico que la caracteriza, puede clasificarse como una entidad
clinica febril aguda (dura menos de dos meses), subaguda (dura entre dos y hasta
12 meses), o0 como un cuadro gque persiste y progresa a la cronicidad (dura mas de

12 meses).®3)

Es importante sefialar que, tras finalizar el tratamiento antimicrobiano, entre el 5 y el
40 % de los pacientes desarrollan una recaida de la enfermedad, mientras que las
recidivas suelen ocurrir en los seis primeros meses que siguen al tratamiento y, con
menor frecuencia, hasta 18 meses después. En individuos en continua exposicion a

Brucella spp., es dificil diferenciar una recidiva de una reinfeccion. 3

Los sintomas y signos pueden ser generales e inespecificos o relacionarse con la
aparicion de complicaciones graves. Entre los mas frecuentes se encuentran la
fiebre, por lo general ondulante, los escalofrios, la diaforesis, la cefalea, las mialgias,
las artralgias, la lumbalgia y la pérdida de peso. También son frecuentes otros
sintomas constitucionales como anorexia, astenia, fatiga, debilidad, malestar y

pérdida de peso.3:3%



El desarrollo de focalizaciones o complicaciones ocurre en un 30 % de los pacientes
gue padecen la enfermedad, y pueden presentarse en cualquier fase de la misma.
La enfermedad osteoarticular es la complicacion mas comun, siendo las sacroileitis,
la espondilitis y las artritis de grandes articulaciones, las presentaciones clinicas
mas frecuentes. Estas son de dificil tratamiento y se asocian con incapacidad e

impotencia funcional.(®

Por otra parte, entre las afecciones en el Sistema Nervioso Central (SNC) la
meningoencefalitis es la complicacion mas frecuente, seguida de la meningitis, los
abscesos cerebrales y las neuritis.®9) Entre las afecciones cardiovasculares se
destaca la endocarditis que puede afectar valvulas previamente sanas y es la
principal causa de mortalidad. Otras complicaciones hematoldgicas que pueden
aparecer son la anemia, el edema pulmonar, las arritmias y la trombocitopenia.©*
Asimismo, las complicaciones genitourinarias mas frecuentes son la prostatitis, la
epididimo-orquitis, la salpingitis y la vesiculitis seminal. La afectacion hepatica se
manifiesta como una hepatitis granulomatosa difusa con un leve aumento de
transaminasas. También pueden aparecer calcificaciones y abscesos en el higado.
El compromiso pulmonar es raro (menos del 5%) y los infiltrados pulmonares se

asocian a derrame pleural.(@8)

La brucelosis infantil tiene una presentacion de leve a moderada y rara vez progresa
a la cronicidad. La mayoria de las revisiones pediétricas refieren una amplia gama
de sintomas y signos en nifios con brucelosis, siendo la fiebre y los sintomas
constitucionales los mas comunes. Aunque la aparicidbn de complicaciones es rara
en nifos, se reportan endocarditis, miocarditis, neurobrucelosis (meningitis,
encefalitis, mielitis y abscesos cerebrales uveitis, queratitis, conjuntivitis y defectos

neurooftalmicos.®?”
2.6 Tratamiento

La caracteristica de las brucelas en cuanto a ser un patdégeno intracelular facultativo,
obliga a que se utilicen combinaciones de antimicrobianos para la tratar la infeccion
que causa en humanos, siendo los mas efectivos doxiciclina, gentamicina,

estreptomicina, rifampicina y trimetoprim-sulfametoxazol. (@3



Para la brucelosis aguda en adultos y nifios mayores de 8 afos, las pautas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomiendan que se utilicen en
combinacion doxiciclina (100 mg dos veces al dia) y rifampicina (600 mg/dia) durante
seis semanas.!”) En pacientes con espondilitis o sacroilitis, se recomienda
doxiciclina y rifampicina combinadas con un aminoglucésido (gentamicina) durante
las 2 a 3 semanas iniciales, seguidas de 6 semanas de rifampicina y doxiciclina.®®
En pacientes con infecciones del sistema nervioso se prefiere un régimen que
incluya doxiciclina, estreptomicina y rifampicina o0 doxiciclina, trimetropin
sulfametoxazol y rifampicina. Para los casos con endocarditis se utilizan
aminoglucésidos junto con doxiciclina, rifampicina y trimetropin sulfametoxazol.(”) El
tratamiento de eleccion para nifilos menores de 8 afios es la combinacién de
rifampicina y trimetropin sulfametoxazol. Por otra parte, el tratamiento de la
brucelosis en mujeres embarazadas todavia no estd bien establecido, aunque se
conoce que el trimetropin sulfametoxazol ha sido eficaz en este grupo poblacional,
ya sea como monoterapia 0 como parte de una terapia combinada con rifampicina o

gentamicina.®3
2.7 Diagnostico diferencial

El diagndstico diferencial de la brucelosis en los humanos se debe realizar con
otras entidades que causan sindrome febril. Entre ellas se citan la fiebre tifoidea, la
leptospirosis, la malaria, el dengue, la tuberculosis, la toxoplasmosis, los linfomas y
las infecciones por los virus Epstein-Barr, hepatitis y citomegalovirus. Ademas,
algunas patologias no infecciosas pueden confundirse con un cuadro de
brucelosis crénica, principalmente las hepatopatias, las osteoartropatias, las
neuropatias y algunas alteraciones psiquiatricas.®?)

2.8 Agente etioldgico
2.8.1 Taxonomia

Las brucelas pertenecen al dominio Bacteria. El andlisis de las secuencias del
acido ribonucleico 16S (ARNr 16S) permite ubicar a este género bacteriano
dentro del grupo alfa del subgrupo dos de la clase Proteobacteria, junto a
bacterias simbiontes como Mycoplana y Ochrobactrum. Estos microorganismos
se incluyen en el orden Rhizobiales, clase Alphaproteobacteria, filo Proteobacteria,

familia Brucellaceae.V
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La clasificacion taxondémica tradicional reconoce seis especies de brucelas
subdivididas en 15 biovariedades, que se distinguen entre si segun caracteristicas
fenotipicas, patogénicas y de afinidad por el hospedador. Esta clasificacion
incluye a Brucella melitensis (biovariedades 1, 2 y 3), Brucella abortus
(biovariedades 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 9) y Brucella suis (biovariedades 1, 2, 3, 4 y 5).
Ademas, contempla a Brucella canis, Brucella ovis y Brucella neotomae.®” Con
posterioridad, en 1994 se comienzan a aislar nuevas especies de Brucella a partir
de mamiferos marinos. Tal es el caso de Brucella maris a partir de muestras de
delfines, Brucella cetaceae, encontrada en marsopas, delfines y ballenas, y
Brucella pinnipediae hallada en focas. En 2001, se describe Brucella microti, a
partir del topillo campestre y el zorro rojo y Brucella inopinata, a partir de un
implante de mama infectado en una muijer.®® De igual modo, en 2014 se aisld
Brucella papionis de mandriles, mientras que recientemente, se identifica a Brucella
vulpis a partir de muestras de nodulos linfaticos de zorros rojos en Austria. En
la actualidad se considera que el género Brucella estd representado por 12
especies, las cuales, a pesar de ser en su mayoria indistinguibles
morfolégicamente, se diferencian en cuanto a sus caracteristicas genéticas, a sus
hospederos predilectos y a su potencial patogénico (ver tabla 1). La literatura
internacional recoge que las especies que se consideran patdgenas para el

hombre son Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis y Brucella canis.®%

Tabla 1. Especies de Brucella spp. y sus hospedadores animales.

Especies

Hospederos animales

Brucella melitensis

Ovinos, caprinos y camélidos

Brucella abortus

Ganado

Brucella suis Cerdos, liebres, renos, roedores
Brucella canis Perros

Brucella ovis Ovejas

Brucella neotomae Roedores

Brucella pinnipedialis Focas

Brucella ceti

Delfines, marsopas

Brucella microti

Campafioles

Brucella inopinata

No conocida, se aisl6 de un implante

Brucella vulpis

Zorro rojo

Brucella papionis

Babuinos
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2.8.2 Caracteristicas del género Brucella

El género Brucella estd constituido por cocobacilos cortos y pequefios,
gramnegativos, que miden de 0,5 a 0,7 ym de didmetro por 0,5 a 1,5 ym de
longitud. Estas bacterias son intracelulares facultativas, inméviles, no
encapsuladas, no formadoras de esporas, de crecimiento lento y aerobias
estrictas, aunque algunas cepas exigen crecer con presencia de dioxido de
carbono. Estos microorganismos no fermentan los azucares, no producen indol,
no licuan la gelatina, no utilizan citratos, reducen los nitratos a nitritos y producen
las enzimas catalasa y citocromo oxidasa (excepto Brucella neotomae y Brucella

ovis).(6)

Las brucelas son resistentes a la congelacion, al secado (liofilizacion) y
permanecen viables durante largos periodos de tiempo en condiciones de alta
humedad, baja temperatura, pH cercano a la neutralidad y poca luz solar. Sin
embargo, son sensibles a la luz solar, las radiaciones ionizantes y a la mayoria de

los desinfectantes comunes, con excepcion de las sales cuaternarias de amonio.“0
2.8.3 Caracteristicas genéticas de Brucella spp.

A pesar de las diferencias en virulencia y afinidad por el hospedador, las
especies de Brucella tienen genomas muy similares, tanto en tamafio como en
composicién de bases, presentando una homologia superior al 90 %, demostrada
en ensayos de hibridacién ADN-ADN.“%

El genoma de la mayoria de las brucelas posee dos cromosomas circulares, uno
de 2,1 Mb (cromosoma 1) y otro de 1,2 Mb (cromosoma 2). Entre ambos

codifican aproximadamente 3500 genes.(“?) Este contiene aproximadamente 3,2 x

106 pares de bases y un 57% de G+C, no presenta plasmidos u otros
elementos genéticos moviles, aunque se ha descrito su capacidad para mantener
y transferir plasmidos exdgenos.®® La ausencia de plasmidos propios en las
brucelas demuestra su adaptacion al ambiente intracelular (nicho ecoldgico
estable) sin competencia microbiana, en el que no es necesaria la plasticidad
genética que requeriria habitar ambientes como el intestino, con una elevada
carga microbiana. Por otra parte, este fendmeno hace dificil la adquisicion y

transmision de resistencia frente a los antibiéticos, lo que podria explicar que
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hasta el momento no se reporten cepas resistentes a los farmacos utilizados para

su eliminacion.®4)
2.9 Diagnéstico microbiolégico

Por las caracteristicas clinicas de la brucelosis en humanos, siempre debe
intentarse el diagndstico microbiolégico, ya sea mediante el aislamiento del
microorganismo, la deteccion de su ADN, o a través de la demostracion de
anticuerpos especificos a titulos significativos o seroconversion. El diagndstico
microbiolégico de brucelosis debe interpretarse considerando la clinica y la
epidemiologia del paciente. Un resultado negativo no descarta la infeccion, por lo
que siempre se debe realizar una combinacion de la mayor cantidad de
métodos disponibles en los laboratorios.“>

2.9.1 Diagnéstico indirecto

El diagndstico serolégico de la brucelosis se basa en la confirmacion del aumento
de los titulos de anticuerpos especificos contra Brucella. Los ensayos seroldgicos
se utilizan tanto para el diagndstico inicial de la infecciéon, como para el seguimiento
post tratamiento. El titulo de anticuerpos deberia disminuir después de un
tratamiento eficaz, de no ser asi se debe sospechar una focalizacién de la infeccion

0 una recaida.“®

Las metodologias que mas se han utilizado para el diagnéstico indirecto de la
brucelosis son la prueba Rosa de Bengala, la prueba de seroaglutinacion estandar
en tubo (SAT), la prueba de Coombs anti-brucelas y, mas recientemente, los
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) para la deteccion de las
inmunoglobulinas M, G y A, producidas contra el LPS de estas bacterias.*”) Las
pruebas serolégicas mencionadas utilizan como antigeno células lisas de
Brucella abortus 1119-3 y 99S, o al lipopolisacarido presente en Brucella
abortus, Brucella melitensis y Brucella suis (ELISA).“®

A partir de los afios 2000, se comercializan diferentes sistemas en forma de
estuches para el serodiagndéstico de la brucelosis, que le brindan al laboratorista
bondades dirigidas a una ejecuciéon mas homogénea de los procedimientos y a la
obtencion de resultados con mayor calidad. Entre estos sistemas se encuentra el

Febril Antigen Brucella (FAB) y el Brucellacapt.“9)
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La respuesta inmune humoral a las infecciones causadas por las especies lisas de
Brucella (B. abortus, B. melitensis, B. suis) esta caracterizada por la elaboracion de
anticuerpos contra el LPS. La secuencia de produccion de anticuerpos sigue el
patréon clasico de niveles crecientes de IgM en la primera semana de infeccidon
(detectables facilmente mediante pruebas de aglutinacibn como la prueba de rosa
de bengala y SAT), seguidos del aumento de la IgG1 en la segunda semana y de la

IgG2 e IgA con posterioridad.“®)

La produccién de los tres isotipos de inmunoglobulinas (M, G y A) continla
aumentando en las primeras fases de la enfermedad, alcanzando su punto maximo
alrededor de la cuarta semana. En casos prolongados, la concentracion de IgM
disminuye, lo que resulta en un predominio neto de anticuerpos IgG e IgA, que
pueden cuantificarse mediante un ELISA. Con el tiempo, los anticuerpos no
aglutinantes (también llamados anticuerpos incompletos) se vuelven mas
abundantes que los aglutinantes, lo que puede dar lugar a resultados falsos
negativos cuando solo se utilizan técnicas para detectar a los aglutinantes
(producidos durante la primera fase de la infeccion). Por ello la deteccion de estos
anticuerpos no aglutinantes requiere del uso de herramientas serologicas

adicionales como la prueba de Coombs o el Brucellacapt.®?

La administracion temprana de terapia antimicrobiana disminuye la produccion de
anticuerpos contra las proteinas citosélicas de Brucella, pero apenas afecta la
respuesta anti-LPS. Cabe destacar que como la respuesta inmune individual a las
brucelas en humanos es muy variable, puede ocurrir que en muchos pacientes que
aparentemente se han recuperado completamente de la enfermedad, los
anticuerpos IgM detectables persistan durante periodos prolongados, y que en

entre el 25 % y el 50 % de estos se detecten luego de un afio del tratamiento. %)

Por otra parte, una disminucion rapida de los titulos de anticuerpos I1gG e IgA
generalmente indica una respuesta favorable a la terapia con antibioticos, mientras
que los titulos altos persistentes o en aumento de los mismos pueden ser un signo
de fracaso del tratamiento, enfermedad residual o recaida clinica inminente. De
hecho, los pacientes que experimentan una recaida de la enfermedad suelen
mostrar un aumento significativo en los niveles de IgG y un incremento mas
moderado del isotipo IgA, pero no del isotipo IgM. En general, los titulos de

anticuerpos caen mas lentamente en pacientes con complicaciones focales, por lo
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que se debe considerar que los niveles de anticuerpos mensurables después de la
terapia no necesariamente indican fracaso del tratamiento, evolucién hacia la

cronicidad o recaida.®?
2.9.2 Diagnoéstico directo
2.9.2.1 Aislamiento y cultivo

El aislamiento de Brucella spp. Se considera la técnica de referencia o “prueba de
oro” para el diagndstico de brucelosis. El cultivo de Brucella es especifico y permite
la identificacion vy tipificacion definitiva de los aislados de este microorganismo, lo

que es muy valioso, sobre todo, en las investigaciones epidemioldgicas. b

Por otra parte, la sensibilidad del aislamiento de Brucella spp. es variable, y en
ocasiones baja, porque depende, entre otros aspectos, del método de cultivo que
se emplee, de que la muestra sea representativa del proceso patoldgico, del
estadio de la enfermedad (agudo o crénico) y de los antimicrobianos que haya
tomado el paciente.®) Siendo asi, mientras que durante las manifestaciones
agudas entre el 50 % y el 80 % de los hemocultivos son positivos, solo el 5 % de
los casos cronicos lo son. La seleccion del aspirado de médula ésea como muestra
a estudiar en pacientes que se sometieron a terapia con antibiéticos o que estan
cursando por una forma crénica de la enfermedad permite obtener mejores

resultados.“®

Es importante sefialar que el riesgo de adquirir una infeccion de laboratorio por
Brucella spp. oscila entre el 40% y el 100% y depende de diversos factores como
son los accidentes de laboratorio y la aerosolizacion de microorganismos durante las

actividades de identificacion de los mismos.®9

Para el cultivo convencional de Brucella spp existen numerosos medios de cultivo
gue estan disponibles en forma sodlida, caldo o medio bifasico. Los medios
bifasicos, como los frascos de hemocultivo de Ruiz Castafieda, el hemocultivo
SEPTI-CHEK™ (BD BBL®) y el medio bifasico de rendimiento Hemoline
(bioMerieux®) son los que se prefieren porque con ellos se evita el subcultivo.
También estan disponibles, de manera comercial, pruebas bioquimicas como API
20 NE® (bioMérieux®). Estas son particularmente utiles para una identificacion

rapida y sencilla del microorganismo.“)
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Entre las técnicas automatizadas y semiautomatizadas Utiles para la identificacion
de las brucelas mediante el monitoreo continuo de la produccion de CO:2 por el
microorganismo, se encuentran el BACTEC™ (Becton Dickinson Diagnostic
Systems®) y el BacT/ALERT™ (bioMérieux®). El sistema BACTEC™ Myco/F-Lytic
(Becton Dickinson Diagnostic Systems®) también esta disefiado para mejorar la
tasa de recuperacion de patogenos intracelulares como Brucella spp. Por actividad
litica combinada y automatizacion. Ademas, recientemente, comenzo a utilizarse el
sistema de biotipado semiautomatico Micronaut™ (Merlin Diagnostika®) que
permite la identificacion de especies y biovares a través de la metabolizacion de
diversos sustratos por estas células bacterianas.“9

2.9.3 Diagnéstico molecular

2.9.3.1 Diagnostico molecular a partir de muestras clinicas. Reaccion en

Cadena de la Polimerasa.

Los métodos moleculares son herramientas valiosas para el diagnostico clinico y la
vigilancia en salud publica, asi como para la identificacibn de especies y
subespecies. Estas técnicas son mas sensibles que los hemocultivos y mas
especificas que las pruebas seroldgicas. Las muestras clinicas Utiles para ensayos
moleculares son diversas, entre ellas se encuentran el suero, la sangre total, el
liquido cefalorraquideo (LCR), el liquido sinovial o pleural, la orina e incluso
muestras de tejido. Sin embargo, la deteccion directa del ADN de Brucella en
pacientes con sospecha de brucelosis puede ser un desafio debido a la pequefa
cantidad de bacterias circulantes en la sangre, especialmente en cursos crénicos o
después de una terapia con antibiéticos. Ademas, la deteccién de ADN no puede
demostrar una infeccion activa con patdgenos viables y, por lo tanto, puede no

respaldar de manera eficiente la toma de decisiones terapéuticas.“6

La PCR a punto final y PCR en tiempo real, constituyen las herramientas mas
ampliamente usadas para el diagndstico molecular de la brucelosis. Estas
técnicas ofrecen una alta especificidad y juegan un papel importante en el
diagnéstico rapido de la infeccion activa para la detecciéon del ADN de Brucella
spp. a partir de muestras clinicas.“®) La PCR convencional permite obtener «in
vitro» millones de copias de un fragmento de ADN a partir de una sola molécula.
Esta herramienta se basa en la sintesis de dos nuevas hebras de ADN a partir

de otra que funciona como molde. Permiten realizar un diagndstico rapido,
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sensible y especifico de la enfermedad, ademés de ser aplicable a estudios
taxonémicos y epidemioldgicos. El proceso completo de una PCR convencional,
incluye la extraccion de los acidos nucleicos, utilizando estuches comerciales o
protocolos tradicionales, la preparacion de las mezclas de reaccion y la
amplificacion, que requiere de los ciclos con las etapas de desnaturalizacion,
hibridacion y extensién. Después de la PCR, se hace el revelado de los productos

de amplificacion, utilizando gel de agarosa.®?

La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa es una variante de la PCR utilizada para
amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de ADN. Para ello emplea, del mismo modo que la PCR convencional
(o punto final), un molde de ADN, al menos un par de cebadores especificos,
desoxinucléotido trifosfato (dNTP), un tampdn de reaccion adecuado y una
ADN polimerasa termoestable; a dicha mezcla se le adiciona una sustancia
marcada con un fluoréforo y se coloca en un termociclador con capacidad de
hacer incidir sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda
determinada y de detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado.
Este termociclador es un aparato con capacidad para calentar y enfriar
rapidamente las muestras, de modo que se aprovechen las cualidades

fisicoquimicas de los acidos nucleicos y las enzimaticas del ADN polimerasa.®3

El proceso de PCR en tiempo real, al igual que la PCR a punto final, por lo general
consiste en una serie de cambios de temperatura que se repiten de 25-40 veces,
llamados ciclos, donde cada uno posee un minimo de tres etapas. La primera, en
torno a los 95°C, permite la separaciéon de los acidos nucleicos de doble
cadena; la segunda, a una temperatura en torno a los 50°C-60°C, facilita el
alineamiento de los cebadores al ADN molde y la tercera, a 68°C-72°C, permite
la polimerizacion por parte de la enzima ADN polimerasa. Dicha medicion, se
realiza luego de cada ciclo de amplificacion y es por esto que también se le

denomina PCR en tiempo real, es decir, PCR inmediata o simultanea.®?

Desde que en 2001 Redkar et al., publican el primer ensayo basado en la
técnica de PCR en tiempo real para la deteccion de ADN de Brucella melitensis,
Brucella abortus y Brucella suis se han sucedido varios ensayos que permiten la
deteccion y/o cuantificacion de ADN de Brucella spp.** Los principales genes

dianas para la deteccién de brucelosis mediante la PCR incluyen aquellos que
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estan en las proteinas de la membrana externa, la secuencia 16S del ARNr, las
regiones espaciadoras 16S y 23S, los genes de mantenimiento, los genes de
utilizacion de eritritol y las secuencias de insercion. Mediante las variantes de
PCR, se han identificados estos genes a partir tanto de aislados como de muestras
clinicas. La PCR muestra en estos ensayos un limite de deteccidbn que oscila
desde un 10 y hasta 100 fg del ADN gendémico bacteriano, lo que equivale a la
deteccion de 10 a 7 000 células de brucelas por mililitro de sangre total

o leche.®0
2.10 Posicionamiento estratégico de la autora sobre la tematica

A juicio de la autora, las referencias bibliograficas que se consultan sobre la tematica
de brotes epidémicos de brucelosis humana, resultan Utiles para confeccionar la tesis,
con énfasis en la seccidn de su clinica, epidemiologia y diagnéstico de laboratorio. La
bibliografia del documento, esta hilvanada a través de todo el tiempo y denota que
estos eventos son frecuentes que ocurran, cuando las medidas para su prevencion y
control fallan. Muchos autores, toman en consideracion las descripciones de otros y
sobre estos preceptos asienten sus nuevas investigaciones. Sin embargo, cuando se
busca informacion cientifica y técnica sobre el estudio de los individuos relacionados
en tiempo y espacio, con un foco animal por brucelosis, en contraste, tanto en Cuba
como a hivel mundial, los trabajos publicados no son sistematicos, ni abundantes. No
obstante, se constata que existe un consenso, entre la mayoria de los autores
revisados, en cuanto a la descripcion de las variables en estudio, que caracterizan un
brote y donde con frecuencia provocan la enfermedad de los incluidos en este. De
igual manera, coincidimos que los avances sobre la implementacién del diagnéstico
molecular de laboratorio, se ha fortalecido no solo para la vigilancia de la enfermedad,
sino también para el estudio de eventos epidémicos, donde se describen los
principales factores de riesgo asociados a la adquisicion de la infeccion, como
componente epidemiologico elemental. Por las razones expuestas, la autora, decide
sustentar el disefio y analisis de los resultados de la presente investigacion, con las
publicaciones que abordan la confirmacién molecular de individuos sospechosos

asociados a un brote epidémico de una poblacion camagleyana cubana.
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lll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Disefio y periodo de estudio.

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal retrospectivo, en el periodo

comprendido entre diciembre 2024 y febrero de 2025.
3.2 Marco de la investigacion

Las investigaciones se efectuaron en el LNRLB del Instituto de Medicina Tropical
Pedro Kouri. Este laboratorio es el responsable de la vigilancia, referencia y
diagndéstico microbiologico especializado de la brucelosis en Cuba. Ademas, posee
el equipamiento tecnoldgico necesario para brindar estos servicios y enfrentar

contingencias relacionadas con esta enfermedad infectocontagiosa.
3.3 Muestras

El estudio estuvo integrado por 49 individuos sospechosos de brucelosis,
relacionados entre si en tiempo y espacio, procedentes del municipio Esmeralda, de
la provincia de Camaguey, de los cuales se recibieron 76 muestras de suero,
durante el periodo declarado. Dentro de este universo se selecciond una sub-
muestra integrada por 36 individuos, que ademas de cumplir con el criterio de
inclusidbn mencionado, contaban con la informacion de fecha de inicio de sintomas
(FIS) y fecha de toma de muestra (FTM).

Para dar salida al objetivo 1, se recopilaron los datos de los individuos sospechosos
de la zona camagleyana, y se reviso la informacién contenida en las solicitudes de
diagnéstico o en los modelos para la de recoleccion de informacion, disponibles en
el LNR-LB (ver tabla 2).
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Tabla 2. Operacionalizacion de las variables en estudio de los 49 individuos

sospechosos de brucelosis de un area de focalidad animal.

Definicion de las

Variable Clasificacidn Categoria de la escala .
categorias de la escala

Rango de Cuantitativa ordinal |0-14 Se consider6 la edad en
edades 15-24 afnos cumplidos.

25-34

35-44

45-54

55-64

>65
Sexo Cualitativa nominal Masculino Segun sexo hioldgico

dicotomica Femenino
Color de la Piel |Cualitativa nominal Mestiza Segun color de la piel
politbmica Negra

Blanca
Nivel de Cualitativa nominal Primaria Segun el nivel de
Escolaridad politbmica Secundaria béasica escolaridad

Pre universitario

Técnico Medio

Universitario
Labor que Cualitativa nominal -Sin riesgo Segun la labor que
realiza politbmica epidemioldgico desempefie el individuo

(campesino, trabajador
por cuenta propia,
ganadero,
gastronémico,
veterinario, trabajador
de servicios pecuarios,
matarife, especialista
en alimentos)

-Con riesgo
epidemioldgico
(estudiantes, ama de
casa, ingeniero,
contador, custodio,
desocupado, jubilado,
administrador, albaiil,
econdmico, maestro,
mecanico, médico,
panadero, promotora
cultural, music6logo)

Fuente probable
de infeccion

Cualitativa nominal
politbmica

Contacto con animales
Ingestion de leche
Ingestion de queso
Consumo de carnes
crudas

Ingestion de productos
lacteos

Segun fuente de
infeccion

Contacto con
animales

Cualitativa nominal
politbmica

Aves
Bovinos
Caninos

Se considerara como
contacto directo el
vinculo laboral o afectivo
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Porcinos

con los animales

Equinos mencionados.
Felinos
Contacto o Cualitativa nominal Carnes En dependencia de la
consumo de dicotémica Leche existencia o no de
alimentos Quesos consumo de alguno o de
todos los alimentos
mencionados.
Sintomas Cualitativa nominal Fiebre Se tomaran en
clinicos politbmica Sudoracién profusa consideracioén él o los

Cefalea

Dolores musculares
Dolores articulares
Debilidad

Oftros sintomas

sintomas presentes en el
paciente

Tratamiento

Cualitativa nominal
politbmica

Doxiciclina
Rifampicina
Penicilina
Amoxicilina
Sulfaprin
Vancomicina
Clindamicina
No refiere

Segun revision de
historias clinicas

Intervalo entre el
FIS-FTM

Cualitativa nominal
politbmica

Infeccion aguda

(0-3 meses)

Infeccién subaguda (3
meses- 12 meses)
Infeccion cronica

(+ de 12 meses)

Segun el tiempo de
evolucién clinica del
paciente (FIS) con
relaciéon a la fecha de
toma de muestra (FTM)

Resultado por
Brucellacapt

Cualitativa nominal
politbmica

40
80
160
2560
NR

Segun revision del
registro primario del LNR-
IPK

Resultado por

Cualitativa nominal

Se detecta AND de

Segun revision del

PCR a punto final|dicotémica Brucella spp. registro primario del LNR-
No se detecta AND de | IPK
Brucella spp.
Resultado por Cualitativa nominal  |Se detecta AND de Segun revision del
PCR a tiempo dicotomica Brucella spp. registro primario del LNR-
real No se detecta AND de | IPK
Brucella spp.

Para dar cumplimiento al objetivo 2 se siguieron las siguientes técnicas y

procedimientos.
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3.4. Procedimientos
3.4.1 Técnica de Brucellacapt®

Brevemente, para realizar la técnica, se realizan las diluciones desde 1/40, 1/80,
1/160 de 1/640. Para preparar las diluciones se tomé una placa de microtitulacion de
96 pocillos de fondo U. En el primer pocillo se colocaron 100 ul del diluyente y a
partir del segundo y hasta el ultimo pocillo, se instilaron 50 pl del diluyente.
Posteriormente, fueron afadidos 5 pl del suero problema al primer pocillo y se
realizaron diluciones seriadas al doble, para, por ultimo, afadir 50 pl de la
suspension bacteriana en todos los pocillos. La incubacion se realiz6 en camara

himeda y oscura, a 37°C durante toda la noche.
Los resultados fueron interpretados de la siguiente manera:

Muestra positiva: maxima dilucion donde se observd una aglutinacion (malla de

aglutinacion) que ocupd la mayor parte del pocillo.

Muestra negativa: cuando se observd un botén de aglutinacion en el centro del

pocillo.

Titulo con valor diagnéstico: superior a la dilucion 1/320 (titulo sugerente de

brucelosis).®4
3.4.2 PCR a punto final (PCR bcsp)

Con la PCR bcsp se amplificé un fragmento de 223 pb del gen que codifica para la
proteina inmunogénica de la membrana externa de 31 kDa BCSP (del inglés:
Brucella Cell Surface Salt-Extractable Protein), la cual se encuentra conservada en
todas las especies y biovariedades del género Brucella.(1:12)

Extraccion de ADN: El ADN de los sueros se extrajo siguiendo las instrucciones del
estuche comercial QlIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania).®® La concentracion y
calidad del ADN se verificd por espectrofotometria (BioPhotometer plus (Eppendorf,

Alemania). Ver anexo 1.

Cebadores: se utilizaron los cebadores cuyas secuencias son: Bs: 5-TGG CTC
GGT TGC CAA TAT CAA-3'y Bs: 5'-CGC GCT TGC CTT TCA GGT CTG-3'. Los

mismos fueron sintetizados en el CIGB.12
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Mezcla de reaccion: se prepard para un volumen final de 25 pL. Sus componentes
fueron 2,5 pL de tampon PCR 10X; 0,5 pL de deoxinucledtidos-trifosfato a 10 mM;
2,5 uL de colorante 10X; 1,25 pL de cada cebador (10 uM); 0,125 pL de la enzima
Taq polimerasa (5 U/ pL) (QIAGEN, Alemania); volumen suficiente de H20 ultrapura
estéril y 5 pL de la muestra de ADN.

Programa de amplificacidén: contd con un ciclo de desnaturalizacion inicial a 93 °C
por cinco minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 90 °C por un minuto,
hibridacién a temperatura de 60 °C por un minuto y extensién a 72 °C por un minuto;
con una extension final a 72 °C durante diez minutos. En cada ensayo se utilizo
como control negativo agua ultra pura estéril y como positivo extracto de ADN de
B. abortus ATCC 1119-3.

Andlisis de los productos amplificados: los productos de ADN fueron analizados
en geles de agarosa al 2 %, con bromuro de etidio como agente intercalante,
utilizando como tampoén de corrida TBE al 1X. Se emple6 una camara electroforética
OA 110 (EIEttRofoR, Italia) acoplada a la fuente de electroforesis EFD 300
(EIEttRofoR, Italia), ajustada a una diferencia de potencial de 100 V durante 60
minutos. Los amplicones se visualizaron en un fotodocumentador UVP
Transilluminator (analytikiena, USA), usando como patrén de peso molecular la
escala de 100 pb (Promega, USA). Se consideré positivo cuando se observo el
patron de fragmento de talla de 223 pb. Ver anexo 2.

3.4.3 Sistema comercial Brucella Real-TM

Extraccion de ADN: La extracciéon de ADN de las muestras clinicas se realizd

mediante el estuche comercial QIAamp Mini Kit (QIAGEN, Alemania).

Aplicacién del sistema comercial Brucella Real-TM: La gPCR para la deteccién
del gen wboA, presente en las especies Brucella melitensis, Brucella abortus,
Brucella suis, Brucella ovis y Brucella canis, se realizé segun las instrucciones del
fabricante (Sacase, Ref B10-50FRT).

Programa de amplificacién

La amplificacion del ADN se realizo6 en un Rotor-GeneTM3000/6000/Q (Corbett
Research, Qiagen, Alemania), y el programa consté de tres etapas. La primera de

ellas con un ciclo de calentamiento a 95°C por cinco minutos, seguida de una
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segunda etapa al realizar 10 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 10
segundos, una hibridacion a 65 °C por 25 segundos y una extensiéon a 72 °C por 10
segundos. La tercera y Ultima etapa consistio en hacer 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 10 segundos, una hibridacion a 56 °C por 25
segundos (en esta se detectara la sefial fluorescente) y una extensién a 72 °C por
10 segundos.

Andlisis e interpretacion de los resultados

Los resultados se interpretaron mediante el paquete informatico version 2.3.1.49 del
Rotor-GeneTM3000/6000/Q.

La deteccion de fluorescencia se realiz6 en diferentes canales: el FAM (verde) para
el Cly el JOE (amarillo) para las especies de Brucella segun el siguiente cuadro:

Valores de referencia del valor de corte (Ct, de sus siglas en inglés) para la

interpretacion de los resultados en los controles vy las muestras clinicas:

Ct canal Fam (Verde) Ct canal Joe (Amarillo) Interpretacion
CN No Ct No Ct Negativo
CP No Ct Positivo (<33) Positivo
B. abortus S19 No Ct Positivo (<33) Positivo
Positivo (<31) Positivo (<33) Positivo
Muestras clinicas Positivo (<31) No Ct Negativo
No Ct Positivo (<33) Inhibido

ADN detectable: Ct = 33. Definido en la cuadricula de resultados en el Canal JOE
(amarillo) / HEX / Cy3.

ADN no detectable: Ct es < 31. No definido en la cuadricula de resultados en el
JOE (amarillo) / HEX / Cy3 (la curva de fluorescencia no cruza la linea de umbral).

Resultado no valido: Ct en el rango de 31 a 33. Cuadricula de resultados (la curva
de fluorescencia no cruza la linea de umbral) en el canal FAM / Green. En este
supuesto, la gPCR debe repetirse a partir de la extraccion de ADN.

3.5 Andlisis estadistico

La informacién de la investigacion se introdujo en bases de datos disefiadas al
efecto empleando el programa Excel (Microsoft Office). Para el andlisis de la

informacion se utilizé el paquete estadistico EPIDAT 3.1.
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El procesamiento de los datos se llevd mediante medidas de estadistica descriptiva

como frecuencias absolutas y porcentajes.
3.6 Consideraciones éticas

Durante la realizacion de la investigacion se respetaron estrictamente las siguientes
cuestiones éticas. Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el
trabajo y manipulacién de microorganismos y muestras segun los niveles de riesgo
establecidos por la Comision Nacional de Seguridad Bioldgica en la Resolucion
38/2006.

Todas las etapas de la investigacién, estuvieron comprendidas en un Proyecto
Sectorial aprobado cuyo titulo es: "Zoonosis de importancia médica: el desafio de
conocerlas y prevenirlas, con enfoque de una salud. (2025-2027)", con cédigo
PS2411.HO05-050. De igual manera el protocolo de tesis fue previamente aprobado
por la CCEM con cddigo CC-BM 2025-01 y el Comité de Etica del IPK con codigo
CEI-IPK 20-25.

La informacion se conservo con caracter confidencial. No se revel6 la identidad de
los individuos a los que se les estudiaron sus muestras clinicas. Los resultados de
las pruebas de laboratorio fueron enviados, por las vias establecidas del MINSAP e

IPK, y se utilizaron solo con fines cientificos por el equipo de investigacion.

Toda la informacién relacionada con esta investigacibn se almacen6 en formato
electrénico, y se protegid en salvas en el LNRLB-IPK. La informacion, estuvo
disponible para los investigadores que participaron en el estudio. Los resultados
obtenidos fueron presentados en eventos cientificos o publicados en revistas
nacionales o internacionales; y en cuyas autorias se colegio el nivel de participacion
de los diferentes especialistas implicados. De igual manera, durante la investigacion,
éstos contribuyeron al fortalecimiento de la vigilancia de la brucelosis humana en

Cuba, y al Programa de Zoonosis Cubano.

3.7 Limitaciones del estudio

La presente investigacion estuvo limitada por la incompleta informacion clinica —
epidemiologica que acompafiaba a las muestras procedentes de los individuos
relacionados a la zona de focalidad animal, de Esmeralda. Ademas, no se dispuso

de las dos muestras de sueros de todos los casos de estudio.

25



IV. RESULTADOS

La distribucion, segun sexo, de los 49 individuos sospechosos de brucelosis
procedentes del area de focalidad animal en estudio (grafico 1), mostré que el 76 %
(37/49) de ellos pertenecia al sexo masculino predominando sobre el sexo femenino
[24% (12/49)].

Femenino
24%
(12/49)

Masculin
o
76%
(37/49)

Gréafico 1. Distribucién de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area
de focalidad animal, segun sexo. IPK, 2025.

En la tabla 3 se evidencia que el grupo de edades que predominé en los 49
individuos sospechosos de brucelosis de un area de focalidad animal, fue el
correspondiente al rango entre 45 y 54 afios para un 34,7 % (17/49), siguiéndole en
orden de frecuencia el de 15 a 24 afios con un 14,3 % (7/49) ylos de 25a 34y 35 a
44 con igual porcentaje de 12,2 % (6/49). Resulto interesante el hallazgo que, en las
edades extremas de la vida, se encontraron porcentajes de 10,2 % (5/49) y 6,2 %

(3/49), respectivamente.
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Tabla 3. Resultados de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area de

focalidad animal, segun grupos de edades. IPK, 2025

Grupo de edades | Total individuos | Porcentaje

0-14 5 10,2
15-24 7 14,3
25-34 6 12,2
35-44 6 12,2
45-54 17 34,7
55-64 5 10,2
>65 3 6,2
Total 49 100

El 91,8 % (45/49) de los individuos resultaron tener la piel blanca, mientras que el

4,1 % (2/49) tuvo la piel mestiza y negra, respectivamente. Ver tabla 4.

Tabla 4. Resultados de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area de

focalidad animal, segun color de la piel. IPK, 2025.

Color de la Total _
_ - Porcentaje
piel individuos
Mestiza 2 4,1
Negra 2 4,1
Blanca 45 91,8
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La tabla 5 evidencia que el 40,8 % (20/49) de los sospechosos del area en estudio,
tenian un nivel de escolaridad de secundaria basica. De forma decreciente, le
contintan el nivel preuniversitario [22,4 % (11/49)] y universitario [16,4 % (8/49)]. En
altimos escafios aparecieron los niveles de primaria [14,3 % (7/49)] y técnico medio
[6,1 % (3/49)].

Tabla 5. Resultados de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area de

focalidad animal, segun nivel de escolaridad. IPK, 2025.

Nivel de Total _
_ - Porcentaje
escolaridad individuos

Primaria 7 14,3
Secundaria basica 20 40,8
Pre universitario 11 22.4
Técnico Medio 3 6,1
Universitario 8 16,4

En cuanto a la ocupacion, la tabla 6 muestra que el 14,3 % (7/49) de los individuos
asociados al evento epidemiol6gico eran campesinos. Estos se siguieron de los
estudiantes [12,2 % (6/49)], las amas de casa [8,2 % (4/49)], asi como de los
ingenieros y los trabajadores por cuenta propia [6,2 % (3/49)], con igual frecuencia.
El 52,7 % restante se distribuydé en otras ocupaciones con menor porcentaje de
aparicion (contador, custodio, desocupado, ganadero, gastronémico, jubilado,
veterinario, administrador, albafil, asesor de servicios pecuarios, econdémico,
especialista en alimentos, maestro, matarife, mecanico, meédico, panadero,

promotora cultural, music6logo).
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Tabla 6. Resultados de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area de

focalidad animal, segun ocupacion laboral. IPK, 2025.




De los 49 individuos sospechosos de brucelosis del area de focalidad animal en
estudio el 63,3 % (31/49) refirio ingerir productos lacteos, seguidos por aquellos que
consumieron carnes crudas [24,5 % (12/49)], y por los que tuvieron contactos con
animales [12,2 % (6/49)]. Ver tabla 7.

Tabla 7. Resultados de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area de

focalidad animal, segun fuente de infeccion. IPK, 2025.

> Total :
Fuente de Infeccion - Porcentaje
individuos
Contacto con animales 12 24,5
Consumo de carnes crudas 6 12,2
Ingestién de productos lacteos
(leche, queso, yogurt y otros) 31 63,3

Por otra parte, en la tabla 8 se desglosaron los resultados referentes a las especies
de animales con las cuales los individuos sospechosos tuvieron contacto estrecho.
Obsérvese un predominio en las personas que se relacionaron con los bovinos [51
% (25/49)], siguiéndole en orden aquellos que tuvieron contacto con los caninos
[38,8 % (19/49)], y los porcinos [30,6 % (15/49)]. Un menor porcentaje se relacioné
con aves, equinos y felinos con un 6,1 % (3/49), respectivamente. Debe tomarse en
consideracion que para el analisis de esta informacién se tuvo presente que un
individuo pudo haber tenido contacto con varias especies de animales

indistintamente.
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Tabla 8. Resultados de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area de
focalidad animal, segin contacto con animales. IPK, 2025.

Contacto con
animales Total individuos | Porcentaje
Aves 3 6.1
Bovinos o5 £l
Caninos 19 388
Porcinos 15 30,6
Equinos 3 6.1
Felinos 3 6.1

Dentro de los sintomas y signos prevalecientes en la data de estudio predominaron
la fiebre [59,1 % (29/49)], las mialgias [55,1 % (27/49)], la hepatomegalia [42,8 %
(21/49)], el malestar general [38,7 % (19/49)] y las artralgias [38,7 % (19/49)], en
orden decreciente. No obstante, también fueron recogidos otros como la cefalea, los
escalofrios, la pérdida de peso, las adenopatias, los vomitos, las diarreas y la

sudoracién con porcentajes de aparicion entre el 30,6 y el 4 % (ver grafico 2).
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Gréfico 2. Distribucion de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area
de focalidad animal, segun sintomas y signos. IPK, 2025.
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El uso de los antimicrobianos en los casos en estudio se recoge en el gréafico 3.
Noétese que predomind la utilizacidon de la doxiciclina [73,5 % (36/49)], seguido de la
rifampicina [53,1 % (26/49)] y las penicilinas [10,72 % (5/49)], mientras que con
similares cifras [2,1 % (1/49)] aparecieron trimetropim-sulfametoxazol, la
vancomicina y la clindamicina. Solo un individuo (2,1%) no refiri6 el uso de

medicamentos.
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Gréfico 3. Distribucion de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area

de focalidad animal, segun tratamiento con antimicrobianos. IPK, 2025.

La positividad molecular de los casos sospechosos del evento epidémico se muestra
en el gréfico 4. En el 93,9 % (46/49) de los pacientes se detecté el ADN de Brucella
spp., restando un 6,1 % (3/49) de los individuos.
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Gréafico 4. Distribucién de los 49 individuos sospechosos de brucelosis, de un area

de focalidad animal, segun resultados de PCR a punto final. IPK, 2025.

En la presente investigacion se incluyeron los resultados de la técnica serolégica
Brucellacapt considerando su utilidad en la deteccion de anticuerpos totales contra
Brucella spp. en los casos positivos molecularmente. Se observé un 19,6 % (9/46)
de positividad serolégica. Como muestra el grafico 5, el 80,5 % de los enfermos no
mostré reactividad seroldgica por la técnica usada, mientras que un 15,2 % (7/46)
exhibio titulaciones de 40, solo un caso tuvo titulos de 80 (1/46) y un ultimo de 2560
(1/46).

a0 37
80,4%
35
30
25
20
15
7
10 15,2%
5 1 1
2,2% o 2,2%
0 [ ] [ ]
40 80 160 2560 NR

Gréfico 5. Distribucion de los 46 individuos sospechosos molecularmente positivos a

brucelosis, segun titulos obtenidos por la técnica de Brucellacapt. IPK, 2025.
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De igual manera y con la intencion de relacionar los resultados de laboratorio con las
variables de FIS y FTM, se realiza en la tabla 9, donde se relacionan la distribucién
en 36 individuos sospechosos de brucelosis del area de focalidad animal, con las
fases clinicas de la enfermedad. De los 36 individuos, 29 (80,5 %) se encontraban
en la fase aguda de la enfermedad, siete (17,9 %) en la subaguda y ninguno en la
cronica. Puntualmente, en cuanto a los resultados seroldgicos entre los que
cursaban por la fase aguda, 23 (79,3 %) no respondieron serolégicamente, cinco
(17,2 %) quedaron en la categoria de sospechosos y uno (3,4 %) en la de positivo,
mientras que ninguno de los siete pacientes que cursaron por la fase subaguda
mostro reactividad serol6gica. Por ultimo, entre los 29 individuos en fase aguda, 26
(89,6 %) resultaron positivos molecularmente y en tres (10,3 %) no se pudo detectar
el ADN de Brucella spp. De igual manera, los siete individuos (100 %) que cursaban

la fase subaguda resultaron positivos molecularmente.

Tabla 9. Resultados serolégicos — moleculares en 36 individuos sospechosos de
brucelosis del area de focalidad animal, segun informacion de fecha de inicio de
sintomas con respecto a la fecha de toma de muestra y su relacion con las fases

clinicas de la enfermedad.

i

Diagnostico Fase Fase subaguda Fase cronica
.o aguda N=7 (%) N=0
N= 36 individuos
( ) N= 29 (%)
Mo reactivo 23 (79,3%) 7 (100%)
Seroldgi | Sespechoso (40,80, | 5(17,2%)
160
co
(Brucellaca |  Positivo (2 320) 1(3,4%)
ny Total 29 7 0
Molecul Detectable ADN 26 (B9,6%) 7 (100%)
ar No detectable ADN | 3 (10,3%)
(PCR) Total 29 7 0
Sangre
positivos Exscerbacion aguda
— ‘c "
Niveles de A= g . v
anticuerpos & Sy g no aglutinantes
.‘,l_-'; - e B ———— 4 |gM no aghitinantes
Aguda Subaguda Créniza
[+ 3 meses) (3 meser-1 afia) {mds del afic)
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V. DISCUSION

La brucelosis es una enfermedad zoonoética causada por bacterias del género
Brucella, que puede generar brotes epidémicos en comunidades rurales y urbanas.
Sus caracteristicas fundamentales incluyen alta transmisibilidad desde animales a
humanos, sintomas inespecificos que dificultan el diagndstico, y un fuerte impacto en

salud publica y en la economia agropecuaria.@?

Un brote epidémico se considera luego de la aparicidon repentina y localizada de casos
de una misma enfermedad por encima de lo esperado en una poblacion y tiempo
concretos. Este término se utiliza para describir eventos que suelen limitarse a una
comunidad, institucibn o area geogréafica pequefia y se investiga para confirmar

diagndstico, magnitud y causa.®)

Para dar respuesta al enfrentamiento de un brote epidémico se establecen fases
escalonadas que al concatenarse logran contener epidemiolégicamente la situacion
provocada. Dentro de estas fases de investigacion se destacan la verificacién del
diagnéstico a través de la confirmacién de los casos de una misma enfermedad; la
correcta definicion de caso sustentada en su busqueda activa mediante el
establecimiento de criterios (confirmado, probable, sospechoso) y la localizacion de un
mayor nimero de casos; la identificacion de los patrones de transmision; asi como la
formulacion de hipotesis, disefios de investigacion adecuados e implementacion de
intervenciones inmediatas (aislamiento, retiro de alimentos, desinfeccidn, vacunacion

si procede) y la comunicacion de los riesgos epidemioldgicos existentes.@b

La literatura internacional exhibe articulos cientificos que describen los brotes
epidémicos de brucelosis humana, sobre todo en paises endémicos como Espafia y
otras regiones del Mediterraneo. Dentro de las publicaciones mas relevantes, se
puede contar, con la realizada en la comunidad de Castilla, La Mancha, donde la
brucelosis es una enfermedad tradicionalmente endémica, hecho motivado por la
importancia que ha tenido el sector ganadero en su economia. En esta poblacién
existe la costumbre arraigada de consumir productos lacteos y sobre todo queso
fresco sin pasteurizar, lo cual origina de forma frecuente brotes epidémicos.® Otro
estudio realizado en Espafa, en 1996, en Andalucia, Sevilla, registra una serie de
casos de Brucelosis, en jévenes varones residentes en distintos municipios de esta
localidad, los cuales tenian como elemento en comun ser trabajadores de un

matadero situado en una localidad préxima a dicha ciudad.®
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Por otra parte, en 2019, en Paraguay se realiza un estudio en la facultad de
Veterinaria de la Universidad Nacional de Asuncion (UNA) que describe y caracteriza
el patrén epidemiolégico de la brucelosis, las condiciones laborales de los
trabajadores y de practica de los estudiantes, el uso de equipo de proteccion personal
durante el contacto con los animales y las manifestaciones clinicas o complicaciones
mas frecuentes de los pacientes con antecedentes epidemiolégicos de haber tenido
contacto con las cabras, en un brote epidémico ocurrido en esa localidad.?”) Del
mismo modo, en Tayikistan, en 2024, se motiva que se investigue sobre la existencia
0 no de un evento epidémico a partir de la observacion del aumento marcado en la
incidencia de brucelosis entre mayo de 2022 y del 2023 en el noroeste de esta region
(1,0/100.000 personas a 32,7/100.000).®

La mayoria de los mecanismos de transmision de las brucelas hacia los humanos
son bien conocidos, y a pesar de tener la enfermedad un cuadro clinico impreciso e
insidioso, a nivel mundial, su trascendencia es menor al 2%. En México, en los
altimos afios, la brucelosis presenta un comportamiento epidemiolégico con
tendencia al descenso significativo; siendo la tasa mas alta en 1995 (6,4 por 100,000
habitantes) en comparacion con la del 2015, que alcanza un 2,4 por 100,000
habitantes, aunque, en el periodo de 2009 a 2015 la tendencia de casos se

incrementa ligeramente. 46)

En México, en el afio 2016, con el objeto de conocer el comportamiento
epidemioldgico de la brucelosis humana se realiza un analisis utilizando como bases
de datos los Anuarios de la Morbilidad de la Direccién de Epidemiologia. Diferentes
publicaciones mencionan al sexo masculino como el que mas se afecta. Aunque en
otros estudios y en menor cuantia, las mayores tasas de incidencia de brucelosis
qgue se reportan, por ejemplo, en el periodo 2009-2015, son del sexo femenino,
seguramente porque las mujeres se involucran mas con la produccién de los
derivados lacteos (leche contaminada, el queso y la crema); el grupo de edades
prevaleciente en estos estudios, es el de 45 a 49 afios con un rango en la incidencia
de 3,01 a 6,29 por 100,000 en mujeres, el incremento en la tasa se aprecia con
mayor claridad entre los 20 y 59 afios. En los hombres se observan incrementos en
las tasas desde los 10 y mas afos; el grupo que mas se afecta, es el de 50 a 59
afios, con un rango en la tasa de incidencia de 2,08 a 3,00 por 100,000 hombres. La
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razon mujer-hombre que se encuentra en los diferentes afios es de 1:0,6, en todo el

periodo a excepcioén del afio 2011 que es de 1:0,5.656)

En el afio 2019, en Paraguay se realiza un estudio centrado por la facultad de
Veterinaria de la Universidad Nacional de Asuncion, con la finalidad de caracterizar
el patron epidemiologico de brucelosis a partir de un brote epidémico ocurrido en esa
localidad. En esta investigacion de 100 pacientes objeto de estudio, 51 son mujeres
y 49 hombres.@"

Del mismo modo, en Tayikistan, en 2024, debido a un marcado aumento en la
incidencia de brucelosis en el noroeste de esta region (de 1,0/100.000 personas
entre enero y mayo de 2022 a 32,7/100,000 entre enero y mayo de 2023), se decide
estudiar la existencia de un evento epidémico en una aldea montafiosa. En este

trabajo, se estudian 57 individuos, de los cuales el 44% son hombres.?®)

De igual manera, en 2024,657) se publica un meta analisis que se centra en la
realizacion de una revision sistematica de la brucelosis en paises del Medio Oriente,
region donde la enfermedad sigue siendo un importante problema de salud publica.
En este sentido se analizan 92 investigaciones entre 1993 y 2024, y se describe la
tasa de prevalencia, los factores de riesgo, asi como los métodos de diagndstico
que se emplean para la confirmacion de la enfermedad en humanos. Del andlisis de
género se indica una tasa de prevalencia de 18,02 % (IC del 95 %: 11,55-25,51 %)
en hombres y 13,61 % (IC del 95 %: 10,8-16,68 %) en mujeres, sin diferencia
significativa en las tasas de hospitalizacion.®?

En la region de Etiopia,®® los hombres tienen un mayor riesgo de contraer
brucelosis debido a su participacion en el manejo del ganado y el consumo de
productos animales crudos, particularmente en areas pastorales, segun Igawe et
al.®9 Ademas, se conoce que en el norte de Nigeria, el sacrificio de animales lo
realizan principalmente las personas del sexo masculino, lo que respalda aun mas
el mayor riesgo de infeccion de éstos, en comparacién con las mujeres, que por lo

general se involucran en practicas mas seguras. 9

Los resultados de esta tesis demuestran el predominio del sexo masculino en la
poblacién afectada por Brucelosis de Esmeralda. Este hallazgo, no coincide con los
reportes de La Secretaria de Salud en México (2016), Cardozo en Paraguay (2019),
y Qurbonov en Tayikistan (2024).
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Muchas causas pueden atribuirse a tal comportamiento, pero resulta meritorio
destacar que, en el Anuario Estadistico de Cuba, se refleja que, en la poblacién de
Esmeralda, en 2025, hay 13 394 varones y 13 054 mujeres. Como se observa hay

un ligero predominio en la poblacion masculina en el area afectada.

En la presente investigacion, predomina el grupo de edades 45 -54 afios y el de O -
14 afos. Este resultado coincide con algunos reportes a nivel mundial, como es el
caso del que se realiza en México, donde se reporta que el grupo mas afectado es el
de 45 a 49 afios de edad.®®

Por otra parte, y de forma discordante esta el estudio que se lleva a cabo en
Tayikistan y encuentra que, de 57 individuos el 68% tienen edades comprendidas
entre los 15 y 44 afos.(@®

Como se describe en el Anuario Estadistico de Cuba, en el 2025 la poblacion de
Esmeralda, Camaguey, tiene un 27,9 % (176 635/653 203) de personas que estan
en el rango de edades entre los 35 a 54 afios.®Y Este reporte justifica que en el

presente estudio predominen las edades sefialadas.

La descripcion de la variable de color de la piel, no es frecuente en las
caracterizaciones de brotes epidémicos de brucelosis humana. En nuestro medio,
ésta se reporta solo en un estudio (tesis) que analiza el comportamiento de la
vigilancia de la enfermedad para los humanos, y en este trabajo, el color de la piel
blanca también prevalece.(® Otro de los trabajos que se emplean con mayor
frecuencia en las publicaciones cubanas, para explicar este tema, es la que lleva a
cabo por Pila Pérez en la misma ciudad de Camaguey, donde se resalta que el color

de piel blanca prevalece dentro de la poblacion de esta ciudad.(©?

No se encuentran en la literatura revisada, otro articulo que aborde el
comportamiento del color de la piel en individuos asociados a brotes epidémicos de
brucelosis, ni en Cuba, ni internacionalmente. Los resultados de la tesis coinciden
solo con un trabajo nacional que aborda el analisis de esta variable. Esto pudiera
deberse a, que como se conoce la brucelosis es una enfermedad que se transmite
fundamentalmente por contacto con animales infectados o por consumir productos
lacteos no pasteurizados. Esta entidad no depende de caracteristicas externas como

la pigmentacion de la piel, sino de factores como exposicion ocupacional, consumo
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de alimentos contaminados, condiciones de higiene y control sanitario deficiente y la
respuesta del sistema inmunoldgico del paciente.

De igual manera, con respecto a la variable del nivel de escolaridad, en esta
investigacion predomina el de secundaria basica terminada. En este particular, no

hay reportes nacionales ni internacionales, que sirvan para discutir este tema.

No obstante, los resultados de la tesis pudieran respaldarse con la informacion que
brinda el Anuario estadistico del afio 2025 en Cuba,®) donde se refleja que al
concluir el curso académico 2023 — 2024, el 95,7 % de la poblacion mayor de 14
afios en Camaguey tiene el nivel de secundaria basica terminada. Los resultados de
esta variable en el contexto de un brote epidémico son Utiles para analizar hallazgos

en nuevas investigaciones.

Los resultados de esta investigacion muestran el predominio de las ocupaciones sin
riesgo epidemioldgico (61,2 %), destacandose en particular, la condicion de
estudiante (12,2 %), ama de casa (8,2 %) y el ser ingeniero con un 6,2 %.

En el afio 2019, en Paraguay se realiza otro estudio centrado por la facultad de
Veterinaria de la Universidad Nacional de Asuncion, con la finalidad de caracterizar
el patron epidemiol6gico de brucelosis, a partir de un brote epidémico. De los 100
pacientes estudiados, 35 pacientes presentan serologia positiva y de ellos, 25 son

veterinarios para un 71,4 %.@7

Otro estudio realizado en Espafia, en 1998, en Andalucia, Sevilla, registra una serie
de casos de brucelosis, en 8 jovenes varones residentes en distintos municipios de
esta localidad. Ellos son todos trabajadores de un matadero de una localidad
proxima a dicha ciudad. Entre los enfermos, indistintamente, el 87% se relaciona
con la zona de sacrificio, el 85% con la limpieza y el 79% con el despiece. En este
evento epidemioldgico se concluye que la rotura de la tuberia transportadora de las
visceras de los animales sacrificados infestados con Brucella spp., Io que produce la
salida al ambiente de particulas en aerosol que contaminan a los trabajadores de las
areas proximas. Esto avala la evidencia cientifica sobre la importancia de la via

aérea como mecanismo de transmision de la enfermedad en el &mbito laboral.@5

En 2024 se publica un meta analisis que centra una revision sistematica de la
brucelosis en paises del Medio Oriente, region donde la enfermedad sigue siendo
un importante problema de salud publica. En este sentido se analizan 92
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investigaciones entre 1993 y 2024 y se encuentra la tasa de prevalencia, los
factores de riesgo, asi como los métodos de diagnostico para la confirmacion de la
enfermedad en humanos. Diversas profesiones, como agricultores, trabajadores de

fabricas de lacteos y personal agricola, muestran la tasa de prevalencia mas alta.®"

De igual modo, en México, en el afio 2016 también se clasifica a la brucelosis como
una enfermedad ocupacional con predominio en los granjeros, veterinarios,

trabajadores de mataderos y carniceros, entre otros.®6)

Entre la literatura consultada, se encuentra un meta-analisis que se realiza en
Etiopia, que incluye la descripcion del comportamiento de factores de riesgo
asociados a la infeccién por Brucella spp., en humanos y animales, en el periodo
desde 2015 y hasta 2024. La mayoria de los trabajos que se relatan en esta
investigacion, resaltan que el estilo de vida pastoral, la residencia rural y el
analfabetismo se identifican como factores de riesgo para la brucelosis en humanos.
En este mismo estudio, la seroprevalencia por Brucella varia entre los diferentes
grupos de trabajo. Los investigadores reportan que los trabajadores involucrados en
el parto de animales tienen el doble de probabilidades de dar positivo a la prueba de
brucelosis en comparacion con otros grupos. En Africa, los agricultores y carniceros
a menudo ayudan en el parto, manipulan placentas retenidas y comercian con Uteros
gravidos.®3 Sin embargo, los estudios de Aworh et al.(®®, Esmaeili et al.®® en Iran,
y Swai y Schoonman®®, en Tanzania, muestran que los trabajadores que usan
proteccion para las manos y los pies son menos propensos a adquirir la infeccion por

Brucella spp.©®

Los resultados que se obtienen en la tesis denotan, que la infeccién por brucelas
puede adquirirse no solo por desarrollar profesiones a fines con el contacto directo
con los animales enfermos o sus productos patolégicos que pueden ser la fuente de

infeccion.

Entre las medidas para no adquirir la enfermedad se encuentran el uso de guantes,
mascarilla y bata que protejan a los individuos que se exponen a animales que
pudieran estar infectados. Por otra parte, el control de la brucelosis humana
depende del control de la enfermedad animal. Esto se logra mediante amplios y
costosos programas enfocados a la vacunacion de los animales y al sacrificio de los
que estén enfermos. Ademas, es importante promover habitos alimenticios

adecuados como son la coccion adecuada de los alimentos y la pasteurizacion de la
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leche.@D

Las profesiones no vinculadas directamente con el riesgo tipico ocupacional,
también, en nuestras condiciones, son propensas a adquirir la infeccion por
Brucelas, lo que indica lo compleja y dinamica que resulta el comportamiento

epidemiologico de esta enfermedad.

En los trabajos revisados se destaca la fuerte asociacion entre la brucelosis humana
y factores como la manipulacion de material abortado, el contacto con animales
enfermos, asi como el consumo de leche cruda, quesos artesanales y carnes mal
cocinadas. Estos hallazgos sugieren que los factores socioeconémicos desempefian

el papel mas significativo en la propagacion de la brucelosis humana.®®)

Estas revisiones enfatizan la necesidad de realizar estrategias personalizadas para
controlar la brucelosis en los paises afectados, destacando la importancia del

diagndstico oportuno y la concienciacion publica.®?

Las vias por las que con mayor frecuencia el hombre enferma son la ingestion de
productos alimenticios provenientes de animales infectados, como la leche cruda,
guesos, mantequilla y helados; el contacto de las mucosas humanas con sangre,
orina, secreciones vaginales, placenta o fetos abortados de animales enfermos; la
inhalacion del microorganismo en ambientes contaminados como establos; y por
inoculacion accidental durante el trabajo en laboratorios de diagnéstico y durante la
vacunacion del ganado con vacunas vivas. La transmisién persona a persona es

poco frecuente.®

En la tesis, predomina la ingesta de productos lacteos (leche, yogurt y otros) sin

pasteurizar, como fuente de infeccion, con un 63,3%.

En la comunidad de Castilla, en Espafia, donde la brucelosis es una enfermedad
tradicionalmente endémica, el sector ganadero sigue siendo el mas afectado,
asociado con la elaboracion de productos lacteos, como el queso de oveja. En esta
poblacion existe la costumbre arraigada de consumir productos lacteos y sobre todo
qgueso fresco sin pasteurizar, lo cual origina de forma frecuente brotes epidémicos.
En el afio 1996 existe un registro de 81 casos con brucelosis en un periodo de 25
semanas. En esta investigacion se encuentra una fuerte asociacion con el consumo

de un queso fresco artesano que se elabora por un pequefio productor del municipio,
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(OR=31 1,9; IC 95%=41,48-12735), el cual tiene el ganado infectado con Brucella

mellitensis. (@)

Este brote demuestra el riesgo existente en Espafia de adquirir la brucelosis
mediante el consumo de derivados lacteos no pasteurizados, en especial el queso,
que escapan a los controles sanitarios habituales. Se demuestran también los
beneficios que aporta la investigacion epidemiologica en la busqueda de casos y en
la determinacion del factor responsable del brote. Se determina que la intensificacion
del control y el saneamiento de la cabafia ganadera, asi como la educacion sanitaria

son los instrumentos adecuados para controlar esta zoonosis en ese pais.®®)

En el meta-analisis que se publica en 2024 por Dadara et al.. en Medio Oriente, el
abordaje de los resultados de 92 investigaciones (1993 y 2024), permite identificar
gue los factores de riesgo asociados a la brucelosis humana en esa region son el
consumo de lacteos no pasteurizados y el contacto cercano con animales.®”) Del
mismo modo, en Tayikistan, en 2024, se publica que la adquisicion de brucelosis
humana se asocia con el consumo de kaymak (nata coagulada) casera y carne de
animales criados en casa (OR: 59 [IC del 95 %: 4,3-798], p < 0,01) y con la
participacion en el sacrificio de animales (OR: 36 [2,8-461], p < 0,01),
fundamentalmente. El contacto con ganado no vacunado o el consumo de sus

productos fue un factor clave en este brote.(@®)

Asimismo, la investigacion que se realiza en Etiopia, por Getaneh et al., en la que
se analizan estudios entre 2015 y 2024 revela una fuerte asociacion entre la
brucelosis humana y factores como la manipulacion de material abortado, el
consumo de leche cruda y el consumo de leche cruda de vacas con membrana fetal

retenida.®®

Los resultados de esta investigacion respaldan otros que durante la ultima década

se reportan en el contexto nacional.

En nuestro medio, debido a las limitaciones en la produccion industrial de alimentos
gue se analicen en laboratorios certificados, en los ultimos 30 afios se incrementa la
produccion artesanal de productos lacteos que se utilizan para el autoconsumo

familiar y el comercio.
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Este fendmeno evade los mecanismos de deteccidon de brucelas en estos alimentos
y propicia la transmision de las bacterias por esta via, lo que también se demuestra

en el estudio de brote que se realiza en esta investigacion.

Los principales reservorios de las brucelas son los animales de granja. Entre los
mas frecuentes se encuentran las ovejas, las cabras, el ganado vacuno, los cerdos,
los perros, los caballos y los camellos. Los animales enfermos son capaces de
excretar las bacterias durante mucho tiempo a través de los fluidos uterinos, los

fetos muertos, la placenta o la leche materna.(2% 2%

En cuanto al contacto con animales reservorios de Brucella spp., los bovinos
prevalecen en esta investigacion, con un 51%. Este resultado coincide con el reporte
que se realiza en Tayikistan, en 2024, donde de los 57 individuos que se estudian,
todos demuestran tener contacto directo con el ganado (vacuno, ovino o caprino),
animales que no habian sido vacunado en los ultimos 5 afios. El contacto con
ganado no vacunado, o el consumo de sus productos, es un factor clave en este

brote en una aldea remota de Tayikistan.®)

Entre las investigaciones cubanas que abordan el estudio de brotes por brucelosis,
son escasos los que reportan el contacto con bovinos como Unica o principal fuente

de infeccion.

En el caso de la provincia de Camagley, tiene en la ganaderia y la industria
azucarera sus dos principales sostenes de su desarrollo econémico. Camagtiey
contintia siendo la principal provincia ganadera cubana, con una masa estimada de
mas de 68 853 cabezas de ganado, pero posee también importantes empresas de
crianza equina y bufalina. De igual forma, los alimentos y la leche elaborados en
esta provincia, se utilizan para abastecer a territorios vecinos que no cuentan con
dichos recursos. En resumen, la provincia produce el 25 % de la leche vacuna del

pais.(6)

El predominio de los sintomas y signos de fiebre (59,1%) y las mialgias (55,1%), que
se reportan en la tesis, coinciden con el hallazgo del 2019, en Paraguay, donde se
demuestra la prevalencia de la astenia, la fiebre, las artralgias, las mialgias, la
sudoracién nocturna, la cefalea, la anorexia y la pérdida de peso, en tres pacientes

que se diagnostican con sacroileitis, 12 con artritis, y uno con osteomielitis.?”)

En el estudio que se realiza en Tayikistan, en 2024, de los 57 individuos, se observa
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que los sintomas mas comunes son el dolor articular (95%), la fiebre (84%), la
debilidad (72%) y los sudores nocturnos (65%).(2®)

Es bien conocido que la brucelosis es una enfermedad que provoca durante su
cortejo clinico, una gran diversidad de sintomas y signos inespecificos, que van a
perdurar sobre todo durante las fases aguda y subaguda de la infeccién. El inicio de
las manifestaciones clinicas de la forma aguda se caracteriza por cefalea, fiebre,

artralgias, mialgias y diaforesis (sudoracién profusa) de predominio nocturno.(®?

Las manifestaciones clinicas dependen de la via de transmisién del microrganismo,
por lo que puede parecerse practicamente a cualquier infeccion; por ejemplo, si la
via de transmision es respiratoria, el paciente cursa con un cuadro de neumonia; Si
entra por la piel las manifestaciones incluyen celulitis y linfadenopatia regional; si
entra por el sistema digestivo, por la ingestibn de alimentos contaminados,
principalmente leche y sus derivados, se presentan sintomas gastrointestinales y

posteriormente sistémicos.©®

Los microorganismos pueden diseminarse a otros tejidos via sanguinea,
principalmente higado, bazo, sistema esquelético y médula 6sea. Esto se manifiesta
por una hepatomegalia y una esplenomegalia, asi como en las complicaciones mas

frecuentes que son espondilitis, sacroileitis y artritis. 68

La forma crénica, definida como mas de un afio de evolucién, cursa con mialgias,
fatiga, artralgias y depresion. Es muy rara en los nifios, y afecta predominantemente

a adultos sobre los treinta afios de edad. Se asocia a infeccion por B. melitensis.(®")

Los resultados de la tesis coinciden con la literatura que se consulta para su
discusion. No existen variaciones que puedan alterar los reportes sobre los sintomas

y signos que tradicionalmente se presentan por la mayoria de los autores.

El empleo de la doxiciclina y la rifampacina prevalecen como los antimicrobianos
mas utilizados en los pacientes del brote epidémico de Esmeralda. Estos resultados
coinciden con los reportes que se efectan en 2019, en el brote de Paraguay, donde
se manifiesta que el tiempo de tratamiento, que es de 45 a 90 dias, en los casos del
evento, resulta prolongado. La mono o multiterapia con antimicrobianos, depende en

mayor medida de las complicaciones que presenten los casos expuestos a la
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infeccion. En este particular, el 100% de los pacientes recibe el esquema habitual

con Doxiciclina mas Rifampicina.@”

Este resultado cientifico, se iguala a lo que se reporta en la tesis. El uso combinado
de la doxiciclina mas la rifampicina resalta su valor terapéutico en los casos con

brucelosis del brote de Esmeralda.

La confirmacion molecular permite, en este trabajo, la deteccion de un mayor

porcentaje de individuos con brucelosis, cifra que alcanza un 93,9% (46/49).

Al consultar la bibliografia nacional e internacional, aparecen estudios como el que
se realiza en el Medio Oriente, por Dadara et al.., en 2024. En este particular, la tasa
de prevalencia de Brucella spp. varia segun los métodos de deteccion de la bacteria,
asi por ejemplo, con el ensayo de aglutinacion por inmunocaptura (Brucellacapt) se
muestra la tasa de prevalencia mas alta (44,04 %, IC del 95 %: 27,71-61,04),
siguiéndole en orden decreciente el estudio por la técnica molecular de PCR (39,84
%, IC del 95 %: 20,14-61,39) y el cultivo (29,22 %, IC del 95 %: 17,89 — 42,03).67)

Investigaciones que se realizan en el afio 2019, en Paraguay , muestran sin embargo,
que al caracterizar el patron epidemiolégico de brucelosis a partir de un brote
epidémico ocurrido en esa localidad, 35 individuos resultan positivos serolégicamente,
de los 100 estudiados, para un 35 % de positividad.?")

Debemos resaltar que la serologia no responde de igual manera que la biologia
molecular en nuestro estudio. De los resultados que se alcanzan se muestra un
predominio mayor de serologias no reactivas, con un 80,4%, siguiéndole en orden
decreciente las serologias sospechosas con un 17,4% (8/46) y las positivas con un
2,2% (1/46). Esta metodologia tiene importancia dentro de las descritas como
herramientas serologicas. Por fundamento, el brucellacapt detecta anticuerpos
aglutinantes y no aglutinantes, presentes en los casos que cursan clinicamente por

las diferentes fases clinicas de la enfermedad, incluyendo la de cronicidad.

Los bajos porcentajes de positividad en las pruebas serolégicas para brucelosis
humana suelen deberse a factores como la variabilidad de las cepas de Brucella, la
fase clinica de la enfermedad, la calidad y estandarizacion de los antigenos usados,
y la respuesta inmunolégica del paciente. En otras palabras, no siempre reflejan

ausencia de infeccion, sino limitaciones técnicas y bioldgicas del diagnostico.
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Los factores relacionados con la bacteria “per sé”, responden a diferentes causas
entre los que se encuentran la heterogeneidad de las diferentes especies de
Brucella. En el caso de B. melitensis, B. abortus, B. suis, patdgenas para el hombre,
Se conoce que presentan variaciones antigénicas que pueden afectar la sensibilidad
de las pruebas seroldgicas. Otro factor es la existencia de cepas rugosas y lisas que
expresan antigenos diferentes; si el antigeno usado no corresponde, la prueba
puede dar falsos negativos. Esto es lo que ocurre con los anticuerpos que se
producen contra B. canis, cepa rugosa, que escapa al diagnéstico cuando se utiliza

el lipopolisacarido de la membrana externa de las cepas lisas.(®°)

Entre los factores atribuibles al paciente se encuentran la fase de la enfermedad por
la que esté cursando, ya que, en etapas iniciales, los anticuerpos aun no alcanzan
niveles detectables, mientras que, en fases crénicas, pueden disminuir o cambiar de
clase. También la respuesta inmunologica individual determina el valor préactico de
una técnica de laboratorio, porque algunos pacientes generan titulos bajos de
anticuerpos o presentan inmunosupresion, lo que reduce la positividad del método.
Por dltimo, se debe considerar las infecciones previas o vacunacion del animal
reservorio, debido a que la exposicion repetida puede modificar la respuesta

serologica y dificultar la interpretacion de los resultados.©

Por ultimo, se deben mencionar los factores técnicos y metodol6gicos intrinsecos a
las herramientas seroldgicas que se utilicen. En este sentido se pueden mencionar
la normalizacién deficiente de antigenos atribuible a una ineficiente conservacion y
preparacion de estos, lo cual influye en la calidad de la prueba. Por otra parte, el uso
de bacterias completas como antigenos puede generar reacciones cruzadas con
otras bacterias Gram negativas, reduciendo la especificidad de las pruebas. No
menos importante resultan la toma y conservacion de muestras, ya que los sueros
mal almacenados o contaminados afectan la confiabilidad, especificidad y

sensibilidad de los procedimientos en uso.(®?

Estas consideraciones pueden ser validas en el andlisis de los resultados

serologicos de la tesis.

Como se observa en este documento, los métodos moleculares superan, en el brote
de Esmeralda, la positividad de los resultados con respecto al diagndstico seroldgico.
Como se conoce, la técnica molecular de PCR ofrece ventajas en el diagnostico de la

brucelosis humana, porque es una metodologia rapida, sensible y especifica, con
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respecto a las pruebas serolégicas o el cultivo de la bacteria. La PCR permite detectar
la infeccion por Brucella spp., en fases tempranas o cronicas, y reduce el riesgo
biolégico al no requerir manipulacion prolongada de la bacteria. La alta sensibilidad y
especificidad es atribuible a la deteccion directa del ADN de Brucella spp., evitando

falsos negativos que ocurren en serologia por baja respuesta inmunolégica.(™®

Una mayor precision muestra la PCR, frente a los hemocultivos, que suelen tener una
sensibilidad menor. Mediante los métodos moleculares se obtiene una mayor rapidez
en el diagnostico, puesto que los resultados se obtienen en pocas horas, frente a los
cultivos que requieren dias o semanas. Todos estos factores, permiten iniciar el
tratamiento oportuno y reducir las complicaciones de los casos. Debe considerarse
también, la seguridad biologica que brindan los métodos moleculares al trabajar con
material genético y no con bacterias vivas, lo que disminuye el riesgo de infeccion
para el personal de laboratorio. Es importante expresar, ademas, que la versatilidad
de muestras también influye en los éxitos de la PCR, ya que puede aplicarse en
sangre, médula 6sea, tejidos o fluidos corporales, aumentando las posibilidades de

confirmacién diagnéstica.(

Estos elementos se tienen presentes al analizar los resultados particulares del
diagnostico molecular, y su aplicacion para la confirmacion del brote de Esmeralda,

Camaguey.
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VI. DISCUSION GENERAL

El impacto de la investigacion que se presenta en la tesis, para el abordaje de un brote
epidémico ocurrido en Esmeralda, Camaguey, sin duda alguna, incrementa la
informacion cientifica acumulada sobre la enfermedad en Cuba y la region de las
Américas, al generar evidencias sobre un brote lo que impulsa la necesidad de
recopilar datos clinicos, epidemiol6gicos y sociales sobre los individuos sospechosos
asociados en tiempo y espacio, permitiendo comprender mejor la dinamica de

transmision, factores de riesgo y eficacia de las intervenciones.

Esta tesis demuestra la transparencia y comunicacion al difundir esta informacion
cientifica que, ademas, es confiable y evita la desinformacion de la poblacion en
estudio, lo que fortalece la confianza publica y la veracidad del Programa de

Prevencion y Control de esta Zoonosis.

Con la innovaciéon en el diagnéstico y el tratamiento clinico de los casos del brote,
suele destacarse, el empleo de nuevas pruebas rapidas, terapias convencionales y
posibles estrategias vacunales para un futuro en el pais y la region.

El impacto cientifico y técnico de este abordaje hace tener una mayor capacidad de
respuesta y una mejor toma de decisiones basadas en evidencias cientificas, lo que
disminuye, entre otros factores, la morbilidad por brucelosis y la aparicion de
discapacidades temporales o permanentes por esta causa, en el territorio afectado y

en el pais en general.

El fortalecimiento de los algoritmos permite, en su esencia, tener modelos predictivos
gue se sustentan en la estadistica observacional y permiten anticipar la evolucién del
brote, identificar zonas de riesgo y proyectar necesidades hospitalarias. En otras
palabras, la deteccion temprana de la enfermedad, fortalece y enriquece los sistemas
de vigilancia integrada, apoyados en algoritmos, y ayudan a reconocer patrones

inusuales en sintomas, consultas médicas o movilidad poblacional.

La presente investigacion permite que el Programa Nacional de Prevencion y Control

de las Zoonosis en Cuba, obtenga una respuesta mas rapida confirmatoria de un
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evento epidémico en los humanos, en una region cubana, de forma eficiente y

focalizada.

La identificacion temprana de los casos y sus contactos contribuye a la reduccion
considerable de los costos médicos, incluyendo las estancias hospitalarias, asi como

la diseminacion de la infeccion hacia nuevos contactos o grupos familiares.
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VII. CONCLUSIONES

El predominio de las variables socio-demogréficas, clinico-epidemiolégicas en
los pacientes con brucelosis, del &rea de Esmeralda, coinciden con lo descrito
en la literatura y es de utilidad para la vigilancia realizada con el Programa
Nacional de Zoonosis, informacion que enriquece el conocimiento relacionado

con los brotes epidémicos en Cuba.

Se detecta en un alto porcentaje del ADN de Brucella spp. en muestras de
individuos relacionados entre si en tiempo y espacio, que cursan por las fases
agudas y subaguda, lo que permite el manejo clinico oportuno y temprano de la

enfermedad, asi como el control del evento epidemioldgico.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1.

Incorporar los métodos moleculares para la deteccion de Brucella spp. al
algoritmo de laboratorio para el abordaje y manejo de los brotes epidémicos de

la enfermedad, en Cuba.

Continuar incidiendo con los hospitales y Centros Provinciales del pais sobre el
uso del modelo de microbiologia que contiene la informacion clinico
epidemiologica necesaria para el adecuado uso e interpretacion de las
tecnologias disponibles en el laboratorio.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN para sueros y sangre total

- Atemperar los buffers y las muestras.

- Adicionar en el fondo de un vial de 1,5 mL 20 pL de Proteinasa K.
Utilizar tantos viales como muestras sean.

- Afadir 200 pL de la muestra en el vial donde esta la Proteinasa K. Si ho
se cuenta con esa cantidad de suero o sangre total completar con PBS
hasta que se obtenga el volumen requerido.

- Afadir 200 pL de Buffer AL a la muestra y mezclar mediante vortex por
15 segundos.

- Incubar el vial a 56°C durante 10 minutos.

- Dar golpe de centrifuga para que desciendan las gotas que pudieron
haber quedado suspendidas en la tapa.

- Adicionar 200 uL de etanol absoluto en frio (96 — 100°C), mezclar en el
vortex durante 15 segundos y dar golpe de centrifuga.

- Cuidadosamente transferir toda la mezcla a una columna QlAamp DNA
mini kit® y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

- Desechar el tubo con el filtrado y colocar un nuevo tubo colector.

- Afadir 500 pL de Buffer AW1, cuidando no tocar el borde de la columna,
y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

- Desechar el filtrado, colocar un nuevo tubo colector y adicionar
cuidadosamente 500 pL de Buffer AW2. Centrifugar a 14000 rpm
durante 3 minutos.

- Desechar el filtrado, colocar un nuevo tubo colector y centrifugar a 14000
rpm durante 1 minuto.

- Desechar nuevamente el filtrado, colocar un vial de 1,5 mL y afadir a la
columna 200 uL de Buffer AE o agua bidestilada estéril.

- Incubar a temperatura de laboratorio (15 — 25°C) durante 1 minuto y
luego centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

- Guardar la extraccion a — 20°C hasta su uso.



Anexo 2. Diagnostico molecular

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional y tiempo real,
constituyen métodos adecuados para la deteccion e identificacion de Brucella
spp. Pese al alto grado de homologia del ADN dentro del género Brucella, se
han desarrollado varios métodos moleculares que permiten, hasta cierto punto,
la diferenciacion entre especies de Brucella y algunas de sus biovariedades,
como la PCR, el analisis del polimorfismo en la longitud de fragmentos de
restriccibn ampliados mediante PCR (RFLP) y la transferencia Southern.
También se ha desarrollado una electroforesis en gel de campo pulsante que

permite la diferenciacion entre varias especies de Brucella?.

Mediante el empleo de la PCR puede biotipificarse Brucella y pueden
diferenciarse las cepas vacunales de cepas de campo, sin embargo, la PCR se

ha validado poco para el diagndéstico primario3.

La primera prueba de PCR mudltiple especifica de especie para la diferenciacion
de Brucella fue descrita por Bricker y Halling. La prueba, denominada PCR
AMOS (abortus-melitensis-ovis-suis), se basaba en el polimorfismo resultante
de la localizacion especifica de especie, de la secuencia de insercién IS711 en
el cromosoma de Brucella e incluia cinco cebadores oligonucleétidos que
podian identificar, sin diferenciarlas, las biovariedades 1, 2 y 4 de B. abortus,
pero no las biovariedades 3, 5, 6 y 9 de B. abortus. Con el tiempo, se han
introducido modificaciones de la prueba para mejorar el rendimiento, y se han
incorporado otros cebadores especificos de cepa para la identificacion de las
cepas vacunales de B. abortus y de otras biovariedades y especies. Se ha
propuesto una nueva prueba de PCR mudltiple (Bruce-ladder) para la
identificacion rapida y en un solo paso de Brucella. La principal ventaja de esta
prueba respecto a las PCR descritas previamente es que permite identificar y
diferenciar en un solo paso la mayoria de especies de Brucella, asi como las
cepas vacunales B. abortus S19 y B. abortus RB51. Ademas, mediante esta
nueva PCR multiple se pueden detectar las biovariedades 3, 5, 6 y 9 de B.

abortus3.

Recientemente se han descrito otros procedimientos que permiten la

identificacion de todas las especies de Brucella, biovariedades de B. suis y



cepas vacunales basados en la discriminacion por polimorfismo de nucleétido
anico (SNP) mediante la extensién de cebador, PCR en tiempo real o la
reaccion en cadena de la ligasa. Estas pruebas son réapidas, sencillas e
inequivocas y, al basarse en un analisis filogenético robusto, ayudan a
garantizar la especificidad de especie/biovariedad de los marcadores que se

utilizan3.

También se han descrito otros métodos que pueden afadir informacion
epidemiologica util. Se trata de un esquema de secuenciacion multilocus y de
varios esquemas de tipificacion basados en la utilizacion de analisis de
repeticiones en tdndem de un numero variable de locus mdultiples (MLVA).
Dependiendo de los marcadores concretos escogidos, estos métodos permiten
diferenciar las cepas a nivel de especie o incluso subclasificarlas pudiendo
llegar a obtener informacién epidemioldgica util a nivel de subespecie3.

2.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
2.1.1. Conceptos generales

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction) fue desarrollada en el afio 1983 por Kary Mullis. La PCR ha
revolucionado la biologia molecular y es en la actualidad una de las técnicas

moleculares mas utilizadas8-9.

El objetivo de esta técnica consiste es la amplificacion in vitro enzimética de
manera ciclica. Pudiendo ser directa a partir de un gen o un fragmento de
Acido Desoxirribonucleico (ADN), o indirecta de una ARN (Acido Ribonucleico)
a través de su ADN complementario o cADN, a partir de muestras de diversas
fuentes10.

El proceso completo de una PCR convencional (Figura 1), incluye tres pasos,
antes de la PCR, consiste en la extraccion de los acidos nucleicos utilizando
kits comerciales o protocolos tradicionales, durante la PCR, preparacion de la
mezcla de reaccion y amplificacion que incluyen ciclos con etapas de
desnaturalizacion, hibridacién y extensién y después de la PCR, basado en el

revelado de los productos de amplificacion en gel de agarosall

2.2. Pasos de la PCR para la deteccion molecular de Brucella spp.



2.2.1. Extraccion de ADN de Brucella spp. a partir de aislamiento

microbiolégico.

Cualquier método aceptado de purificacion de ADN seria adecuado. Sin
embargo, un método simple y eficaz consiste en seleccionar una colonia v,
utilizando un asa de siembra estéril, transferir las bacterias a 100 uL de agua
de grado PCR. Se debe hervir la suspension bacteriana durante un minimo de
5 minutos para matar a las bacterias y facilitar la lisis de la mayor parte de las
mismas, permitiendo la obtencion del ADN que sera utilizado como molde en la

reaccionb.

2.2.2. Secuencias de cebadores o iniciadores para identificacion de género,

especies y cepas de vacunales de Brucella.

Los cebadores, oligonucleétidos, iniciadores o primers (inglés): son secuencias
de ADN de cadena sencilla cortas, generalmente sintéticos, de 18 a 20
nucleétidos de longitud. Sus secuencias han de ser complementarias, uno de
ellos complementario al extremo 5’ de una cadena del ADN molde que hay que
amplificar y el otro complementario al extremo 3’ de la cadena opuesta de ADN
molde, se denominan segun la direccion con sentido o directo (Forward) y
antisentido o inverso (Reverse). Es necesario que el cebador hibride con el
ADN molde, para permitir el inicio de la reaccion de extension por parte de la
enzima Taq polimerasa. Es necesario conocer las secuencias de los extremos
para poder amplificar la region de ADN molde9-10. La informacién sobre las
secuencias de los cebadores puede obtenerse mediante revision de bases de
datos, publicaciones cientificas e inclusive puede disefiarse nuevos cebadores.
En la Tabla 1, se describen algunos de los cebadores utilizados para la
deteccidbn molecular del género, especies y cepas vacunales de Brucella

mediante la técnica de PCR convencional



Tabla 1. Identificacion, nombre, secuencia de cebadores y tamano del amplicon.

Producto de

Identificacién | Nombte Secuencia de cebadores de 5> a 3’ . » Ref.
amplificacién
- B4 TGGCTCGGTTGCCAATATCAA
Género Brucella | BSCP31 B5: CGCGCTTGCCTTICAGGTCTG 223 pb 14
" P S19 1: TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT 361 pb .
- avors i $19-2: CCCAGAAGCGAGACGAAACG 1063 pb
v Primer-1: TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCAC
B. abortus RB51 ;’; 7” *. | Prmer-2: TITAGITIGCCGTAATATAGGTCTAGAACCTGTC 900 pb 6
. Primer-3: GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA 1300 pb
- F: TGCCGATCACTTAAGGGCCTITCAT
e e R: -AAA TCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 731 5h 12
. T-GAGGGCTGACTCCGAATTTG
B el i R: ACGCTTCTCTGCCITATGGC alapk 7
- GCC CGCTGAAAC +C B
b F: GCCTA CGCTGAAACTTGCTTTTG b P

R: ATCCCC CCATCACCATAACCGAAG

"Actualmente existen una gran cantidad de cebadores, fueron seleccionados algunos para la elaboracion de este material.
“Permite la diferenciacion de cepas de campo de cepa vacunal S19.

oex

Se utiliza con enzimas de restricciéon Nel.



