Uleam

UNIVERSIDAD LAICA

ELOY ALFARO DE MANABI

UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

TRABAJO DE TITULACION

Modalidad Publicaciones Cientificas/ Capitulo de Libro

Tema:

BRUCELOSIS HUMANA POR LECHE NO PASTEURIZADA EN UNA ZONA RURAL DE
MANABI.

Autores:
Andrea Nayeli Mero Lucas

Sanddy Lorena Mieles Cellan

Tutor:

Lcda. Nicole Abigail Lagos Ruiz, Mg.

Periodo académico: 2025 -2.



CERTIFICACION DE AUTORIA

La estudiante Andrea Nayeli Mero Lucas, en calidad de autor y titular de los derechos
morales y patrimoniales del trabajo de titulacion: “Brucelosis humana por leche no
pasteurizada en una zona rural de Manabi*, modalidad de trabajo de integracion
curricular publicaciones cientificas/capitulo de libro, de conformidad con el Art. 114 del
Caodigo organico de la economia social de los conocimientos, creatividad e innovacion,
concedo a favor de la Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi, licencia gratuita,
intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de esta produccion, con fines
estrictamente académicos. Asi mismo, autorizamos a la Uleam de Manta, para que realice
la digitalizacion y publicacion de este trabajo de titulacion en el repositorio virtual, de

conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

El autor declara que este informe objeto de la presente autorizacion, es original en su
forma de expresion y no infringe el derecho del autor de terceros, asumiendo la
responsabilidad por cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta causa y

liberando a la Uleam.

AUTOR:

ﬂ\m&w\ oaw.

Andrea Nayeli Mero Lucas

CL.: 1317908067



CERTIFICACION DE AUTORIA

La estudiante Sanddy Lorena Mieles Cellan, en calidad de autor y titular de los derechos
morales y patrimoniales del trabajo de titulacion: “Brucelosis humana por leche no
pasteurizada en una zona rural de Manabi*, modalidad de trabajo de integracién
curricular publicaciones cientificas/capitulo de libro, de conformidad con el Art. 114 del
Codigo organico de la economia social de los conocimientos, creatividad e innovacion,
concedo a favor de la Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi, licencia gratuita,
intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de esta produccion, con fines
estrictamente académicos. Asi mismo, autorizamos a la Uleam de Manta, para que realice
la digitalizacién y publicacion de este trabajo de titulacion en el repositorio virtual, de

conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

El autor declara que este informe objeto de la presente autorizacion, es original en su
forma de expresion y no infringe el derecho del autor de terceros, asumiendo la
responsabilidad por cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta causa y

liberando a la Uleam.

AUTOR:

/) MW‘&

Sanddy Lorena Mieles Cellan
CL: 1314389436



CERTIFICADO TUTOR

NOMBRE DEL DOCUMENTO:

CODIGO: PAT-04-F-004
CERTIFICADO DE TUTOR(A).

Uleam PROCEDIMIENTO: TITULACION DE ESTUDIANTES DE GRADO | REVISION: 1

covamonc s | BAJO LA UNIDAD DE INTEGRACION CURRICULAR Pagina 1 de 1

CERTIFICACION

En calidad de docente tutor(a) de la Facultad Ciencias de la Salud de la carrera
de Laboratorio clinico de la Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi,
CERTIFICO:

Haber dirigido, revisado y aprobado preliminarmente el Trabajo de Integracion
Curricular bajo la autoria de la estudiante MERO LUCAS ANDREA NAYELI,
legalmente matriculado/a en la carrera de Laboratorio clinico, periodo académico
2025-2, cumpliendo el total de 384 horas, cuyo tema del proyecto es
“BRUCELOSIS HUMANA POR LECHE NO PASTEURIZADA EN UNA ZONA
RURAL DE MANABI”.

La presente investigacion ha sido desarrollada en apego al cumplimiento de los
requisitos académicos exigidos por el Reglamento de Régimen Académico y en
concordancia con los lineamientos internos de la opcion de titulacién en mencion,
reuniendo y cumpliendo con los méritos académicos, cientificos y formales, y la
originalidad del mismo, requisitos suficientes para ser sometida a la evaluacion del
tribunal de titulacién que designe la autoridad competente.

Particular que certifico para los fines consiguientes, salvo disposicion de Ley en
contrario.

Manta, 15 de enero de 2026.

Lo certifico,

. Docenté Tutor(a)
Area: Salud-Laboratorio clinico



NOMBRE DEL DOCUMENTO:
CODIGO: PAT-04-F-004
CERTIFICADO DE TUTOR(A).
Uleam PROCEDIMIENTO: TITULACION DE ESTUDIANTES DE GRADO | REVISION: 1
worsraoscvine | BAJO LA UNIDAD DE INTEGRACION CURRICULAR Pagina 1 de 1
CERTIFICACION

En calidad de docente tutor(a) de la Facultad Ciencias de la Salud de la carrera
de Laboratorio clinico de la Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi,
CERTIFICO:

Haber dirigido, revisado y aprobado preliminarmente el Trabajo de Integracion
Curricular bajo la autoria de la estudiante MIELES CELLAN SANDDY LORENA,
legalmente matriculado/a en la carrera de Laboratorio clinico, periodo académico
2025-2, cumpliendo el total de 384 horas, cuyo tema del proyecto es
“BRUCELOSIS HUMANA POR LECHE NO PASTEURIZADA EN UNA ZONA
RURAL DE MANABI”.

La presente investigacion ha sido desarrollada en apego al cumplimiento de los
requisitos académicos exigidos por el Reglamento de Régimen Académico y en
concordancia con los lineamientos internos de la opcién de titulaciéon en mencion,
reuniendo y cumpliendo con los méritos académicos, cientificos y formales, y la
originalidad del mismo, requisitos suficientes para ser sometida a la evaluacion del
tribunal de titulacion que designe la autoridad competente.

Particular que certifico para los fines consiguientes, salvo disposicion de Ley en
contrario. .

Manta, 15 de enero de 2026.

Lo certifico,

. Docehnte Tutor(a)
Area: Salud-Laboratorio clinico




CERTIFICADO ANTIPLAGIO

e

I CERTIFICADO DE ANALISIS
T magister

-

Brucelosis Humana por leche no
pasteurizada en una zona rural de

Manabi

Nombre del documento: Brucelosis Humana por consumo de leche no
pasteurizada en una zona rural de Manabi .docx

ID del documento: b4a976fc0f4db368cd1 cb0241118513ae6e73b3e
Tamaiio del documento original: 26555 kB

Ubicacién de las similitudes en el documento:

Depositante: NICOLE ABIGAILLAGOSRUIZ
Fecha de deposito: 9/1/2026

Tipo de carga: interface

fecha de fin de analisis: 9/12026

(0 0% Similitudes
0 = similitudes
entre comillas
0 % entrelas

anitne
9% By fuentes
Textos
sospechosos

mencionadas
4 Idiomasno
o
reconocidos
5% Textos
potencialmente
generados por
lalA

Numero de palabras: 4288
Numero de caracteres: 28.727



Dedicatoria:

Este logro de mi carrera universitaria es dedicado con todo mi corazén principalmente a Dios, por

ser luz y guia durante este camino.
Para mis padres: Jos¢ y Erika mis dos grandes amores.

Dedicado especialmente a mi mamita Erika, mi mayor inspiracion. Gracias por sostenerme en los
momentos dificiles y por ensefiarme que la verdadera fortaleza nace del corazén. Por creer en mi
y en todo lo que puedo lograr incluso cuando dudo de mi, espero que siga sintiéndose orgullosa de

su hija. Este triunfo también es tuyo. Te amo.

A mis hermanos: Alexi y Melissa por su amor, preocupacion y cuidado dia a dia, gracias por

siempre estar pendientes a mi.

A mi tio Ivan, quien considero un hermano, por cada momento de risas y bromas, por los consejos

que a tu manera me brindas para seguir adelante, por estar presente y acompafiarme en cada paso.

A mis abuelitos maternos: Mami Alina y Papi Carlos, mis viejitos, por cada oracion que elevaron
a mi nombre, por su preocupacion, amor y apoyo en cada momento, por recordarme seguir firme

en el camino sin dejarme vencer.
A mis tios Fabian, Diana y Maria por estar pendientes y confiar en que lo lograria.

A mis primos Isaias, Dannae, Romario y Daylin a quienes considero mis hermanos, espero que

este logro sea de ejemplo para ustedes.
Dedicado a mi, por tanto, esfuerzo, sacrificio, lagrimas, dedicaciéon y compromiso. jLO LOGRE!

Andrea Nayeli Mero Lucas.



Dedicatoria:

Dedico este trabajo, ante todo, a mi misma. No fue un camino facil: hubo lagrimas, cansancio y
momentos en los que dudé de mis fuerzas, pero nunca me rendi. Hoy me abrazo con orgullo y
gratitud por haber creido en mi, por seguir adelante aun cuando todo parecia imposible, y agradezco
a Dios por acompafiarme en silencio, por abrirme puertas cuando creia que todo estaba cerrado y

recordarme que todo esfuerzo tiene su recompensa.

A mis padres y hermanos, con todo mi amor y admiracioén, por ser el pilar de mi vida. Gracias por
sus consejos, sacrificios y por creer siempre en mis suefios. A mi madre, por su amor inagotable y
ejemplo de fortaleza; a mi padre, por ensefiarme el valor del esfuerzo y la perseverancia. Este logro

también les pertenece, porque en cada paso y en cada pagina esta su apoyo incondicional.

A mi novio, por su amor, paciencia y comprension. Gracias por acompaiiarme en cada etapa, por

calmar mis miedos y ser mi impulso constante para seguir adelante.

A mis amigas, por su carifio sincero, por estar en los dias buenos y en los dificiles, por sus palabras

de aliento y por celebrar conmigo cada pequeio logro.

A mi tutora de tesis, por su guia, compromiso y dedicacion. Gracias por su orientacion constante,
su paciencia y por inspirarme con su ejemplo. A todos mis docentes, por su entrega, vocacion y

motivacion para crecer como profesional y como persona.

Hoy miro atras con gratitud y hacia adelante con esperanza. Este trabajo representa no solo el cierre
de una etapa, sino el inicio de nuevos suefios y desafios. Dedico este logro a mi misma y a todos

quienes creyeron en mi, porque sin su amor y apoyo, este camino no habria sido posible.

Sanddy Lorena Mieles Cellan.



Agradecimiento:

Gracias, infinitas gracias a Dios por iluminar mi camino y brindarme fortaleza, valentia y corazén

para afrontar todos los obstaculos que surgian en el camino.

Gracias a mi Mamad, Erika, por ser siempre mi guia, por su apoyo constante, por cada consejo
oportuno y por acompafiarme con amor y paciencia en cada etapa de mi vida. Gracias por
ensefiarme a ser una mujer respetuosa, paciente, educada, con principios y valores. Su ejemplo de
esfuerzo y perseverancia han sido fundamental para alcanzar esta meta, me siento muy orgullosa y

bendecida de tenerte a mi lado.

A mi querida familia materna, gracias por su amor constante, apoyo y por confiar en mi, esto que

hoy he logrado también les pertenece pues han sido un pilar en cada etapa de mi vida. Los amo.

A mis besties, amixs, amigas: Laura y Lucia, cada chocoaventura que hemos vivido ha sido muy
gratificante, cada risa compartida hasta que nos dolia la barriga, y ciertas lagrimas que fueron para
sanar algo entre nosotras. Agradezco a la vida por hacer que nos conociéramos en esas aulas y

poder mezclar nuestros carismas para hoy en dia ser el team que somos, las quiero mucho.

A mi compainera de tesis, Sanddy, gracias por acompafarme en este proyecto que lo logramos con

mucha satisfaccion, dedicacion y esfuerzo.

A los licenciados que conoci durante todo este camino, gracias por sus ensefianzas, en especial a
uno de ellos gracias por brindarme su confianza desde el primer dia de practicas, por permitir que
me arriesgara a lo que creia dificil, por cada risa, por cada ensefianza, orientaciéon y por cada

momento vivido, compartir turnos fue una experiencia gratificante.

Finalmente, me agradezco a mi misma por superar el reto que creia mas grande de mi vida, hubo
noches de llanto y desvelo, pero a pesar de eso prevalecieron las ganas de avanzar, de no retroceder,
de confiar en que podia con todo, y asi fue, estar escribiendo estas palabras es asombroso y a la vez
nostalgico. Me siento muy orgullosa de lo que soy, de lo que aprendi, de las personas que conoci,
y de cada experiencia vivida. Me felicito por llegar hasta aqui, no rendirme, y cumplir uno de los

tantos suefios que anhelaba con el corazon.

Andrea Nayeli Mero Lucas.



Agradecimiento:

Agradezco, en primer lugar, a Dios, por ser mi guia y fortaleza en cada paso de este camino. Gracias
por darme vida, sabiduria y fuerza para no rendirme, por iluminar mi mente y recordarme que con

fe todo es posible.

A mis amados padres, el motor mas grande de mi vida. Mama4, gracias por tu amor incondicional,
tus palabras que sanan y tus oraciones que me acompafian siempre. Eres mi ejemplo de valentia y
ternura. Papd, gracias por tu apoyo constante, por tus consejos sabios y por ensefiarme a ser fuerte
y perseverante. Este logro también es de ustedes, porque sin su amor y sacrificio nada de esto habria

sido posible. A mis hermanos, gracias por estar siempre para mi; los amo con todo mi corazon.

A mi misma, por no rendirme, por secar mis lagrimas y seguir adelante cuando sentia que no podia
mas. Hoy me miro con orgullo, sabiendo que cada esfuerzo vali6 la pena y que cada caida me hizo

mas fuerte.

A mi novio, gracias por tu amor, tu paciencia y tu apoyo incondicional. Gracias por creer en mi,

por tus palabras de aliento y por acompafiarme en cada etapa, incluso en los momentos mas

dificiles.

A mis amigas gracias por su cariilo sincero, por las risas, los consejos y la compaiiia constante. Su

amistad ha sido un regalo invaluable en este proceso.

A mi compafiera de tesis, gracias por tu compromiso, dedicacidon y por compartir conmigo cada
reto, desvelo y logro. Juntas demostramos que el trabajo en equipo, con respeto y amistad, siempre

da frutos hermosos.

A mi familia y mis abuelos, por su amor incondicional y por creer en mi. Su orgullo y sus palabras

de aliento me dieron fuerza para seguir adelante.

A mis docentes, gracias por su tiempo, paciencia y sabiduria. Por inspirarme, motivarme y ser parte

fundamental de mi formacion profesional y personal.

Y a todas las personas que, de alguna manera, fueron parte de este proceso, gracias de corazon.
Cada palabra, gesto y muestra de apoyo dejé una huella en mi vida. Este trabajo refleja no solo mi
esfuerzo, sino también el amor, la fe y la esperanza que me rodearon. Porque los suefios, con

dedicacion y fe, siempre se cumplen. Sanddy Lorena Mieles Cellan.



INDICE DE CONTENIDOS:

RESUMEN ...ttt ettt e et e st e e s bt e e s bt e e et e e sabbeesabteesabeeenaneeas 12
INTRODUCCION........cooriiiiriiiieieaeseeese et 13
DESARROLLO : ......cooiiii ettt ettt e st e sttt e st e st e e sbeeesanee s 15
Leche N0 Pasteurizadan..............coooviiiiiiiiiiiii e e e 15
BrucelOsis .......cocooiiiiiiiiiiiii e 15
AGENTE CHIOLOZICO. .......eeiiiiiiiiiiiiee et et 16
EPIdemiolo@ia..........ccooviiiiiiii e s 16
Manifestaciones CliMICAS............c.ooviiiiiiiiii e 17
METODOLOGIA: ...t 17
ODbtenciOn de dAtoS:..........coocuiiiiiiiiiiiiie e e e st e e s ab e e s s bt e e e s bb e e e s bee e e sbreeesnreens 18
Recoleccion de muestras biolOgicas: ............ccccooiiiiiiiiiiiiiii e 18
Técnicas y procesamiento de analiSis:............ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19

1.  Aglutinacion antigeno febril de Brucella. .............ccoocceiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
ELISA IgG para Brucella. ...........cccooiiiiiiiiiiiieee ettt s 19
RESULTADOS ...ttt ettt ettt e s bttt e s st e b e sateesbeesaneeeees 20
DISCUSTION ..ottt esse ettt 23
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt et e s bt s be e st e e beesateenbeesaneens 25

INDICE DE GRAFICO:

Grafico 1. Valores referenciales para el IgG contra Brucella en ELISA. ..., 20

INDICE DE TABLAS:

Tabla 1. Promedio general de consumidores de leche no pasteurizada y resultado de aglutinacion
antigeno febril de Brucella en SUET0 SANZUINEO. ........c.cevuiiriieriieriieiieeit et 21

Tabla 2: Resultados del ensayo ELISA para Brucella en la poblacion del cantén Olmedo........... 22

Tabla 3. Resultados de las pruebas de aglutinacion y ELISA en el diagndstico de brucelosis
RUIMANA. <ottt ettt ettt et sa e e s 22



Brucelosis humana por leche no pasteurizada en una zona rural de Manabi.

Human brucellosis from unpasteurized milk in a rural area of Manabi.

Andrea Nayeli Mero Lucas’
el317908067 @live.uleam.edu.ec
https://orcid.org/0009-0004-1821-1807

Estudiante de Laboratorio clinico

Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, Ecuador.

Sanddy Lorena Mieles Cellan’
el314389436@live.uleam.edu.ec
https.//orcid.org/0009-0009-0810-8079

Estudiante de Laboratorio clinico

Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, Ecuador.

Nicole Abigail Lagos Ruiz®
nicole.lagos@uleam.edu.ec

https.//orcid.org/0000-0003-3815-5481

Magister en Ciencias Del Laboratorio Clinico
Licenciada en Laboratorio clinico

Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, Ecuador.

RESUMEN

Introduccion: La brucelosis es constantemente una zoonosis relevante en distintas regiones del
mundo y persiste como una amenaza para la salud publica, especialmente en comunidades rurales
donde atin es comun el consumo de leche sin pasteurizar. Este habito incrementa la exposicion a
infecciones por bacterias del género Brucella. Objetivo: Identificar Brucelosis humana por leche
no pasteurizada en una zona rural de Manabi. Método: Se efectué un estudio observacional,
descriptivo y transversal en los residentes de la zona rural de Olmedo. A todos los participantes se
les realizo pruebas seroldgicas: aglutinacion del antigeno febril para Brucella y un ensayo basado

en ELISA para deteccion de anticuerpos IgG. Resultados: Se evidencié que una muestra presento
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reactividad positiva por aglutinacion, mientras que todas las muestras en el ensayo ELISA fueron
negativas, lo que indica una mayor confiabilidad y precision en el método ELISA para el
diagnéstico de Brucella. Conclusiones: Se concluye que con los hallazgos obtenidos se deben
aplicar métodos seroldgicos precisos como el ensayo de ELISA para prevenir casos de brucelosis

en zonas rurales.
Palabras Claves: Brucelosis - leche no pasteurizada - antigeno febril — ELISA - Manabi.
ABSTRACT:

Introduction: Brucellosis remains a relevant zoonosis in various regions of the world and persists
as a public health threat, especially in rural communities where the consumption of unpasteurized
milk is still common. This practice increases exposure to infections caused by bacteria of the genus
Brucella. Objective: To identify human brucellosis due to unpasteurized milk in a rural area of
Manabi. Method: An observational, descriptive, and cross-sectional study was conducted among
residents of the rural area of Olmedo. All participants underwent serological testing: agglutination
of the febrile antigen for Brucella and an ELISA-based assay for the detection of IgG antibodies.
Results: One sample showed positive agglutination, while all samples tested negative in the ELISA
assay, indicating greater reliability and accuracy of the ELISA method for Brucella diagnosis.
Conclusion: It is concluded that, based on the findings obtained, precise serological methods such

as the ELISA test should be applied to prevent cases of brucellosis in rural areas.

Keywords: Brucellosis - unpasteurized milk - febrile antigen - ELISA - Manabi.

INTRODUCCION.

La brucelosis humana constituye una de las zoonosis bacterianas de mayor relevancia a nivel
mundial y representa un serio problema en la salud publica, especialmente en paises en desarrollo
donde las condiciones sanitarias, los controles epidemioldgicos y las medidas de prevencion
resultan limitadas. Su principal via de transmision al ser humano es ocasionada por el consumo de
productos lacteos que no ha sido sometidos a procesos de pasteurizacion, entre ellos la leche cruda
y sus derivados, los cuales pueden actuar como vehiculos de transmision de la bacteria Brucella
spp (1). En conformidad con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), cada afo se registran
ciento de miles de casos de personas, principales en regiones vulnerables donde persisten practicas

inadecuada en la manipulacion y consumo de alimentos de origen animal.



En zonas rurales como el Canton Olmedo de la Provincia de Manabi en Ecuador, la produccion y
el consumo de leche cruda forman parte de la vida cotidiana de muchas familias, quienes la
consideran un alimento natural, economico y de facil acceso. Sin embargo, esta practicas arriesgada
en las costumbres locales conllevan un riesgo significativo para la salud humana, ya que la leche
sin tratamiento térmico (sin pasteurizar) puede contener agentes patdgenos capaces de provocar
infecciones agudas o croénicas. La brucelosis humana puede manifestarse mediante sintomas
inespecificos como fiebre prolongada, cansancio, sudoracion excesiva, malestar general y dolores

musculares y articulaciones, lo que en muchos casos retrasa su diagndstico y tratamiento oportuno

2).

Diversos estudios realizados en paises de América Latina han demostrado una relacion directa entre
la presencia de brucelosis en animales de granja y su transmision hacia las personas a través del
consumo de productos lacteos no pasteurizados (3). Investigaciones desarrolladas en Ecuador han
evidenciado la persistencia de esta enfermedad, especialmente en zonas rurales vinculadas a la
actividad ganadera, donde son insuficiente las medidas de control sanitaria, la vigilancia
epidemioldgica y los programas de educacion en salud (4). La poblacion se mantiene en constante
peligro, particularmente quienes acostumbran ingerir leche sin pasteurizar o estan involucrados en

tareas de cuidado, crianza, ordeno y manejo directo del ganado.

Del mismo modo, factores como el escaso conocimiento sobre esta infeccion, la ausencia de
medidas preventivas realmente eficaces y la intervencion limitada de las entidades de salud
favorecen que la infeccion por Brucella persista como un problema discreto pero presente dentro
de estas comunidades. En muchos casos, las personas desconocen el origen de la infeccion y
continuan practicando habitos que favorecen la propagacion de la enfermedad dentro de su entorno.
Esta situacion pone en evidencia la necesidad urgente de fortalecer la educacion sanitaria y
promover habitos seguros en la manipulacién y consumo de la leche, especialmente en poblaciones

rurales vulnerables (3).

De manera particular, en el Canton Olmedo de la provincia de Manabi, la poblacion rural se
encuentra expuesta permanentemente al consumo de leche no pasteurizada, por costumbres locales.

A pesar de esta realidad, existen pocos estudios que evalien la presencia de brucelosis humana en



esta zona y su relacion directa con esta practica, lo que limita la implantacion de estrategias de

prevencion, control y tratamiento oportuno de la enfermedad (5).

Por lo tanto , el objetivo de la presente investigacion se basa en identificar la presencia de brucelosis
humana asociada al consumo de leche no pasteurizada en la zona rural del cantén Olmedo,
provincia de Manabi, mediante la aplicacién de pruebas seroldgicas, como la aglutinacion del
antigeno febril de Brucella y el ensayo de anticuerpos IgG en Elisa, que permitan establecer la
relacion entre este héabito alimenticio y la infeccion por Brucella spp, contribuyendo asi a la
generacion de informacion cientifica 1til para la toma de decisiones en salud publica con el
proposito de fortalecer el conocimiento de esta problemadtica y promover acciones que mejoren la

calidad de vida y el bienestar de la comunidad.

DESARROLLO:

Leche no pasteurizada

La leche no pasteurizada o leche cruda se remarca como un alimento con preciadas propiedades
nutricionales y biologicas. Se obtiene de animales de granja, como vacas, cabras y ovejas que son
criados con una dieta basada en pasto (6). La leche no pasteurizada se comercializa sin haber
pasado por procesos de pasteurizacion ni homogenizacion, por ello, se le considera un alimento
completo ya que conservan intactas sus enzimas, vitaminas, minerales y acidos grasos naturales.
Muchos consumidores prefieren la leche cruda o no pasteurizada ya que prefieren percibir su sabor

mas auténtico y natural (6).

Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad que tiene una historia muy larga, que se remonta al pasado a mas
de siete siglos antes de Cristo. Estudios realizados confirmaron que se han encontrado lesiones
Oseas y articulares tipicas de brucelosis en restos de antiguos egipcios (7). Es conocida también
como “fiebre ondulante”, “fiebre de Malta” o “fiebre mediterranea”, la brucelosis es una infeccion

que afecta tanto a las personas como a una amplia variedad de animales sean domésticos o salvajes

(8.

En seres humanos esta infeccion es provocada principalmente por cuatro tipos distintos de bacterias
del género Brucella: Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella canis. Si bien

todas estas especies son capaces de infectar al humano, aunque se considera que la mas comun,



extendida a nivel global y responsable principalmente de la Brucelosis humana es la del tipo

Brucella melitensis (8).

Agente etioldgico

Esta enfermedad se atribuye a ser causada por bacterias del género Brucella, que son bacilos Gram-
negativos con caracteristicas especificas: no encapsulados, inmoviles, no formadores de esporas,
presentan crecimiento lento bajo condiciones de aerobiosis estricta, ademas de ser intracelulares

facultativos lo que favorece su replicacion y supervivencia dentro de las células del huésped (9).
Su forma de transmision al huésped humano se produce por medio de varias vias de exposicion:

e Ingestion: consumo de leche y productos lacteos derivados de animales infectados.
¢ Inhalacion: exposicion a particulas en aerosol contaminadas con el patégeno.

e Contacto directo: manipulacion de tejidos o fluidos de animales enfermos.

En animales, las fuentes de infeccion son diversas e incluyen: materiales de aborto, secreciones
vaginales, leche, ingesta de agua y alimentos contaminados. Ademas, la infeccion en crias jovenes

como los terneros ocurre por via intrauterina o calostro (10).

Epidemiologia

La capacidad de las bacterias del género Brucella para sobrevivir durante extensos periodos en
medios como la leche, sus derivados y el suelo manifiesta un desafio epidemioldgico relevante.
Esta persistencia se ve facilitada por el hecho de que muchos animales que son portadores de la
infeccion no fallecen por la enfermedad y se convierten en portadores a largo plazo (4). De los
diferentes tipos de Brucella, el género Brucella melitensis destaca por ser mds invasiva y
patogénica. De tal manera que en humanos esta especie causa infecciones asintomaticas hasta

cuadros agudos o crénicos, con largos periodos de incubacion antes de la aparicion de los sintomas
.

Existe una tendencia incrementada a contraer la enfermedad en individuos cuyas actividades
profesionales estan habitualmente relacionadas al ganado infectado o sus productos, el grupo de

personas mas vulnerables incluyen:

e Veterinarios

e Personal de laboratorio



e Trabajadores de mataderos y frigorificos

e Trabajadores de campo

De hecho, en las comunidades rurales presentan una alta incidencia de brucelosis humana por la

estrecha cohabitacion y el contacto continuo entre las personas y los animales (7).

Manifestaciones clinicas

La brucelosis es una enfermedad que, potencialmente puede evolucionar hacia manifestaciones
clinicas severas e incluso provocar un dafio multisistémico. El tiempo transcurrido desde la
exposicion hasta la aparicion de los sintomas (periodo de incubacion) oscila entre una a tres

semanas, sin embargo, hay reportes de casos en los que el periodo se extiende hasta dos meses o

mas (11).

Las manifestaciones clinicas de la brucelosis se clasifican en tres estadios clinicos principales,

aguda, subaguda y crénica.

>

K/
*

Fase aguda: Esta etapa se caracteriza por la aparicion de sintomas tales como fiebre

)

ondulante, escalofrios, sudoracion, mialgias (dolor muscular), y artralgia (dolor articular).
Asi mismo, se suman sintomas digestivos, como diarrea, vomitos y falta de apetito. El
desenlace de esta fase puede ser una recuperacion completa, o la progresion hacia una forma
subaguda o crdnica incluso un resultado fatal (11).

¢ Fase Subaguda: En este estadio los pacientes presentan las mismas caracteristicas clinicas

de la fase aguda, sin embargo, en menor intensidad o severidad (11).

¢

o
25

Fase Croénica: La progresion de la enfermedad puede llevar a complicaciones mas
relevantes como la degeneracion del sistema osteoarticular, hepatomegalia (agrandamiento

del higado) y sintomas neurologicos inespecificos (11).

METODOLOGIA:

La investigacion se enmarca en un diseflo observacional, descriptivo mediante la recoleccion de
datos con enfoque transversal. La poblacion de estudio estuvo constituida por habitantes que han
consumido leche no pasteurizada en el ultimo afio pertenecientes a la zona rural del cantén Olmedo,
provincia de Manabi, Ecuador. La muestra quedo conformada por 70 personas debido al tamafio

limitado de la comunidad.



Se incluyeron en el estudio a participantes que consumen habitualmente leche no pasteurizada.

Se excluyeron aquellos individuos con diagndstico previo de brucelosis, personas que no consumen
leche no pasteurizada ni productos lacteos derivados, asi como aquellos que no otorgaron su

consentimiento informado para participar en la investigacion.

Esta investigacion aplico un proceso de seudonimizaciéon el cual permitid precautelar la
confidencialidad de los datos de los participantes, incluyendo la asignacién de codigos Unicos,
eliminando cualquier referencia a nombres o informacion personal identificable. Este proceso se
realizd a partir de datos recolectados de cada paciente para que estos puedan ser analizados de
manera andonima. No obstante, para el sistema de codificacion cada paciente recibio un codigo
alfanumérico estructurado que consistid en una letra correspondiente (P: Paciente), le siguen tres
nameros secuenciales (001-070) asignado seguin el orden en que se registran. Finalmente, el

proceso de seudonimizacion se realiza con la codificacion POO1.

Obtencion de datos:

Se realizaron charlas comunitarias en el mes de agosto del presente afio en las que se les explico a
los habitantes el proposito del estudio, sus procedimientos y los beneficios que conlleva.
Posteriormente, los datos se recopilaron en base a los criterios de inclusion y exclusion, que

permitan reducir inconvenientes durante y después de los resultados del analisis.

Recoleccion de muestras bioldgicas:

Para este estudio, se recolecto una muestra de sangre venosa de las venas del antebrazo. En cada
paciente se selecciond la vena mas apropiada e ideal siguiendo los protocolos de bioseguridad y
asepsia. Posteriormente, se procedi6 a extraer entre 3 a SmL del volumen sanguineo con una jeringa
e inmediatamente colocada en un tubo amarillo con gel separador. De tal manera, que, al separar
el suero de la sangre, se logre obtener la cantidad apropiada de suero para efectuar las pruebas

serologicas.

Las muestras fueron rotuladas segun la codificacion alfanumérica correspondiente, conservadas en
contenedores refrigerados a 2 — 8°C y trasladadas para su procesamiento al laboratorio clinico

KOCH en la ciudad de Manta, provincia de Manabi.



Técnicas y procesamiento de analisis:

1. Aglutinacion antigeno febril de Brucella.
Se utilizo el kit de Atlas Medical para la determinacion de anticuerpos (aglutinas) contra Brucella
en suero sanguineo. Se trata de una prueba de tamizaje (screening), un ensayo de aglutinacion en
portaobjetos. El principio consiste en la interaccion entre los anticuerpos presentes en el suero del
paciente y los antigenos bacterianos del reactivo, generando una aglutinacion visible indica

reaccion positiva, caso contrario es negativo.
Principio:

En base a las especificaciones técnicas del protocolo (Atlas medical, 2013) para la determinacién

de anticuerpos (aglutinas) contra Brucella se determina que:

“En casos de infeccion humana con diversos agentes microbioldgicos, se forman anticuerpos. La
mezcla de estos anticuerpos con los antigenos homologos correspondientes provoca aglutinacion
en condiciones controladas. La aglutinacion es visible macroscopicamente. Para fines de cribado,
los antigenos pueden utilizarse en la prueba cualitativa rdpida en portaobjetos. Los resultados
positivos pueden confirmarse con la prueba cuantitativa en tubo para verificar el titulo de

anticuerpos”.
Procedimiento:

a. Prueba rapida en portaobjetos:

1. Colocar una gota (50ul) de muestra a analizar en la placa.

Anadir una gota (50 ul) de antigeno a cada circulo junto a la muestra a analizar.
Mezclar con un agitador y extender sobre toda el area delimitada de la placa.

Colocar el portaobjetos en un rotador mecanico a 80-100 rpm, durante 1 minuto.

A

Leer los resultados inmediatamente a través del microscopio.

2. ELISA IgG para Brucella.
Se utilizo el kit de Vircell para la determinacion cuantitativa de anticuerpos IgG contra Brucella en
suero o plasma. El principio del ensayo se basa en detectar anticuerpos dirigidos contra el

lipopolisacarido (LPS) de Brucella.

Principio:



De acuerdo con las especificaciones técnicas del protocolo (Vircell, S.L, 2021) para la

determinacion de anticuerpos IgG contra Brucella se determina que:

“El método de ELISA se basa en la fijacion de antigenos de Brucella en una placa. Al afiadir el
suero, los anticuerpos especificos -si estdn presentes- se unen a estos antigenos. Tras los lavados,
se agrega un conjugado enzimatico que se adhiere a los anticuerpos unidos. Finalmente, el sustrato
reacciona con la enzima y produce una coloracién cuya intensidad se mide en un lector de

microplacas, permitiendo determinar la presencia de anticuerpos IgG”
Procedimiento:

Cada muestra sérica se diluyd en el buffer correspondiente y se dispenso en los pocillos recubiertos
con antigeno. La placa se incubd durante el tiempo especificado para permitir la fijacion de

anticuerpos, seguido de una serie de lavados automaticos destinados a retirar fracciones no unidas.

Posteriormente, se afiade el conjugado anti-IgG marcado con enzima y se incuba nuevamente. Tras
completar la segunda fase de lavados, se aplica el sustrato cromogénico, el cual reacciona con la
enzima generando un producto coloreado proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes. La
reaccion se detiene frente a la solucidn de parada y la densidad optica se mide en un

espectrofotometro de microplacas.

Grdfico 1. Valores referenciales para el IgG contra Brucella en ELISA.
Fuente: (Vircell S.L, 2021)

Indice Interpretacion
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RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos a partir de la recoleccion y analisis de datos
realizados en residentes de la zona rural del canton Olmedo, Manabi durante el mes de agosto, para
ello, se utilizaron diferentes métodos de investigacion, como las encuestas y procesamiento de

muestras.

Se realizo una encuesta a cada habitante de la zona en la cual se recolecto datos importantes para

la ejecucion del estudio. Dentro de estos pardmetros se valoro la importancia a una pregunta, la que



hacia énfasis en si consume leche no pasteurizada, ya que esto ayudo a la eleccion adecuada de los

participantes.

Se evaluaron 70 participantes que cumplieron con los criterios planteados. En cuanto a distribucion
de participantes seglin el sexo, nuestra poblacién masculina corresponde a 42 (60%) participantes

de 70, mientras que la poblacion femenina comprende a 28 (40%) participantes de 70.

Objetivo 1: Determinar la presencia de Brucelosis humana en la poblacién que consume leche no
pasteurizada en la zona rural de Olmedo mediante aglutinacion de antigeno febril de Brucella.

Tabla 1. Promedio general de consumidores de leche no pasteurizada y resultado de aglutinacion
antigeno febril de Brucella en suero sanguineo

Consume leche sin Ag,lutinaci()n. .
. Frecuencia % antigeno Febril  Frecuencia %
pasteurizar de Brucella
Si 63 90% Positivo 1 1%
No 7 10% Negativo 69 99%
Total 70 100% Total 70 100%

Los datos obtenidos en la tabla 1 demostraron que, la mayoria de los participantes, exactamente el
90% (n=63) reportaron su consumo de leche no pasteurizada, a diferencia del 10% (n=7) de la

poblacion elegida quienes indicaron no consumir este tipo de productos.

Por otro lado, el resultado alcanzado de la prueba de aglutinacion con antigeno febril de Brucella,
detalla que solo 1 participante (1%) presentd un resultado Positivo, a diferencia de los 69

participantes restantes, los cuales obtuvieron un resultado negativo.

Objetivo 2: Identificar la prevalencia de anticuerpos en ELISA contra Brucella en una muestra
representativa de la poblacion del canton Olmedo.



Tabla 2: Resultados del ensayo ELISA para Brucella en la poblacion del canton Olmedo

Resultado ELISA Frecuencia Porcentaje (%)
Positivo
0 0.00
>11
Negativo
70 100.00
<9
Indeterminado
0 0.00
De9all
Total 70 100.00

La tabla 2 muestra que el 100% de las muestras analizadas (n =70) resultaron negativas en la
deteccion de anticuerpos contra Brucella mediante el ensayo ELISA, con valores menores a 9
unidades, no se registraron casos positivos, ni intermediarios, debido a que la prevalencia fue del

0% en la poblacién del canton Olmedo, indicando ausencia de dicha infeccion en los participantes

estudiados.

OBJETIVO 3: Comparar la utilidad de las pruebas de aglutinacion y ELISA en el diagndstico de

brucelosis humana en la poblacion del cantén Olmedo.

Tabla 3. Resultados de las pruebas de aglutinacion y ELISA en el diagnostico de brucelosis

humana.
. . . Porcentaje Sensibilidad Especificidad
Prueba diagnéstica Resultado Frecuencia (%) (%) (%)
Aglutinacion —— (Antigeno p, o 1 1.43 76% 71.2%
Febril)
Negativo 69 98.57 76% 71.2%
Subtotal Aglutinacion Total 70 100 — —
ELISA anti-Brucella spp. Positivo 0 0.00 98% 95%
Negativo 70 100.00 98% 95%
Subtotal ELISA Total 70 100 — —




En la tabla 3 muestra una comparacion de los resultados obtenidos con la prueba de aglutinacion
de antigeno febril y el ensayo ELISA para la deteccion de anticuerpos contra Brucella spp.,

aplicados a una muestra de 70 participantes del cantén Olmedo.

La prueba de aglutinacion detectd inicamente un caso positivo (1,43%), pre, y mientras que el
98,57% de las muestras resultaron negativas. Sin embargo, el método ELISA reportd resultados
100% negativos, sin evidencia de efecto positivo en ninguno de los participantes evaluados. La
sensibilidad y especificidad de estos métodos nos indica que el ensayo en ELISA presenta mejores
resultados y una mayor confiabilidad en la deteccion de los resultados positivos o negativos. Por
el contrario, la prueba de aglutinacion del antigeno febril de Brucella no indica valores concretos
de especificidad y sensibilidad, sin embargo, diferentes casas comerciales indican que la
sensibilidad es del 76.47% y especificidad del 71.2%. de esta forma se corrobora el argumento

indicado para el ensayo de ELISA.

DISCUSION

En este estudio, la determinacion de la presencia de brucelosis entre quienes consumen leche no
pasteurizada mediante la prueba de aglutinacion (antigeno febril) permite evidenciar una posible
exposicion constante en la poblacion rural, lo cual concuerda con estudios epidemioldgicos que
sefialan al consumo de leche cruda como un factor de riesgo zoondtico significativo (12). Por
ejemplo, un estudio en Ecuador identifico una seroprevalencia humana de 1,88% mediante
multiples pruebas serologicas, y se encontrd como principales factores de riesgo el contacto con el
ganado y manipulacion de fetos, lo cual, sugiere que practicas tradicionales y consumo de

productos de animales no pasteurizados estan asociados con la infeccion (13).

Las pruebas serologicas, pese a su limitada sensibilidad y a que en personas con exposicion
frecuente a Brucella pueden generar resultados complicados de interpretar, y contintian siendo
fundamentales para el diagnostico, sobre todo en regiones con escasos recursos. De tal manera,
representan el método clave o de mayor relevancia en naciones donde la brucelosis ha sido

eliminada y la enfermedad ha quedado en el “olvido” (14).

Al mismo tiempo, la aplicacion de Elisa para detectar anticuerpos contra Brucella en una muestra
representativa del Canton Olmedo podria arrojar una estimacion mas precisa y confiable de la

prevalencia de exposicion serologicas, pues esta técnica permite identificar anticuerpos (IgG, IgM)



y tiene a ser mas sensible que las pruebas de aglutinacion. Este enfoque es especialmente pertinente
en contextos endémicos: en Ecuador, estudios en ganado han utilizado Elisa para determinar la
prevalencia bovina, y advierten que el consumo de leche cruda sin control sanitario representa una

amenaza para la salud publica (15).

Por ultimo, al comparar la utilidad de la aglutinacion y el ensayo ELISA en el diagnostico de
brucelosis humana en el Cantén Olmedo, Manabi, es fundamental para definir estrategias de
vigilancias y control local. La literatura sugiere que, aunque la aglutinacion (como la SAT o
pruebas de aglutinacion febril) es una técnica clésica y bastante especifica, no discrimina entre
anticuerpos recientes o pasados, en cambio el ELISA ofrece mayor sensibilidad y permite perfilar
el tipo de anticuerpos, aunque en ocasiones podria tener una especificidad ligeramente menor

dependiendo del punto de corte (16).

En la actualidad, un estudio realizado en China, menciona que se emplea la prueba serologica
basada en aglutinacion, similar al cultivo bacteriano, la reaccion positiva de este método tiende a

reducirse conforme avanza el tiempo de la evolucion de la infeccion (16).

El estudio cientifico realizado por Nannan Xu y col. (16) en 2020 indica que la investigacion
evidencia que el método ELISA ofrece una capacidad diagnostica superior, tanto en sensibilidad

como en especificidad, frente a la prueba de aglutinacion para identificar casos de brucelosis.

En el contexto ecuatoriano, dado que la brucelosis bovina presenta una alta prevalencia en hatos
lecheros, las practicas ganaderas sin control sanitario y el consumo de leche no pasteurizada son
comunes en zonas rurales, por ello, la incorporacién de Elisa en estudios de seroprevalencia en
humanos aportaria evidencias mas precisas sobre la magnitud de riesgo zoondticos. El uso
documentado del Elisa indirecto en el ganado en Ecuador con buenos indicadores de sensibilidad,
especificidad y reproductividad respalda la aplicabilidad en el diagnostico de la infeccién por

Brucella ya sea por una exposicion pasada o activa (17).

Diversos estudios internacionales han demostrado de manera consistente que el Elisa supera en
sensibilidad y especificidad a la prueba de aglutinacidén convencional en contexto endémico, por
ejemplo, una investigacion realizada en China concluyd que ELISA (IgG e IgM) alcanza

sensibilidades de hasta 98,7 % y especificidades superiores al 98 %, mientras que la aglutinacion



apenas alcanza 63,8 % de sensibilidad, lo cual evidencia un riesgo significativo de falsos negativos

en poblaciones expuestas de forma cronica (16).

Técnicas como PCR, qPCR, LAMP, WGS, FISH, ELISA, NGS, anélisis de microarrays, dPCR y
ensayos basados en biosensores permiten una identificacion rapida, precisa y sensible de Brucella
en distintas muestras bioldgicas, como leche, sangre, tejidos y fluidos. Estos avances resultan
cruciales no solo para el diagndstico en animales domésticos, sino también para la vigilancia y
control de la enfermedad en especies silvestres, las cuales pueden actuar como reservorios

continuos de infeccion (18).

Los resultados obtenidos mediante las pruebas comerciales de aglutinacion en placa no pueden
considerarse una representacion fiable del verdadero estado de infeccion por brucelosis. El
porcentaje de personas que resultan positivas en pruebas comerciales es inverosimilmente elevado,
especialmente cuando estos datos se comparan con otros métodos diagnosticos y con la

informacion disponible en literaturas sobre la prevalencia de brucelosis en distintas poblaciones
(19).

En conjunto, la evidencia aportada por investigaciones recientes realizadas tanto en contexto
humanos como animales confirma que el ensayo Elisa representa actualmente una de las
herramientas mas confiables para la deteccion de Brucella, superando en desempeio diagnostico a

las pruebas tradicionales de aglutinacion (17).

Estas revelaciones cientificas resaltan la relevancia de incorporar el ensayo ELISA en estudios de
seroprevalencia humanas en comunidades rurales como el Canton Olmedo, permitiendo una
evaluacion precisa del riesgo zoonotico y contribuyendo un disefio de estrategia y prevencion de

la enfermedad.

CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en esta investigacion permiten concluir que, aunque una minina
proporcion de la poblacion evaluada present6 reactividad en la prueba de aglutinacion del antigeno
febril, a diferencia de la ausencia total de anticuerpos detectados mediante el ensayo ELISA lo que
indica que no existe evidencia seroldgica de infeccion activa o pasada por Brucella, pese al alto

consumo de leche no pasteurizada en esta zona rural del canton Olmedo.



En conjunto, estos resultados sugieren que, dentro de la poblacién evaluada aun contintian
consumiendo leche sin pasteurizar y mantienen diversas condiciones de riesgo. Estas practicas,
resaltan la necesidad de establecer acciones permanentes de vigilancia epidemioldgica, programas
de educacion en salud y la promocidn del consumo seguro de derivados lacteos, como parte de
estrategias orientadas a la prevencion de esta infeccion en la poblacion. Ademas, se destaca la
relevancia de emplear métodos diagnosticos confiables como el ensayo ELISA para identificar

oportunamente posibles casos de brucelosis y disminuir los riesgos en comunidades rurales.
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