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Resumen

La brucelosis es una enfermedad infecciosa causada por microorganismos del género Brucella que afectan
a diferentes especies de mamiferos; la cual provoca aborto, epididimitis, vesiculitis, nacimiento de terneros
débiles, merma en la produccion de leche, infertilidad y subfertilidad en vacas y toros. La enfermedad por ser
zoonotica se considera un problema de salud publica. El objetivo de este diagndstico fue identificar Brucella
abortus mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Se logré amplificar un fragmento de 223 pb de la
region del gen BCSP31 como fuente de ADN, obtenido a partir de muestras de ndédulos linfaticos de la region
cervical, pulmonar, bronquial, retrofaringea y mediastinica. Se analizaron 115 animales faenados en un camal
de Loja en el afio 2015. La edad de los animales oscilo entre 4 y 6 afios. En el 14,8 % (17) de los animales fae-
nados se registro positividad a la prueba; aunque la presencia de la bacteria se observo con mayor frecuencia
en las regiones cervical, bronquial y retrofaringea. Con el presente estudio mediante la prueba molecular de
PCR se demuestra la presencia de la bacteria Brucella abortus al encontrarla en nédulos linfaticos de animales
faenados en el canton Loja.
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Abstract

Brucellosis is an infectious disease caused by microorganisms of the genus Brucella that affect different spe-
cies of mammals. The bacteria cause abortion, epididymitis, vesiculitis, birth of weak calves, the decrease in
milk production, and infertility in cows and bulls. The disease is a zoonosis and is considered a public health
problem. The objective of this work was to identify Brucella abortus by the Polymerase Chain Reaction. It was
possible through the amplification of a fragment of 223 bp of the BCSP31 gene region, as DNA source, ob-
tained from lymph nodes of the region cervical, pulmonary, bronchial, retropharyngeal, and mediastinal. One
hundred and fifteen samples from animals slaughtered at Loja city abattoir in 2015 were analyzed. In 14.8%
(17) of the slaughtered animals, the test was positive; although the presence of the bacteria was observed more
frequently in the cervical, bronchial and retropharyngeal regions. The age of the positive animals ranged be-
tween 4 and 6 years. With the present study, it was confirmed the presence of the bacterium Brucella abortus
through the molecular PCR test obtained from lymph nodes of slaughtered animals in the Loja canton.

Keywords: Brucella spp., abortion, zoonosis, PCR, molecular diagnosis.
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1. Introduccion

La brucelosis es una enfermedad antigua que se
remonta a mas de siete siglos a. de C. segun estudios
realizados en muestras de antiguos egipcios donde
se encontr6 evidencia de lesiones osteoarticulares
comunes de la brucelosis (Pappas & Papadimitriou,
2007). Cinco de las nueve especies de brucela cono-
cidas pueden infectar a los humanos, y entre las mas
invasivas se encuentran B. militensis, seguida de B.
suis, B. abortus y B. canis (Acha & Szyfres, 2003).
La brucelosis es causada por la bacteria brucela, que
es una infeccion comun que llega a afectar a huma-
nos y animales (Yousefi-Nooraie et al., 2012). Es
endémica en paises de la cuenca mediterranea, Asia
occidental, Golfo Pérsico, partes de Africa central,
Norteamérica, América Latina y leve incidencia en
Oceania (Pappas et al., 2006). Entre los afios 2006
y 2015 a nivel mundial, se registraron 924.121 ca-
sos de brucelosis por Brucella abortus en ganado
bovino, con mayor presencia en América (561.990
casos) (Organizacion Mundial de Sanidad Animal
[OIE], 2017).

Es una de las zoonosis mas comunes con mas
de medio millon de casos de personas afectadas y re-
portados anualmente (Ran et al., 2019). Se transmite
a las personas por contacto directo con animales o a
través de fluidos como orina, sangre, semen, secre-
ciones vaginales, heces, luego de abortos o partos
a término por fluidos uterinos y la placenta (Carlo-
sama, 2013; Diaz, 2013), por aerosoles infectantes,
y consumo de leche y subproductos lacteos no pas-
teurizados. Las personas con mayor predisposicion a
contraer la enfermedad son profesionales que estan
expuestos al ganado infectado o sus productos; vete-
rinarios, laboratoristas, trabajadores de frigorificos,
y de campo, es una de las enfermedades mas fre-
cuentes en los mataderos (Pefia, 2011). En las comu-
nidades rurales la brucelosis humana tiene una alta
incidencia debido a la estrecha convivencia entre hu-
manos y animales. En las areas en que la brucelosis
se presenta de manera endémica el rango varia entre
< 0,01 a> 200 por cada 100.000 habitantes (Luna,
2015). En todo el mundo se reportan mas de 500.000
casos de brucelosis humana cada ano (Carlosama,
2013). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
informa que 4 de cada 10 habitantes viven en zo-
nas donde se reconoce la presencia de la enfermedad
(Paredes, 2012). Los casos de brucelosis humana
contabilizados son menores a su incidencia real, de-
bido a que las personas no notifican y a la existencia
de casos asintomaticos. En la provincia de Santo Do-
mingo-Ecuador, Cuenca (2013) report6 la presencia

de 1,43 % de brucelosis humana. El contagio de bru-
celosis es un alto riesgo para la salud humana; sus
sintomas caracteristicos son fiebre continua, intermi-
tente o irregular, de duracion variable (10 a 30 dias),
cefalea, fatiga, diaforesis, mialgias, pérdida de peso,
anorexia, malestar generalizado, con o sin signos de
localizacion como: artritis/espondilitis, meningitis,
endocarditis, orquitis/ epididimitis (Ministerio de
Salud Publica de la Nacion [MSPN], 2013), y en los
casos en que la enfermedad se agudiza puede llevar
a la muerte (Garcia et al., 2014).

La brucelosis bovina es una enfermedad de
declaracién obligatoria, de acuerdo con lo sugerido
por la OIE (Resolucion DAJ-2013461-0201.0214).
Con el fin de evitar riesgos ocupacionales en sec-
tores donde exista brucelosis de cualquier especie,
se impone el decomiso de glandulas mamarias, 6r-
ganos genitales, ganglios seleccionados y decomiso
total en lesiones generalizadas de los bovinos (Reso-
lucion 0197).

De esta enfermedad no se dispone de informa-
cion actualizada en la provincia de Loja, por lo que
el trabajo que se realiza al interno de los camales
resulta de vital importancia para vigilar las condicio-
nes de higiene y prevenir enfermedades profesiona-
les. (Resolucion DAJ-2013461-0201.0214), ya que
es una zoonosis extremadamente infecciosa para el
ser humano. Por tanto, el objetivo de la presente in-
vestigacion es confirmar, a través de la prueba mo-
lecular de reaccion en cadena de la polimerasa, la
presencia de la bacteria Brucella abortus, en nddulos
linfaticos de bovinos faenados en un camal de Loja.
Para ello se formularon las siguientes hipdtesis: (i)
existen nodulos linfaticos de ciertas regiones con
mayor predisposicion a la presencia de la bacteria,
(i1) la deteccion de la brucelosis estd en relacion con
la raza y el sexo del bovino.

2. Materiales y métodos
2.1. Coleccion de la muestra

Durante un periodo de tiempo de seis semanas,
en el camal de Loja se registr6 un total de 1.554 bovi-
nos faenados, de esta poblacion de tomo6 una muestra
aleatoria de 115 (78 machos y 37 hembras) con edad
promedio de 4,5 afios. La seleccion del tamafio mini-
mo de muestra para estimar la proporcion de afeccion
de la enfermedad se realizé con un nivel de confianza
del 95 %, una prevalencia esperada de brucelosis del
3 % (Escobar, 2017), y un margen de error muestral
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de 3 %. Para el analisis de laboratorio se recolectaron
575 muestras de nodulos linfaticos de la cabeza, los
retrofaringeos laterales, del cuello, los cervicales su-
perficiales, de la cavidad tordcica, pulmonares y bron-
quiales, y de la cavidad pelviana el inguinofemoral. El
ultimo sitio de estancia de los animales correspondid
a las parroquias urbanas y rurales del canton Loja:
San Lucas, El Sagrario, Sucre, El Valle, Santiago,
Yangana, San Sebastian, Jimbilla, Chantaco Gualel,
Taquil, Malacatos; asi también de los cantones Ama-
luza, Quilanga y de los sectores El Tambo y Numbala,
pertenecientes a la provincia de Zamora Chinchipe.

Para evaluar la distribucion de la bacteria se-
gun los nodulos linfaticos, se utilizo la prueba de
bondad de ajuste chi-cuadrado basada en la diferen-
cia entre las frecuencias observadas y las frecuen-
cias esperadas bajo un comportamiento aleatorio.
Para contrastar la segunda hipdtesis e identificar
si existe relacion entre la positividad de la prueba
PCR y las tres razas del bovino consideradas en el
estudio, se utiliz6 una prueba chi-cuadrado sobre
los residuos estandarizados de Pearson expresados
como: d = (O, - El.l.)/\/El.j , donde O representan
las frecuencias observadas de individuos en la fila
i (raza) y columna j (prueba PCR) de la tabla de
contingencia, E,y las frecuencias esperadas respecti-
vamente. La suma de los cuadrados de los residuos
estandarizados genera el valor del estadistico de
prueba chi-cuadrado.

Las pruebas estadisticas indicadas anterior-
mente se realizaron con un nivel de significacion del
5 %. Todos los calculos estadisticos se realizaron en
el software R (R Core Team, 2020).

2.2. Deteccion de Brucella abortus mediante PCR

Para la extraccion de ADN se peso 25 mg de
cada uno de los tejidos, posteriormente se mace-
raron en nitrogeno liquido, los tejidos pulveriza-
dos se colocaron en tubos eppendor de 1,5 mL,
para cada muestra se empled el kit de extraccion
de ADN de la empresa Promega, segun las indica-
ciones del fabricante, el ADN obtenido se cuan-
tifico en el espectrofotometro Nano Drop 2000
seleccionandose las muestras con concentracio-
nes iguales o superiores a 10 ng/ puL, en el mis-
mo equipo se determind el indice de pureza de la
muestra A260/A280 utilizandose las muestras con
rango igual o superior a 1,8. La PCR se optimizo6
dirigida a la amplificacién de un fragmento de 223
pb de la secuencia del gen BCSP31, que codifica
para una proteina de membrana externa de 31 kDa
especifica de B. abortus, que se conserva en todas
las especies de Brucella (Mayfield et al., 1988).
se usaron los primeros B4 (5’-TGGCTCGGTT-
GCCAATATCAA-3") y B5 (5’-CGCGCTTGCC-
TTTCAGGTCTG-3’), la preparacion de la PCR
se realizo a 25 pL con base en los parametros que
se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidades requeridas de los reactivos para la preparacion de la PCR

Reactivo Concentracién Concentracién Mix “n *1
stock requerida (nL)

Buffer 10 X Ix 2,5 uL

dNTPs 10mM 0,2mM 0,5 uL

MgCI2 25mM 1,5 mM 1,5 uL

Primer 1 (F) 25uM 1 uM 0,5 uL

Primer 2 (R) 25uM 1 uM 0,5 pL

Taq Polimerasa 5U/uL 1U 0,2 uL 5,7 uL

ADN 50 ng/uL 100 ng/uL 2 uL 2 uL

H20 17,3 uL 17,3 uL
25 uL
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Los parametros de amplificacion fueron: des-
naturalizacion inicial 95 °C por 3 minutos, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, alinea-
miento a 64 °C por 1 minuto y extension a 72 °C
por 1 minuto; y con una extension final a 72 °C por
5 minutos, la amplificacion se la realizo en el termo-
ciclador Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler.

Para la electroforesis, se prepard un gel de
agarosa con TBE al 1X, agarosa al 1,5 %, y adi-
cionando 0,7 pl de Syber safe, se utilizé un marca-
dor de peso molecular de 100 pb y los productos
de PCR 0,8 pl de cada uno se combinaron con 0,2
pL de blue juice para ser depositados en cada po-
cillo del gel. Se program¢ la fuente de poder y se
realizo la corrida durante 60 min a 80 voltios. La
visualizacion del gel de electroforesis se realizo

MK
100 Pb
ladder

mediante el sistema de documentaciéon ENDU-
RO™ GDS Touch.

3. Resultados

3.1. Identificacion de Brucella abortus en nodulos
linfaticos de bovinos faenados en la ciudad
de Loja

De los 115 bovinos faenados muestreados el
14,8 % (17) resultaron positivos y el 85,2 % (98)
negativos a la prueba, la edad de los animales po-
sitivos oscilé entre 4 y 6 afios. Se observo en cinco
muestras (muestra Nro.12-23-24-26-43) la amplifi-
cacion del fragmento de 223 pb de la secuencia del
gen BCSP31, la misma amplificacidon que la del con-
trol positivo (+) (Figura 1).

123 45 71214152021 222324 26 + - Mix

28 29 31 34 35 36

sEE88

37 41 43 42 +

 100Pb
- MiX |agder

Figura 1. Amplificacion del fragmento de 223 pb de la secuencia del gen BCSP31.
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3.2. Deteccion de ADN de Brucella abortus por lo- la bacteria no fue detectada por igual en los nédulos
calizacion de los nodulos linfaticos linfaticos de las cinco regiones investigadas (Tabla
2); sin embargo, estas diferencias no fueron signifi-

En un mismo animal faenado, la presencia de cativas (> = 1,5; g.1. = 4; p = 0,8266).

Tabla 2. Numero de casos positivos de Brucella abortus por region del nddulo linfatico.

Nédulos linfaticos de las regiones investigadas positivos a PCR

Total Noédulos
noédulos linfaticos
linfaticos + X region
Pulmonar Bronquial R. Faringeo Mediastino Cervical
Deteccion
de gz!n.ghos 5 9 9 8 9 40 115
pOSlthOS
por region
Prevalencia
(%) 43 7.8 7.8 7.0 7.8
3.3. Positividad por raza Sin embargo, al evaluar la relacion entre la po-
sitividad y la raza de los bovinos se observd que
Los nédulos linfaticos que amplificaron para ésta no fue significativa (test de asociacion de los
Brucella abortus pertenecen a los mestizos (crio- residuales de Pearson p = 0,1614), con lo cual no
llo-Brown Swiss, criollo-Brahman, criollo-Nor- hay suficiente evidencia para afirmar que la po-
mando, criollo-Gyr), y a los mestizos con Hols- sitividad estd asociada con cierta raza (Tabla 3,
tein, descendientes del Bos tauros y Bos indicus. Figura 2).
Tabla 3. Deteccion de Brucella abortus por raza
Raza Cantidad Porcentaje P;)sllté\;)s Porcentaje Negativos Porcentaje
Mestizos 51 443 11 21,6 40 78.4
varios
M. Holstein 60 52,2 6 10 54 90
Holstein 4 3,5 0 0,0 4 100
Total 115 100,0 17 14,8 98 85,2

Siembra 8 (1) (2021): 2242 001-010 ISSN Impresa: 1390-8928 / ISSN Electronica 2477-8850



6/10 Identificacion molecular de Brucella abortus en nodulos linfaticos de bovinos faenados en Loja

PCR(+) PCR(-)
Pearson
residuals:
1.30
w
o
M
w
L
=
[ —
[ 0.00
n
O
.
w
O
M
W
©
=
c -096
o p-value =
o 9 0.16141
O
T
Figura 2. Relacion entre la positividad de la prueba PCR y la raza del bovino.
3.4. Positividad por sexo identificaron positivos a la prueba (Tabla 4). Al eva-
luar la relacion entre el sexo del bovino y la positivi-
Se muestrearon 78 bovinos macho y 37 hem- dad de la prueba, no fue significativa (y*> = 0,000293;
bras bovinas faenados en un camal de Loja, de los gl.=1; p =0,9863), es decir, la bacteria afecta a
cuales 11 machos y 6 hembras respectivamente, se machos y hembras indistintamente.
Tabla 4. Deteccion de Brucella abortus por sexo
Sexo Cantidad Porcentaje Positivos Porcentaje Negativos Porcentaje
Machos 78 67,8 11 14,1 67 85,9
Hembras 37 32,2 6 16,2 31 83,8

Total 115 100,0 17 14,8 98 85,2
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3.5. Procedencia de los animales positivos a la
prueba

Se registro la ubicacion del ultimo predio en el
que estuvo el animal antes de su faenamiento (Figura
3). De la parroquia El Valle, de los sectores Jipiro,
Jipiro Alto, Chinguilanche y El Valle, en la parroquia
El Sagrario en el sector Zamora Huayco, de la parro-

Frecuencia

quia San Sebastian en el sector Dos Puentes, de la
parroquia San Lucas en las Juntas plaza de ganado,
de Santiago en Cenen y en la parroquia Jimbilla, en
Jimbilla, el ultimo predio en donde estuvo el animal,
no necesariamente es el sitio en donde el animal se
crid. Muchos comerciantes adquieren los animales
en las ferias de ganado y los llevan a estos sitios para
reponerlos y posteriormente llevarlos a faenamiento.

El San
Vale Lucas

El

Sagrarno

San

Sebastian  Santiago Jimbilla

Lugar de procedencia

Figura 3. Ubicacion del ultimo predio en el que estuvieron los animales positivos a la prueba antes del sacrificio.

4. Discusion

Después de la infeccion, brucela se va a lo-
calizar en diferentes nddulos linfaticos, entre ellos
los supramamarios, retrofaringeos y mandibulares;
nddulos linfaticos iliacos internos y externos y utero
(Forbes et al., 1996), el objetivo del presente estudio
fue confirmar a partir de nddulos linfaticos de bo-
vinos faenados la presencia de la bacteria Brucella
abortus, en Loja, de los nddulos linfaticos de las cin-
co regiones investigadas la presencia de la bacteria
no fue detectada por igual; sin embargo, estas dife-
rencias no fueron significativas.

Entre el afio 2006 y 2015 en el Ecuador se repor-
taron 6.806 casos de brucelosis por Brucella abortus,

en Pichincha 2.207 y Carchi 993 (OIE, 2017), la se-
roprevalencia en ganado bovino reportada en Loja por
Diaz & Lamina (2013) fue del 0 %, Roman-Cardenas
y Chavez-Valdivieso (2016) reportaron el 0,15 %, por
pruebas de biologia molecular, y Luna (2015) a partir
de muestras de nodulos linfaticos y leche de cabra re-
portaron en Loja la presencia de seis muestras con Bru-
cella abortus. En este estudio la presencia de Brucella
abortus detectada en ganado bovino faenado en un ca-
mal de Loja, mediante la PCR técnica molecular de alta
sensibilidad y especificidad es del 14,8 % (17 casos).

Una de las causas mas importantes de la intro-
duccién de enfermedades en poblaciones no afecta-
das, es el ingreso de animales infectados, entre ellas,
la adquisicion de animales de remplazo de explo-
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taciones cuyo estado sanitario es desconocido o se
ha confirmado la presencia de brucelosis (Stringer
et al., 2017; Musallam et al., 2015). Por lo que, un
factor de la presencia de brucela en Loja podria ser
la adquisicion de animales de remplazo en provin-
cias de la Sierra, donde se han confirmado casos de
brucelosis bovina. En la provincia de Santo Domin-
go de los Tsachilas Rodriguez-Hidalgo ef al. (2015)
reportaron una seroprevalencia de 7,62 %. Segtn el
Programa Nacional de Control de Brucelosis, las re-
giones Sierra norte y de la Costa se consideran de
alta prevalencia, y el riesgo se incrementa al adquirir
animales sin los certificados sanitarios respectivos.

Otro factor que podria influir es que Loja com-
parte limites con la provincia oriental de Zamora
Chinchipe, con la que mantiene fuertes vinculos co-
merciales de ganado, y en donde se ha detectado por
biologia molecular la presencia de la bacteria, como
lo confirman Ojeda & Roman (2018), en el que un
7,4 % de las muestras analizadas fueron positivas.
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