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Resumen

Brucelosis es una enfermedad causada por bacterias gramnegativas del
género Brucella, provocando principalmente abortos e infertilidad, oca-
sionando pérdidas econdmicas significativas, con riesgo para la salud
publica, el objetivo es identificar y determinar la prevalencia serologica
y molecular, y biovares de Brucella en ganaderias bovinas lecheras. Se
realizd un muestreo basado en el calculo total de hembras bovinas en
edad reproductiva del canton, con un margen de error del 7,3%, seleccio-
nando una muestra por cada 146 hembras bovinas. Se utiliz6 la prueba
iELISA para el diagnostico serologico en 180 muestras de suero bovino,
se confirm6 mediante PCR, y se realiz6 secuenciamiento del material
genético. Los resultados mostraron una prevalencia del 2,8% mediante
iELISAy del 3,8% mediante PCR, con una incidencia de 2 nuevos casos
en un mismo predio. En la parroquia San Lorenzo, con el 1,6% de los
casos, mientras que las parroquias Gabriel Ignacio Veintimilla, Guanujo,
Salinas y Simiatug presentaron una prevalencia del 0,5% cada una. La
PCR y la secuenciacion se realizaron en Macrogen, Inc., Setll, Corea del
Sur. Las secuencias obtenidas se limpiaron utilizando Chromas version
2,6 y se ensamblaron con BioEdit version 7,2 ingresandose posterior-
mente en BLAST para identificar la bacteria. Con MEGA version 11,13
se construy6 un arbol filogenético de las relaciones entre las diferentes
biovariedades de Brucella. Este es el primer estudio en el que se identifi-
ca la bacteria mediante secuenciacion en el canton Guaranda.

Palabras clave: arbol filogenético, Brucella, PCR, secuenciacion, zoo-
nosis

Abstract

Brucellosis is a disease caused by Gram-negative bacteria of the genus
Brucella, primarily causing abortions and infertility, resulting in signi-
ficant economic losses and posing a risk to public health. The objective
of this study was to identify and determine the serological and molecu-
lar prevalence and biovars of Brucella in dairy cattle farms. Sampling
was conducted based on the total estimated number of reproductive-age
female cattle in the canton, with a margin of error of 7.3%, selecting
one sample for every 146 female cattle. The iELISA test was used for
serological diagnosis in 180 bovine serum samples, confirmed by PCR,
and genetic sequencing was performed. The results showed a prevalence
of 2.8% by iELISA and 3.8% by PCR, with an incidence of 2 new cases
per farm. In the San Lorenzo parish, 1.6% of cases were identified, while
the Gabriel Ignacio Veintimilla, Guanujo, Salinas, and Simiatug parishes
each had a prevalence of 0.5%. PCR and sequencing were performed at
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Macrogen, Inc., Seoul, South Korea. The obtained sequences were cleaned using Chromas version 2.6 and assembled
with BioEdit version 7.2, then entered BLAST to identify the bacteria. A phylogenetic tree of the relationships between
the different Brucella biovars was constructed using MEGA version 11.13. This is the first study in which the bacterium
has been identified through sequencing in the canton of Guaranda.

Keywords: Brucella, PCR, phylogenetic tree, sequencing, zoonosis

1. Introduccién

La ganaderia en Guaranda no solo impulsa la econo-
mia local, sino que también contribuye al suministro
de productos carnicos y lacteos a nivel regional y na-
cional. Sin embargo, la presencia de enfermedades,
como la brucelosis, puede afectar significativamente
la productividad y sostenibilidad del sector ganadero.
La brucelosis es una patologia infectocontagiosa del
ganado con notables repercusiones economicas, y se
ha convertido en un desafio crucial para la ganaderia.

Causada por diversas bacterias del género Bruce-
lla, la enfermedad afecta a una amplia variedad de
especies animales, siendo el bovino el principal, y en
ocasiones al ser humano a través de leche no tratada
o0 pasteurizada incorrectamente, sus productos deriva-
dos o el contacto con secreciones vaginales del apa-
rato reproductor del animal durante el manejo (World
Organisation for Animal Health, 2022).

La identificacion de Brucella incluye la serologia,
que busca detectar anticuerpos especificos, el cultivo
microbiologico, que se constituye en la prueba Gold
Standard llegando al aislamiento de la bacteria y la
identificaciéon molecular que es un procedimiento ra-
pido que no requiere el cultivo de la bacteria y mini-
miza el riesgo de contaminacion en el laboratorio, a
través de este procedimiento se detectan secuencias
especificas y se estable diferencias entre especies. Esta
investigacion se enfoca en identificar molecularmen-
te Brucella y determinar las diferentes biovariedades
circulantes en las ganaderias del canton Guaranda.

Con una poblacién de 26.327 vacas en edad re-
productiva, el establecimiento de buenas practicas en
ganaderia bovina en este cantén es un componente
esencial para la seguridad alimentaria y la economia
local (Agrocalidad, 2023). La etiologia de la brucelo-
sis, causada por diferentes especies de Brucella como
abortus, melitensis, suis, etc., se manifiesta princi-
palmente con abortos y problemas reproductivos en
los animales, generando pérdidas econdomicas consi-
derables para los productores de ganado (World Or-
ganisation for Animal Health, 2022). La informacion
recabada contribuye a la comprension de la distribu-
cion de la brucelosis y proporciona datos valiosos
para estrategias de control y prevencion, asegurando
el bienestar del ganado, la seguridad alimentaria y la
salud publica.

2. Materiales y Métodos
2.1. Toma de muestras

Se tomaron muestras de sangre de hembras bovinas
en edad reproductiva de las diferentes parroquias del
cantén Guaranda: Angel Polibio Chavez (1), Gabriel
Ignacio Veintimilla (13), Guanujo (64), Facundo Vela
(2), Julio Moreno (1), Salinas (44), San Lorenzo (6),
San Luis de Pambil (14), San Simén (9), Santa Fé (2),
Simiatug (24), dando un total de 180 muestras.

2.2. Obtencién de la muestra

Para obtener la muestra se desinfectd la zona de la
piel y, mediante puncién en la vena coccigea, se re-
colectaron las muestras utilizando una aguja de doble
direccion estéril y un tubo vacutainer de tapa amari-
lla de 5 mL. Se etiquetd con un cédigo relacionado
a la finca de procedencia, parroquia y sector, luego
se guardd en un cooler con gel refrigerante hasta su
procesamiento.

2.3. Obtencion de suero

Las muestras de sangre se centrifugaron durante 5 mi-
nutos para obtener el suero, este se guard6 en tubos
Eppendorf'y se conservo a -20 °C.

2.4. Prueba serologica

Una vez obtenidas todas las muestras se procedié a
realizar la prueba de iELISA indirecto mediante el kit
para Elisa de VETLIS CHEMTEST para detectar an-
ticuerpos anti-Brucella. El fundamento de la prueba
es la fijacion de antigenos en una microplaca, seguida
de la incubacion con el suero bovino, que contiene an-
ticuerpos que se unen a los antigenos. Tras un lavado,
se afladen anticuerpos secundarios marcados con una
enzima. La reaccion con sustrato produce un cambio
de color proporcional a la cantidad de anticuerpos,
permitiendo la deteccion temprana de la infeccion
al comparar la absorbancia con valores de referencia
del kit que se miden en el lector de microplacas de
ELISA, determinando asi la presencia y cantidad de
anticuerpos en el suero bovino y su interpretacion si-
guiendo las recomendaciones del fabricante.
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2.5. Pruebas Moleculares
Se siguio6 el siguiente procedimiento:

i. Extraccion de material genético. Para realizar la
prueba molecular, se extrajo ADN (bacteriano) en
sangre de los animales positivos a iELISA: 1M,
4M, 5M, 6M y 7M. También se incluyeron dos
muestras adicionales (2M y 3M) provenientes de
la parroquia San Lorenzo, que no fueron mues-
treados previamente, pero estuvieron en contacto
con una vaca positiva dentro del mismo predio, se
utilizo el kit para extraccion de ADN PureLink™
Genomic DNA el cual lisa la pared celular de la
bacteria y libera el material genético, se cuantificd
en ng/uL y la pureza del ADN mediante la relacion
de absorvancia A280/A260, los acidos nucleicos
absorben A 260 nm y las proteinas A280 nm la re-
lacion de ADN entre 1,8 y 2 es de buena calidad,
esta medicion se realizé mediante un espectrofoto-
metro Nanodrop (DNA bacteriano).

ii. Amplificacion mediante PCR. Las muestras fue-
ron enviadas a Macrogen, Inc., en Seul, Corea del
Sur, donde se realizaron las PCR. Para el experi-
mento, se sintetizaron los primers universales B4:
5’- TGGCTCGGTTGCCAATATCAA -3’ y BS:
5’- CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG -3°, que
amplifican bandas de 223 pb (Figuras 1 y 2) y se
unen a la region interna del gen BSCP31, presente
en todas las especies de Brucella.

Ademas, se usaron los primers universales [S711:
Forward: 5’-TCGCTCGTCTGAACTCGC-3" y
Reverse: 5’-AATCCGGCCGTTTGCAGG-3,

que amplifican bandas de 498 pb y se unen a una
region especifica de la secuencia de insercion
IS711, presente en todo el género Brucella.
La PCR con los primers IS711 se realizé bajo el
protocolo y condiciones establecido por Macro-
gen, (PCR estandar + Purificacion).
La PCR con los primers B4 y B5 se realiz6 bajo
las siguientes condiciones enviadas a Macrogen:
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minu-
tos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 30 segundos, anillamiento a 60 °C por 30
segundos, y extension a 72 °C por 1 minuto. El
proceso finalizé con una extension adicional a 72
°C durante 10 minutos (PCR personalizada + Pu-
rificacion).

iii. Secuenciacién: Se secuenci6 los productos PCR
en Macrogen, Inc.

2.6. Andlisis filogenético

Después de la secuenciacion, se recibieron los resul-
tados y se inicid el proceso de limpieza de secuencias
visualizando y editando el electroferograma median-
te el software Chromas version 2,6 en donde fueron
eliminados los extremos de cada primer que no for-
man parte del gen objetivo. Con el software BioEdit
version 7,2 se ensamblo las secuencias previamente
editadas en una sola secuencia consenso luego se
compararon con aquellas presentes en la base de datos
BLAST del Centro Nacional para la Informacién Bio-
tecnologica (NCBI), de los Estados Unidos, buscan-
do homologias de nucledtidos. Este analisis permitio
identificar el género de la bacteria, establecer alinea-

Figura 1. Amplificacion de Brucella mediante Electroforesis en gel de agarosa banda 223pb y bandas 498pb.

Nota: En el carril 1M se utiliz6 los primers universales B4 y BS que amplificé una region especifica de 223 pb del gen BSCP31 de Brucella, indicando
una muestra positiva. En los carriles 2M a 7M, se utilizaron los primers universales IS711 que amplificaron una region de 498 pb, confirmando la posi-
tividad de todas las muestras analizadas. El carril M contiene un marcador de peso molecular utilizado como referencia.
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Figura 2. Amplificacion de Brucella mediante Electroforesis en gel de agarosa bandas 223pb.

Nota: En los carriles 1M a 7M se utilizo inicamente los primers universales B4 y B5 que amplificaron una region especifica de 223 pb del gen BSCP31
de Brucella, indicando positividad de todas las muestras. Los carriles M contienen un marcador de peso molecular utilizados como referencia.

mientos y realizar un analisis filogenético en el pro-
grama MEGA version 11,13 que revela las relaciones
entre las diferentes biovariedades de Brucella spp.

3. Resultados

De las 180 muestras de suero de hembras bovinas del
canton Guaranda, analizadas mediante la prueba iE-
LISA, cinco resultaron positivas, lo que indicd una
prevalencia del 2,8% de Brucella spp. Las parroquias
Gabriel Ignacio Veintimilla, Guanujo, Salinas y Si-
miatug tuvieron una prevalencia del (0,56%) presen-
tando un solo caso en cada una (Tabla 1).

De los animales seropositivos se extrajo ADN y su
cuantificacion se detalla en la Tabla 2.

De las siete muestras analizadas, todas resultaron
positivas en la prueba de PCR, indicando una preva-
lencia del 3,8% de Brucella spp en todo el canton.
Entre las parroquias evaluadas, San Lorenzo presentd
la mayor proporcion de casos positivos, con el 1,6%
(Figura 3). Las parroquias Gabriel Ignacio Veintimi-
lla, Guanujo, Salinas y Simiatug tuvieron una preva-
lencia del 0,5% (Tabla 3).

Al comparar la prueba serologica y la prueba mo-
lecular para la deteccion de Brucella, de los cinco ani-
males que dieron positivo en iELISA también resulta-
ron positivos en PCR, logrando una sensibilidad y un

Tabla 1. Prevalencia de brucelosis a través de ELISA indirecto.

Prueba iELISA Frecuencia Porcentaje
Positiva 5 2,8%
Negativo 175 97,2%
Total 180 100%

Tabla 2. Cantidad y calidad en las extracciones ADN — NanoDrop.

Muestra - Codigo Volumen Ng/uL A260/A280
IM — (7SL) 98uL 14,6 1,69
2M —(8SL) 98uL 32,6 1,79
3M - (9SL) 98uL 19,5 1,90
4M — (5Stg) 98uL 50,1 1,81
5M — (46SS) 98uL 38,5 1,76
6M — (3SIV) 98uL 31 1,76

™ - (33Gjo) 98uL 54,2 1,81
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valor predictivo positivo del 100%. Sin embargo, no
se compararon las dos muestras adicionales que die-
ron positivo en PCR porque no se les realizo la prueba
serologica (Tabla 4).

El dendrograma se obtuvo alineando las secuen-
cias de Brucella obtenidas del cantéon Guaranda y
siendo comparadas con las cepas de referencia del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica
[NCBI] (Figura 4).

Los primers universales B4 y B5 que codifican para
una proteina de membra externa de Brucella abortus,
mediante el secuenciamiento determind que los casos
encontrados se corresponden con Brucella abortus,
lo que se confirma con la comparacion con otras se-
cuencias utilizadas y la cercania con Brucella suis.,
la distancia genética 0,20 sugiere que las poblaciones
tienen un ancestro comun pero que han acumulado
una serie de mutaciones para poder ser distinguibles

Figura 3. Ubicacion de los casos positivos en el canton Guaranda.

Tabla 3. Prevalencia molecular de brucelosis a través de la prueba PCR.

Prueba PCR Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acumulado
Positiva 7 3,8% 3,8%
Total 182 100% 100%
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Tabla 4. Comparacion de la positividad de las pruebas.

Resultado iELISA PCR positiva PCR negativa Total
Positivo 5 175 180
Total 5 175 180

Figura 4. Disefio del arbol filogenético.

4. Discusion

La prevalencia de brucelosis en una region no es solo
una cifra estadistica, es un indicador critico del desa-
rrollo sanitario, econdmico y de salud de las poblacio-
nes animales, en este estudio se encontr6é una preva-
lencia del 2,8% de Brucella spp mediante la prueba
iELISA en comparacion con los resultados obtenidos
por Ojeda (2018) quien ha reportado porcentajes mas
altos, con 7,4% en Zamora Chinchipe, aunque podria
haber mas infectados dentro de los mismos predios

de animales que no fueron muestreados, en este con-
texto la distribucion de brucelosis es marcadamente
desigual entre diferentes paises y regiones, en paises
europeos han logrado erradicar o mantener prevalen-
cias cercanas a 0%, en paises de Latinoamérica en
cambio es diferente, mientras unos con gran tecnifica-
cion del sistema productivo alcanzan los niveles mas
bajos otros pueden alcanzar la prevalencias entre el
10% y 30%

Para la prueba molecular las extracciones de DNA
oscilaron entre 14,6 ng uL"! y 54,2 ng uL"!, indicando
diferentes niveles de contenido genético. Las relacio-
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nes A260/A280, las cuales van desde 1,69 hasta 1,90
indicando un grado de pureza optima. Resultados simi-
lares a los obtenidos por Ojeda (2018) que obtuvo un
promedio de 1,68 y concentraciones de 18 a 60 ng uL™".

La persistencia de la bacteria depende de diferentes
factores, entre ellos biologicos, de manejo y socioeco-
nomicos, se destaca el ingreso de reemplazos sin el
certificado de salud ingresando animales enfermos a
fincas sanas, los sistemas de crianza extensivas tienen
menos prevalencias que las intensivas en las que el
hacinamiento facilita la trasmision por contacto, aero-
sol, placentas o fluidos tras el aborto, la monta natural
a través de sementales infectados perpetua la cadena
de trasmision, en este estudio se incluyeron para el
analisis dos animales sospechosos con signologia cli-
nica, expuestos a un animal positivo para realizar la
prueba de PCR, similar a lo que realizé6 Gonuguntla et
al. (2023) para determinar la incidencia de nuevos ca-
sos en un mismo predio detectandose como positivos.

En la PCR para la deteccion de Brucella spp, los
primers universales IS711 se unen al elemento de in-
sercion IS711, especifico de Brucella y presente en
multiples copias en su genoma, ofreciendo alta sen-
sibilidad y especificidad (Aljanazreh et al., 2023). En
contraste, los primers B4 y BS amplifican una region
del gen besp3l, especifica de todas las especies de
Brucella, que suele estar presente en menos copias,
puede resultar en una menor sensibilidad en la de-
teccion, pero son adecuados para la secuenciacion
(Zamanian et al., 2015). Segun los resultados de este
estudio, la prevalencia molecular de Brucella en el
canton Guaranda es del 3,8% utilizando ambos tipos
de primers, la diferencia entre la prevalencia serolo-

Contribuciones de los autores:

e Willian Conde Castillo: conceptualizacion, investigacion,
metodologia, redaccion — borrador original.

e Franklin Roman Cardenas: investigacion, recursos, super-
vision, validacion, redaccion — revision y edicion.
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cial en la elaboracion del manuscrito.

Implicaciones éticas

Los autores declaran que no existen implicaciones éticas.

gica y molecular detectada se debe a que se procedio
a tomar dos muestras adicionales que se los sometie-
ron al analisis molecular de los predios previamente
identificados con animales seropositivos, confirman-
dose que en los predios con animales seropositivos las
pruebas se deben realizar a todos los animales.

En la investigacion realizada por Legesse et al.
(2023) se determinaron que la PCR es mas sensible
que el iELISA para deteccion de Brucella en muestras
de sangre y leche de vacas infectadas. En este estudio
las pruebas moleculares realizadas en sangre dieron
todas positivas lo que indica una alta sensibilidad de
la PCR, confirmando los resultados de la prueba se-
rologica.

5. Conclusiones

La evidencia epidemiologia sugiere la presencia de
brucelosis bovina en la zona de estudio que no deri-
va de una carencia de herramientas diagnosticas cuya
sensibilidad y especificidad actual permite una detec-
cion fidedigna sino posiblemente a deficiencias en la
gestion estratégica de los programas de control

El diagnodstico de brucelosis a través de técnicas
serologicas en al actual momento se convierten en
herramientas de tamizaje por el bajo costo, sin em-
bargo, la estandarizacion de protocolos moleculares
son herramientas indispensables para la vigilancia
epidemiologica moderna por su sensibilidad analitica
y su capacidad de reducir el tiempo de diagnostico de
semanas a pocas horas
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