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RESUMEN: En el siguiente estudio se presentan los resultados de un protocolo de diagndstico de Brucelosis
bovina, en una finca lechera bufalina (Bubalus bubalis) con problemas reproductivos. Un rebafio total de 80
bufalos se sometid a tamizaje con la prueba rapida de Rosa de Bengala (RB) y la prueba de microaglutinacion
para Brucella. Los resultados obtenidos se confirmaron con el ensayo de microaglutinacion con 2-
Mercaptoetanol, fluorescencia polarizada (FPA) y diagnéstico molecular por PCR, con la amplificacion de la
regién 16S ADNr del género Brucella. El tamizaje detectd 51,25% (41/80) de reactores con RB, la prueba
de microaglutinacion con fenol detectd 8,75% de animales positivos (7/80) y, posteriormente, las técnicas
confirmatorias de 2- Mercaptoetanol y FPA detectaron 6,25% (5/80) de animales positivos. El indice de Kappa
para la prueba de tamizaje RB, comparada contra 2- Mercaptoetanol, fue de 0,119; para el ensayo de
microaglutinacién con fenol contra 2- Mercaptoetanol de 0,820 y de FPA contra 2-Mercaptoetanol fue de 1,0.
Se evidencié una baja concordancia para RB contra 2-Mercaptoetanol y de buena a excelente para
microaglutinacion con fenol y FPA contra 2-Mercaptoetanol. La PCR logro detectar el 100% de los animales
confirmados (5/5 animales). Las técnicas seroldgicas como FPA 'y el diagnéstico directo por PCR se convierten
en valiosas herramientas para estudiar la brucelosis animal en zonas de alto riesgo, sin realizar aislamiento de
la bacteria.
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Serological and molecular investigation of Brucella sp. in a dairy buffalo herd at the south basin
of Lake Maracaibo

ABSTRACT: The results of a diagnostic protocol for bovine brucellosis in a buffalo (Bubalus bubalis) dairy
farm with reproductive failures are informed. A herd of 80 buffaloes was subjected to a screening with the
Rose Bengal (RB) and Brucella agglutination (BMAT) tests, and the results subsequently confirmed by using
the 2- mercaptoethanol agglutination test (2-ME), the fluorescence polarization assay (FPA) ) and the molecular
diagnosis by PCR of the 16S rDNA region of the genus Brucella. The screening detected 51.25% (41/80) RB
reactors and 8.75% positive animals (7/80) on BMAT. The confirmatory techniques (2-ME and FPA) detected
6.25% (5/80) of positive animals. The Kappa index was 0.119 for RB compared with 2-ME , 0806 for BMAT
against 2-ME, and 1.0 for FPA against 2-ME. A low agreement for RB to 2-mercaptoethanol and high to
excellent for agglutination with phenol and FPA was evident. The PCR detected 100% of the confirmed animals
(5/5 animals). Serological techniques such as FPA and direct diagnosis by PCR become valuable tools for
animal brucellosis diagnosis without bacterial isolation in high risk areas.
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INTRODUCCION

El bufalo de agua (bufalo asiatico) se introdujo en
Venezuela hace 88 afios, pero no fue hasta la década
de los 70 cuando comienza su relevancia como espe-
cie de interés zootécnico en la produccién de proteina
animal. Venezuela tiene el segundo rebario, en cabe-
zas, de todo el continente americano y es el pais que
ha importado mayor nimero de animales y de éptima
calidad. Su crecimiento ha sido constante, lo cual es
una muestra de su adaptabilidad y potencial en diver-
sos ecosistemas venezolanos (1).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), en el afio 2009,
reportd que el rebafo bufalino tuvo un crecimiento del
50% en los ultimos 28 afos. En algunos paises, la
poblacion ha crecido vertiginosamente y se encuentra
presente en todos los paises americanos, con la ex-
cepcion de Chile y de Canada; se estima que en el
continente americano existen mas de 3 800 000 ejem-
plares. Los paises americanos con mayor poblacién
bufalina son Brasil, con 3 500 000 cabezas; Venezue-
la, con 150 000; Colombia, con 85 000 y Argentina,
con 70 000 (2).

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa
que afecta a bovinos y otras especies domésticas tra-
dicionales y no tradicionales como el bufalo, que se
caracteriza por la produccién de abortos en el ultimo
tercio de gestacion, retencidon de placenta, metritis,
infertilidad, natimortos, mastitis, menor produccién y
calidad de leche, afecciones articulares, orquitis,
epididimitis y constituye, ademas, una zoonosis ocu-
pacional que afecta con mas frecuencia a los veterina-
rios y trabajadores rurales y aquellas personas vincu-
ladas a la cadena productiva (3, 4).

En América Latina, las pérdidas econdmicas debi-
das a Brucelosis estan cercanas a los 600 millones de
dolares. En Brasil se calculan alrededor de 100 millo-
nes de ddlares por afio y para Venezuela no se han
realizado estudios sobre el impacto econdémico en el
subsector bufalino (5). En el caso del bufalo de agua
(Bubalus bubalis), solo pocas bufalas desarrollan los
signos clinicos de la enfermedad (abortos); sin embar-
go, muchas de ellas diseminan B. abortus en leche, lo
cual es un grave riesgo para la salud publica (6). La
region del Sur del Lago de Maracaibo es una zona de
importante produccion lechera, considerada endémica
para Brucelosis bovina (7).

En la actualidad, el diagndstico de laboratorio para
animales de producciéon esta basado en técnicas
serolégicas como son las pruebas de aglutinacion ra-
pida para tamizaje y técnicas confirmatorias como
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ELISA indirecto, competitivo y fluorescencia polariza-
da (FPA) (8, 9). En cuanto al diagndstico directo, el
aislamiento y cultivo para Brucella sp. resulta comple-
joy largo, por lo cual es poco usado en el pais, lo que
hace que las técnicas de biologia molecular puedan
constituir una poderosa herramienta de identificacion
de este patogeno.

En la actualidad desconocemos la situacién
epidemioldgica de esta enfermedad en el pais y cua-
les de las herramientas diagnésticas disponibles en
Venezuela tienen mas utilidad para esta especie. El
articulo 23 de la Resolucion Vigente estipula: «Se uti-
lizara como prueba oficial de campo para el diagndsti-
co de la Brucelosis, la Prueba de Card Test (Rosa de
Bengala), quedando para confirmacion definitiva las
siguientes pruebas: ELISA competitivo, Prueba lenta
en tubo, Prueba del 2- Mercaptoetanol y/o fijacion de
complemento».

De ahi que el objetivo del presente trabajo fue reali-
zar un estudio transversal en un rebafio bufalino, ubi-
cado en laregion del Sur del Lago de Maracaibo, em-
pleando técnicas seroldgicas de tamizaje y
confirmatorias oficiales y otras de uso mas reciente
como la FPA. Se implementd, ademas, el uso de la
PCR para lograr un diagndstico sin tener que realizar
el aislamiento de la bacteria.

MATERIALESY METODOS

Se muestrearon un total de 80 animales de una
finca bufalina lechera ubicada en el Municipio
Panamericano del Estado Tachira, en la cual se ha-
bian registrado abortos en el Ultimo tercio de gesta-
cion, durante los ultimos meses; en la finca se aplica
la vacuna RB51, segun recomienda la casa comercial.

La recoleccion de sangre se realizé con el sistema
Vacutainer, empleando tubos con EDTA y sin
anticoagulante, con el fin de garantizar la asepsia; es-
tos se transportaron al Laboratorio de Zoonosis de la
Universidad de los Andes, bajo refrigeracion inmediata a
sutoma, para extraccion de ADN y estudios seroldgicos,
respectivamente. Las técnicas seroldgicas empleadas
fueron: prueba rapida de RB como prueba tamiz (10, 11,
12) y como métodos confirmatorios se utilizaron las prue-
bas de 2- Mercaptoetanol en formato de microplaca y
FPA(10, 11), teniendo en cuenta que la utilizacion de la
técnica de fluorescencia polarizada, en la especie
bufalina, esta recomendada por varios autores (11,12)
por ser una técnica sencilla para determinar la interaccién
antigeno/anticuerpo que se puede realizar en instala-
ciones de laboratorio 0 en el campo de manera muy
rapida (10, 11,12).
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Para la prueba rapida se empleé el antigeno de RB
producido por el INIA- Maracay, lote 01/2013, con una
relacion 1:1 de suero y antigeno, segun la técnica des-
crita por la OIE (11).

La prueba de microplaca se realiz6 con el uso de
antigeno de Wrigth para prueba de aglutinacion estéandar
(MICSA-México), con sus dos variantes del ensayo de
prueba de microaglutinacién para Brucella (Brucella
Microaglutination Test, de sus siglas en inglés BMAT)
con solucién fenolada al 0,5% y con solucién de 2-
Mercaptoetanol al 0,7% con un punto de corte de 1/50
y 1/25, respectivamente. Se realizaron diluciones
seriadas desde 1/25 hasta 1/3200 para un formato de
200 pl.

La técnica de FPA se realizé con el paquete co-
mercial de FPA-Diachemix, en formato de tubo, para
lo cual se empled una dilucion 1/100 con volumen final
de 1 ml. Lalectura se realizé en un lector Sentry 100-
Diachemix. Se utilizé el punto de corte establecido por
el paquete comercial.

El software SPSS 15® Windows se empled para
realizar los célculos de las frecuencias de seropositivos
y reactores, el indice de concordancia de Kappa con
un IC de 95% y p < 0.005 para las técnicas de RB,
BMAT, 2-Mercaptoetanol y FPA (13).

La extraccion de ADN gendmico se realizo a partir
de 500 ul de sangre con EDTA,; se adicionaron 500 pl
de solucién de lisis y 5 pl de proteinasa K, se incub6 a
56°C durante 3 horas, luego se realizo la extraccion
con el procedimiento clasico de fenol-cloroformo-alco-
hol isoamilico (25:24:1) (14). La PCR se realiz6 segun
lo descrito por Romero (15); se emplearon los
oligonucledtidos F4 y R2, que amplifican la regién 16S
del ARNr de Brucella sp. con una talla de 905pb (Tabla
1). Alos productos del PCR se les realizo electroforesis
en geles de agarosa al 1.5% y tincién en bromuro de
etidio (0.5 pg/ml), para evidenciar si hubo amplifica-
cion del fragmento de interés.

RESULTADOSY DISCUSION

La prueba tamiz RB detectd 51,25% (41/80) ani-
males reactores, lo cual es un valor alto si se compara
con el 5,3% del ultimo estudio reportado en la zona (7)
u otros recientes realizados en bufalos en Colombia,
donde encontraron 11-13% de seroprevalencia (2, 16).
El porcentaje de reactores que se detecté puede estar
asociado a un alto porcentaje de falsos positivos, lo
cual ya fue analizado en un estudio similar realizado
en Trinidad y Tobago, donde determinaron que en mues-
tras obtenidas de bovinos era mas factible el aisla-
miento de B. abortus que en las muestras de bufalos;
la posible explicacion de esta diferencia es que se
encontraron mas reacciones seroldgicas falsas positi-
vas en bufalos comparadas con los bovinos (14). Es-
tos falsos positivos, por lo general, estan asociados a
infecciones por otras bacterias Gram negativas como
Yersinia enterocolitica y Escherichia coli 0:157 (17).
Esta prueba ha presentado resultados muy variables y
controversiales en estudios realizados con bufalos, por
lo cual su eficacia es muy criticada por sus valores de
especificidad y sensibilidad (18).

La seropositividad para el rebafio, con el uso de
BMAT, fue de 8,75% (7/80); con las pruebas
confirmatorias 2-Mercaptoetanol y FPA-Brucella se
obtuvo valores de 6,25% (5/80) con ambas técnicas, lo
que coincide con los resultados de ensayos anteriores
que se realizaron en la zona, que reportaron en bovi-
nos seroprevalencias de 6,3% en el municipio Alberto
Adriani con el uso de la prueba 2-Mercaptoetanol (7).

Los resultados de las pruebas seroldgicas para
Brucella sp. se presentan en la Tabla 2. La region del
Sur del Lago ha sido caracterizada por ser endémica a
brucelosis bovina. Aunque no hay estudios recientes,
histéricamente, la Brucelosis en Venezuela se situa
en valores que van desde 0,8% hasta 10,2%, en de-
pendencia de la zona geografica (19). Por lo tanto, re-
sulta necesario estimar los indicadores asociados a

TABLA 1. Secuencia y ubicacion de los oligonucle6tidos del ARNr 16S de Brucella sp./ Sequence and location of the
oligonucleotides of the 16S rRNA of Brucella sp.

Oligonucledtidos Secuencia Ubicacién Tamario (pb)
F4 5-TCGAGCGCCCGCAAGGGG-3 63-79 905
R2 5-AACCATAGTGTCTCCACTAA-3 947-966
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TABLA 2. Resultados de las pruebas seroldgicas para brucelosis animal, aplicadas a sueros bufalinos en una finca
lechera./ Results of serological tests foranimal brucellosis, serum applied to buffaloes on a dairy farm

Pruebas Rosa Bengala MAP-Fenol MAP-2-Mercaptoetanol
seroldgicas N (%) N (%) N (%)
Positivos 41 51,25 7 8,75 5 6,25 5 6,25
Negativos 39 48,75 73 91,25 75 93,75 75 93,75
TOTALES 80 100 80 100 80 100 80 100

esta patologia en el pais, ya que es un problema de
alto impacto econémico y sanitario en la produccién
bufalina.

El valor del indice de Kappa para RB fue de 0.119,
BMAT de 0.806 y FPA 1.0, con respecto a la prueba
de 2-Mercaptoetanol (Tabla 3), lo cual demuestra mala
concordancia en el caso de RB, buena concordancia
para BMAT y total concordancia para FPA al evaluarla
contra 2-Mercaptoetanol. La prueba con antigeno
acidificado RB ha sido objeto de multiples discusiones
debido a la gran variabilidad en cuanto a especificidad
(Es) y sensibilidad (Sn) que presenta, con valores para
Esde 68.8 a100% y de Sn de 21 a 98%. Dentro de las
posibles causas para tan discordantes indices se pue-
den mencionar la subjetividad de la prueba y la
estandarizacion de la produccion local del antigeno (20,
21). Parala técnica de BMAT, en un estudio realizado
en un rebafio bufalino en Argentina, se encontré un
valor de 0,636, considerado como un nivel de concor-
dancia aceptable; en nuestro caso el valor fue superior
a este, catalogado como de buena concordancia (22).

En cuanto a FPA, un estudio comparativo de prue-
bas diagndsticas en bufalos en Brasil determiné que la

TABLA 3. Valores del indice de Kappa para las
técnicas RB, BMAT y FPA usando como referencia el
2-Mercaptoetanol (p<0.05) (Datos del software SPPS
15)./ Kappa index for RB, BMAT and FPA as
comparative techniques using the 2-mercaptoetanol
agglutination test.(p<0.05) (Data software SPPS 15)

Prueba indice de Kappa  Concordancia
(k)
RB 0.119 Baja
BMAT 0.806 Buena
FPA 1.0 Excelente

FPA tuvo una concordancia de 0,836, al compararla
con la prueba de oro 2-Mercaptoetanol; ademas, eva-
luaron ELISAiy ELISAc (23). Teniendo en cuenta que
se obtuvo total concordancia en este estudio, pode-
mos decir que la FPA es una prueba que puede ser
empleada en la especie bufalina.

Las muestras positivas a las pruebas confirmatorias
se analizaron por la técnica de PCR convencional para
amplificar el gen del ARNr 16S de B. abortus, a partir
de las cuales se evidencié un amplicén de 905pb, co-
rrespondiente con el segmento de interés (Fig. 1).

En este estudio se pudo evidenciar la aplicabilidad
practica del PCR, a partir de muestras de sangre, para
lograr obtener un diagnéstico definitivo para Brucella
sp. a partir de un animal serolégicamente positivo. En
la actualidad es bien conocido que las pruebas basa-
das en PCR son sensibles, especificas y relativamen-
te econdmicas para detectar Brucella. Varias regiones
del genoma de Brucella se han empleado en ensayos
de PCR, por ejemplo: el IS711, también conocido como
IS650 (24); el 16S rRNA (25), el gen que codifica para
la proteina de membrana externa de 31 kDa (Outer
membrane protein, de sus siglas en inglés OMP)
(26,27), el gen que codifica para BCSP-31 (28), a partir
de lisados de células crudas de Brucella sp.

En los rebafios bufalinos endémicos a B. abortus
se estima que al menos el 20% sera negativo a las
pruebas serologicas de rutina; estos animales son
reservorios importantes con largos periodos de elimi-
nacioén de bacterias al medio ambiente, por lo cual la
deteccion empleando técnicas moleculares es una
buena alternativa (6). Estos resultados indican que el
uso del PCR, en combinacion con técnicas seroldgicas,
como fluorescencia polarizada, pueden ser mas efi-
cientes para establecer, en la especie bifalina, el diag-
nostico de la enfermedad en zonas endémicas a esta
patologia.
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FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de amplificados por PCR del gen ARNr 16S de Brucella
abortus. 1: PM; 2: Negativo; 3: Brucella abortus 2308; 4 al 8: Cinco bufalos seropositivos a pruebas confirmatorias contra
Brucella sp./ Electrophoresis on agarose gel of the PCR amplified 16S rRNA gene of Brucella abortus. 1: PM; 2:
Negative; 3: Brucella abortus 2308; 4 to 8: Five seropositive buffaloes with Brucella sp. by the confirmatory tests.
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