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Resumen

La Brucelosis es una enfermedad infecciosa producida por Brucella mellitensis, siendo la causa

mas importante de aborto en cabras. En la provincia de Loja, al sur del Ecuador, se encuentra la

mayor poblacion de caprinos del pais, que también reporta la presencia de abortos; en razas de Palabras clave:
tipo especializado se han realizado trabajos aislados para determinar la presencia de esta
bacteria, sin embargo, del nicho de animales criollos no se dispone de informacion sanitaria
realizada, el presente estudio se realizé con el objetivo de monitorear si una de las causas de los
abortos en la cabra chusca criolla es la B. mellitensis, se levantd informacion epidemioldgica por
tres meses registrandose el 66.5% de abortos en los animales muestreados, se realizd el
diagndstico de B. mellitensis por medio de técnica de reaccion en cadena de la polimerasa PCR,
amplificando un fragmento de 731 pb sin registrarse amplificacion del fragmento de Brucella
investigado.

Abstract

Brucellosis is an infectious disease produced by B. mellitensis, being the most important cause of

abortion in goats. On the province of Loja in southern Ecuador is the largest population of goats

in the country, which also reports the presence of abortions, in breeds of specialized type isolated ~Keywords:
works have been carried out to determine the presence of this bacterium, however, from the niche gy cella

of creole animals there is no health information available, the present study was carried out with
the aim of monitoring if one of the causes of abortions in The Creole Chusca goat is B. mellitensis,
epidemiological information was collected for three months registering 66.5% of abortions in the
sampled animals, the diagnosis of B. mellitensis was made using the PCR polymerase chain
reaction technique, amplifying a fragment of 731bp without recording amplification of the
brucella fragment investigated.
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1. Introduccién

En la provincia de Loja, en la region Sur del Ecuador,
se encuentra la mayor poblacion de caprinos del pais, su
crianza se da a nivel de pequefios productores en
sistemas extensivos, en donde el productor aprovecha la
carne, la leche, la piel, el excremento; en estos
ambientes prolifera la cabra “Chusca” de la provincia
de Loja, que es un animal criollo, de gran rusticidad
adaptada perfectamente al medio &rido y semiarido del
bosque seco, la conservacién de este recurso ha
generado en los Ultimos afios investigaciones de gran
importancia en la caracterizacién faneroptica,
morfolégica, genética, sin embargo no existe
informacion sanitaria o de métodos o técnicas utilizadas
para el diagnostico de enfermedades.

La brucelosis es una enfermedad infecciosa abortiva,
causada por una bacteria del género Brucella, la OIE [1]
ha reportado B. mellitensis., en ovejas, cabras y en otras
especies animales, entre el 2006 y 2015, 931.913 casos
a nivel mundial, en este periodo Europa registra el
mayor nimero de casos 614.266, en los animales afecta
el tracto reproductor, ocasionando infertilidad, abortos
0 nacimiento de crias débiles [2-3]. Es también
considerada la zoonosis mas importante [4] que se
transmite por contacto directo con animales o a través
de fluidos como orina, sangre, semen, secreciones
vaginales, heces, luego de abortos o partos a término
por fluidos uterinos y la placenta [5-3], por aerosoles
infectantes, consumo de leche y subproductos lacteos
no pasteurizados, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) informa que 4 de cada 10 habitantes viven en
zonas donde se reconoce la presencia de la enfermedad

[71.

El elevado porcentaje de abortos, el desconocimiento de
las causas, la conservacion de este recurso genético en
condiciones sanitarias adecuadas, la investigacion de
esta bacteria por las afectaciones que ocasiona y su
caracter zoondtico, son razones de importancia para
realizar este estudio constituyéndose en el primer
trabajo de investigacion en los caprinos criollos.

2. Materiales y métodos

Area geografica en estudio

Las muestras obtenidas para este estudio se recolectaron
del bosque seco de la provincia de Loja, en el canton
Zapotillo, que tiene una temperatura promedio anual de
25.6 °C., del canton Paltas en el valle de Casanga que
tiene una temperatura promedio anual de 24 °C., del
cantdn Sozoranga, con una temperatura promedio anual
de 18°C., y, del canton Macara, de temperaturas entre
19a31°C

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

Poblacion estudiada

Segn ESPAC [8] 2018 la poblacion de caprinos en la
provincia es de 14953 de esta poblacion, el 15%
corresponden a animales criollos, lo que da una
poblacién de 2243 animales, de esta poblacion el 65%
son hembras (1346), las cabras en edad reproductiva
corresponden al 40% (538). Para el célculo de la
muestra se utilizd el programa Epidad 4.2, con un
margen de error de 12% y un NC DEL 95%,
correspondiendo muestrear 60 cabras con un método de
muestreo por conveniencia.

Toma de muestras

De cabras se extrajeron muestras de sangre total, con
agujas de doble punta estéril, en tubo plastico tapa lila
con vacio, para las pruebas de biologia molecular, antes
de tomar la muestra, se rotulo el tubo y se ingreso a la
plantilla la respectiva identificacion del animal, se llend
el tubo de sangre en sus 2 (dos) tercios tomando la
muestra de la vena yugular y evitando movimientos
bruscos, se colocaron en gradillas de espuma flex, se
llevaron a conservacion a -20 °C hasta su
procesamiento

Extraccion de ADN

Se realizo en el laboratorio de biologia molecular de la
Universidad Nacional de Loja, mediante el
procedimiento manual de extraccion segin Romero y
colaboradores 1995 [9], con adaptaciones a partir de
200 ul de sangre entera, la cuantificacion se realiz6 en
el Nano Drop 2000 y las pruebas de integridad de ADN
se realiz6 en gel de agarosa al 1%

Deteccion de B. melitensis mediante PCR

Se optimizo la PCR en la que se utilizaron primers que
amplifican un fragmento de 731 pb. B. melitensis-
speciftc primer 5'-AAA, TCG, CGT, CCT, TGC,
TGG, TCT, GA-3'. IS711-specific primer 5’-TGC,
CGA, TCA, CTT, AAG, GGC, CTT, CAT-3' [10].
La preparacion de la PCR se realizd a 25 ul en base a
los siguientes parametros.
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Tabla 1. Cantidades requeridas de los reactivos para la

reparacion de la PCR [10].

Reactivo | C.Stock | C.Requerida | Mix (uL) | xn*1

Buffer 10 X 1x 2.5uL

dNTPs 10mM 0.3mM 0.5uL

MgCI2 25mM 1.5mM 1.5uL

Primer F 10uM 2uM 0.5uL

Primer R 10uM 2uM 0.5uL

Tag P 5 U/uL 1U 0.2 uL 5.7 uL

ADN 50 ng/uL 30 ng/uL 2uL 2uL

H20 17.3uL 17.3uL

25 uL

Los  pardmetros de  amplificacion  fueron:

Desnaturalizacién inicial 95°C/ 3 min. 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C/1 min, alineamiento a 64 °C/1
min, extensién a 72°C/ 1 min; y con una extension final
a 72°C/ 5 min, [10]. la amplificacidn se la realiz6 en el
termociclador Bio Rad Icycler.

Para la electroforesis, se prepar6 un gel con TBE al 1X,
agarosa al 1,5 %, adicionando 0.7 ul de Syber safe, se
utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb y los
productos de PCR 0,8 ul de cada uno se combinaron con
0,2 ul de blue juice para ser depositados en cada pocillo
del gel. Se programo la fuente de poder y se realizo la
corrida durante 80 min a 80 voltios. La visualizacién del
gel de electroforesis se realizd6 mediante el sistema de
documentacion ENDURO™ GDS Touch.

3. Discusion y resultados

Encuesta epidemioldgica

De los sesenta animales muestreados, cuarenta registran
abortos

Tabla 2. Abortos registrados en las cabras

muestreadas
Animales X Total %
muestreados | Edad Hembra abortos
Total R S %

Afos aza con por

animal
aborto
60 3.1 |Chusca 40 66.7 | 1.05

Deteccion de B. mellitensis por PCR

De las 60 muestras procesadas no se obtuvieron
reactores positivos a la prueba de biologia molecular

Tabla 3. Deteccién de B. melliensis en cabras chuscas

Raza

Cantidad

Negativos

%

Chusca

60

100

0

0

400ph

MK
100 pb
ladder

Figura 2. Amplificacién del fragmento de 731 pb

En un estudio realizado en los afios 2009-2010 en
cabras del sector periurbano de Quito registr6 una
seropositividad a brucelosis del 0.05 % [11]. Zabala y
colaboradores [12]. investigando Brucella spp en la
ciudad de Quito obtuvieron un 9,0 % de positividad en
leche (PCR), 8,0 % en ganglios (PCR) y 17,8 % en
suero (prueba de aglutinacion), resultados que
confirmaron la presencia de la bacteria en las cabras
analizadas

Diaz-Lamifia [13] reportan el 0% de seroprevalencia de
brucelosis caprina en Loja, mediante pruebas de
biologia molecular, en el 2015 Luna-Trueba [14],
detectaron, por primera vez, B. melitensis (2% de las
muestras), en este estudio no se detectd la presencia de
B. mellitensis en las muestras procesadas por PCR, sin
embargo, se da cuenta de un problema abortivo de
consideracion en estos animales que debe ser
investigado.

El 66.5% de abortos registrados mediante la encuesta
epidemiologia se relaciona posiblemente con el reporte
de Mellano [15] en México, que en las zonas &ridas y
semi aridas existen un méaximo del 70% de pérdidas
fetales. Mellano and Pastor, [16] mencionan que las
pérdidas por abortos constituyen la principal falla
reproductiva de los caprinos en sistemas extensivos
donde se presenta una restriccion alimenticia durante la
gestaciéon, que obedece a la particular estrategia
reproductiva de la cabra, la cual “responde” al estimulo
del macho, aun con bajas reservas corporales de
energia, y una vez gestante, la cabra continla o
suspende la prefiez, segin la disponibilidad de
nutrientes.

4. Conclusiones

Se determind por medio de la encuesta epidemiolégica
el 66.5% de abortos en cabras criollas de las zonas
estudiadas, mediante la prueba molecular no se detect6
la presencia de B. melliensis, que es la que ocasiona el
mayor porcentaje de abortos en esta especie animal.
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5. Recomendaciones

Los estudios posteriores deben investigar otras causas
infecciosas sin dejar de lado las causas no infecciosas
que podrian estar afectando la reproduccion en las
cabras criollas de la zona.
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