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Resumen

La brucelosis y la tuberculosis bovina (TBB) son enfermedades infecciosas que impactan
significativamente la produccion ganadera colombiana. La anterior situacion persiste porque
las estrategias de control son ineficaces con fallas en la deteccidén temprana de casos y adecuada
vigilancia de dichas enfermedades. El objetivo de este trabajo es presentar una estrategia
integral para la deteccion temprana y mapeo de casos de brucelosis y TBB. Se estandariz6 un
protocolo de cultivo bacteriano, extraccion de ADN genomico y amplificacion de genes
especificos de Brucella abortus y Mycobacterium bovis para su deteccion especifica en
muestras de leche cruday queso artesanal. Se evaluaron 5 muestras de leche cruday 5 muestras
de queso. Se obtuvo ADN gendémico a una concentracion promedio de 64,3 ng/uL y pureza
apropiada (relacion A260/A280 promedio de 1,6). En 4 muestras de queso se amplificaron por
PCR los genes ribosomales 16S y 1 muestra de queso fue positiva para Mycobacterium bovis.
Se disefid una herramienta web interactiva con los casos de brucelosis y TBB entre 2004-2020
reportados al Instituto Colombiano Agropecuario que presenta la distribucion geografica de
focos en la escala de tiempo a nivel nacional. La identificacion de M. bovis en derivados lacteos
sugiere que el patégeno podria estar presente en derivados lacteos que se expenden a nivel
local.

Palabras clave: Brucelosis, tuberculosis bovina, ganaderia, enfermedades infecciosas,

diagnostico, zoonosis.
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Abstract
Brucellosis and bovine tuberculosis (TBB) are infectious diseases that significantly impact
Colombian livestock production. The previous situation persists because control strategies are
ineffective with failures in the early detection of cases and adequate surveillance of these
diseases. The objective of this work is to present a comprehensive strategy for the early
detection and mapping of brucellosis and TBB cases. A protocol for bacterial culture, genomic
DNA extraction and amplification of specific Brucella abortus and Mycobacterium bovis
genes was standardized for their specific detection in raw milk and artisan cheese samples. 5
raw milk samples and 5 cheese samples were evaluated. Genomic DNA was obtained at an
average concentration of 64.3 ng/pL and appropriate purity (average A260/A280 ratio of 1.6).
In 4 cheese samples the 16S ribosomal genes were amplified by PCR and 1 cheese sample was
positive for Mycobacterium bovis. An interactive web tool was designed with the cases of
brucellosis and TBB between 2004-2020 reported to the Instituto Colombiano Agropecuario
that presents the geographical distribution of foci on the time scale at the national level. The
identification of M. bovis in dairy products suggests that the pathogen could be present in dairy

products that are sold locally.

Keywords: Brucellosis, bovine tuberculosis, livestock, infectious diseases, diagnosis,

Zoonoses.
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1. Introduccion
Las enfermedades infecciosas como la brucelosis y la tuberculosis bovina (TBB) representan
uno de los problemas sanitarios mas prevalentes en el sector ganadero y constituyen
enfermedades que no han sido erradicadas de Colombia (Agudelo-Suéarez, 2012; Arenas et al.,
2017). Estas enfermedades son de control oficial por las autoridades de sanidad animal y por
ende constituyen un gran obstaculo para la produccién pecuaria del pais. Incluso en términos
de salud publica y salud ocupacional, debido a que representan una amenaza para los
consumidores de productos lacteos derivados de animales enfermos y para el personal asociado
al campo Yy asistencial respectivamente (Leal-Bohorquez et al., 2016; Bermudez et al., 2017).
Los animales infectados deben ser sacrificados, lo que genera importantes pérdidas
economicas en el sector ganadero que podrian variar segun la edad, el peso y la raza del animal
infectado (Arenas & Moreno, 2016). La problematica se asocia con la deteccion temprana del
agente causal para asegurar un control eficaz de cualquier brote. En la brucelosis, el diagnéstico
no siempre es posible por métodos microbioldgicos como el cultivo y debe confirmarse por
métodos seroldgicos en campo para identificar la sospecha de la enfermedad a nivel clinico y
se requieren métodos confirmatorios basados en inmunoensayos en leche (Rivera et al., 2003;
Moreira-ZUfiga, 2016). También, se requieren pruebas de ELISA para obtener la
confirmacion, ya que en la etapa grave de la infeccidn ocurre una alta respuesta de anticuerpos
clasicos como el IgM e 1gG durante el proceso infeccioso. Sin embargo, los anticuerpos IgM
no se vuelven a aumentar significativamente ante una nueva recaida o reinfeccion de la
enfermedad, pues se puede detectar la IgM disminuyendo durante 8 a 10 meses en los casos
que progresan hacia la recuperacion (Lucero et al., 2008). La preocupacion sobre el uso de las
pruebas de ELISA se deriva de la insuficiente madurez que existe para vincular los resultados
con el proceso clinico en animales. Por otro lado, para la TBB se utiliza la prueba de

tuberculina que se basa en la respuesta inmunoldgica a micobacterias, pero realmente la prueba
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no determina si la infeccion es activa o si se considera un criterio de diagnostico definitivo,
pues en algunos casos no se detectan ciertos animales (anérgicos) con hipersensibilidad a
Mycobacterium bovis por infecciones diseminadas o por infecciones recientes. Aunque la
prueba alcanza una alta especificidad, su sensibilidad oscila entre el 70 — 75% restringiendo su
aplicacion en las areas endémicas (Holveck et al., 2007; Coad et al., 2008; Schiller et al., 2010;
Torres, 2010; Muller et al., 2013). Conjuntamente, se presentan resultados falsos positivos,
debido a que el extracto proteico induce reacciones cruzadas con micobacterias no tuberculosas
(MNT) y algunos de los protocolos utilizados requieren equipos y personal especializado, son
laboriosos y usualmente demandan un tiempo prolongado. También, se utiliza la prueba de
deteccién de interferbn-gamma, una técnica in vitro que busca aumentar la sensibilidad y
optimizar la deteccion de animales infectados (Alvarez et al., 2008; Bezos et al., 2011). En
general, esta técnica ha evidenciado una mejor sensibilidad que la prueba de la tuberculina, no
obstante, se observa una especificidad limitada.

Otros aspectos que afectan la salud animal son el tiempo de deteccion de la enfermedad, la
cronicidad del proceso infeccioso, la calidad de los sistemas de salud veterinaria, el acceso a
los analisis o test diagnoésticos y la relacién costo-beneficio del diagnostico temprano (De
Kantor & Ritacco, 2006; Dafale et al., 2020). La carencia o disponibilidad de métodos més
sensibles y especificos limitan el control de dichas enfermedades infecciosas, por lo tanto, es
necesario desarrollar métodos precisos, de mayor especificidad y sensibilidad para diagnosticar
la presencia de patdgenos en cualquier etapa de la infeccion y asi prevenir su diseminacion en
las producciones ganaderas.

La TBB es una zoonosis causada por bacterias pertenecientes al género Mycobacterium. En
bovinos, la TBB es originada por la especie Mycobacterium bovis (M. bovis), la cual es una
micobacteria de la que se han descrito al menos 7 genotipos en 4 departamentos de Colombia,

y en otros paises en desarrollo (Jojoa-Jojoa et al., 2016; Leal-Bohdrquez et al., 2016). Esta
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enfermedad bacteriana esta incluida en la lista de la Organizacién Internacional de Epizootias
(OIE), siendo una enfermedad de reporte obligatorio (FAO, 2015). La TBB es una enfermedad
infecto-contagiosa cronica, procedente de bacterias de morfologia bacilar, donde la
enfermedad progresa lentamente, tardando meses o incluso afios en detectarse y favoreciendo
asi la diseminacion del patogeno dentro del hospedero, que normalmente se caracteriza por la
aparicion de granulomas nodulares conocidos como tuberculomas (Zelanda et al., 2010; OIE -
J. Crenn, 2011). Los signos clinicos de la TBB no son especificamente distintivos, ya que todos
los tejidos del organismo pueden verse afectados, lo que desafia a los veterinarios y
zootecnistas para hacer un diagndéstico definitivo basado Gnicamente en los signos clinicos. La
TBB produce un deterioro progresivo de la salud productiva de los hatos infectados, y que
concomitantemente tienen la capacidad de afectar la salud humana (de Waard, 2010). Es una
de las enfermedades mas trascendentales de la ganaderia, su prevalencia restringe el desarrollo
de la ganaderia y sus productos asociados. Generalmente, la transmision de TBB a los seres
humanos se produce a través de la ingestion de leche cruda sin pasteurizar o quesos de leche
cruda, o por la inhalacién de aerosoles, una via menos comun. Ademas, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) la considera una zoonosis importante en América Latina, por
lo que su control y prevencidn debe incluirse en los programas de salud y bienestar animal con
alta prioridad. Debido a la falta de estudios o pruebas de deteccion en las areas rurales de
nuestro pais, no se conoce el comportamiento de dicha zoonosis, por lo que es de suma
importancia efectuar la deteccion temprana en bovinos. Un aspecto importante para destacar
es el riesgo de contagio, dado que en las areas rurales se acostumbra a consumir productos
lacteos crudos y abastecer el mercado local.

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial y de principal interés en los paises en
desarrollo, causada por la bacteria gram-negativa Brucella abortus. Dicho agente etioldgico es

el mas habitual en bovinos y es, por tanto, mas frecuente en los ultimos afios, donde representa
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un problema sanitario y econémico con implicaciones en la salud publica y ocupacional en
Colombia (Avila-Granados et al., 2019). La enfermedad se asocia con abortos en el ganado
bovino durante el ultimo trimestre de gestacion, placenta retenida y produce terneros recién
nacidos débiles e infertilidad animal (Gonzalez T et al., 2007; Neta et al., 2010). Es una
enfermedad infecto-contagiosa, con un impacto economico significativo en la produccion,
provocando una reduccion en la produccién de carne, revelando un impacto negativo de la
enfermedad ante el programa de control y erradicacién de la brucelosis en Colombia (Cardenas
et al., 2018). Aunque su vigilancia se limita a B. abortus, existen otras especies importantes de
Brucella gue causan infecciones en otros animales. Adicionalmente, la brucelosis representa
una de las infecciones de laboratorio méas faciles de adquirir, y por ello se deben adoptar
medidas estrictas de bioseguridad al manipular cultivos y muestras infectadas como los
productos del aborto. Existen medidas eficaces de prevencion de las enfermedades en el
ganado mediante programas de vacunacion con cepas atenuadas como C19 o RB51 (Moreno,
2014).

Las fallas en la identificacién de los animales portadores de la bacteria responsable de esta
zoonosis complican considerablemente las acciones de control, en particular las preventivas,
ya que hasta la fecha no existe una perspectiva real de su prevalencia, ni de los posibles
elementos vinculados a su propagacién. Tampoco se han determinado los factores de riesgo
ante nuevas infecciones por B. abortus en hatos certificados como libres de brucelosis
(Cardenas et al., 2019). Los animales aceptados como seropositivos en su mayoria tienen
contacto estrecho con el hombre, lo que se ha sumado a las rutas de transmisién conocidas en
otra dimension como zoonosis emergente. Adicionalmente, la brucelosis no exhibe un cuadro
clinico caracteristico que permita el diagnostico precoz del huésped, lo que favorece el curso
y la cronicidad de la enfermedad, complicando alternativas terapéuticas y tratamientos

definitivos inespecificos.
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Estudios previos estiman una alta prevalencia de brucelosis y TBB en el pais, ya que existen
dificultades respecto al control y la diseminacion de dichas enfermedades, y la carencia de
programas de tamizaje y pruebas diagnosticas adecuadas. En este contexto, la implementacion
de controles o herramientas web que determinen la prevalencia de la enfermedad en tiempo
real beneficiaria a toda la ganaderia convencional, siendo una estrategia clave para identificar
geograficamente el origen de dicha propagacion, logrando controlar las infecciones causadas
por los patdgenos y seguramente abriria la posibilidad de competir en el mercado internacional
(Arenas et al., 2021).

La transmision al ser humano ocurre por medio del contacto con membranas fetales infectadas,
fetos abortados y secreciones uterinas que permiten la diseminacion del patogeno (Valera et
al., 2005), causando una enfermedad debilitante en humanos caracterizada por fiebre, fatiga,
sudores con olor caracteristico y malestar general, donde también pueden ocurrir
complicaciones severas como artritis, endocarditis, insomnio, impotencia sexual y trastornos
neuroldgicos (Rodriguez et al., 2014; Soares et al., 2015).

Cada afio se diagnostican casos de brucelosis y TBB, y los registros indican que se producen
aproximadamente medio millén de casos por enfermedad en todo el mundo (Acha & Szyfres,
2001; Muller et al., 2013). Aunque también se consideran enfermedades ocupacionales, en este
ambito se conoce muy poco, adicionalmente, se requieren programas educativos y de
capacitacion de alto impacto para abordar la enfermedad de manera integral, especialmente en
grupos vulnerables como los pequefios, medianos productores y ganaderos tradicionales de las
regiones de baja productividad. El diagnostico y prevencion temprana de la enfermedad debe
ser el objetivo fundamental de las autoridades sanitarias y veterinarias con miras a su control
y erradicacion, y no un proceso sancionatorio para los ganaderos con animales enfermos
(Reyes, 2010).

Nuestro pais tiene una vocacion altamente agropecuaria, por esta razon la produccion ganadera
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es de gran importancia, y dentro de esto se enmarca la produccion lactea, carnicos y sus
derivados, productos muy importantes en la dieta alimentaria de la poblacion. Este trabajo
presenta resultados en dicho sector, porque se trata de enfermedades que impactan
desfavorablemente la produccion, y su presencia podria comprometer la seguridad sanitaria y
también la seguridad alimentaria del pais a mediano y largo plazo. La presente investigacion
busca optimizar la deteccion temprana de infecciones causadas por B. abortus y M. bovis
asociadas a practicas ganaderas en el pais, implementando métodos moleculares para el
diagnostico de la brucelosis y la TBB que puedan ser utilizadas en campo. Adicionalmente,
contribuir a la deteccion de focos de transmision de estas enfermedades a través del uso de
datos de georreferenciacion para el control de las mismas. EI conocimiento de dichas
enfermedades permitiria focalizar esfuerzos diagnésticos con métodos moleculares altamente
especificos y concentrar estrategias de control con pequefios y medianos productores

ganaderos.

2. Materiales y Métodos
2.1 Descripcién general del estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo observacional acerca de la prevalencia de TBB y brucelosis
en Colombia y un diagndstico molecular. La poblacion del estudio fueron los bovinos de los
pequefios y medianos productores ganaderos de los municipios de Fusagasuga del
departamento de Cundinamarca, Colombia. Se recolectaron asépticamente cinco muestras por
duplicado de leche cruda del municipio de Fusagasugd (n=5) que es colectada en rutas
programadas en el area rural y es distribuida en el casco urbano de la ciudad. EI queso evaluado
proviene del municipio de Cabrera donde es producido artesanalmente y comercializado en
Fusagasuga.

Por otro lado, se realizd un estudio observacional retrospectivo basado en casos de TBB y
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brucelosis. Recopilamos los datos epidemioldgicos de los boletines semanales, mensuales y
anuales a nivel Colombia por parte del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) que estan

disponibles gratuitamente en linea (https://www.ica.gov.co/boletines.aspx).

2.2 Contexto y Poblacion
Se realiz6 un muestreo de cinco rutas de distribucion de leche cruda, fueron numeradas como
rutas 1 a 5 segun conveniencia cuya procedencia fue del municipio de Fusagasuga. Se
incluyeron cinco muestras de queso de leche cruda (n=5) con denominacion de origen del
municipio de Cabrera, municipios en donde se presume que la ganaderia se realiza sin buenas
practicas ganaderas y donde actualmente se comercializa leche cruda y productos lacteos no

pasteurizados.

2.3 Criterios de Seleccion
Se definieron como criterios de inclusion: La actividad productiva a pequefia y mediana escala,
extension de predios, sospecha de casos de TBB y brucelosis bovina en animales y productores

del area de estudio y que proveian leche a las rutas de recoleccion.

2.4 Métodos en Laboratorio
Se realizé una curva de crecimiento para la cepa vacunal RB51 de Brucella abortus para la
obtencion de ADN que fue empleado como control en la técnica de PCR. Se realizaron
diluciones seriadas de la cepa de Brucella en caldo tripticasa-soya (TSB) para estandarizar
condiciones de crecimiento y cuantificar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Las
condiciones de cultivo de incubacion fueron: agitacion en una atmosfera CO; al 5% y 37°C
durante las 48 horas post-inoculacion. EI ADN gendmico se extrajo mediante el método fenol-

cloroformo, precipitacion con etanol para la amplificacion de genes por PCR ARNr 16S,
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AMOS-ERY para Brucella abortus, PCR-TBC para Mycobacterium bovis y PCR-MTB
confirmatoria para Mycobacterium tuberculosis.

Se recolectaron muestras de leche cruda y queso artesanal para la deteccion de Mycobacterium
bovis y Brucella abortus, las cuales se almacenaron a 4°C hasta su uso. Se transfirieron 2 mL
de las muestras en cabina para proteccion de aerosoles y se centrifugd a 7000 x g durante 10
minutos. Posteriormente se realizd la lisis celular con un buffer de lisis que contiene Tris HCI,
EDTA, Triton 2%, lisozimay un tratamiento con proteinasa K. Se transfirié el precipitado final
a un tubo O-Ring y se procedio a la homogeneizacion mecanica por medio de las perlas de
zirconio. Se transfirio el sobrenadante a un tubo O-Ring limpio y se adiciono un volumen igual
(1X) de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Seguidamente se realizo la extraccion organica
del ADN con un volumen 1/10 de acetato de sodio 3M y 2 volumenes de etanol al 100% pre-
enfriado, que se mezcl6 abundantemente y se almacend a -20°C toda la noche. Posteriormente,
se centrifugd a 13000 rpm a 4°C durante 15 minutos, se descartd el sobrenadante y se adiciond
como paso de precipitacion 1 mL de etanol al 70% frio. Finalmente, se resuspendié en 50 pL
de buffer TE (Tris HCI, EDTA) 1X como tratamiento con buffer para solubilizar el ADN. Se
continué con la PCR del gen ARN ribosomal 16S para bacterias en general, AMOS-ERY
especifica para Brucella abortus, PCR-TBC especifica para Mycobacterium bovis y PCR-
MTB confirmatoria para Mycobacterium tuberculosis (Torres-Higuera et al. 2018). Los

productos se visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

2.5 Disefio de la Plataforma
Se utiliz6 un sistema de gestion por medio de una base de datos para recuperar y gestionar los
datos epidemioldgicos, mediante el uso de modelos estadisticos en una plataforma web
interactiva en ArcGIS junto con la herramienta Map-Viewer de Esri. Se recopilaron los datos

epidemioldgicos de los boletines semanales, mensuales y anuales del ICA, que estan
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disponibles gratuitamente en linea (https://www.ica.gov.co/boletines.aspx) de acuerdo al

periodo de observacion entre 2004 y 2020. La herramienta basada en Sistemas de Informacién
Geogréafica (SIG) permite buscar el nimero de casos por municipio o generar un informe
mensual para inferir una potencial estacionalidad de la enfermedad. La informacién de la

plataforma se muestra en espariol.

2.6 Andlisis Estadisticos
Se realiz6 mediante un analisis de correspondencia multiple (MCA) y una prueba de Chi-
cuadrado utilizando los paquetes Factominer y Factoextra del software R (v3.6) (R Core Team

(2020). R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-

project.org/. Las variables incluyeron enfermedad sea TBB o brucelosis, nimero de casos,
ubicacion por departamento y afio. Las diferencias estadisticas se calcularon a un nivel de

significacion p <0,001.

3. Resultados
3.1 Crecimiento de cepas y estandarizacion de cultivo
El diagndstico es un componente clave en el control de la brucelosis y la TBB y por ello, en la
fase de laboratorio se han estandarizado las condiciones de cultivo e identificacion molecular
de Brucella abortus y Mycobacterium bovis. La cepa de B. abortus RB51 corresponde a la
cepa vacunal viva liofilizada y atenuada contra la brucelosis bovina, es genéticamente estable
y menos virulenta que la cepa vacunal C19. Se emple6 la cepa RB51 porque produce
inmunidad protectora frente a posibles brotes de B. abortus en bovinos porque a diferencia de

la cepa C19, no interfiere con el diagnostico de infecciones con cepas de campo (Figura 1).
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Curva de crecimiento B. abortus RB51
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Figura 1. Curva de crecimiento para la cepa Brucella abortus RB51. Cantidad de UFC por

tiempo de generacion en 48 horas de incubacion.

La curva de crecimiento para la especie B. abortus se realizo con el fin de conocer la generacion
de tiempo de duplicacién de la bacteria y determinar la mayor cantidad de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) para la estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN.
Después de diluciones seriadas de 10-2, 10-3 y 10-4 UFC/mL en caldo soya tripticasa (TSB)
entre las 6 horas hasta las 22 horas y diluciones seriadas de 10-4, 10-5y 10-6 UFC/mL entre
las 24 hasta las 48 horas de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados. Inicio la
incubacion con un tiempo 0 (t=0) con una concentracién inicial de 0 UFC. A las 6 horas de
incubacion (t=6) la cantidad de bacterias se estimé en 30.000 UFC. A partir de las 18 horas
(t=18) de incubacion se observé el crecimiento bacteriano, en donde la cantidad de colonias
llegd a 3.000.000 UFC. EI conteo de las 24 horas (t= 24) de incubacion fue de 10.400.000
UFC, tiempo en donde la bacteria alcanza su maxima capacidad de crecimiento. A las 32 horas

(t=32) de incubacion las bacterias se encuentran en la fase estacionaria, en donde cesa el
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crecimiento de la bacteria por agotamiento de nutrientes con 10.000.000 UFC. Finalmente, a
las 48 horas de incubacion (t=48) la cantidad de bacterias declina a 8.000.000 UFC. Para el
caso de M. bovis, ya se tenian estandarizadas las condiciones de crecimiento con la cepa
vacunal BCG de Mycobacterium bovis en el laboratorio del grupo de Bioquimica y Biologia

Molecular de las Micobacterias (BBMM) de la Universidad Nacional de Colombia.

3.2 Extraccion de ADN genomico y amplificacién de gen por PCR
Se estandarizé un protocolo para la extraccion de ADN en leche cruda y queso de leche cruda,
rapido, sencillo y de bajo costo; que incluye los siguientes pasos: lisis celular,
homogeneizacién mecéanica, extraccion organica y tratamiento con buffer. Se evaluaron 5
muestras de leche cruda y 5 muestras de queso de leche cruda obtenidas de los municipios de
Fusagasuga y Cabrera, respectivamente. La concentracion de ADN extraido de cada una de las
muestras se evalu6 mediante una medicion de absorbancias a una longitud de onda de 260 nm,
y la pureza de las muestras se establecio gracias a la relacion de absorbancias A260/280. Se
evidencid una concentracion buena (cantidad) y pureza (calidad) aceptable en leche y en queso
de leche cruda (Tabla 1). El protocolo se realiz6 en 10 muestras en las que se obtuvo una
concentracion promedio de 64,32 ng/ul, en donde L1 y Q4 son las muestras de mayor
concentracion, pues se estima que una buena cantidad de ADN oscila entre los 90-100 ng/pL.
En la segunda columna se encuentra la pureza determinada a partir de la relacion de
absorbancias A260/A280, con una pureza promedio de 1,60. Se observo que las muestras L3
y Q4 son las muestras de mayor calidad, ya que se encuentran dentro del valor indicativo de
ADN con pureza aceptable, el cual oscila entre 1,6-1,8. No obstante, de acuerdo al anterior

parametro, todas las muestras fueron apropiadas para la prueba de PCR.
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Tabla 1. Concentracion de ADN y pureza con la relacién de absorbancia A260/A280

obtenidas en el muestreo.

MUESTRAS CONCENTRACION PUREZA
(ng/ul) (A260/A280)
Leche 1 146,7 1,70
Leche 2 84,2 1,54
Leche 3 80,5 1,72
Leche 4 51,8 1,68
Leche 5 50,4 1,59
Queso 1 48,4 1,28
Queso 2 16,2 1,60
Queso 3 15,5 1,64
Queso 4 92,7 1,68
Queso 5 56,8 1,55

Se realizaron PCR especificas para identificar las especies bacterianas presentes en las
muestras, amplificando una region especifica del gen que transcribe para el ARN ribosomal de
la subunidad 16S el cual sugiere la presencia de contaminacién bacteriana, en donde 4 muestras
de queso (Q2, Q3, Q4 y Q5) permitieron obtener la banda esperada de 1446 pb (Figura 2A).

Se continué con una PCR multiple utilizando cebadores AMOS-ERY especificos para
Brucella, en donde se observd dos bandas de fragmentos de 364 pb y 498 pb los cuales sirven
para diferenciar B, abortus de las demas especies de Brucella. En los 10 aislados, en la cepa
vacunal RB51 y en el control negativo se encontro una amplificacion de un fragmento de 178

pb dando como resultado un muestreo negativo para B. abortus (Figura 2B).
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A)PM L1 L2 L3 L4 L5 Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 rB51 H20

- e _ 1446 pb

BjPM L1 L2 13 L4 L5 Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Rest H20

Figura 2. A: Método de PCR region especifica de ARN ribosomal 16S para bacterias en
general. B: Método de PCR AMOS-ERY Brucella abortus. (PM) Marcador de peso molecular
expresado en pb. (L) Muestras de leche cruda. (Q) Muestras de queso de leche cruda. (RB51)

Control positivo con la cepa vacunal. (H.O) Control negativo.

La PCR especifica para M. bovis, se emplea para la diferenciacion de Mycobacterium bovis y
Mycobacterium tuberculosis, en donde se utilizan los cebadores de amplificacion selectiva
para M. bovis 1566 up/14130 low. Se realizo una verificacion de la especificidad de los primers

en Primer-BLAST (https://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cqi?LINK LOC=BlastHome) con la secuencia 1566 up 5

GCGTGGCGTGAATACCTACTT 3’ de 21 pb de extension, con una (Tm: 60,1) y la
secuencia 14130 low 5> CGGGTGTAGCTCGAGGATTTT 3’ de 21 pb de extension, (Tm:

60,7) indicando que el organismo blanco corresponde a Mycobacterium bovis (Figura 3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome
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Products on target templates
>CP064405.1 Mycobacterium tuberculosis variant bovis BCG strain BCG SL 222 Sofia chromosome, complete genome

Product length = 666

Forward primer 1 GCGTGGCGTGAATACCTACTT 21
Template 2192276 i 2192296
Reverse primer 1 CGGGTGTAGCTCGAGGATTIT 21
Template 2192941 e 2192921

>CP023708.2 Mycobacterium tuberculosis variant bovis strain 3/86Rv chromosome
Product length = 666

Forward primer 1 GCGTGGCGTGAATACCTACTT 21
Template 2204344 2204364
Reverse primer 1 CGGGTGTAGCTCGAGGATTTT 21
Template 2205009 L 2204989

=LR699570.1 Mycobacterium tuberculosis variant bovis strain Mb3601 genome assembly, chromosome: Mb3601
Product length = 666

Forward primer 1 GCGTGGCGTGAATACCTACTT 21
Template 2208341 e 2208361
Reverse primer 1 CGGGTGTAGCTCGAGGATTIT 21
Template 2209006 i 2208986

Figura 3. Verificacion de la especificidad de los cebadores empleados en la PCR-TBC para

Mycobacterium bovis, obtenido en BLAST.

Se obtuvo una muestra de queso (Q1) positivo para dicha region que se evidencia con una
banda de 635 pb (Figura 4A). La amplificacion por PCR-MTB es una PCR confirmatoria que
detecta especies del complejo Mycobacterium tuberculosis, con la cual se identificé una banda
de un fragmento de 394 pb en el control positivo por la cepa vacunal que no se encontr6 en las

10 muestras evaluadas (Figura 4B).
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A)MP L1 L2 L3 L4 (5,1 Q2 Q3 Q4 Q5 m.bovs ()

% . M. bovis ' —6 b
B)MP LT L2314 L5Q1Q2Q3 Q405 (5 3 el

Figura 4. A: Método de PCR-TBC Mycobacterium bovis. B: Método de PCR-MTB complejo
Mycobacterium tuberculosis. (MP) Marcador de peso molecular expresado en pb. (L) Muestras
de leche cruda. (Q) Muestras de queso de leche cruda. (M. bovis) Control positivo con la cepa

del Instituto Nacional de Salud BCG 080217. (H.O) Control negativo.

3.3 Panel de visualizacion de casos de brucelosis y TBB

El ICA realiza reportes semanales, mensuales y anuales de los casos de brucelosis y TBB en
Colombia. Con el proposito de entender la diseminacion de dichas enfermedades, en este
estudio se recopilaron los datos de sanidad animal en una plataforma web que determina la
prevalencia de brucelosis y TBB en Colombia en tiempo real, la cual identifica
geograficamente el municipio donde se presentd un brote en una linea de tiempo (Figura 5).

Segun los informes semanales de sanidad animal, se genera un acumulado de casos por mes y
por departamento, siendo de mayor impacto los departamentos con un total de casos de las

enfermedades Cundinamarca con 435 casos (25,9 %), Antioquia con 279 casos (16,5 %) y
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Valle del Cauca con 241 casos (14,3 %). Los analisis en detalle del mapa evidenciaron que la
mayor cantidad de casos identificados de brucelosis se originaron en el municipio de San Pedro
de los Milagros (Antioquia) con 235 casos. Se evidencid el impacto de TBB en el municipio

de Zipaquira (Cundinamarca) con un total de 139 casos acumulados.

Interactive web-based tool for evaluating the spread of bovine tuberculosis and brucellosis in Colombia

REPUDIICE
Dominicana CASOS DE ENFERMEDAD POR DEPARTAMENTO TOTAL CASOS TOTAL DE CASOS POR MUNICIPIO

Kifgston TUBERCULOSIS
B
f;{

&
edellin venezuela

561

Perd

CASOS POR ANO oz| | BRUCELOSIS

CASOS POR MESES

Como citarnos:
Arenas NE, Avila EF, Correa ED, Rued
nt veb

Figura 5. Visualizacion de la herramienta web para evaluar la propagacion de brucelosis y
TBB en Colombia. Panel derecho: nimero total de casos por municipio; Panel central-superior:
numero total de casos por departamento; Panel central-inferior: frecuencia de casos por mes;
Panel superior izquierdo: mapa interactivo de los casos a nivel Colombia; y Panel inferior
izquierdo: numero total de casos por afio, se observa en color violeta el total de casos para TBB

y en color amarillo el total de casos para brucelosis.

El anélisis estadistico evidencid que en el afio 2020 se reportd la mayor cantidad de brotes de
brucelosis, con un total de 383 casos activos, mientras que el afio 2012 fue el que tuvo un pico
de contagio de TBB, pues se identificaron 91 casos activos. Estos resultados nos brindan
consistencia con los datos en la plataforma que proporciona informaciédn precisa y actualizada

sobre la cantidad de brotes y ubicacion exacta del brote de dichas enfermedades. Se espera que
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los analisis permitan a las entidades encargadas del control y vigilancia puedan formular

acciones para la erradicacion de estas enfermedades.

4. Discusion
El presente estudio pretende contribuir al control de brucelosis y TBB a través de nuevas
estrategias diagndsticas e incorporarlas en los programas de control basadas en un panel de
monitoreo y un método de diagnostico molecular a partir de muestras de leche cruda y queso
elaborado artesanalmente.
Estas zoonosis son un problema actual y, al no tener un control adecuado de las mismas se
transforman en un problema de salud publica, o que a menudo demuestra el desinterés o la
poca inversion de las autoridades de sanidad animal por generar espacios de divulgacion o
capacitaciones de alto impacto para pequefios, medianos productores y ganaderos
tradicionales. Las acciones educativas podrian ser valiosas como primer paso y hace parte de
la implementacion de buenas practicas ganaderas e implementacion de medidas preventivas
(Avila-Granados et al., 2019). La deteccién temprana evita que se generen pérdidas
econdmicas mayores para el productor ganadero.
Lo primero fue estandarizar un método molecular para el diagnostico de brucelosis y TBB en
muestras de productos lacteos y leche cruda. El protocolo de extraccion de ADN se considera
uno de los pasos criticos en la deteccidn de cualquier microorganismo detectable en la leche,
ya que parte del éxito de la amplificacion esta ligado a la pureza y cantidad del ADN obtenido.
Asi en las muestras de derivados lacteos se encuentran con frecuencia inhibidores de la PCR
como lipidos, proteasas y calcio que podrian alterar la eficiencia de la reaccion (Bessetti 2007,
Schrader et al., 2012).
Las técnicas de biologia molecular han evolucionado tanto que en la actualidad se han

desarrollado métodos basados en el ADN (Arenas & Salazar, 2019). Se ha demostrado que los
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métodos de PCR basados en ADN son altamente especificos, reproducibles y sensibles,
caracterizados por un alto poder discriminatorio, procesamiento rapido y bajo costo, por lo que
se han dispuesto para estudiar la composicion microbiana de los alimentos (Quigley et al.,
2012).

Las enfermedades transmitidas por los productos lacteos son un problema de salud publica por
el riesgo de contagio que representan durante su cadena productiva, incluidos los productos de
origen animal y los alimentos listos para consumir (Verraes et al., 2015). La leche y sus
derivados lacteos son productos de alto consumo en la sociedad y por su contenido nutricional
se pueden contaminar facilmente; por lo tanto, un método molecular es una opcién para
detectar patogenos en los alimentos, en este caso en leche cruda y en queso elaborado
artesanalmente a partir de leche cruda. Se estandarizé una prueba diagnoéstica a partir de leche
cruda y en queso de leche cruda con buena sensibilidad, y especificidad que pueden
complementar los métodos convencionales. Asi, podemos proponer que la deteccion de
patdgenos por PCR es viable y mejora el pronostico de una enfermedad si se hace de modo
temprano, aun cuando los animales no presentan sintomas clinicos (Avila-Granados et al.,
2019).

El protocolo propuesto para la extraccion de ADN total en leche cruda y queso de leche cruda
fue disefiado por medio de un método casero que permite obtener una buena concentracién y
pureza (calidad) de ADN satisfactorio. La cantidad de ADN genomico se estimo midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm, logrando un ADN con una concentracién entre
15,5 ng/uL y 146,7 ng/uL, cantidades aceptables en comparacion con métodos de extraccion
que requieren pasos adicionales con columnas, extracciones moviles con perlas magnéticas,
resinas o cromatografias para mejorar la concentracion de las muestras y eliminar impurezas.
La calidad de las muestras se determind gracias a la relacién de absorbancia A260/A280,

reportada en la literatura por ser muy estable, la pureza de ADN oscila entre 1,2-1,7, en leche
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cruda se encuentran dentro del rango de pureza aceptable (1,6 - 1,8), siendo la cantidad minima
reportada 1,54, mientras que la pureza del queso de leche cruda se encuentra en el rango de
contaminacion por presencia de compuestos aromaticos (>1,6). La eficiencia esperada del
método de lisis no fue igual en el queso artesanal en comparacion con la leche cruda, debido a
la presencia de componentes adicionales del queso como los lipidos, proteinas, etc. En la
electroforesis del ADN extraido se observa la banda de ADN integro. Una superioridad de este
procedimiento es que permite la identificacion de microorganismos gque no se pueden estudiar
con técnicas convencionales o que no pueden ser cultivados en sustratos artificiales.

Los cebadores 1566 up/14130 low utilizados en la PCR-TBC, permiten diferenciar M. bovis
por medio de una amplificacion especifica del fragmento de tamafio esperado en la vacuna y
en la leche. Asimismo, se hizo una evaluacion con diferentes secuencias relacionadas con el
género Mycobacterium y un analisis de la especificidad de los primers por BLAST y no se
presentaron amplificaciones inespecificas, confirmando la especificidad de los primers para
M. bovis.

Este trabajo apoya el programa de vigilancia y control de la brucelosis y TBB en el pais, y
aporta nueva evidencia del comportamiento epidemiolédgico de las dos enfermedades. El
mismo aporta una prueba molecular rapida y fiable a la hora de enfrentarnos ante la brucelosis
y TBB, también permite proyectar la posibilidad a futuro de una produccion limpia del sector
agropecuario de Colombia que permita alcanzar mercados internacionales. Se recomiendan
investigaciones futuras para generar nuevos programas de tamizaje de alto impacto que
fortalezcan las estrategias de vacunacion en regiones endémicas. Asi, el presente proyecto
presenta un panel interactivo para la comunidad cientifica que contiene informacion
epidemioldgica a nivel Colombia de las zonas endémicas por brucelosis y TBB (Arenas et al.
2021). Los datos permiten obtener una vision panoramica entorno a la frecuencia del brote en

el municipio, de igual manera como se ha establecido en el departamento, anualmente cuantos
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casos son reportados, qué meses tienen mayor prevalencia de las enfermedades y la frecuencia
de cada una de las enfermedades, caracterizadas en color morado para TBB y en color naranja
para brucelosis. En los reportes semanales del ICA es dificil vincular los datos de salud,
poblacion afectada y cémo la estacionalidad afecta el surgimiento de brotes para llegar a
establecer e implementar estrategias efectivas de control para la vigilancia de la brucelosis y
la TBB (Dafale et al., 2020). EI ICA ha concentrado acciones para la erradicacion de la TBB
en los departamentos de Antioguia, Boyaca, Cordoba, Cundinamarca, Quindio y Santander
como areas criticas y que es consistente con lo que se observa en los focos detectados en el
panel hacia el area Andina (ICA, 2017). El programa de vigilancia busca promover acciones
de control como identificacion y saneamiento de predios con casos positivos, control de
movilizacién de animales, indemnizacidn e incentivo econdmico al ganadero, certificacion de
Predios libres y vigilancia epidemiolédgica. No obstante, existe cierta inconformidad en los
ganaderos respecto al incentivo otorgado y desconfianza cuando se presentan animales
positivos, e incluso, algunos ganaderos niegan que su animal sea positivo para alguna
enfermedad. Esto podria favorecer el deterioro de la salud animal y afectar la capacidad
productora de su propio hato cuando hay transmisién, truncando la capacidad productiva de
leche y la produccion de carne de calidad al mercado local que abastece (Owusu-Kwarteng et
al., 2020).

El panel constituye una valiosa herramienta que puede contribuir al esfuerzo del control de los
brotes en los hatos ganaderos, es una prioridad para la investigacion de diversos temas de salud
publicay se utiliza para establecer acciones a corto, mediano y largo plazo durante emergencias
por brotes asociados a diversos factores como el cambio climéatico (Cardenas et al., 2019). El
uso de tecnologias de informacién en la investigacion cientifica proporciona a las autoridades
de salud publica y al publico en general una herramienta facil de usar y generalmente

manejable para monitorear los brotes a medida que se desarrollan. La aplicacién web es una
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estrategia fundamental que se estd expandiendo rapidamente en la mayoria de las
enfermedades que representan una amenaza en salud publica. Durante la pandemia por SARS
COV-2, se disefid una herramienta para ilustrar la ubicacion y el nimero de casos confirmados
de COVID19, muertes y recuperaciones de todos los paises afectados (Dong et al., 2020).
Entonces nuestro panel interactivo se convierte en una estrategia importante que permite
identificar el origen, la capacidad de propagacién de B. abortus y M. bovis a escala temporal-
espacial y hacer un seguimiento cronologico de los casos nuevos (incidencia). Es importante
resaltar que los ganaderos movilizan constantemente animales, algunos realizan inseminacién
con procedimientos empiricos que pueden influenciar la propagacion de estas enfermedades
en el ganado bovino (Leal-Bohdrquez et al., 2016). Por lo anterior, se requieren estrategias de
control modernas y que no estan actualmente establecidas en el pais que indirectamente
contribuyan a evidenciar el impacto de la vacunacién en areas endémicas (Fayisa, 2020). Asi,
nuestro panel interactivo tiene una fortaleza, pues sirve como herramienta para apoyar la
vigilancia que tienen los programas de control, generando un impacto en las politicas de salud

animal y permite ubicar los puntos criticos nacionales de propagacion.

5. Conclusiones
En este trabajo se presenta una plataforma web actualizada con los datos de brucelosis y TBB
reportados por el ICA e implementados para reforzar las estrategias de vigilancia
epidemioldgica de estas enfermedades que amenazan la produccion ganadera en Colombia. La
herramienta web permitira evaluar la propagacion de brucelosis y TBB en Colombia de forma
eficiente y representa una estrategia para acercar a la comunidad cientifica con las entidades
de control. El sistema de georreferenciacion brinda informacion de manera organizada, claray
puntual de los brotes activos que representan los sitios de alta frecuencia de transmisién de

casos en espacio y tiempo.
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Se estandarizd un protocolo rapido y sencillo para la extraccion de ADN que puede ser
empleado para identificar contaminacion microbioldgica en derivados y productos lacteos
crudos con un costo relativamente bajo y la obtencién de ADN a una concentracion y pureza
aceptables.

Se evaluaron las condiciones de PCR considerando especificidad, sensibilidad y obtencion de
productos de amplificacion que permiten la deteccion de contaminacion bacteriana en
productos y derivados lacteos crudos.

La oportuna deteccion de patdgenos zoonoticos que son transmitidos por los alimentos es
primordial para controlar con exactitud la reaparicién de brotes en areas endémicas en
Colombia. Aunque no se identificaron casos de TBB y brucelosis, ambas enfermedades
contintian siendo enfermedades de interés, ya que representan una fuente de infeccién y
propagacion para los ganaderos, pequefios y medianos productores y consumidores de

productos lacteos crudos.

6. Recomendaciones

La disminucion del riesgo de infeccion por patdgenos se basa en un control microbioldgico
estricto y la implementacion de pruebas confiables, rapidas y aplicadas en el campo de la
industria alimenticia y la salud publica. Se recomienda modernizar los métodos de campo de
diagnostico en tiempo real para la brucelosis y TBB.

Se hace necesario ampliar este estudio, empleando una mayor cantidad de muestras, integrar
animales de diferentes regiones, las cuales cuentan con diferentes prevalencias de brucelosis y
TBB, y si se puede lograr una prueba de alto impacto con evaluacion de anticuerpos en sangre.
La deteccion de patogenos con fines diagnosticos se basa en la ejecucidon simultanea de la
amplificacion de un fragmento concreto y su reconocimiento mediante PCR.

Se recomienda la aplicacion e implementacion de las técnicas isotérmicas para un amplio
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numero de especies, donde se logre la deteccion e identificacion directa de los patdgenos a

partir de muestras puras.
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