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Resumen 

 

La brucelosis es una de las zoonosis de mayor importancia en México, debido al grave 

problema de salud pública que representa ocasionado por el consumo de productos lácteos 

sin pasteurizar, y a las pérdidas económicas que generan en la ganadería nacional. El 

objetivo de la investigación fue determinar la presencia de Brucella spp. en muestras de 

queso fresco artesanal colectadas durante los meses de mayo y junio de 2017 en 100 

muestras pertenecientes a centros de acopio de leche en Veracruz, México. La identificación 

de Brucella spp. se realizó mediante cultivo microbiológico y la prueba de PCR directa en 

muestras de queso. Los resultados obtenidos muestran la amplificación de la cepa S19 de 

Brucella abortus (1.0%) que se usa para la vacunación de bovinos a partir de queso fresco, y 

podría sugerir un problema en salud pública debido al consumo de productos sin pasteurizar, 

en términos de brucelosis. Por ello el uso de la técnica de PCR puede ser usada como una 

prueba diagnóstica rápida y de apoyo para la brucelosis en México debido a que puede 

realizar la diferenciación tanto de cepas de campo como vacunales en muestras de queso 

fresco artesanal.  
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Introducción 

 

La brucelosis es una zoonosis de gran impacto a nivel nacional que causa grandes pérdidas 

económicas a la ganadería y se considera un grave problema de salud pública debido a la 

transmisión por el consumo de productos lácteos sin pasteurizar a la población y que se 

encuentren contaminados con Brucella spp. donde Brucella abortus, Brucella melitensis y 

Brucella suis son las más virulentas para el humano (Acha y Szyfres, 2003; Lusk et al., 

2013). 

En México es considerada una enfermedad endémica, en particular, en zonas donde la cría y 

explotación de ganado se encuentra presente; por lo que, para controlarla y erradicarla a 

nivel nacional se estableció la NOM-041-ZOO-1995, que tiene como objetivo principal el 

establecimiento de zonas libres de brucelosis animal por municipios, estados y regiones. La 

Secretaria de Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentación (SAGARPA) ubica al estado de 

Veracruz en fase de control, con una frecuencia de 0.22% a nivel nacional y en el estado de 

Veracruz de 0.02% (SAGARPA, 2018); no obstante, estudios en el estado indican 

prevalencias en bovinos de 0.18% a 12.02% (Aguilar, 2010; Vite et al., 2011). De acuerdo 

con la Secretaría de Salud, en su boletín epidemiológico hasta la semana 28 de 2018 se han 

encontrado 934 casos de brucelosis humana a nivel nacional y de éstos, 17 corresponden al 

estado de Veracruz (SSA, 2018), si se toma en consideración que es una enfermedad de 

reporte obligatorio mensual de acuerdo a lo establecido por la NOM-017-SSA2-1994 para la 

vigilancia epidemiológica.  

El estado de Veracruz se ha colocado dentro de los principales productores de leche a nivel 

nacional, donde las queserías locales son las que representan el mayor impacto en la 

compra y venta de leche fluida para su transformación, de manera tradicional y artesanal en 

diversos quesos entre los que destacan el fresco artesanal (Castro et al., 2012). Por lo 

general, la mayor producción de queso se realiza con leche de vaca y es el de mayor 

consumo a nivel nacional, debido a que forma parte de dieta tradicional de la población 

mexicana (Valencia, 2001; Hervás, 2012); sin embargo, este queso es elaborado de manera 

artesanal, sin llevar a cabo una pasteurización y que no cumplen con los lineamientos de 

inocuidad establecidos en la NOM-243-SSA1-2010 para la elaboración de productos lácteos, 

y con ello implicarlo un riesgo para el consumidor debido a la transmisión de enfermedades, 
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como la brucelosis. Por tanto, se tiene que tener un control eficiente de ésta en los animales, 

cuyo efecto se verá reflejado sobre la incidencia de la brucelosis en el humano. 

El diagnóstico de brucelosis se basa en pruebas microbiológicas y serológicas; si bien, las 

segundas son métodos rápidos, no siempre son sensibles o específicos porque pueden 

existir reacciones cruzadas con otros microorganismos, pero son en extraordinario 

económicos y aproximan mucho a la realidad (Leal et al., 1995). Mientras que el método más 

confiable para el diagnóstico de brucelosis es todavía el aislamiento microbiológico para la 

identificación del patógeno y por ello, la prueba recomendada y definitiva, a pesar de que los 

procedimientos resulten ser lentos y poco exitosos aunados al riesgo de contagio por 

exposición (Leal et al., 1999). Por otra parte, el uso de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) para la identificación de patógenos en alimentos ha sido implementada y 

aceptada cada día más, debido a su rapidez y sensibilidad, porque permite obtener 

resultados presuntivos en poco tiempo (Arasoglu et al., 2013). Por lo que el objetivo de esta 

investigación, fue identificar de manera directa Brucella spp. mediante la técnica de PCR a 

partir de quesos frescos artesanales. 

 

 

Materiales y métodos 

 

El presente estudio fue epidemiológico transversal con un muestreo a conveniencia que se 

realizó en la zona centro del estado de Veracruz, México en muestras de queso de vaca 

fresco artesanal recolectadas en centros de acopio pertenecientes a los municipios de 

Acajete, Coatepec, Medellín, Tlalixcoyan y Veracruz. Se colectaron 100 muestras de queso 

(250 g) en bolsas herméticas e identificadas con lugar de procedencia y si hicieron uso de la 

pasteurización.  

 

Análisis microbiológico 

Posterior a ello, a las muestras de queso se les procedió a realizar el estudio bacteriológico 

en el laboratorio de microbiología de la Unidad de Diagnóstico de la Posta Zootécnica de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Veracruzana para el 

aislamiento de Brucella spp. con el uso de placas por duplicado con agar soya tripticasa 
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(TSA) (Difco, EUA) adicionado con 5% de suero de bovino estéril y suplemento selectivo de 

Farell (Oxoid, EUA) que contenía una mezcla de antibióticos las cuales fueron incubadas 

durante 5 a 10 días, donde una mitad se incubó en presencia de CO2 y la otra en aerobiosis 

(Díaz et al., 2000). Las colonias que resultaron sugestivas se tipificaron e identificaron con 

pruebas bioquímicas con protocolos ya establecidos para la identificación de la especie de 

Brucella (Alton et al., 1976).  

 

Análisis molecular 

La identificación molecular se realizó en el Laboratorio de Diagnóstico del CENID 

Microbiología-INIFAP, se llevó a cabo la extracción de ADN por el método Fenol-Agua 

modificado a partir de muestras de queso fresco artesanal (Rezania et al., 2011). Se realizó 

una maceración a partir de 10 g de queso con 10 mL de solución salina fisiológica; a 

continuación se tomaron 500 µL del macerado y se centrifugaron a 1,500 g para la obtención 

de un pellet. Se adicionaron 15 µL de lisozima y se dejaron en hielo durante 45 minutos, se 

agregaron 100 µL de solución STEMP (SDS 10%, Tris-HCl 1M, EDTA 0.5M, H2O estéril) y 

15 µL de proteinasa k y se mantuvo a 60°C durante una hora mezclándose durante ese 

tiempo. Se agregó un volumen 1:1 de fenol bufferado para después centrifugarse a 21,500 g 

durante 15 min para separar la fase acuosa y ésta se trasvasó a un tubo tipo Eppendorf con 

750 µL de acetato de potasio, de igual forma se agregó un volumen 2:1 de etanol absoluto 

agitándose por inversión. Por último, la fase acuosa se decantó y se dejó evaporar hasta que 

el pellet se secó en su totalidad. El pellet final de ADN se resuspendió en una solución 10:1 

de TE (Tris-HCl 1M, EDTA 0.5M, H2O estéril) y se congeló a -20°C hasta su utilización.  

Se realizó un PC -

TCGAGCGCCCGCAAGGGG- -AACCATAGTGTCTCCACTAA-

a 900 pb para el gen 16S rRNA de Brucella spp. de acuerdo al protocolo establecido por 

Padilla et al. (2003) a partir de un volumen final de 25 µL que contenían 13 µL de RedTaq 

ReadyMix PCR Reaction Mix (SIGMA, EUA), 7 µL de agua libre de RNasas (Thermo 

Scientifics, EUA), 1 µL de los oligonucleótidos (dNTPs) y 3 µL de ADN de la muestra; las 

reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (Bio Rad, Thermal Cycle), observando 

las condiciones en el cuadro 1. 
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Cuadro 1. Condiciones de amplificación para PCR convencional. 

Actividad Temperatura (°C) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 10 min 1 

Desnaturalización 95 30 s 30 

Alineamiento 54 90 s 30 

Extensión 72 90 s 30 

Extensión final 72 10 min 1 

 

La confirmación se efectuó con la técnica de PCR multiplex con la amplificación de la cepa 

vacunal RB51 de B. abortus con los iniciadores: RB51-1 (5´-

TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCAC-3´) y RB1-2 (5´- 

GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA -3´) que amplificaron a 1,298 pb a partir del gen wboA 

descrito por Vemulapalli et al. (1999) y la amplificación de la cepa S19 de B. abortus que se 

usa para la vacunación de bovinos, a partir de los iniciadores ERY-I (5´-

TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT-3´) y ERY-II (5´-CCCAGAAGCGAGACGAAACG-3´) que con 

un producto de 361 pb se buscaron los genes ery-C-ery-D descritos por Sangari et al., 2000. 

La PCR se realizó a partir de un volumen final de 50 µL, que contenía 25 µL de amortiguador 

RedTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (SIGMA, EUA), 19 µL de agua libre de RNasas 

(Thermo Scientifics, EUA), 1 µL de cada oligonucleótido (dNTPs) y 2 µL de DNA de la 

muestra. Los ciclos de reacción para la identificación de Brucella por PCR mulltiplex se 

muestran en el Cuadro 2. 

 

Cuadro 2. Condiciones de amplificación para PCR multiplex. 

Actividad Temperatura (°C) Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 5 min 1 

Desnaturalización 94 1 min 30 

Alineamiento 59 30 1 

Extensión 72 1.5 min 1 

Extensión final 72 5 1 

 

Los productos de amplificación fueron observados en gel de agarosa al 1%, en TAE 0.5X 

teñidos con bromuro de etidio (0.5µg/mL) y se utilizó un marcador molecular de 1,000 a 3,000 

pb (Plus DNA Ladder Thermo Scientific). La cámara de electroforesis se colocó en una 

fuente de poder a 1,000 voltios durante 60 minutos para observar los productos amplificados. 
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Los productos de amplificación para PCR punto final y multiplex fueron observados por 

electroforesis en geles de agarosa al 1%, durante 60 min a 1,000 voltios, teñidos con 

bromuro de etidio (0.5µg/mL). 

 

 

Resultados y discusión 

 

De las muestras analizadas de queso se obtuvo una colonia presuntiva de Brucella spp. a 

microbiología convencional (1.0 %; IC95%: 0.5-6.24), la cual pertenecía al municipio de 

Veracruz; aunque, a la resiembra de la misma, en medios específicos no fue posible debido a 

la contaminación que existía con otros microorganismos así como la dificultad al realizar el 

aislamiento en las demás muestras colectadas. Sin embargo, a la realización de la prueba de 

PCR punto final se obtuvo la amplificación de 900 pb de manera directa en las muestras de 

queso para Brucella spp, a la confirmación con PCR multiplex para la identificación de 

especie, la amplificación obtenida fue de 361 pb, que confirmó como resultado Brucella 

abortus cepa S19 y que corresponde a una cepa que se usa para la vacunación de bovinos 

contra la brucelosis.  

Si bien, el diagnóstico microbiológico es la prueba definitiva para el diagnóstico de Brucella 

spp; la sensibilidad del método bacteriológico dependerá de la viabilidad y el número de 

UFC/g o mL de muestra, al considerar que para un aislamiento exitoso se necesitan 

UFC/g o mL por muestra (Corbel, 2006; Martínez et al., 2008). Estudios como el realizado 

por Villanueva (2010) demuestran la dificultad del aislamiento, donde no se obtuvo ninguno y 

se menciona que esto pudo deberse a la baja concentración bacteriana en las muestras de 

queso fresco. 

Diversos estudios demuestran el uso de PCR como herramienta útil para el diagnóstico de 

Brucella spp. en productos lácteos como el realizado por Kiliç et al. (2016) que al realizar 

PCR en tiempo real lograron amplificar ADN en 13.9% (18/80), pues los autores mencionan 

que la presencia de la enfermedad se debía a una reciente infección. Rijpens et al. (1996) 

determinó la presencia de Brucella spp de manera directa de muestras de leche a partir de 

los genes 16S-23S rARN, que indica que la PCR es una alternativa clara para la 

problemática de la identificación de la bacteria por métodos convencionales. Olivera et al. 
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(2011) trabajaron con leche de cánidos para la identificación de Brucella canis que resultó 

positiva y diagnósticada con PCR punto final, para demostrar que las técnicas moleculares 

sirven para el diagnóstico directo de la enfermedad aunado a que puede convertirse en un 

protocolo de laboratorio el cual es rápido, sensible y que evita el contagio con el personal.  

Del mismo modo, es de importancia epidemiológica el resultado obtenido en esta 

investigación, no solo por la importancia del uso de las técnicas moleculares como PCR para 

un diagnóstico rápido y eficaz; sino, por ser un problema de salud pública debido a que en 

México, la cepa vacunal S19, dejo de ser utilizada desde 1997 y reintroducida para su uso y 

venta en 2006, debido a la interferencia diagnóstica que esta generaba por el aumento de 

títulos serológicos, puesto que de cierta manera, dificultaba la diferenciación de animales 

vacunados de los enfermos (SAGARPA, 2011). En México, Martínez et al. (2008) lograron 

identificar y diferenciar por PCR la cepa S19, bajo el mismo protocolo utilizado en esta 

investigación y que al tratarse de una vacuna viva atenuada es capaz de causar infección en 

el humano porque puede ser excretada por la leche después de un año post-vacunación. 

Otros autores  diferenciaron por PCR en 81.08% (30/37) la cepa vacunal S19 en muestras de 

queso ilegales en Brasil al mencionar dos puntos importantes, el primero el peligro del 

consumo de queso por la inadecuada vacunación realizada y el segundo, sobre la efectividad 

de las técnicas moleculares para la identificación de Brucella spp y la diferenciación de cepas 

vacunales.  

 

 

Conclusiones 

 

1. Se demostró la presencia de Brucella abortus cepa S19 usada para la vacunación en 

bovinos en muestras de queso fresco artesanal de leche de vaca por medio de la prueba de 

PCR, que demuestra la eficacia de esta técnica para la identificación de Brucella spp. y la 

diferenciación entre cepas vacunales y de campo, debido a que identifica cantidades 

mínimas del patógeno; por lo que el protocolo de extracción de ADN y del PCR realizados en 

esta investigación pueden ser de utilidad para el diagnóstico de Brucella spp. en quesos 

frescos, además de disminuir el riesgo de contaminación. 
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