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Abstract

Ruminants are the main reservoir ofCoxiella burnetii, an obligate intracellular Gram nega-
tive pathogen. This microorganism is the causative agent ofQ fever, a a zoonosis transmit-
ed to humans by contacting contaminated fluids from infectedanimals, inhaled aerosols
or consuming milk from infected animals. We used Real-Time PCR assay with a Taq-
Man fluorescent probe to detect the pathogen in samples of bovine milk collected from
random locations in nine Ecuadorian provinces. The assay targeted a 61-63bp repetitive
sequence within the IS1111 transposon inC. burnetii.The assay found positive samples
in two provinces located close to the Colombian and Peruvianborders and in Chimborazo
(Ecuadorian central region). This study is the first in Ecuador to detectCoxiella burnetii
using a molecular method of high sensitivity.
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Resumen

Los rumiantes son el principal reservorio deCoxiella burnetii, un cocobacilo Gram nega-
tivo intracelular estricto. Este microorganismo es el causante de la Fiebre Q, una zoonosis
transmitida hacia a los humanos a través del contacto con fluidos, inhalación de aerosoles
o el consumo de leche proveniente de animales infectados. Utilizamos PCR en tiempo real
con una sonda fluorescente TaqMan para la detección del patógeno en muestras de leche
bovina colectadas en localidades aleatorias en nueve provincias de Ecuador. La detección
se enfocó en una secuencia repetitiva de 61-63pb del transposón IS1111 deC. burnetii. El
estudio encontró muestras positivas paraC. burnetii tanto en la provincia de Chimborazo
en el Ecuador, como en zonas de frontera con Colombia y Perú. Este estudio es el primero
en Ecuador que detecta al patógenoCoxiella burnetiia través de un método molecular de
alta sensibilidad.
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Introducción

La Fiebre Q es una zoonosis de distribución mundial
caracterizada por primera vez en 1935 en Australia en
pacientes con fiebre de origen desconocido [1, 2]. Su
transmisión se da por medio del consumo de leche no
pasteurizada y por la inhalación de orina, heces o líqui-
do amniótico secos presentes en los lugares de ordeño,
faena o residencia de los animales [3–5]. Los reservo-
rios del agente causal de la Fiebre Q son animales del
suborden Ruminantia, aunque ha sido reportada en aves,
perros, gatos y garrapatas [6–9].

El agente causal de la Fiebre Q esCoxiella burnetii, una
bacteria intracelular que se multiplica dentro de una es-

tructura similar al fagolisosoma [10] y posee mecanis-
mos de adhesión e invasión a las células del hospedador
y de evasión del sistema inmune del hospedador [6, 10,
11]. Luego de su replicación, las células bacterianas de
C. burnetiimaduran y son liberadas por el hospedador
en forma de esporas, pudiendo sobrevivir a condiciones
ambientales por períodos prolongados [6]. La resisten-
cia a altas temperaturas, sustancias desinfectantes y val-
ores reducidos de disponibilidad de agua, permiten aC.
burnetii persistir en el ambiente por períodos prolonga-
dos de tiempo y por lo tanto constituye un microorgan-
ismo relacionado directamente con la seguridad alimen-
taria [3, 10].

Las manifestaciones clínicas de la Fiebre Q se asemejan
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a aquellas de fiebres tifus sin eruptiva, con síntomas in-
específicos como fiebre y jaqueca, lo que ha conducido
a su subdiagnóstico [12, 13]. Afecta principalmente a
las vías respiratorias, aproximadamente un 50 % de los
casos son asintomáticos y generan inmunidad a largo
plazo [12, 14]. El cuadro agudo se manifiesta entre la
primera y tercera semana post exposición, se asemeja a
una gripe febril y presenta comúnmente neumonía atípi-
ca con cefalea y la elevación de enzimas hepáticas [13,
15]. Puede causar hepatitis granulomatosa y miocardi-
tis, también se ha reportado abortos y partos prematur-
os en mujeres [13, 16]. Las manifestaciones de fatiga
crónica posterior al cuadro agudo han sido registradas
en un 10 % de los casos [17]. El cuadro crónico parece
estar asociado a pacientes inmunodeprimidos por una
activación deficiente de los macrófagos que resulta en
hepatitis crónica, osteoartritis, afecciones cerebro vas-
culares y endocarditis [18–22].Coxiella burnetiitam-
bién es de importancia en la industria ganadera debido
a que produce raquitismo, partos prematuros y abortos
ocasionales en el ganado ovino, caprino y bovino [23].

La infección porCoxiella burnetiiha sido reportada en
países de América Latina como Brasil, Perú, Colombia
y Venezuela, mediante métodos serológicos [24–27]. Un
único estudio ha sido realizado en el Ecuador, se llevó a
cabo pacientes febriles en la Amazonía ecuatoriana, en
la provincia de Pastaza, durante los años 2001 - 2004 y
evidenció el 4,9 % de seropositividad contraC. burnetii
en pacientes febriles, lo que sugiere la presencia de este
patógeno en el país [28]. Sin embargo debido a que no
se ha reportado esta enfermedad en otras zonas del país
y a que los análisis serológicos están sujetos a reacción
cruzada con otros patógenos y por ende a la presencia
de falsos positivos, se desconoce la situación real de la
fiebre Q en el Ecuador. No se cuenta con registros de la
presencia deC. burnetiien animales domésticos.

El objetivo del presente estudio fue establecer la presen-
cia deCoxiella burnetiien muestras de leche de bovinos
de distintas localidades del Ecuador. Para esto se anal-
izó la presencia de este patógeno mediante la detección
de una secuencia única enC. burnetiidentro de la se-
cuencia repetitiva del transposón IS1111, mediante la
técnica TaqMan de PCR en tiempo real.

Métodos

Para este estudio se colectó un total de 110 muestras de
leche de bovino), de las cuales 102 fueron colectadas
en nueve provincias del Ecuador y 8 en tres países de
la región (Tabla 1). Las muestras colectadas en Ecuador
fueron obtenidas a partir de tanques de enfriamiento en
lugares de acopio, los mismos que constituyen colec-
ciones de leche provenientes de varias granjas colin-
dantes. La raza del bovino, el tamaño de la granja y el
nivel de tecnificación de su método de ordeño no se con-
sideraron factores discriminatorios. Las muestras fueron
almacenadas a -20◦C y procesadas en el Laboratorio de
Microbiología de la Universidad San Francisco de Quito
USFQ (Quito, Ecuador).

Para la extracción de ADN se tomó 500µl de cada mues-
tra y se adicionó 20µl de proteinasa K para luego in-
cubar a 56◦C por una hora. Luego se centrifugó la mues-
tra a 11,219xg por 5 minutos, se descartó el sobre-nadante
y se retiró la grasa restante con un hisopo estéril. Se
adicionó 500µL de una solución de ChelexR© 100 (Bio-
Rad) al 5 % y se dejó incubar a 95◦C por 20 minutos.
Se centrifugó las muestras a 15,584xg por 7 minutos
y se recuperó el sobrenadante [29]. Todas las muestras
fueron cuantificadas en un Nanodrop y corridas en un
gel de agarosa 1 % con un SimplyLoadR© DNA Quant-
Ladder (LONZA). Ninguna muestra dio bandas ni lec-
turas, por lo que se cree que las concentraciones de ADN
se encontraron fuera de los rangos de sensibilidad de
los métodos usados. Para descartar la presencia de com-
puestos inhibidores de la PCR, se corrieron ensayos de
amplificación de una región del 16S del ARN ribosomal
bacteriano con los cebadores16S-F (5’-CIC CTA CGG
GIG GCW GCA C-3’) y16S-R(5’-GGA CTA CCA GGG
TAT CTA ATC CTG TT-3’) (Integrated DNA Technolo-
gies). El tamaño del producto esperado fue de 470pb.
La amplificación se llevó a cabo en un aparato Roche
LightCyclerR© 1.5, se utilizó el kit de Roche LightCyclerR©

FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I, con su cor-
respondiente protocolo para la preparación de las reac-
ciones. El perfil térmico utilizado fue 50◦C por 2 minu-
tos, 95◦C por 10 minutos, y 50 ciclos de 95◦C por 15 se-
gundos, 60◦C por 1 minuto, seguido de una fase de dis-
ociación (95◦C por 15 segundos, 55◦C por 15 segundos,
95◦C por 15 segundos). La amplificación de una región
del transposón IS1111 se llevó a cabo mediante el pro-
tocolo de Loftis et al, 2006, usando los primersIS1111-
F (5’-CCGATCATTTGGGCGCT-3’) yIS1111-R (5’-
CGGCGGTGTTTAGGC-3’), con la sondaIS1111P (5’-
TTAACACGCCAAGAAACGTATCGCTGTG-3’) mar-
cada con el fluoróforo 6-FAM y elquencherBHQ [8].
La amplificación se llevó a cabo en un equipo BioRad

CFX96
TM

Real-Time PCR Detection System con el kit
de Applied Biosystems (ABI) TaqMan Universal PCR
Master Mix. Se utilizó el siguiente perfil térmico: 50◦C
por 2 minutos, 95◦C por 10 minutos, y 50 ciclos de
95◦C por 15 segundos, 60◦C por 1 minutos. El tamaño
del producto esperado fue de 61 a 63pb y los valores
óptimos de Ct oscilaron entre 32,3 y 37,0 (valores pre-
viamente determinados en el Laboratorio del Centro de
Genética Microbiana y Genómica (MGGen) de Univer-
sity of North Arizona (NAU), EE.UU). Como control
positivo se empleó una de las muestras del estudio (55)
que presentó curvas consistentes en dos laboratorios
(MGGen-NAU y USFQ). Debido a que la metodología
utilizada no había sido probada en el Ecuador se en-
vió, a manera de control externo, un grupo de muestras
seleccionadas aleatoriamente para ser analizadas en el
Laboratorio MGGen de NAU, evidenciándose similitud
en los valores de Ct obtenidos en las muestras positivas
en los dos laboratorios.
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País Provincia Tratamiento Número de muestras Código de muestras
Ecuador Pichincha Cruda 26 1, 2, 37-51, 80-84, 90-93
Ecuador Cotopaxi Cruda 12 2-14
Ecuador Carchi Cruda 26 15-32, 75-79, 94-96
Ecuador Loja Cruda 4 33-36
Ecuador Chimborazo Cruda 5 52-56
Ecuador Pastaza Cruda 13 57-69
Ecuador Guayas Cruda 5 70-74
Ecuador Galápagos Cruda 5 85-59
Ecuador Imabura Cruda 6 97-102

Perú n/a Ultrapasteurizada, UHT 3 401-403
Argentina n/a Pasteurizada 1 404
Colombia n/a UHT, Crema Cruda 4 405-408

Tabla 1: Muestras colectadas en distintas regiones del Ecuador y fuera del territorio ecuatoriano.

Resultados

De las 102 muestras analizadas de Ecuador, tres de la
región de Chambo (provincia de Chimborazo) resultaron
positivas (Muestra 53, Ct: 36.62; Muestra 54, Ct: 32.73;
Muestra 55, Ct: 37.10) para la amplificación de la región
repetitiva del transposón IS1111. Las muestras colec-
tadas en granjas de localidades aledañas no presentaron
resultados similares, de manera que no se evidenció un
patrón de distribución en las regiones de las que provinieron
las muestras, lo que puede atribuirse al confinamiento
del ganado, el cual minimiza el contacto entre individu-
os.

En las muestras de los otros paises sudamericanos, dos
de las tres muestras de leche tratada del Perú (Muestras
402A y 403A) resultaron positivas con un Ct de 36.16
y 36.10, respectivamente. Una de las cuatro muestras
de Colombia (Muestra 407) fue positiva con un Ct de
37.32. Algunas de las muestras positivas habían recibido
tratamientos térmicos (pasteurización, ultrapasteurización,
UHT), lo que comprueba la presencia deC. burnetiien
el ganado más no evidencia su viabilidad. Estos resul-
tados corroboran la presencia de la bacteria en los país-
es vecinos con los que el Ecuador mantiene fronteras
abiertas [25, 26].

Conclusiones

El presente estudio constituye el primer reporte de de-
tección deCoxiella burnetiien leche de bovino de gran-
jas ecuatorianas. Estudios anteriores únicamente sug-
ieren la presencia de fiebre Q mediante la detección de
anticuerpos contraC. burnetiien pacientes febriles mas
no a través de un método molecular [28]. La técnica uti-
lizada para detectar el material genético de la bacteria
posee una alta sensibilidad y especificidad en compara-
ción con el PCR convencional y otras técnicas molec-
ulares [30]. La región blanco del transposón IS1111 a
la que se ha ligado la sonda está presente de 10 a 100
secuencias en cada genoma bacteriano, lo que permite
detectar pequeñas cantidades de DNA deC. burnetiien
una variedad de muestras de tejidos y fluidos de ani-
males incluyendo humanos [8, 31]. Adicionalmente, la
prueba de amplificación para el ADNr 16S descarta la

presencia de falsos negativos en aquellas muestras no
reactivas para el ensayo de detección deC. burnetii(Taq-
Man IS1111).

En el Ecuador existe limitada información acerca de la
fiebre Q en humanos, según la literatura, un alto por-
centaje de los individuos infectados no presenta sintoma-
tología o bien evidencia sintomatología inespecífica, lo
que dificulta su detección. En otros países como Brasil,
Venezuela, Perú y Colombia, los estudios de identifi-
cación deC. burnetiise han centrado en ensayos serológi-
cos [24–27]. Al momento, Estados Unidos, Holanda y el
Ecuador, son de los pocos países del mundo que han us-
ado la tecnología del PCR en tiempo real TaqMan para
la detección deC. burnetii[8, 23, 30]. Los resultados de
este estudio constituyen un punto de partida para futuras
investigaciones acerca de la prevalencia, la transmisión,
el control de fiebre Q en humanos y la implementación
de sistemas de vigilancia deC. burnetiien animales.
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