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RESUMEN: Las poblaciones de búfalos 
africanos han sufrido una grave reducción 
en tamaño y distribución geográfica desde 
el siglo XIX, como resultado de los efectos 
combinados de impactos antropogénicos 

como la conversión de tierras, la caza 
furtiva, los brotes de enfermedades y 
eventos climáticos como las sequías. Aquí 
se propone realizar un estudio poblacional 
de la especie Syncerus caffer nanus, 
teniendo en cuenta su densidad en dos 
municipios de Cabinda, Angola. Para ello 
se pretende aislar el género Brusella de 
las heces y correlacionarlo con variables 
ecológicas de la especie.

METHODOLOGICAL PROPOSAL 
FOR THE DETECTION OF 

ZOONOSES IN Syncerus caffer nanus 
FROM THE MAYOMBE FOREST IN 

CABINDA, ANGOLA
ABSTRACT: African buffalo populations 
have undergone a severe reduction in 
size and geographical distribution since 
the nineteenth century, as a result of the 
combined effects of anthropogenic impacts 
such as land conversion, poaching, disease 
outbreaks and climatic events such as 
droughts. Here it is proposed to carry out a 
population study of species Syncerus caffer 
nanus, taking into account its density in two 
municipalities of Cabinda, Angola. For this 
purpose, the aim is to isolate the genus 
Brusella from the feces and correlate it with 
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ecological variables in the species.
KEYWORDS: Brucellosis, Jungle buffalo.  

1 |  INTRODUCCIÓN 
 El Búfalo de la selva (Syncerus caffer nanus) (Figura 1), tal y como su nombre lo 

indica, habita en las selvas densas donde abundan ríos y quebradas. La especie tiene una 
movilidad muy limitada, pues su radio de acción no sobrepasa los 5 Km de desplazamiento 
diario (Cornélis et al., 2014), lo que acentúa su vulnerabilidad, dada la fidelidad de su 
hábitat. No menos significativo es su amplia diversidad genética, lo que hace que sus 
miembros reflejen numerosas variaciones que van desde genéticas hasta conductuales 
Smitz et al. (2013).  

Figura 1. Búfalo de selva (Syncerus caffer nanus).  

Fuente: (IUCN Red List, 2019).  

Si bien el león africano, se considera su depredador natural. Los factores causales 
de su declinación actual son precisamente la destrucción de su hábitat, debido a: la 
explotación maderera, la explotación minera, las prácticas agrícolas irresponsables como 
la quema, y parcelación de la selva (Butynski et al., 1997). 

Por si fuera poco, a la falta de un Plan de Manejo para la explotación maderera se 

https://www.iucnredlist.org/species/21251/50195031
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une, la ausencia de regulaciones en la inclusión de ganado bovinos, caprinos, ovinos en 
la selva, trayendo consigo un enemigo silente. La concesión más generalizada es que los 
búfalos suelen ser inmunes a infecciones parasitarias y bacterianas, lo que no es totalmente 
cierto (Freitas et al., 2001; Paulin & Neto, 2008; Silva et al., 2013; Destro et al., 2014). 

Teniendo en cuenta esos preceptos se propone investigar el tema: Zoonosis en 
Syncerus caffer nanus de la Selva de Mayombe en Cabinda, Angola y sus implicaciones en 
su densidad poblacional.

1.1 Problema de investigación 
La narrativa de que los búfalos no se enferman, hoy carece de validez científica. Pues, 

zoonosis como la brucelosis, toxoplasmosis, cryptosporidiosis, tuberculosis, leptospirosis 
por citar algunas, constituyen una parte de la extensa lista de enfermedades encontradas 
en poblaciones de búfalos (Paulin & Neto, 2008; Destro et al., 2014).

1.2 Interrogantes a sobre el problema
En correspondencia con la literatura especializada admite que, “… la densidad de 

mamíferos como el Búfalo, puede ser afectada tanto por factores antrópicos cuanto natural, 
en particular, los zoonóticos…” (Bienen & Tabor (2006: 322 p).     

En conformidad con lo planteado se propone responder la siguiente pregunta 
científica:

• ¿Cuál es el diagnóstico del Syncerus caffer nanus de la Selva de Mayombe 
a respecto del brucelosis, cryptosporidiosis y toxoplasmosis?, y ¿Cómo esas 
enfermedades pueden repercutir en la densidad de ese mamífero en las aldeas 
de Npeni Ncacata y Sanga Mongo del municipio de Buco Zau, y de Quissoqui, 
en el municipio de Belize en Cabinda, Angola?

El desarrollo de este estudio esta norteado por el siguiente objetivo:

2 |  OBJETIVO GENERAL

• Diagnosticar la presencia de Brucella spp.,  en heces fecales de Syncerus caf-
fer nanus localizado en la Selva de Mayombe en los municipios de Buco Zau y 
Belize en Cabinda, Angola. 

3 |  JUSTIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN 
El conocimiento sobre el Búfalo de la selva es muy escaso y limitado. Según la 

investigación de Molloy (1997), varios son los aspectos que ameritan su estudio a nivel 
regional. 
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3.1 Tienen limitada distribución geográfica (solo se encuentran en selvas tropicales 
densas).

3.2 Su etología se describe como una especie escurridiza en su interacción con 
otras especies, así como su movilidad es referida como “sedentaria…” (Melletti, 
2007: 1314 p). 

Lo antes expuesto ha sido referido por Cornélis et al. (2014) en base a los estudios 
de Bekhuis et al. (2008) quienes afirman que: “… no ha sido posible estimar el número de 
ese mamífero en los ecosistemas naturales, salvo únicamente, los que se localizan en los 
parques nacionales, ejemplo, Parque Nacional de Odzala (República de Congo), Parque 
Nacional de Lopé (Gabón), donde se estima su presencia más significativa, oscilando entre 
500 y 300 individuos, respectivamente “ (Bekhuis et al. (2008:  672 p). 

La zoonosis en el Búfalo de selva de Mayombe aún no es conocida en la literatura. 
Por lo tanto, esta investigación permitirá conocer, la situación actual de Syncerus caffer 
nanus de la Selva de Mayombe en cuanto a su zoonosis existente, lo que permitirá 
implementar protocolos de manejo para las especies domesticas en cuanto a su modo de 
introducción, y permitirá fomentar nuevas políticas ambientales. 

O sea, tratase de un estudio que se justifica por su contextualidad y relevancia 
frente a los grandes desafíos ambientales que la humanidad enfrenta, cuyas respuestas 
presuponen enfoques científicos sólidos. 

4 |  METODOLOGÍA A CONSIDERAR PARA EL CUMPLIMIENTO DE OBJETIVO

4.1 Materiales y Métodos
La investigación se desarrollará en tres poblados. Dos aldeas (Npeni Ncacata y 

Sango Mongo) correspondientes al municipio de Buco Zau, y una tercera aldea Quissoqui 
del municipio de Belize. Ambos, sitios propuestos constituirán los espacios del muestreo, 
donde son avistados con cierta frecuencia este mamífero, o donde sus vestigios en este 
caso, heces son frecuentes. Las zonas propuestas se observan en la Figura 2.  
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Figura 2. Zona propuesta para estudio. Sitios propuestos para la toma de muestras:   Belize,  Buco 
Zau.  

Fuente: elaboración propia.

Sus temperaturas medias anuales de la región superan los 20ºC y las precipitaciones 
están correlacionadas con la altitud, Buco Zau 1350 mm / año-1  , mientas que Belize 1800 mm 
/ año-1  (Howard & Washington, 2018). Poseen dos estaciones climáticas muy diferenciadas, 
lluviosa (septiembre hasta mayo) y seca (junio hasta septiembre) con temperaturas bajas. 

4.2 Metodología para toma de datos ecológicos 
El método de censo visual, y la estimación de los puntos de intersecciones son los 

más utilizados como opción cuando el muestreo poblacional contempla organismos no fijos 
al sustrato. Estos prevén el avistamiento tanto de animales, heces o carcasas (resto de 
huesos) (García-Charton et al., 2000). Por la naturaleza de la especie objeto de estudio, la 
utilización de métodos visuales, particularmente los indirectos son los más recomendados 
(Romanowski et al., 2019). 

Cabrera et al. (2021) defiende que, el método de observación visual que presupone 
caminadas multidireccionales en la parcela objeto de estudio, es una condición esencial 
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para el desarrollo de esta investigación. 
En ese sentido, como sugieren Sabino & Villaça (1999), las estrategias de muestreo 

jugarán un importante al permitir dar respuestas a las cuestiones relacionadas con la 
distribución y abundancia de los organismos/objetos en estudios que se realizará.

4.3 Metodología para los análisis microbiológicos 
Las muestras de excretas secas (10 g) se colocarán en matraces que contenían 

100 mL de caldo pre-enriquecido con soya tripticasa (Difco, EUA) y se incubaran por 24 h 
a 37 °C en una estufa de cultivo (ECOSHEL HI-162, EUA). Este caldo que contendría  5 
% de suero de bovino estéril (SBE) y un suplemento selectivo de Brucella (Oxoid, EUA) 
se mezclarán  com polimixina B, bacitra-cina, natamicina, ácido nalidíxico, nistatina y 
vancomicina según las recoendaciones de Díaz et al. ( 2000). 

De cada matraz se tomará una muestra del cultivo, el cual se sembrará en placas 
de Agar   Tripticasa (TSA), adicionándole un 5 % de SBE y el suplemento seletivo de 
Brucella. Las placas se incubaran por um período de 5 a 12 días a 37 °C. Las colonias 
con morfología sugestiva de Brucella spp., se seleccionarán, y habrán de ser tratadas con 
Agar Brucella (Difco, EUA). Lo que resulte de esto, habrán de identificarse por pruebas 
bioquímicas con base en la producción de H2S, ureasa, Agar TSI, así como su sensibilidad 
a fucsina y tionina (Alton et al., 1976).

Extracción de ADN
El ADN obtenido de las muestras se realizará mediante el método de extracción 

fenol-agua modificado según Rezania et al. (2011). Diez gramos de  heces  deben ser 
macerados junto a  10  mL  de  solución  salina  fisiológica. Las muestras maceradas 
(aproxidamente 1500 g) se centrifugan para obtener un pellet al cual se adicionarán 15 mL 
de lisozima. 

Esta mezcla se colocará en hielo por 45 minutos,  y se agregarán 100 mL de solución 
STEMP (SDS 10 %, Tris-HCl 1M, EDTA 0.5M, H2O estéril) y 15 mL de proteinasa k. Se  
mantendrá por  1 h a 60 °C de temperatura, luego se mezclará en un vórtex cada 10 
min. Posteriormente,  se agregará una solución de fenol bufferado (PBS) 1:1, la que se 
centrifugará  por  15 min. Para  separar la fase acuosa deben añadirse  750 mL de acetato 
de  potasio  y  etanol  absoluto  en  una  proporción  1:2. Se agitará, decantará y evaporará 
hasta que el pellet que completamente seco. 

El ADN será resuspendido en una solución TE (Tris-HCl 1M, EDTA 0.5M, H2O 
estéril) 10:1 y se congelará a (-20 °C) hasta su procesamiento. La identificación por 
PCR punto final y la  reacción  de  PCR  se  realizará  con  los  oligonucleótidos  F4  
(5’-TCGAGCGCCCGCAAGGGG-3’) y R2 (5’-AACCATAG-TGTCTCCACTAA-3’) dirigidos 
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al gen 16S rRNA, según Padilla et al. (2003), la  amplificación se realizará a  900 pb. 
El volumen final recomentado es  25 mL y contendrá 13 mL de RedTaq ReadyMix PCR 
Reaction Mix (Sigma, EUA), 7 mL de agua grado ABM libre de RNasas (Thermo Scientifics, 
EUA), 1 mL de cada oligonucleótido (dNTPs) y 3 mL de ADN de la muestra. Los ciclos de 
reacción para la identificación de Brucella spp., serán: un ciclo de desnaturalización inicial 
de 95 °C por 10 min, 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos (s), 30 ciclos a 54 °C por 90 s, 30 
ciclos a 72 °C por 90 s y una extensión final a 72 °C por 10 min. La identificación por PCR 
multiplexLa  identificación  se  realizó  con  la  amplificación  de  Brusella (cepa vacunal 
RB51) y los siguientes iniciadores: RB51-1 (5’-TTA AGC GCT GAT GCC ATT TCC TTC 
AC- 3’) y RB51-2 (5’-GCC AAC CAA CCC AAA TGC TCA CAA- 3’), según Vemulapalli et al. 
(1999), que amplifica un producto de 1298 pb a partir del gen wboA. Para la amplificación 
de la cepa vacunal S19 se utilizarán los iniciadores ERY-I (5’TTG GCG GCA AGT CCG 
TCG GT  3’) y ERY-II (5’CCC AGA AGC GAG ACG AAA CG 3’), de acuerdo con Sangari 
et al. (2007), cuyo producto de amplificación es de 361 pb y se corresponde a los genes 
eryC-eryD.

Los ciclos de reacción para la identificación de Brucella spp., a esperar serán: un 
ciclo de desnaturalización inicial de 94 °C por 5 min, 30 ciclos a 94 °C por 1 min, un ciclo de 
59 °C por 30 s, un ciclo de 72 °C por 1.5 min y una extensión final por 5 min a 72 °C. Los 
productos de amplificación se observarán en geles de agarosa al 1% en TAE 0.5X y teñidos 
con bromuro de etidio (0.5 mg mL-1) conun marcador molecular de 1000 a 3000 pb (Plus 
ADN Ladder Thermo Scientific). La cámara de electroforesis se colocará en una fuente de 
poder a 1000 V durante 60 min para observar los productos amplificado

4.4 Metodologías para los análisis estadístico propuestos
Para el análisis y tratamiento de los datos de este estudio se utilizarán varias pruebas 

estadísticas, en primer orden: 
4.4.1 El test de Shapiro-Wilk (p≤0.05) para contrastar si en todos los casos se 

cumple con los supuestos de normalidad de los datos. 
En segundo lugar: 
4.4.2 La prueba de análisis de varianza (ANOVA) de una vía, para   conocer si 

existen diferencias significativas entre las medias de los experimentos.  
Por último: 
4.4.3 El método de Tukey para determinar los intervalos de comparación múltiple y 

así poder evaluar cuáles parejas de datos serán significativamente diferentes y por tanto 
controlar la tasa de error. 

Todas las comparaciones de datos se realizarán adoptando un nivel de significación 
(p≤0.05).
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