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RESUMEN.- Para comparar la técnica de PCR anidado frente a la prueba sero-
l6gica Rosa de Bengala (RB) en la deteccion de Brucella spp. se utilizo 40 muestras
de sangre, de cuatro hatos de bovinos con alta prevalencia de brucelosis en la region
central de Ecuador. El 35% de los animales dio positivo para el andlisis con RB,
mientras que con PCR simple fue del 45% con una correlacion del 30%, lo que
sugiere que la PCR frente a la RB es 22% mas sensible. El anélisis de correlacion
de los animales positivos obtenidos entre PCR y PCR anidado fue del 100% y, la
sensibilidad del PCR anidado demostr6 el 37,9% superior a la PCR. Entre RB y
PCR anidado, la correlacion de sensibilidad fue del 51,7% superior para la segunda.
La deteccion de los animales positivos mediante PCR y PCR anidado se mostro
mas especifica y sensible que RB, por lo tanto en este trabajo se considera al PCR
anidado como una herramienta molecular Util en el diagnostico de Brucella spp. y
su uso en la prevencion de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Brucelosis, correlacion, diagnéstico, enfermedad, pre-
valencia.

ABSTRACT .- Forty blood samples from 4 herds with high prevalence of bru-
cellosis in the central region of Ecuador were used in order to compare the nested
PCR with the serological Rose Bengal (RB) tests for the detection of Brucella spp.
Thirty five % of the animals were detected positive with the RB analysis and 45%
with simple PCR , with a correlation of 30%, suggesting that PCR was 22% more
sensitive than the RB serological method. Correlation analysis of positive animals
obtained with PCR and with nested PCR was 100% but sensitivity of nested PCR
was 37.9% higher than PCR. Correlation sensitivity between RB and nested PCR
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was 51.7% higher for PCR. The detection of positive animals with PCR and with
nested PCR was more sensitive and probably more specific. This paper considers
the nested PCR as a useful molecular tool in the diagnosis of Brucella spp. and its

use in the prevention of disease.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una patologia zo-
onoética de distribucion mundial. Ac-
tualmente el gran nimero de animales
bovinos portadores de la bacteria res-
ponsable complica en gran medida las
acciones de lucha contra esta infeccion,
en especial las preventivas, ya que tanto
su prevalencia como la de los posibles
vectores que colaboran en su amplia
diseminacion no se encuentran clara-
mente establecidas (1). Por otra par-
te, la brucelosis no presenta un cuadro
clinico caracteristico que permita una
deteccion precoz del animal infectado,
lo que favorece la evolucion a la cro-
nicidad, complicando las alternativas
terapéuticas y la curacion definitiva de
los animales (2). Concurrentemente, la
deteccion de esta zoonosis es basada so-
bre pruebas de laboratorio serolégicas y
microbiologicas. El patogeno puede ser
detectado en cultivos de sangre, lo cual
representa la “prueba de oro” en el diag-
noéstico de laboratorio, sin embargo, la
sensibilidad de esta técnica es baja, el
rango va desde el 15% al 70%, ademas
de requerir un largo periodo de incuba-
cion y representa un gran riesgo de in-

feccion para los técnicos del laboratorio
(3). El diagnostico valorado sobre en-
sayos de anticuerpos es insatisfactorio
en estadios tempranos, debido a la baja
sensibilidad, reaccion cruzada serologi-
ca y la inhabilidad para distinguir entre
la infeccidn activa e inactiva, debido a
la persistencia de anticuerpos después
de la terapia (4).

El diagnostico de la brucelosis
animal mediante observaciones clini-
cas por analisis microbioldgicos no es
confiable, debido a las dificultades que
presenta los diferentes niveles de infec-
cion. Ademas, debido a la posibilidad
de reacciones cruzadas con otras bac-
terias, la presencia de anticuerpos o la
existencia de una respuesta celular en
un determinado animal no significan
necesariamente que éste experimente
una infeccion activa por Brucella. Por
ello, los resultados de los diagndsticos
directos o indirectos no se correlacionan
efectivamente con los datos clinicos de
la enfermedad, por lo que hay mas cer-
teza cuando los resultados son compara-
dos con los analisis moleculares como
la (PCR) Reaccion en Cadena de la Po-
limerasa (5).
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En el presente trabajo se da a cono-
cer el desarrollo y la implementacion de
la técnica molecular de PCR anidado,
como una herramienta potencial para el
diagnéstico de Brucella spp. Ademas, se
contrastaron los resultados del andlisis
molecular versus los resultados del ta-
mizaje por Rosa de Bengala, emplean-
do muestras de sangre provenientes de
bovinos de zonas cercanas al canton
Quevedo en la provincia de Los Rios,
Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras.- Las muestras
de sangre de bovinos fueron recolecta-
das en las haciendas San Pedro y San
Jorge, El Carmen y via Chone respecti-
vamente (Prov. de Manabi), Bella Siria-
Quevedo (Prov. de Los Rios) y la ha-
cienda Pacaritambo-El Empalme (Prov.
del Guayas). Se utilizaron 40 animales
entre machos y hembras de los cuales
se tomaron 3 ml de sangre total para el
analisis serolégico RB (6) y molecular.
Se trabajé con dos cepas bacterianas pu-
ras C19 (vacunal) y C119 (antigeno) de
Brucella spp. conferidas por el Instituto
Nacional de Higiene “Leopoldo Izquieta
Pérez”. Estas cepas fueron cultivadas en
cajas Petri con agar de tripticasa de soya
y papa a 37 °C por 48 horas.

Rosa de Bengala.- Se colocaron 0,03
ml de plasma o suero sobre uno de los
cuadrados de la lamina de vidrio (porta
objeto). Luego, se colocd una gota (0,03
ml) de antigeno Rosa de Bengala (Card

Test) cerca de la gota del suero, se mez-
clé el suero con el antigeno utilizando
un agitador o monadiente distinto para
cada muestra. La superficie ocupada por
la muestra fue de un didmetro de 23 a
24 mm, se gir6 la lamina durante 4 min
arazon de 10 a 12 movimientos por mi-
nuto de forma manual. El resultado de la
prueba se pudo leer a los cuatro minutos
sobre un fondo blanco. Las reacciones
positivas presentaron grumos de agluti-
nacion, que pueden ser grandes o peque-
nos. La prueba es cualitativa, por lo que
el resultado se inform6 como positivo o
negativo.

Extraccion de ADN y PCR.- Las
extracciones de ADN para sangre fue-
ron procesadas utilizando el método de
TENS (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de
EDTA, 100 mM de NaCl y 1% de SDS)
(7) y miniprep para bacterias (9).

Se disefiaron dos juegos de oligonu-
cleotidos (Blast, Primer3, Vector NTI
Suite 11.5) dirigidos a la secuencia 16S
ARNTr que fueron publicados en el EM-
BL-X13695 del GenBank (Tabla 1).

La implementacion de la reaccion en
cadena de la polimerasa se realizo a par-
tir del protocolo estandar (8); tomando
en cuenta la temperatura de hibridacion
del fabricante para cada juego de inicia-
dor. De cada producto de ADN ampli-
ficado se tomd 10 ul y se mezcld con 3
il de tampon de deposito (13,3% (v/v)
glicerol, 3,3% (p/v) azul de bromofenol)
para depositar en un gel horizontal de
agarosa al 2% (p/v) y se le agrego 4 ul
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de bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Se mi-
gr6 (75 V durante 40 min) conjuntamen-
te con un marcador peso molecular de
100 pb (Gibco BRL) para corroborar el
tamafio de las bandas obtenidas. Luego
se visualizaron los productos de ADN
utilizando un transiluminador de UV y
se fotodocumento.

RESULTADOS

Extraccion de ADN.- Se logr6 ob-
tener buena cantidad y calidad de ADN,
determinando un promedio de 60 ng/ul
de ADN para cada una de las muestras.

Evaluacion de los oligonucleoti-
dos.- Utilizando como fuente de ADN
la cepa C19, se probaron varias tempe-
raturas de hibridacion. Para AB1, AR2,
BRU-2F y BRU-2R, se amplifico dos
bandas bien definidas de 725 pb y 225
pb respectivamente, lo que confirmo los
tamafos esperados al analisis de la se-
cuencia de Brucella spp. (Figura 1).

Comparacion de la PCR versus el
PCR anidado.- Para el desarrollo de es-
tas pruebas se utilizo6 diluciones seriadas
de ADN obtenidos a partir de la cepa
C19, estos mismos amplicones fueron
utilizados para el PCR anidado (Figura
2).

En nuestros analisis la sensibilidad
de deteccion el PCR anidado fue 10*ve-
ces mayor que la PCR estandar.

Correlacion entre las técnicas mo-
leculares (PCR/PCR anidado) y la
técnica serolégica (RB).- La tabla dos
indica, que del total de muestras anali-

zadas, un promedio del 35% dio positi-
vo con el analisis de RB, mientras tanto
que con PCR fue del 45%, el indice de
correlacion entre RB versus PCR dio un
promedio del 30%, lo que sugiere que la
técnica molecular de PCR es 22% mas
sensible a la deteccion de Brucella spp.
Por otro lado, las muestras negativas y
positivas obtenidas por PCR se pudo
amplificar por PCR anidado, demos-
trando una correlacion del 100% entre
las dos, ademas el indice de sensibilidad
para la deteccion de Brucella spp. por
PCR anidado fue 37,9% mas sensible
que la PCR. En cuanto a la relacién de
las técnicas de RB y PCR anidado el in-
dice de sensibilidad de deteccion de esta
ultima es 51,7% superior (Tabla 2).

DISCUSION

En el marco de estudio de la bruce-
losis, se han publicado hasta la fecha al
menos 400 trabajos basados sobre mé-
todos de PCR para la deteccion de Bru-
cella spp, apoyados en secuencias de
los genes 16S ARNr (8), omp2a (10),
BCSP31 (11,13 ,14 ,15). Los datos ob-
tenidos y bibliograficos demuestran
que la eleccion de iniciadores no afecta
la sensibilidad de la prueba (8, 10, 13
,16), quienes han utilizado esta técnica
en muestras de sangre, han presentado
resultados similares a los que hemos ob-
tenido molecularmente.

Inicialmente, se analizaron todas las
muestras con la prueba serologica Rosa
de Bengala, la cual segiin datos mostra-
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dos tuvo un alto indice de deteccion de
casos falsos negativos respecto a la PCR.
Esto se debe posiblemente a que cuando
la Brucella spp. penetra en el organismo
es fagocitada por los leucocitos polimor-
fonucleares (PMN) y los macrofagos ti-
sulares, donde puede multiplicarse en su
interior, localizandose finalmente en los
organos del sistema reticulo endotelial
y el nivel de bacterias sea no detectada
(15). Otra de las vias puede ser en la pro-
duccion de anticuerpos especificos, en
cuanto a su magnitud y a su utilizacion
en el diagnostico serologico de la enfer-
medad, pero al ser una bacteria de tipo
intracelular tiene una capacidad protec-
tora limitada. La primera inmunoglobu-
lina que se produce es la IgM, sus niveles
comienzan a disminuir alrededor de los
tres meses del inicio de la enfermedad.
A partir de la segunda semana se elevan
la IgG y la IgA que pueden permanecer
incrementadas durante un largo periodo
de tiempo con independencia de la evo-
lucion clinica de la enfermedad, por lo
que la RB reconoce IgM (6). No se puede
descartar la posibilidad de diagnosticar
Brucella spp. en animales seronegativos
y que por las razones anteriormente co-
mentadas, no fueron positivos en la in-
munoprueba RB (6,17).

Existen varias posibles explicacio-
nes sobre la ocurrencia de animales
positivos con RB y negativos por PCR.
En primer lugar, la presencia de facto-
res transmenbranales de otras bacterias
gramnegativas (Escherichia coli, Vibrio

cholerae; etc.), que pueden ser recono-
cidos por el antigeno de RB. Esta podria
ser una de las causas de que se obtengan
resultados positivos con RB y PCR ne-
gativas (4). Otros autores sugieren que
la RB son pruebas no utiles para el diag-
nostico de la infeccion por Brucellas
spp. por ser deficientes en la cadena O
del LPS (5).

Por otro lado, los estudios realiza-
dos (12, 16, 18, 19, 20) proponen que el
uso de la PCR en muestras de sangre ha
sido mas precisa en la deteccion de Bru-
cella spp. que las técnicas serologicas,
lo que se ajusta con los resultados obte-
nidos en este trabajo. En la actualidad,
se conoce que las pruebas seroldgicas
son poco confiables cuando los animales
se encuentran en la etapa intermedia de
la infeccion, pero sin embargo son utili-
zadas en el campo por su bajo costo pero
poco efectivo (21).

La creacion de nuevas herramientas
de andlisis permite efectivizar el diag-
ndstico en animales y, en el hombre por
la relacion zoonodsica que presenta la
bacteria. En este trabajo se logré imple-
mentar el primer estudio analitico por
la técnica de PCR y PCR anidado para
la deteccion de la Brucella ssp. en po-
blaciones de bovinos en tres zonas del
Ecuador.

CONCLUSIONES

Se pudo obtener un buen protocolo
de extraccion de ADN a partir de mues-
tras de sangre de bovino.
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725pb

225pb

Figura 1. Gel de electroforesis con productos de amplificacion de Brucella spp. MPM, marca-
dor de peso molecular; C-1, control negativo de extraccion de ADN; linea 1, PCR de C19; 2, PCR
de animal con signos clinicos de brucelosis; 3 y 4, PCR anidado de 1 y 2; CE y C-2, controles de los
reactivos de la PCR v PCR anidado respectivamente.

PCR PCR

10> 10" MPM T™ 10" 10~ 107

Figura 2: Nivel de amplificacion de PCR y PCR anidado en diluciones seriadas de ADN des-
de 10! hasta 107
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Tabla 1. Andlisis de los iniciadores con Vector NTI Suite 11.5.
Iniciadores Secuencia Temp (°C) Hairpin &
Dimeros
ABI1 5"-GCGACGATCCATAGCTG-3’ 529 1
AR2 5"AACCATAGTGTCTCCACTAA-3’ 50.2 2
BRU-2F 5" GTGGGGAGCAAACAGGATTA 37 54.8 0
BRU-2R 5"CAAGGGCTGGTAAGGTTCTG 3° 55.6 0

Tabla 2. Resultados porcentuales de correlacion entre las técnicas moleculares (PCR y PCR

anidado) y serologica (RB).

HACIENDAS RB RB vs PCR PCR PCRvs PCR-A PCR-A
Pacaritambo 50 50 60 100 100
Bella Siria 30 30 40 100 70
San Pedro 30 30 40 100 70
San Jorge 30 10 40 100 50
Promedio 35 30 45 100 72.5

El PCR anidado permiti6 optimar los
resultados que fueron analizados con la
técnica seroldgica tradicional Rosa de
Bengala y PCR simple.

Por su sensibilidad, especificidad
y rapidez (seis horas) el PCR anidado
podria ser una herramienta efectiva a
emplearse para el diagndstico de la bru-
celosis en Ecuador, ya que la técnica
convencional Rosa de Bengala no pre-
senta estas ventajas.

Hasta la publicacion de este docu-
mento, no hay registro de un estudio com-

parativo en bovinos sobre la deteccion y
correlacion de Brucella ssp. a partir de
muestras de sangre, utilizando técnicas
moleculares versus la técnica serologica
tradicional Rosa de Bengala en Ecuador.
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