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Abstract

Problem: brucelosis is a zoonosis that affects livestock and livestock workers. This disease is characterized by the
difficulties for its early diagnosis. Sensitivity of marrow and blood cultures as well as serological tests (Rose Bengal
and ELISA) ranges between 15 and 70%, depending on the stage of infection. Development of rapid, sensitive, and
specific diagnostic methods using molecular techniques such as PCR would allow timely diagnose and treatment
of the disease. Objective: To develop and evaluate two PCR tests for detection of Brucella spp. and B. abortus.
Materials and methods: primers to detect ugpA gene were designed and evaluated using Primer3 and others reported
in the literature. Sensitivity and specificity were calculated for 3 groups (G) of human and bovine samples using
Bayes’ theorem. G1 consisted of healthy human and healthy bovine samples (30 serum and 30 blood samples of each
species); bovine blood samples were inoculated with Brucella abortus. G2 consisted of healthy human and healthy
bovine samples (30 serum and 30 blood samples of each); bovine blood samples were inoculated with Salmonella
typhi, Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia,
and Enterococcus sp. G3 consisted of 60 serum and 60 blood samples from asymptomatic bovines, as well as 60
serum and 60 blood samples from asymptomatic humans. Results: sensitivity and specificity of the PCR test to detect
Brucella sp. and Brucella abortus reached 100% in human and bovine samples. Conclusiones: considering the high
sensitivity and specificity observed in the PCR tests studied, we recommend doing a follow up of the test in a clinical
trial to evaluate its performance in infected humans and animals.
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Resumen

Problema: el diagndstico oportuno de la brucelosis, zoonosis que afecta ganado y trabajadores pecuarios, es dificil.
Las pruebas serologicas Rosa de Bengala y ELISA, el hemocultivo y mielocultivo, tienen sensibilidades entre 15-
70% dependiendo del estadio de la infeccion. El desarrollo de métodos diagnosticos rapidos, sensibles y especificos
utilizando técnicas moleculares como la PCR, permite diagnosticar y tratar oportunamente esta enfermedad. Objetivo:
Desarrollar y evaluar dos pruebas de PCR para deteccion de Brucella spp. y B. abortus. Materiales y métodos: se
disefaron y evaluaron iniciadores para detectar el gen ugpA utilizando Primer3, y otros reportados en la literatura.
Se calculo sensibilidad y especificidad, usando 3 grupos (G) de muestras humanas y bovinas utilizando el teorema
de Bayes: G1:30 muestras de suero y 30 de sangre de humanos sanos y 30 de suero y 30 de sangre de bovinos
sanos, inoculadas con Brucella abortus; G2: 30 muestras de suero y 30 de sangre de humanos sanos y 30 de suero
y de 30 sangre de bovinos sanos inoculadas con Salmonella Typhi, Escherichia coli, Klebsiella sp., Psudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus sp. G3: 60 muestras de suero y
60 sangre de bovinos y 60 muestras de suero y 60 sangre de humanos asintomaticos. Resultados: se obtuvo una
sensibilidad y especificidad de deteccion de Brucella sp. y Brucella abortus del 100% en muestras humanas y
bovinas. Conclusiones: por la alta sensibilidad y especificidad encontradas en las pruebas de PCR estudiadas, se
recomienda continuar un estudio clinico de aplicacion para evaluar su comportamiento en muestras de pacientes y
animales infectados.

Palabras clave

Brucella spp, B. abortus, PCR, zoonosis.

Resumo

Problema: ¢ dificil o diagnostico oportuno da brucelose, zoonose que afeta o gado e os trabalhadores pecudrios.
Os testes serologicos Rosa de Bengala e ELISA, e a hemocultura e mielocultura tém sensibilidades entre 15 e 70%
dependendo do estadio da infec¢do. O desenvolvimento de métodos diagnoésticos rapidos, sensiveis e especificos
utilizando técnicas moleculares como a PCR, permite diagnosticar e tratar oportunamente esta doenga. Objetivo:
desenvolver e avaliar dois testes de PCR para a detec¢ao de Brucella spp. € B. abortus. Materiais ¢ métodos.
Desenharam-se e avaliaram-se iniciadores utilizando o software Primer3 para detectar o gene ugpA, também se
avaliaram outros iniciadores reportados previamente na literatura. Calculou-se a sensibilidade e especificidade do
teste por PCR usando trés grupos (G) de amostras humanas e bovinas utilizando o teorema de Bayes: G1: 30 amostras
de soro e 30 de sangue de humanos saos ¢ 30 de soro e 30 de sangue de bovinos sdos, inoculadas com Brucella
abortus; G2: 30 amostras de soro e 30 de sangue de humanos sdos e 30 de soro e de 30 sangue de bovinos sdos
inoculadas com Salmonella Typhi, Escherichia coli, Klebsiella sp., Psudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Enterococcus sp. G3: 60 amostras de soro e 60 de sangue de bovinos ¢ 60 amostras de
soro e 60 sangue de humanos assintomaticos. Resultados. Obteve-se uma sensibilidade e especificidade de detecgao
da Brucella spp. e Brucella abortus de 100% em amostras humanas e bovinas. Conclusoes: pela alta sensibilidade
e especificidade encontrada com o teste de PCR estudado, recomenda-se continuar um estudo clinico de aplicacao
para avaliar seu comportamento em amostras de pacientes e animais infetados.
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Introduccion

La brucelosis es una importante zoonosis de impacto econdmico, que produce graves complicaciones en animales y
humanos. Es causada por bacilos Gram negativos del género Brucella, al que pertenecen 10 especies descritas en la
tabla 1. La especie de mayor patogenicidad en el humano es B. melitensis.

Tabla 1. Preferencia de hospedero y potencial zoonotico de las especies de Brucella. Modificado de Atluri et al. ¥,
2011.

Especie Hospedero de preferencia Potencial zoonotico™*

Brucella melitensis Ovejas, cabras Alto

Brucella abortus Ganado bovino Moderado

Brucella suis Cerdos Moderado

Brucella canis Perros Leve

Brucella ceti Delfines, marsopa, ballena Leve

Brucella pinnipedialis  Foca Leve

Brucella inopinata Desconocido Leve

Brucella ovis Oveja No existe reporte de
infecciones.

Brucella neotomae Rata del desierto No existe reporte de
infecciones.

Brucella microti Topo comin No existe reporte de
infecciones.

*Basado en el numero de casos humanos reportados y depende de una combinacion de exposicion al patogeno e infectividad.

La brucelosis es una enfermedad granulomatosa cronica
causada por una bacteria intracelular ®. En el ser humano
la infeccidn se da por el consumo de productos derivados
de animales como leche sin pasteurizar, a través del
contacto directo con partes de animales infectados y a
través de la inhalacion de particulas aerosoles infectadas
@, El periodo de incubacion varia entre dos a 4 semanas
y se clasifica desde el punto de vista clinico en aguda,
subaguda y cronica @,

Entre los sintomas mas frecuentes se encuentran
decaimiento fisico, fiebre,
mialgias, artralgias y cefaleas, dolor de piernas y
articulaciones, irritabilidad, depresion e insomnio y

escalofrios, sudoracion,

alteraciones vasomotoras y taquicardia entre otros, que

dependen del sitio anatomico donde se ubique la bacteria
®
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La brucelosis humana se considera una enfermedad
ocupacional en trabajadores pecuarios, ordefiadores,
obreros de salas de beneficio, médicos veterinarios y
en general de todas aquellas personas que manipulan
animales o material proveniente de estos sin adecuadas
medidas de bioseguridad.

Aproximadamente medio millon de nuevos casos de
brucelosis humana, son reportados cada afo en todo el
mundo ©, aunque se considera que este dato es un sub
registro del nimero real de casos, debido a la falta de un
adecuado diagnostico de esta enfermedad.

En el mundo predomina B. melitensis pero en Colombia
se ha identificado hasta el momento solo la presencia de
B. abortus como la principal causante de infeccion en
ganado bovino, pero no se tienen datos exactos sobre el
numero de casos en humanos .

En nuestro pais, la brucelosis bovina se diagnostica a
través de pruebas seroldgicas como la Rosa de Bengala
y el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA). La brucelosis humana, ademas de las dos
pruebas anteriores, se puede diagnosticar también por
clinica, hemocultivo y mielocultivo en medio Ruiz-
Castafieda, siendo los cultivos las pruebas de oro ®, con
sensibilidades que varian dependiendo de las practicas
de cada laboratorio, entre un 15 a un 70% ©.

El desarrollo de un método diagndstico definitivo para
brucelosis permanece todavia pendiente.

La utilizacion de técnicas moleculares como la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa, PCR, permiten en
formarapida, sensible y especifica determinar la infeccion
en muestras clinicas, pues detectan directamente ADN
circulante de la bacteria y no requiere que este intacta.
Esta prueba se convierte en una técnica innovadora de
facil realizaciéon y de mas bajo costo y rapidez que el
cultivo bacteriologico convencional 19,

En Colombia, no se conoce con certeza el problema

de salud publica que representa la brucelosis debido a
las dificultades diagndsticas ya que no se encuentran
disponibles aun comercialmente métodos rapidos,
sensibles y especificos. Se evidencia asi la necesidad
de disponer de un método de diagnostico con las
caracteristicas mencionadas, para detectar directamente

de la muestra clinica a Brucella sp.

En este trabajo se disefiaron y evaluaron iniciadores
para la deteccion del género Brucella y para B. abortus
directamente de muestras de sangre total y suero humanas
y bovinas inoculadas experimentalmente, con el fin de
calcular la sensibilidad y especificidad bajo condiciones
de laboratorio, en los diferentes grupos de muestras.

Materiales y métodos

Tipo de Estudio

Este estudio se disefid de acuerdo a las normas para
evaluar una prueba (Prueba de una prueba) (V.

Muestra

La muestra para probar la sensibilidad (S), la
especificidad (E), el valor predictivo positivo (VPP) y el
valor predictivo negativo (VPN) de la PCR, se determind
utilizando una prevalencia de la enfermedad del 50%. Se
seleccionaron tres grupos de muestras, cada uno de ellos
con diferentes caracteristicas:

Grupo 1: 30 muestras de suero y 30 de sangre total de
bovinos y 30 muestras de suero y 30 de sangre total de
voluntarios humanos sanos, que se inocularon con B.
abortus en diferentes concentraciones conocidas. En
total en este grupo tuvimos 120 muestras, 60 de humanos
y 60 de bovinos sanos.

Grupo 2: 30 muestras de suero y 30 de sangre total de
bovinos y 30 muestras de suero y 30 de sangre total de
voluntarios humanos sanos, que se contaminaron con
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inoculos controlados de las bacterias: S. Typhi, E. coli,
Klebsiella spp., P. aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae
v Enterococcus sp. Total 120 muestras, 60 de bovinos y
60 de humanos sanos.

Grupo 3: 60 muestras de suero y 60 de sangre total de
bovinos asintomaticos y 60 muestras de suero y 60 de
sangre total de voluntarios humanos asintomaticos para
brucelosis y quienes no presentaban ningun reporte de
problemas de salud. Total 240 muestras.

Las muestras de sangre total y suero contaminadas fueron
evaluadas por hemocultivo y PCR.

Aspectos éticos

Este proyecto se sometio al Comité de €tica del Instituto
Colombiano de Medicina Tropical, el cual lo considero
de minimo riesgo. Las muestras bovinas utilizadas
pertenecen al banco de muestras del Instituto Colombiano
de Medicina Tropical — CES. Todas las personas
participantes en el estudio, firmaron un consentimiento
informado que cumple con los lineamientos de la
resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia.

Las bacterias que se usaron para contaminar las muestras
pertenecen al cepario del ICMT-CES. La cepa de B.
abortus se extrajo de la vacuna Brucella abortus cepa 19.

Contaminacion de las muestras

Los aislamientos bacterianos empleados, fueron cepas
confirmadas por métodos bacterioldgicos convencionales.
Cada muestra se infect6 con un indculo de 106 Unidades
Formadoras de Colonias/ml (UFC/ml) obtenido de la
siguiente manera: en el caso de las bacterias S. Typhi,
E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa, S. aureus, S.
pneumoniae y Enterococcus sp , se tomd una colonia
aislada en agar sangre o MacConkey y se sembr6 en
solucion salina, se ley6 a 650 nm en espectrofotometro,
para determinar el nimero de colonias, este inoculo se

preparo6 de acuerdo al manual de la Asociacion Americana
de Microbiologia (12). Con base en este inoculo se
realizaron 3 diluciones seriadas y se contaminaron las
muestras de sangre y suero con 10 pl; estas se incubaron
a 37 °C por 12 horas. Se realiz6é un control de indculo
sembrando 10 pl de la muestra infectada para recuento
en agar Sangre o MacConkey.

Para infectar las muestras con B. abortus se inocularon
las muestras de sangre y suero con 25 ul de la vacuna
Brucella abortus cepa 19, la cual contiene 10'° UFC/ml
vivas.
(http://www.vecol.com.co/sitio/index.php?tipoDoc=Fin
alProducto&idProducto=94&categoria=15)

Hemocultivos

Cinco mililitros de las muestras de sangre inoculadas
con B. abortus, se sembraron en el medio bifasico Ruiz-
Castafieda (tripticasa soya agar y tripticasa soya caldo).
Los cultivos se incubaron a 37 °C en atmosfera de
CO, al 5% y se revisaron periddicamente para detectar
crecimiento por turbidez o hemolisis, momentos en los
que se repicaron en agar sangre. Si los cultivos después
de una semana permanecian negativos, se realizaban
repiques ciegos a los 10, 20 y 30 dias.

Los hemocultivos para las muestras infectadas con S.
Dyphi, E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa, S. aureus,
S. pneumoniae y Enterococcus sp, se realizaron de la
siguiente forma: cada muestra de sangre total se sembro
en 3 frascos de tripticasa soya caldo, estos se incubaron
a 37 °C hasta observar crecimiento y posteriormente se
repicaron en agar sangre y agar Macconkey.

Extraccion del ADN bacteriano

Para realizar el proceso de extraccion se probaron tres
protocolos: el descrito por Miller y colaboradores ' con
modificaciones de Morata y colaboradores (4, el estuche
comercial Wizard® (Promega Research) y el método de
buffer de lisis descrito por Haque y colaboradores 9.
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Los tres métodos presentaron buenos resultados, pero por
facilidad y menor consumo de tiempo se decidi6 utilizar
el método propuesto por Haque (datos no mostrados).

Brevemente, cada muestra fue centrifugada a 12,000 rpm
por cinco minutos a temperatura ambiente para separar
el plasma o suero. Un ml de buffer de lisis (0.2% Triton
X100 en Tris HCL mas EDTA pH 8.0) se adicioné al
sedimento. Lamezclaseaspiro varias veces y se centrifugo
a 12,000 rpm a temperatura ambiente por seis minutos,
el sobrenadante fue descartado y el procedimiento se
repitio nuevamente. El sedimento fue lavado una vez con
agua destilada y centrifugado a 12,000 rpm a temperatura
ambiente por 1 minuto. El sobrenadante se descart6 y el
sedimento fue resuspendido en 100 yl de agua destilada
ultra pura estéril. Los tubos fueron sellados y se pusieron
en agua en ebullicion por 20 minutos y se dejaron enfriar
a temperatura ambiente antes de realizar la PCR.

Se determino la concentracion de ADN de cada muestra
por espectrofotometria. Cada muestra de ADN se
almaceno a —20 °C hasta ser usada para la amplificacion.

Iniciadores

Se disenaron iniciadores especificos del género Brucella
sp. utilizando el software Primer3, disponible en http://
frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_ www.cgi.
Los iniciadores se desarrollaron con base en la secuencia
del gen ugpA (niimero de acceso GenBank 1.28044.1),
que es una lipoproteina de membrana externa de Brucella
sp. Las secuencias de los iniciadores disefiados son:

ugpA Forward: 5’-TTGTTTTGTCGCATTTTCCA-3"
ugpA Reverse: 5'-GGATCGAGAAACCATTTCCA-3’

Estos cebadores amplifican una region de 461 pares de
bases.

Para identificar la especie B. abortus se usaron los
iniciadores disefiados por Ratushna et al., previamente

[7]

publicados 19 y especificos para B. abortus:

BruAb2 0168 Fw: TGCAGCTCACGGATAATTTG
BruAb2 0168 Rv: ACACCTTGTCCACGCTCAC

Estos iniciadores amplifican una region especifica de
783 pares de bases en el ORF BruAb2 0168 (ntimero
de acceso GenBank: AE017224.1) que codifica para una
proteina transportadora de membrana externa.

Condiciones de la amplificacion. Para la PCR, se
utilizaron 40 ml de supermix (Invitrogen ®) 0,5 ml de
cada iniciador a una concentracion de 10 pM y 9 ul de
ADN, independientemente de la concentracion de ADN,
para un volumen final de reaccion de 50 il.

Se utiliz6 un Primus 96 plus Termal Cycler  MWG AG
Biotech, Germany) paraamplificar el ADN sometiendo las
muestras al siguiente protocolo: ciclo 1, desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 5 minutos; ciclo 2, paso 1 a 94 °C por
1 minuto; ciclo 2, paso 2 a una temperatura de 56 °C por
1 minuto; ciclo 2, paso 3, a 72 °C por 1 minuto; el ciclo
dos se repitié 35 veces; ciclo 3, extension final, a 72 °C
por 10 minutos y 4 °C indefinidamente. Cada muestra se
amplifico por duplicado. Se procesaron adicionalmente
un control positivo (Brucella cepa vacunal 19) y dos
controles negativos que no incluian ADN.

Deteccion de productos de amplificacion

Se fraccionaron por electroforesis a 100 Voltios por una
hora, 12 gl de cada producto de amplificacion en geles
de agarosa al 1% tefiida con Sybr Safe (Invitrogen), en
solucion TAE 1X. En las muestras positivas para el gen
ugpA se observo una banda de 461 pb y en las positivas
para B. abortus se observo una banda de 783 pb.

Analisis estadistico

La evaluacion de la PCR (prueba de una prueba) se
determino con la sensibilidad (S), especificidad (E), valor
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predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN) aplicando el teorema de Bayes (7. La tabla 2
muestra como se evaluaron los aspectos ya enunciados.

Tabla 2. Teorema de Bayes para el analisis de una
prueba. Muestras probadas.

Positivos Negativos
Prueba para el evento para el evento
Positiva a B
Negativa c D

Sensibilidad (S)= a/(a+c)

Especificidad (E)= d/(b+d)

Valor Predictivo Positivo (VPP)= a/(a+b)
Valor Predictivo Negativo (VPN)= d/(c+d)

Resultados

Grupo 1:

Las 30 muestras de sangre y suero tanto de bovinos
como de humanos contaminadas con Brucella abortus,
las 30 fueron positivas tanto por cultivo en medio Ruiz
Castanieda como para las PCR del gen ugpA y el ORF
BruAb2 0168.

Grupo 2:

Las 30 muestras de suero y sangre total de bovinos y
las 30 muestras de suero y sangre total de voluntarios
humanos sanos infectadas con otras bacterias fueron
positivas por cultivo para el crecimiento de las bacterias
con las que fueron contaminadas y PCR negativas para
Brucella sp y B. abortus, no se observd ninguna banda,
ni se presentaron reacciones inespecificas para ninguna
de las dos pruebas de PCR.

Grupo 3:

Las 60 muestras de suero y sangre total de bovinos y 60
muestras de suero y sangre total de voluntarios humanos
asintomaticos, fueron hemocultivo y PCR negativas.

En la Figura 1 se puede observar la amplificacion para
muestras positivas para Brucella sp.y Brucella abortus'y
en la Figura 2 la ausencia de amplificacion en muestras
del grupo 2 ( infectadas con otras enterobacterias).

B. abortus.
783 pb

Brucella sp.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa que muestra
las amplificaciones obtenidas para la banda de 461 pb
del gen ugpA especifica del género Brucella y la banda
de 783 pb del ORF BruAb2 0168 especifica de Brucella
abortus. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con Sybr Safe®, de 12 ul del producto de PCR. Linea 1:
Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas ®); linea
2: Control negativo; linea 3: Muestra de sangre positiva
gen ugpA; linea 4: Muestra de suero positiva gen ugpA;
Linea 5: Muestra de sangre positiva gen ugpA; Linea 6:
Muestra de suero positiva gen ugpA; linea 7: Espacio
vacio de separacion; linea 8: Control negativo; linea 9:
Muestra de sangre positiva B. abortus; linea 10: Muestra
de suero positiva B. abortus, linea 11: Muestra de sangre
positiva B. abortus; Linea 12: Muestra de suero positiva
B. abortus.

Con base en estos datos, las dos pruebas de PCR evaluadas
comparadas con el hemocultivo (prueba de oro), mostrod
a nivel de estandarizacion en el laboratorio S, E, VPP y
VPN del 100%, respectivamente (Tablas 3 y 4).
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1000 pb

500 pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa que muestra
la ausencia de amplificaciones para la banda de 461 pb
del gen ugpA especifica del género Brucella y la banda
de 783 pb del ORF BruAb2 0168 especifica de Brucella
abortus en muestras del grupo infectado con otras
bacterias. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con Sybr Safe®, de 12 ul del producto de PCR. Linea 1:
Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas ®); linea
2: Control negativo; linea 3: Muestra de sangre infectada
con S. Typhi, linea 4: Muestra de suero infectada con S.
Typhi, linea 5: Muestra de sangre infectada con E. coli,
Linea 6: Control positivo ugpA, linea 7: Espacio vacio
de separacion; linea 8: Marcador de peso molecular
100 pb (Fermentas *); linea 9: Control negativo, linea
10: Muestra de sangre infectada con S. Typhi, linea
11: Muestra de suero infectada con S. Typhi, linea 12:
Muestra de sangre infectada con E. coli, linea 13: control
positivo.

Tabla 3. Resultados de S, E, VPP y VPN de la PCR para
detectar género Brucella.

PCR con iniciadores Inoculadas con Inoculadas con otras

para Brucella spp Brucella abortus Bacterias y NO inoculadas
Positiva 120 0
Negativa 0 360

S$S=100% E=100% VPP=100% VPN= 100%

PCR con iniciadores

Tabla 4. Resultados de S, E, VPP y VPN de la PCR para
detectar Brucella abortus.

Inoculadas con Inoculadas con otras

para Brucella spp Brucella abortus Bacterias y NO inoculadas
Positiva 120 0
Negativa 0 360

S=100% E=100% VPP=100% VPN= 100%
Discusion

El diagnostico de brucelosis requiere la confirmacion
a través de pruebas serologicas o el aislamiento de la
bacteria. El cultivo presenta problemas de sensibilidad
y rapidez del resultado, dependiendo de la fase de la
enfermedad, la especie de Brucella, el medio de cultivo
utilizado, la cantidad de la bacteria circulando en el
torrente sanguineo que determina el indculo, y el tipo de
técnica de cultivo utilizado 1

La utilizacion de técnicas de PCR ha mejorado la rapidez
y el diagnostico de Brucella, pero la sensibilidad y
especificidad de las diferentes pruebas varia entre
laboratorios por problemas como la estandarizacion de
la preparacion de la muestra, los genes blancos y los
iniciadores seleccionados y los métodos de deteccion

empleados 19

Con la prueba de PCR para el gen ugpA probada en esta
investigacion, las 30 muestras de sangre y 30 de suero
de humanos tanto como las 30 muestras de sangre y 30
de suero de bovinos, infectadas con B. abortus, fueron
positivas (100%) por PCR.

La PCR para deteccion a nivel de género presenta la
misma sensibilidad (100%) pero diferente especificidad
que la desarrollada por Queipo-Ortufio et al. ™®, quienes
reportan una especificidad del 98.3%, por la presencia de
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un falso positivo, esto se puede explicar a que la prueba
de Queipo-Ortufio fue aplicada directamente en muestras
clinicas y la de este trabajo en muestras contaminadas bajo
condiciones de laboratorio. En casos de enfermedad real,
se podrian presentar falsos negativos en los resultados
de PCR, en muestras de pacientes que hayan recibido
antibidticos o por la presencia de sustancias interferentes
en las muestras como la misma hemoglobina, que puede
inhibir la prueba.

En un estudio posterior realizado por Morata et al. ¥
realizaron el proceso de optimizacion de esta prueba y
obtuvieron una sensibilidad y especificidad del 100% y
98% respectivamente, pero al intentar ser reproducida por
Navarro y colaboradores (19), esta prueba solo presentd
un 50% de sensibilidad y un 60% de especificidad, lo
que evidencia las diferencias entre laboratorios que es
comun para este tipo de pruebas.

En esta investigacion se utilizaron los iniciadores
reportados por Ratushna et al. '® con los cuales se puede
identificar también la especie B. abortus, a diferencia
del estudio realizado por Padilla y colaboradores ?” en
Perti y Nimri en Jordania @V, quienes estandarizaron dos
pruebas de PCR diferentes para la deteccion del género
Brucella bajo condiciones de laboratorio pero que no
diferencia entre B. abortus y otras especies como B.
melitensis.

Las PCR probadas en este estudio presentan varias
ventajas sobre el método de diagnostico convencional
para el diagndstico de brucelosis, tales como la rapidez,
seguridad, alta sensibilidad y especificidad bajo

condiciones de laboratorio.

Se debe realizar una segunda fase del trabajo en la cual
se lleve a cabo la aplicacion clinica de estas pruebas
para determinar la sensibilidad y especificidad cuando
se trabaja a partir de muestras de humanos y bovinos
enfermos y no en muestras contaminadas, pues el nimero
de UFC/ml presente en la muestra y otras caracteristicas
como la presencia de interferentes y haber recibido
antibidticos previamente pueden influir en los resultados
de la PCR.

Ademas, ampliar la aplicacion clinica de las dos pruebas
a otro tipo de muestras como aspirados de médula,
biopsias de higado, liquido cefalorraquideo o cultivos
primarios de pocos dias, para detectar no solo casos de
infeccion aguda si no también subagudos o crénicos que
son los de mayor problema diagnostico en el caso de
los humanos; debido a que la bacteria es intracelular y
se encuentra en los tejidos y no circulando en el torrente
sanguineo @2,

En el caso de los bovinos las muestras analizadas se
podrian extender a muestras de leche y fetos abortados.
Se planea realizar también la union de la PCR de género
y la de especie B. abortus en una PCR maultiple que
confirme directamente la presencia de B. abortus.
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