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Introduccion
La brucelosis aun es uno de los principales problemas sanitarios del rebafio bovino brasilefio. EI Programa Nacional

de Control y Erradicacién de la Brucelosis y Tuberculosis (PNCEBT) fue instituido por el Ministerio de Agricultura
Pecuaria y Desarrollo (MAPA) en 2001, a fin de disminuir el impacto negativo de esas zoonosis en la salud humana y
animal. Segtin el PNCEBT el diagnéstico del rebafio de la brucelosis bovina debe ser obtenido por medio de pruebas
serolégicas, empleandose como test de seleccion el antigeno acidificado tamponado (AAT), seguido de confirmacion
por la combinacién de las pruebas de soro-aglutinacion lenta (SAL) y del 2-mercaptoetanol (2-ME) (BRASIL, 2006).

De acuerdo con citaciones de MEIRELLES-BARTOLI & MATHIAS (2010) en estudios epidemiologicos de brucelosis
en poblaciones bovinas el AAT revela buena sensibilidad, rapidez y simplicidad de ejecucion, Sin embargo animales
vacunados con muestras B-19 pueden presentar reacciones falso-positivas. Pruebas confirmatorias de mayor
especificidad deben ser realizadas para evitar el sacrificio de animales negativos. El 2-ME se caracteriza por su
eficacia, no obstante hay posibilidad de resultados falso-negativos y de menor sensibilidad para animales recién-
infectados, ademas de constituirse en un test mas laborioso (NIELSEN, 2002).

Técnicas basadas en la amplificacion de &cidos nucleicos, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
se han mostrado valiosas para deteccion de ADN, caracterizandose en alternativa promisoria para el diagnéstico
de brucelosis. Para MUKHERJEE et al. (2007) PCRs géneros especificos son adecuados y de facil ejecucion para
diagndstico de la brucelosis bovina en muestras de campo. ASAAD & ALQAHTANI (2012) afirmaron que tales métodos
son mas adecuados para el diagnéstico clinico de casos agudos de la infeccion, se ha visto que en casos cronicos la
carga bacteriana en la corriente sanguinea es baja.

A PCR para pesquisa de Brucella abortus ha sido aplicado a diversos especimenes clinicos de bovinos, tales
como tejidos, leche, semen y sangre (BRICKER, 2002). O' LEARY et al. (2006) testaron diferentes primers para la
deteccion de Brucella spp. en muestras sanguineas de bovinos soro-reactivos y no detectaron el agente en tales
condiciones. MUKHERJEE et al. (2007) también emplearon esta técnica en el mismo espécimen clinico y obtuvieron
buenos resultados en el diagnéstico de brucelosis en animales con diferentes resultados serologicos. YU & NIELSEN
(2010) citaron que a pesar de ser frecuentemente empleadas en Ia PCR, muestras sanguineas poseen substancias
inhibidoras que interfieren en los resultados del test y recomiendan el tratamiento a fin de aumentar |a sensibilidad de
la técnica.

Diversas regiones del genoma de la bacteria han sido empleadas en ensayos de PCR. BAILY et al. (2002)
desenvolvieron un ensayo para deteccién de secuencia del gen BCSP31 que codifica proteina antigenica de membrana
externa de 31kDa, de funcién desconocida, conservada en todas las especies del genero Brucella, con excepcion de
Brucella ovis. BRICKER (2002) afirmé que en varios estudios el ensayo se reveld robusto, sensible y especifico. Fueron
encontrados resultados falso-positivos apenas para Ochrobactrum anthropi biotipo D, que consiste en microorganismao
genéticamente relacionado a Brucella spp.

Considerando la rapidez v la facilidad de ejecucién de la PCR, el objetivo de este estudio fue detectar la infeccion
por Brucella spp. en bovinos empleando técnicas serologicas y PCR convencional a fin de verificar la concordancia
entre los resultados de estas pruebas.

Material y métodos

Fueron empleadas muestras oriundas de un banco de especimenes clinicos de bovinos, relacionadas a actividades
de la Red Pro-Centro Oeste, del proyecto “Caracterizacion, Conservacion y Uso de las Razas Bovinas Locales
Brasilefias: “Curraleiro y Pantaneiro”. Las muestras de sangre eran provenientes de once rebarios de la raza "Curraleiro
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Pé-Duro”, testandose especimenes clinicos de 159 animales.

Para deteccion de anticuerpos anti-Brucella abortus fue realizada la prueba de soro-aglutinacion AAT (Instituto de
Tecnologia de Parané - Tecpar, Curitiba, Parana), siguiendo la recomendacion de MAPA (BRASIL, 2006). Los sueros
reactivos fueron encaminados al érgano oficial, Laboratorio de Analisis y Diagnéstico Veterinario (LABVET), para ser
sometidos al test confirmatorio por la combinacién de las pruebas de soro-aglutinacion lenta y del 2-ME.

Para extraer el ADN total, el material escogido para la realizacion de la técnica de PCR fue la sangre. Se adopto el
protocolo de extraccion desarrollado por ARAUJO et al. (2009). Después de la extraccion, todas las muestras de ADN
fueron cuantificadas en espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific®) y sometidas a electroforesis en gel
de agarosa 0,8% colorido con Sybr Safe (Invitrogen® Life Technologies) para visualizacion.

En la amplificacion de los genes por la PCR, para la investigacion de Brucella se emple6 el par de oligonuclettidos
disefiado por BAILY et al. (1992) para amplificacién de un producto de aproximadamente 223 pares de bases, que
corresponde a una region del gen BCSP31, que se mostrd conservada en todas las especies de Brucella examinadas.
Se emplearon los oligonucledtidos B4 (foward): 5 - TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA - 3" e BS (reverse). 5'- CGC
GCTTGC CTT TCA GGT CTG- 3.

Después de la dilucién de las muestras extraidas, estas fueron sometidas a la PCR. La mezcla fue preparada con
12,5 pL de agua ultra pura (Gibco?, Life Technologies), 2 pL de solucion tampon de PCR 10x (200 mM Tris-Hcl com
pH 8.4 e 500 mM KCI) (Invitrogen®, Life Technologies), 0,6 pL de clorato de magnesio a 1.5 mM (Invitrogen®, Life
Technologies), 1 yL de cada oligonucledtidos a 0.25pmol (BCPS31F/BCPS31R para Brucella sp.), 0,6 uL de solucion
de dNTPs (Invitrogen®, Life Technologies) e 0,3 L de Tag DNA polimerasa (Invitrogen®, Life Technologies).

De la mezcla preparada, fue dividida la alicuota de 18L para cada micro tubo de PCR y adicionado 2jL del producto
de la extraccion de ADN a 50ng/uL, o 1pL del producto de extraccion a 100ng/pL. Para la verificacion de ADN de
Brucella spp, se empleo la cepa $S2308 de Brucella abortus.

La reaccion de PCR para amplificacion del fragmento de 223 pares de bases por el primer BCPS31 fue realizada
en termociclador (Eppendorf mastercycler gradient®) y el protocolo de amplificacion consistio en 94°C por 5 minutos,
seguido por 40 ciclos de amplificacion (94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 45 segundos), después la
reaccion fue interrumpida a 72°C por 10 minutos y enfriada para 4 °C por tiempo indeterminado, segun protocolo
descrito por NAVARRO et al. (2002). Las muestras amplificadas fueron guardadas en refrigerador hasta el momento
da electroforesis.

En la electroforesis se utilizo gel de agarosa en la concentracion de 0,8% para la visualizacion del fragmento de 223
pares de bases del gen BCPS31 del genero Brucella. Se empleé como tampén de corrida el TBE 1X (100mL de Tris-
EDTA borato diluido en 800 mL de agua destilada).

En el gel de agarosa fueron aplicados 10 pL de cada muestra, previamente homogeneizadas con 2 pL de tampon
de corrida en cada una. El voltaje medio de la electroforesis fue de 90 voltios. El tampdn era preparado en el propio
laboratorio a partir de la mezcla de 0.25% de azul de bromo fenol, 0.25% de xileno cianol, 30% de glicerol e 7 mL
de agua destilada. Después de la electroforesis, los geles de agarosa fueron sumergidos en la solucion conteniendo
SYBR® Safe (Life Technologies) y TBE (Tris-EDTA borato), en la proporcion de 8 pL del colorante para 400 mL de TBE
1X.

Resultados
De las muestras de los 159 bovinos testados para el diagndstico de brucelosis bovina, nueve fueran positivos

en serologia y pruebas, tres también positivos en la PCR. En cuanto a los 150 bovinos que no reaccionaron en la
serologia, nueve presentaron PCR positivo (Tabla 1).

TABLA 1— Resultados del test PCR y del test de antigeno acidificado tamponado con confirmacién por la
combinacion de AAT + (SAL+2-ME) para deteccion de la infeccion por Brucella spp en bovinos de la raza “Curraleiro

Pé-Duro”
) AAT + (SAL+2ME)
PCR Brucelosis : _‘

- Negativo Positivo Total
Negativo 141 6 147
Positivo 9 3 12

Total 150 9 159

VAR

Baocincin Exuniiens de Sl

L_m.‘mumm~. AR



EesN VI LUNYIGDU 0
% Latinoamericano de
# Buiatria - Ecuador 2013 @9 E w { ” 2073

Discusion

Al observar los resultados de la PCR para Brucella spp. y de las pruebas serolégicas se nota pequefia concordancia
entre los mismos. En apenas 33,3% (3/9) de los bovinos soro-reactivos fueron obtenidas PCRs positivas. O'LEARY
et al. (2006) no consiguieron encontrar la Brucella spp. al utilizar la técnica molecular en muestras sanguineas de
bovinos positivos en la serologia. Para los autores PCRs negativas en la presencia de respuesta serologica consisten
en fato plenamente justificable, pues cuando anticuerpos ya estan presentes es probable que la Brucella haya dejado
la corriente circulatoria o esté en cantidad muy pequefa para ser detectada. Ademas, cuando se emplea sangre como
espécimen clinico, la presencia de grandes cantidades de ADN gendmico bovino puede ejercer efecto inhibitorio en
la prueba. Todavia se postula que la posible presencia de otros agentes inhibidores tambien puede haber contribuido
para la falla en la deteccion de Brucella spp en bovinos soro-reactivos.

MUKHERJEE et al. (2007) también obtuvieron una concordancia débil, a ejemplo, la encontrada en el presente
estudio, entre serologia por el ELISA y PCR convencional con los primers desarrollados por BAILY et al. (2002). Los
autores confirmaron la sensibilidad especificidad de los primers en ADN gendmico de Brucella spp. No obstante, la
PCR en sangre de bovinos oriundos de rebafios positivos, no fue habil en detectar 6,8% (6/87) de las muestras de
animales positivos en el ELISA. En este trabajo no fue posible obtener confirmacion por la PCR en 66,6% (6/9) de los
individuos positivos en la serologia.

En el trabajo de MUKHERJEE et al. (2007) fueron detectados 47% (24/51) de animales soro-negativos como
positivos en la PCR. En el presente estudio tal hecho ocurrio en 6% de las muestras. Es posible que los bovinos soro-
negativos fuesen recién-infectados y atin no presentaran anticuerpos o la PCR sea falso-positivo por consecuencia de
reacciones cruzadas con Ochrobactrum anthropi. ILHAN et al. (2008) tambien obtuvieron reacciones de PCR positivas
en ovejas soro-negativas. Estos resultados apuntan para la importancia de emplearse mas de un tipo de método de
diagnéstico para la deteccion de animales positivos para brucelosis, especialmente con fines epidemiologicos.

Estudios realizados por AL-AJLAN et al. (2011) y ASAAD & ALQAHTANI (2012) demostraron la eficacia de los
primers B4 y B5 en la deteccion de Brucella spp en muestras sanguineas. Sin embargo la falta de estandarizacion y
uniformidad en la PCR esta entre los factores que pueden haber llevado la baja concordancia entre los resultados de
los métodos aqui empleados. Asi se sugiere que sean evaluados tanto el espécimen clinico ideal como el método de
extraccion en estudios mas amplios.

Para YU & NIELSEN (2010) la sensibilidad y especificidad de los ensayos de PCR no estan bien establecidas
para muestras clinicas. En los estudios analizados son encontrados resultados divergentes, indicando la necesidad
de investigaciones para validacion y estandarizacion de los métodos, antes de emplearlos como test diagnostico de
rutina para brucelosis. De esa manera, mientras no sean estandarizados y probados ensayos de PCR en muestras
clinicas, estos no deben substituir técnicas seroldgicas en estudios epidemioldgicos. No obstante, se sugiere que el
empleo conjunto de tales métodos pueda aumentar las chances de suceso y la confiabilidad del diagndstico, despues
del mejoramiento y la validacion de la PCR.

La concordancia de los resultados obtenidos por la PCR en muestras sanguineas y por la serologia para identificacion
de la infeccién por Brucella spp. Fue débil, lo que refuerza la necesidad de validacion de la PCR teniendo en vista que
el diagnostico es mas confiable cuando es obtenido por medio de varios métodos.
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