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RESUMEN

Se evalué la PCR en tiempo real a partir de sangre y leche, para el
diagnostico de Brucella spp, frente a los métodos oficiales y tradicionales. Los
métodos evaluados fueron Rosa de Bengala en serie con Rivanol (RB-RV) y
Fluorescencia Polarizada en suero, Cultivo microbiologico en leche (CM-L) y
PCR en tiempo real en leche (QPCR-L) y leucocitos de sangre (QPCR-S).

La prueba CM-L diagnosticé como positivos a un namero menor de
animales (19/104) en comparacion con las pruebas de RB-RV (39/104), gPCR-
S (88/104) y gPCR-L (55/104). Todos los animales positivos por CM-L también
fueron positivos por gqPCR-L, mientras que de 53 animales positivos a qPCR-L,
35 fueron negativos a CM-L, por lo tanto, la sensibilidad del gPCR-L con
respecto a CM-L fue del 100%, con una especificidad del 59% (kappa: 0.33) y
grado de concordancia bajo.

La sensibilidad de la qPCR-S con respecto a RB-RV fue del 84%,
mientras que la especificidad fue del 21% (kappa 0,03), con un grado de
acuerdo Insignificante y G?=0.37 (P: 0.058), esto probablemente, no se debe a
reacciones falsos positivos de la prueba de gPCR-S, sino mas bien a una
mayor sensibilidad de esta, lo que sugiere la necesidad de reevaluar las
pruebas diagnodsticas oficiales que conforman el programa de control y

erradicacion de la brucelosis bovina en México.
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ABSTRACT

Real time PCR was evaluated from blood and milk, for diagnosis of
Brucella spp, compared with official and traditional methods. The methods
evaluated were Rose Bengal in series with Rivanol (RV-RB) and fluorescence
polarization in serum, microbiological culture in milk (CM-L) and real-time PCR
in milk (qPCR-L) and blood leukocyte (QPCR- S).

The CM-L test diagnosed as positive fewer animals (19/104) compared
with tests RB-RV (39/104), gPCR-S (88/104) and qPCR-L (55/104). All positive
animals by CM-L were also positive by gPCR-L, while of 53 positive animals by
gPCR-L, 35 animals were negative by CM-L, therefore, the sensitivity of qPCR-
L with respect to CM- L was 100%, with a specificity of 59% (kappa: 0.33) and
low degree of concordance.

gPCR-S sensitivity with respect to RB-RV was 84%, while the specificity
was 21% (kappa 0.03), with a degree of agreement Negligible and G? = 0.37 (P:
0.058), this result probably not due to false positive reactions test gPCR-S, but
rather to greater sensitivity of this, suggesting the need to reassess the official
diagnostic tests that make up the program of control and eradication of bovine

brucellosis in Mexico.
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1 INTRODUCCION

La Brucelosis bovina es una enfermedad de distribucion mundial (Figura
1), zoonotica, infectocontagiosa, de curso subagudo o cronico, que
principalmente ocasiona eventos de falla reproductiva, tales como: abortos,
mortinatos, nacimientos prematuros, retencion de placenta, orquitis,

epididimitis. (WHO, 2006).
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Figura 1: Mapa de distribucion mundial de Brucella abortus 2014
Fuente: World Animal Health Information Database (WAHID) — Version 1

En México, debido a las pérdidas econdémicas en el sector pecuario
(Xolalpa Campos et al., 2010), asi como al impacto en la salud publica

ocasionadas por la Brucelosis (Lopez-Goiii, 2012), se disefié e implemento un



Programa de Vigilancia, Control y Erradicacion, denominado Campafia

Nacional contra la Brucelosis en los animales (SAGARPA, 1995).

No obstante su implementacién en el afio 1995, y de acuerdo a los datos
publicados por SENASICA, el pais permanece en fase de control en méas del
70% de su extension geografica, el 27.66% en erradicacion y tan solo en el
8.14% se ha alcanzado el estatus de libre para Brucella abortus, sin embargo
se mantiene la presencia de Brucella melitensis y Brucella ovis (Figura 2,

Figura 3).
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Figura 2: Estatus Sanitario Actual de México en Brucelosis bovina.
Fuente: SENASICA
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Figura 3 Focos de Brucelosis bovina 2011

Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica

Este programa de control y erradicacion, se apoya en tres estrategias
fundamentales: 1. La vigilancia epidemioldgica, cuya principal herramienta es el
diagndstico a través de pruebas de laboratorio, 2. La erradicacion, mediante el

sacrificio de animales reactores, y 3. La aplicacion de vacunas.

En México la Norma oficial establece el uso de pruebas serolégicas para
el diagnéstico de la Brucelosis, iniciando con la prueba de Tarjeta o Rosa de
Bengala, posteriormente la prueba de Rivanol y como prueba confirmatoria de

las anteriores, se emplea la Fijacion de Complemento.



La definicion del estado sanitario del hato o zona evaluada, se
fundamenta en el andlisis e interpretacién de los resultados obtenidos en el

conjunto de las pruebas aplicadas (SAGARPA, 1995).

Sin embargo estas pruebas presentan desventajas que pueden
repercutir negativamente para alcanzar y mantener los estatus de

“erradicacion vy libre”.

» Resultados falsos positivos (Kittelberger et al., 1995, Mindy L.

Rawlins1, 2005, Naves et al., 2012), que conllevan de manera
obligada y rutinaria la realizacion de pruebas confirmatorias,

elevando los costos del programa.

» Resultados falsos negativos (Muma et al., 2007); (Cypress, 2009),

los cuales no se confirman, pudiendo constituir una de las causas
de seroconversiones, aumentando los tiempos de saneamiento,
y por tanto las pérdidas econdmicas para el productor (Ortega,

1993, Xolalpa Campos et al., 2010).

Un estudio realizado en hatos lecheros en Michoacan establecié que,
tanto en hatos con historial de brucelosis, como en hatos libres, el primer caso
de seroconversiéon se detecté a los tres meses desde la exposicion ((Rivera,

2010)), lo cual implica que durante este tiempo los animales fueron



considerados sanos, permaneciendo en el hato, y por tanto constituyéndose en

fuente de diseminacion de la enfermedad para los otros animales.

Afortunadamente, la evolucion de las tecnologias de secuenciacion de
DNA, asociadas a la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR), y la
gendmica comparativa, han impulsado el desarrollo de nuevas pruebas para la

deteccion e identificacion de microorganismos (Hall, 2007).

Las pruebas basadas en PCR, son técnicas de andlisis directo,
robustas, que pueden proveer resultados confirmatorios (Hall, 2007), con altos
porcentajes de sensibilidad y especificidad (OIE, 2012); su uso en el
diagndstico de la Brucelosis humana (Alikhani et al., 2013, Colmenero et al.,
2011, Queipo-Ortufio et al., 2005, Mitka et al., 2007) ha arrojado excelentes
resultados, y los acercamientos que se han realizado en Brucelosis bovina a
partir de muestras clinicas (Leal-Klevezas et al., 1995, Mosquera C et al., 2008,
Renteria Evangelista et al., 2005, Mukherjee et al., 2007) evidencian su gran
potencial como herramienta diagndstica, bajo diferentes escenarios

epidemiologicos.

El objetivo de este proyecto de investigacion fue evaluar de forma
preliminar el desempefio de la PCR en Tiempo Real como herramienta
diagnostica de Brucella spp, a partir de muestras de leche (QPCR-L) y

leucocitos en sangre (QPCR-S), de animales procedentes de un hato con



antecedentes de brucelosis bovina; los resultados obtenidos mostraron
qgue la qPCR-S, diagnosticé mayor numero de animales como Positivos a
Brucella spp, que las pruebas seroldgicas oficiales, lo cual evidencia la
necesidad de implementacién, dentro de los programas de control y
erradicacion de la enfermedad, de nuevas tecnologias diagnosticas, que
logren una mejor definicion del estatus sanitario, y permitan el disefio de
estrategias de manejo, control y erradicacion de la enfermedad mas
eficientes, y por tanto de mayor impacto epidemioldgico, logrando
disminuir sustancialmente los tiempos de saneamiento de los hatos, asi
como el riesgo biolégico asumido por el analista, todo esto con minimos

requerimientos logisticos para su ejecucion.



2 ANTECEDENTES

La utilizacion de técnicas de Biologia molecular para el diagnostico de
Brucelosis, requirio de la secuenciacion del genoma completo y la basqueda de
polimorfismos que pudiesen ser implementados para discriminar las especies,
dentro de la limitada diversidad genética exhibida por Brucella, (Gandara et al.,
2001) y (Bricker and Halling, 1994), describieron el polimorfismo generado por
la localizacion del elemento genético 1IS711,posteriormente, (Garcia-Yoldi et al.,
2006), emplearon las diferencias entre los genes omp31, omp25, wboA-wboB,

Ery, rpsL,y deleciones en Cromosomas 1y 2.

La rapida evolucién de las técnicas moleculares y el disefio de nuevos
marcadores para la genotipificacion de Brucella, permitié incrementar la
resolucion a nivel de especie entre aislamientos estrechamente relacionados

(Le Fléche et al., 2006).

La genomica comparativa ha facilitado el hallazgo de polimorfismos de
un solo nucledtido (SNPs), los cuales pueden ser usados para describir
exactamente el marco filogenético de una especie. Las comparaciones entre
los genomas de Brucella revelaron 20.154 polimorfismos de SNPs ort6logos,
gue fueron compartidos en todos los genomas (Foster et al., 2009) y la
diferenciacion de clases basada en SNPs en housekeeping, ha sido
incorporada en una prueba de PCR-Tiempo real para identificar especies de

Brucella (Foster et al., 2008).



Estos desarrollos han tomado como muestra de partida los aislamientos
bacterianos, no obstante se espera que la proyeccion de los mismos sea su
implementacion en el diagnostico clinico, forense o en aplicaciones evolutivas,
a partir de otro tipo de muestras, tales como tejidos, leche, sangre y fluidos

corporales entre otros.

Algunos autores han evaluado el uso de PCR y gqPCR a partir de
muestras clinicas, reportando resultados exitosos tanto en clinica humana
como veterinaria (Sidor et al., 2013, Navarro et al., 2006, Hekmatimoghaddam
et al., 2013, Mirnejad et al., 2013). Estudios en Humanos reportan especificidad
del 100%, y niveles de sensibilidad desde 95.5% hasta 100% (Mitka et al.,

2007).

En relacion a su aplicacion como herramienta de diagndstico en
Brucelosis bovina es poca la bibliografia reportada y la existente llega a ser
contradictoria, (O'Leary et al., 2006), evaluaron el uso de PCR y gPCR a partir
de sangre, leche y tejidos linfaticos de animales infectados naturalmente,
arrojando como resultado la indetectabilidad de la presencia de DNA de
Brucella en sangre, y un comportamiento semejante al cultivo microbiologico a
partir de las muestras de leche y tejidos linfaticos.

(Mukherjee et al., 2007), evaluaron tres marcadores genéticos: omp2,

bscp y 16S rRNA, reportando que las muestras de sangre de bovino fueron



insensitivas cuando se empleé como marcador el gen 16S rRNA; con bscp
obtuvieron mayor sensibilidad que con omp2, sin embargo la concordancia de
los resultados obtenidos por ambos marcadores frente a los resultados por
Elisa, fue semejante (k=0.37 y k=0.34 respectivamente). Este grado de
concordancia mejoré cuando se realizé el andlisis conjunto de las PCR frente a
ELISA (k=0.5), indicando que el uso de mas de un marcador genético parece

ser un enfoque mas confiable para el diagnéstico en animales de campo.

En México investigadores han realizado pruebas implementando PCR
convencional a partir de los fluidos corporales, a saber, la sangre y la leche de
animales infectados naturalmente, concluyendo que esta es eficaz en la
deteccion de Brucella spp (Leal-Klevezas et al., 1995), con una proporcion de
deteccion en leche mayor que la del aislamiento microbiol6gico (P<0.05)
(Renteria Evangelista et al.,, 2005), reportando niveles de sensibilidad y
especificidad diagnostica en sangre del 96.3% y 100% respectivamente
(Aguirre Arzolaa et al., 2008), sugiriendo la PCR como herramienta de uso

rutinario, por ser un método altamente seguro, sensible y especifico.



3 JUSTIFICACION

Las pruebas diagndsticas basadas en el uso de la PCR, constituyen
técnicas més robustas y sensibles que las pruebas seroldgicas, ademas de que
proveen resultados confirmatorios, que permiten la determinacion no solo del
género sino de la especie de Brucella involucrada, con un alto porcentaje de
especificidad (OIE, 2012), resultados que no pueden ser obtenidos con ninguna

de las pruebas seroldgicas existentes.

En brucelosis bovina, se han realizado pruebas de PCR punto final, a
partir de muestras clinicas de sangre, leche, semen, y queso, logrando la
deteccion del ADN de Brucella; estos resultados indican el potencial de este
tipo de tecnologias para ser implementadas dentro de la vigilancia

epidemioldgica en los programas de Control y erradicacion.

La PCR en tiempo real ha mostrado ser més eficiente que la PCR de
punto final en el diagnostico de las enfermedades infecciosas, debido a la
instrumentacién que permite la amplificacion del gen objetivo dentro de un
sistema cerrado, lo que disminuye el riesgo de contaminacién cruzada y por
tanto el porcentaje de falsos positivos; el sistema de deteccidon y cuantificacion
por fluorescencia ofrece una mayor sensibilidad, y la emision de resultados
mediante la implementacion de un software, facilita los procesos de validacion
y estandarizacion de la prueba y por tanto la obtencion de resultados mas

confiables.
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Asi mismo mediante un disefio adecuado de la prueba, se puede lograr
la deteccion, identificacion y genotipificacion de distintas especies de Brucella a
partir de una misma muestra, lo cual permitiria la construccién de un mapa
epidemiologico, mediante el cual se pueda establecer la distribucion
geografica por especie de Brucella y por huésped, asi como la relacidon

existente entre las especies genotipadas segun su origen.

Evaluar el rendimiento de la PCR en tiempo real en el diagnéstico de
brucelosis bovina a partir de muestras de leche y leucocitos en sangre,
provenientes de un hato lechero infectado naturalmente, constituye una valiosa
aproximacion hacia el establecimiento de la misma, como una alternativa

diagndstica y confirmatoria, y una potencial herramienta epidemiolégica.



4 HIPOTESIS

La PCR en tiempo real a partir de leucocitos en Sangre y leche, ofrece una
mayor sensibilidad y especificidad, que las pruebas seroldgicas oficiales y las
pruebas de referencia tradicionales, lo cual permitird detectar de manera
oportuna la presencia del agente patégeno en muestras clinicas de los

animales aun antes de la seroconversion.
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5 OBJETIVOS

5.1.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la utilidad de la PCR en tiempo real (QPCR), como herramienta
de diagnostico de Brucella spp, en un hato lechero con antecedentes de

brucelosis bovina.

5.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar y describir el comportamiento de la qPCR, en el diagnéstico de
brucelosis bovina en animales infectados naturalmente en un hato
lechero.

2. Determinar el porcentaje de animales seronegativos con resultados
positivos a qPCR.

3. Evaluar la concordancia de los resultados obtenidos mediante las
pruebas de Rosa de Bengala en serie con Rivanol (RB-RV) o con
Inmunodifusién radial con Hapteno nativo (RB-IDR) y su concordancia
con los resultados obtenidos mediante la prueba de Fluorescencia
polarizada (FP).

4. Evaluar la concordancia de los resultados obtenidos por gPCR en leche
de animales infectados naturalmente, frente a los resultados obtenidos

en el cultivo microbiolégico de leche (CM-L).

13
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6 REVISION DE LITERATURA

El diagnéstico de la brucelosis bovina ha sido ampliamente estudiado, y
actualmente se cuenta con gran cantidad de procedimientos de laboratoriolos
cuales pueden ser directos o indirectos de acuerdo al fundamento biologico de
cada prueba.

De acuerdo con la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) son
métodos directos aquellos capaces de generar un diagnostico confirmatorio de
la enfermedad.

En brucelosis el cultivo microbioldgico es considerado como la prueba
diagndéstica definitiva, sin embargo, la baja sensibilidad, el alto riesgo biolégico,
la complejidad en la identificacion y la exigencia de un ambiente con nivel de
bioseguridad mayor o igual al nivel 3, han generado la necesidad de buscar
alternativas diagnésticas, dando como resultado el desarrollo de una gran
cantidad de procedimientos indirectos, como las pruebas serolégicas, las
cuales son las mas comunmente utilizadas.

No obstante estas se ven afectadas por la aplicacion de vacunas,
principalmente aquellas consistentes en cepas de Brucella vivas atenuadas,
como la Cepa S19, que generan una respuesta inmunolégica humoral, debido
a la presencia del LPS O, dificultando la diferenciacion entre anticuerpos

vacunales y anticuerpos infecciosos.
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6.1 Métodos indirectos para el diagnostico de brucelosis bovina

Consisten en la deteccion indirecta de la presencia del patdgeno,
mediante la medicion y evaluacion de la respuesta inmune humoral especifica
del hospedero contra el agente infeccioso.

La sensibilidad y especificidad de los métodos indirectos para el
diagndstico de brucelosis se ve influenciada por la respuesta inmunolégica del
huésped, la vacunacion, el estadio de desarrollo de la enfermedad (fase aguda
o cronica) y la clase de anticuerpo predominante; asi como las posibilidades de
reaccion cruzada con otros microorganismos relacionados a Brucella.

La respuesta contra las infecciones por Brucella genera una respuesta
integral del sistema inmune, desde una respuesta inmune natural o innata
hasta la inmunidad adaptativa resultante de la estimulacion de las células
presentadoras de antigeno (APC), células NK, células T CD4", su
diferenciaciéon en Thl y Th2, células T CD8", células B y produccion de
inmunoglobulinas .

Estudios realizados en ratones han mostrado la relevancia de las
interleucinas IL-10 y IL-12 en la estimulacion de los linfocitos B para la
produccion de anticuerpos contra Brucella. Brucella spp desencadena la
liberacion de IL-12 por parte de las APC, la cual induce la diferenciacion de
células ThO en células Thl que secretan IFN-y, el cual causa la conmutacion
de la inmunoglobulina IgG2a en el ratdén e IgG3 en humanos; este isotipo es
capaz de fijar el complemento y se asocia con una efectiva proteccion contra

virus y bacterias intracelulares. (Golding B, 2001).
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Empleando como modelo la rata se demostré que la respuesta tipo Thl
fue significativamente dominante en el curso de la infeccion aguda comparado

con la respuesta tipo Th2 (Khatun et al., 2009)
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Figura 4 Concentracién en suero de IgG1 e IgG2a en ratas, evaluados de 0-56 dias después
de la Infeccidn con Brucella abortus. Tomado del Articulo “Characteristics of the immune
response during acute brucellosis in Sprague-Dawley rats” (Khatun et al., 2009)

Datos publicados muestran que la inoculacion de Brucella abortus en
ratones es seguida por un incremento del mRNA para IL-10 (Sveti¢ et al.,
1993), la IL-10 interfiere en la diferenciacion de Células ThO a Thil,
favoreciendo la diferenciacion hacia Th2, que subsecuentemente favorece la
produccion de IgGl, la cual tiene su efecto a nivel de microorganismos
extracelulares.

Investigaciones realizadas exponiendo ratones por periodos
prolongados de tiempo a antigeno crudo de Brucella, mediante inmunizaciones

repetidas via intraperitoneal, mostraron una pérdida en la capacidad del
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antigeno para desarrollar una respuesta linfoproliferativa en vitro. Asi mismo se
evidencié una tendencia decreciente de la poblacion linfoide para producir
interferon-y cuando son estimulados en cultivo con antigeno. En relacién a la
respuesta humoral, el incremento de inmunizaciones generé una produccion
mas especifica de anticuerpos IgM e IgG1(Onate et al., 2000)

Se considera que este patron Th1l/Th2 1gG2a/lgGl explicaria la
resistencia y/o susceptibilidad de los huéspedes a Brucella y constituiria la
estrategia del patégeno para distraer al sistema inmune, evadir la accién litica
del sistema complemento y establecerse dentro del reticulo endoplasmico

dando lugar a la infeccién croénica.
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Figura 5 Vias de citoquinas estimuladas por B. abortus
Tomada del Articulo Immunity and protection against Brucella abortus(Golding B, 2001)

La posibilidad de detectar la presencia de Inmunoglobulinas en el suero
del huésped mediante su reaccion con antigenos de la superficie bacteriana

como el LPS-O, que es la fraccion mas antigénica de Brucella y contra la cual
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se expresa la mayor reaccion inmunolégica, ha permitido el desarrollo de
diversas técnicas seroldgicas tales como las reacciones de aglutinaciéon en
placa, aglutinacién lenta en tubo, prueba de fijacion de complemento, distintos

ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) y fluorescencia polarizada, entre otras.

El primer método seroldgico empleado para diagndstico de brucelosis se
fundamenta en el uso de células bacterianas como fuente de antigeno, las
cuales se mezclaban con suero de pacientes sospechosos de haber adquirido
la enfermedad conocida como fiebre de Malta. (Wright, 1897). No obstante la
baja especificidad de este método debido a reacciones cruzadas con otros
microorganismos, la prueba constituyd el inicio de un proceso de busqueda e
investigacion permanente para el diagnoéstico serolégico de Brucella.

Posteriormente, la implementacion de programas de vacunacion
empleando cepas atenuadas o inactivadas de Brucella abortus, tales como la
cepa S19, afadié un nuevo reto al diagnéstico seroldgico ya que esta cepa
posee el LPS-O y por lo tanto los anticuerpos inducidos interfieren con la
mayoria de técnicas seroldgicas diagnosticas.

Se han desarrollado otras vacunas como la cepa 45/20 y la RB51,
provenientes de cepas rugosas de bricela que no inducen anticuerpos contra
la cadena O del LPS pero que han sido reportadas como causa de abortos en
vacas adultas vacunadas durante la prefiez, confirmandose por aislamiento y
cultivo microbiolégico, identificacion por PCR y evidencia histopatoldgica de la

bacteria en tejidos bronquiales y placenta (Dougherty et al., 2013). De igual
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manera se requiere que las técnicas de diagnodstico empleadas sean capaces
de detectar las reacciones cruzadas con otros microorganismos Gram
negativos tales como Salmonella Grupo N, Escherichia coli O:157, E. coli

0116, Pseudomonas maltophilia y Yersinia enterocolitica O:9.

La mayoria de las pruebas de laboratorio utilizan como antigenos
suspensiones de Brucella en fase S 0 R, segun la cepa bacteriana. Las cepas
indicadas por la OIE para la preparacién de los mismos son B. abortus 1119-3
0 99S (OIE, 2012). Estos antigenos permiten detectar anticuerpos anti Brucella
abortus, suis y melitensis, mientras que para anticuerpos contra Brucella canis

y Brucella ovis se necesitan antigenos especificos de especie.

Pruebas serolégicas utilizadas en el diagnostico de brucelosis

6.1.1 Aglutinacion lenta en tubo de Wright (SAT)

Es la méas antigua (1897) y la mas utilizada adn para el diagnéstico de
brucelosis animal y humana.

Bases metodoldgicas: se realizan diluciones crecientes del suero a

investigar que se enfrentan con cantidades constantes de antigeno
observandose la presencia o no de aglutinacion luego de un periodo de
incubacion. De esa forma se determina el titulo como la maxima dilucién
aglutinante.

Antigeno: suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%.
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Anticuerpos: IgM, IgGi e IgGa.

Titulo significativo: no existe consenso en cuanto al titulo que indica una

infeccion activa, por lo que debe establecerse regionalmente.

6.1.2 Prueba de aglutinacion con y sin 2-mercaptuetanol (2-ME)

Es una variante de la anterior que emplea el tratamiento previo con 2-
ME como agente reductor que inactiva los anticuerpos de clase IgM.

Bases metodoldgicas: se realizan simultaneamente las pruebas de

aglutinacién en tubo con y sin tratamiento del suero con 2-ME.

La diferencia de titulo obtenida entre ambas pruebas corresponde a los
anticuerpos IgM.

Antigeno: suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%.

Anticuerpos: IgG e IgM.

Titulo significativo: mayor de 1:20.

6.1.3 Reacciéon de Huddleson

Es una reaccion de aglutinacion rapida en placa.

Bases metodoldgicas: se enfrentan cantidades decrecientes del suero a

investigar con cantidades constantes de antigeno y se observa la presencia o
ausencia de aglutinacién. Existe una escala de titulos establecida que permite
la expresién de resultados.

Antigeno: suspension de B. abortus al 3-10% de gérmenes en fenol con

verde brillante y cristal violeta.

Anticuerpos: IgM, IgGs, IgG2 e IgA.



21

Titulo _significativo: mayor de 1:40. En ocasiones se observa el

fendmeno de prozona, donde puede estard ausente la aglutinacion en los
titulos més altos a causa de un exceso de anticuerpos. Este hecho debe

tenerse en cuenta para evitar resultados falsos negativos por esa causa.

6.1.4 Prueba de Rosa de Bengala

Es una prueba rapida en placa utilizada como tamiz.

Bases metodoldgicas: se pone en contacto una alicuota del suero (30uL)

con 30uL de antigeno y se observa la presencia de aglutinaciones.

Antigeno: suspensiones de B. Abortus al 8,5%, ajustadas a pH acido,
con el agregado del colorante Rosa de Bengala.

Anticuerpos: IgM e IgGa.

Sensibilidad: 1000 ng/ml

Se informa como positiva 0 negativa.

6.1.5 Antigeno Tamponado en Placa (BPA)

Es otra de las pruebas tamices que se realiza en placa.

Bases metodolégicas: Se ponen en contacto 80 uL desuero con 30 pL

de antigeno y se observa la presencia de aglutinacion.

Antigeno: Suspension de B. abortus al 11% con cristal violeta y verde
brillante.

Anticuerpos: IgM e IgGa.

Se informa como positiva o0 negativa segun el resultado de la

aglutinacion.
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6.1.6 Prueba de Coombs
Es una prueba de aglutinacion en tubo que permite detectar tanto

anticuerpos completos como incompletos.

Bases metodoldgicas: Se realizan diluciones seriadas del suero a

investigar, que se incuban con una suspension antigénica de B. abortus para
gque se produzca la aglutinacion mediada por los anticuerpos. Las
suspensiones correspondientes a las diluciones mayores se lavan
adecuadamente y se agrega suero antiespecie para detectar la aglutinacion
mediada por los anticuerpos.

Antigeno: Suspension de B. abortus 1119-3 al 4,5%.

Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes de la tipo 1gG.

Titulo_significativo: Como minimo el de la aglutinacion de la primera

etapa y frecuentemente mas elevado. Este incremento es directamente

proporcional a la concentracion de anticuerpos no aglutinantes o incompletos.

6.1.7 Fijacién de complemento

Es una prueba altamente especifica y es la prueba de referencia
internacional.

Bases metodologicas: En la primera etapa de la reaccion se incuban

diluciones del suero inactivado con el antigeno y el complemento. En la
segunda etapa se agrega el sistema hemolitico y se compara la hemolisis con

los estandares correspondientes a 0, 25, 50, 75y 100% de lisis.



23

Antigeno: Puede utilizarse una dilucion 1:200 del antigeno empleado en
la reaccion de Huddleson o un antigeno soluble denominado HS que se
prepara a partir de una suspension bacteriana tratada con solucion salina
caliente.

Anticuerpos: 1gGa.

Titulo significativo: Mayor de 1:20.

6.1.8 Inmunofluorescencia indirecta

Es una prueba de interaccion primaria.

Bases metodolégicas: Se incuban diluciones crecientes del suero a

investigar sobre una impronta de Brucella. Se agrega el anticuerpo anti-especie
marcado con una sustancia fluorescente y se observa en un microscopio de
fluorescencia determinandose el titulo.

Antigeno: suspension de bacterias fijadas a un portaobjeto.

Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes.

Titulo significativo: mayor de 1:80 (39).

6.1.9 ELISA

Es una técnica altamente sensible, especifica y versatil (40), emplea una
cantidad muy pequefia cantidad desuero (41) y da muy buenos resultados aun
en presencia de hemolisis.

6.1.9.1 ELISA indirecto (ELISA-I)

Bases metodoldgicas: El antigeno se fija a placas de poliestireno, luego

se incuba con el suero a investigar, posteriormente se incuba con un
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anticuerpo anti-especie conjugado con una enzima, se agrega el sustrato
correspondiente y se mide el color desarrollado a la longitud de onda
determinada. Pueden usarse conjugados que reconozcan las distintas clases
de inmunoglobulinas.

Antigeno: Los antigenos pueden ser particulados o solubles, LPS u otras
proteinas bacterianas. Se ha obtenido un antigeno libre de LPS denominado
antigeno CP, que es altamente eficaz en detectar la respuesta a IgG durante
una infeccioén activa evitando al mismo tiempo las reacciones cruzadas debidas
al LPS (42).

Anticuerpos: Aglutinantes y no aglutinantes.

La interpretacion de esta prueba debe ser aun convalidada.

6.1.9.2 ELISA competitivo (ELISA-C)

Bases metodolégicas: se emplea un anticuerpo monoclonal que

reconoce el epitope O del LPS-S, que compite con los anticuerpos del suero
por la unién al antigeno fijado en la placa. El revelado se efectia con un
anticuerpo anti-ratén conjugado con una enzima.

Antigeno: LPS-S.

Anticuerpos: aglutinantes y no aglutinantes.

Se consideran positivos aquellos sueros con un porcentaje de inhibicion

mayor del 28%

6.1.10 Polarizacién de fluorescencia (FPA)

Esta técnica puede realizarse en sangre entera y leche.
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Bases metodologicas: Los anticuerpos al unirse al antigeno cambian la

velocidad de rotacibn de la molécula. Si se hace incidir un haz de luz
fluorescente polarizada, el angulo de difraccion cambia en funcion del
anticuerpo unido. Este cambio es medido por un detector que lo traduce en una
sefal.

Antigeno empleado: PSO de B. abortus conjugado con isotiocianato de

fluoresceina. La interpretacion de esta prueba es similar al ELISA-I.

6.1.11 Prueba de Inmunodifusion en agar (IDAG)
Es una técnica de doble difusion en geles.

Bases metodoldgicas: Se efectla la reaccion de doble difusion del suero

a investigar frente a un suero control observando las reacciones de identidad.
Antigeno: Antigeno soluble HS.

Anticuerpos detectados: IgG e IgM.

Los métodos sugeridos por la OIE para el estudio de brucelosis en
bovinos son BPA, Rosa de Bengala, fijacion de complemento, ELISA-I, ELISA-

C, FPA.

6.2 Métodos Directos para el diagndstico de la Brucelosis bovina

Se basan en la deteccion del microorganismo o0 sus productos en
diversas muestras biologicas, mediante visualizacion y/o  aislamiento,

identificacion de un componente antigénico especifico estructural como pared
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celular o extracelular como las toxinas o por deteccion de secuencias de acido

nucleico especificas.

La caracteristica més significativa en brucelosis, es la habilidad del
patdégeno para persistir en el huésped y generar infecciones cronicas. Esta se
encuentra relacionada con dos caracteristicas claves de la virulencia del
patégeno: la capacidad de invadir a las células sobreviviendo al medio
intracelular y la replicacion en el mismo.

El Sistema Regulatorio BvrR/BvrS le permite a Brucella coordinar la
transicion del medio ambiente externo al medio intracelular de los fagocitos
profesionales y no profesionales (L6pez-Gofii et al., 2002), una vez fagocitada,
la vacuola que la contiene (BCV), interactia con los compartimientos
tempranos pero no con los tardios de la via endocitica, adquiriendo
marcadores ER durante su maduracion y redireccionando el trafico vesicular
para fusionarse con el reticulo endoplasmico, en el cual ocurre una extensiva
multiplicacion, permitiendo la expansion bacteriana y la subsecuente trasmision
a nuevas ceélulas del huésped. Estas interacciones son dependientes del

sistema de secrecion tipo IV (virB) (Celli et al., 2003).
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Figura 6 Modelo esquematico de la invasion de Brucella abortus y transporte intracelular
Tomado del articulo "Brucella intracellular life: from invasién to intracellular replication" Gorvel,

J.P. 2002

La persistencia de Brucella en el huésped es detectada mediante las

siguientes técnicas:

6.2.1 Tincion

6.2.1.1 Método de Zielh-Neelsen modificado por Stamp

Se realiza a partir de frotis de 6rganos o liquidos bioldgicos; se

fundamenta en las propiedades de resistencia de la pared celular bacteriana a

la decoloracion por acidos débiles.

Deben tenerse en cuenta las caracteristicas morfologicas de Brucella

como son cocobacilos o bacilos cortos Gram negativos, intracelulares, no

esporulados, inméviles, sin flagelos, ni fimbrias, sin capsula verdadera, que

miden entre 0,6—1,5 ym de largo por 0,5-0,7 um de ancho. Generalmente su
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morfologia es constante, aunque hay pequefias variaciones entre especies de
Brucella, siendo B. melitensis la expresa mayor de numero de formas cocales
mientras que B. abortus y B. suis presentan mas formas bacilares.

La sensibilidad de esta técnica se ve afectada por varios factores, entre
los cuales se encuentra la presencia de sustancias interferentes en algunos
liquidos corporales, como los globulos de grasa en la leche, y la concentracion
bacteriana en los tejidos y/o liquidos a estudio, asi como la experiencia y
experticia del analista.

La interpretacion de los resultados obtenidos es de tipo presuntiva, ya
gue otros microorganismos causantes de aborto tales como: Chlamydia
abortus o Coxiella burnetii, poseen caracteristicas morfolégicas y tintoriales
semejantes a Brucella.

Los resultados tanto Positivos como Negativos deben ser

confirmados.(OIE, 2012)

6.2.1.2 Inmunofluorescencia directa

Constituye una alternativa de diagndstico diferencial aplicado a los
métodos de tincion como la tincién de Zielh-Neelsen y Koster y cultivo
bacteriano, mediante la implementacion de anticuerpos obtenidos a partir de
suero de conejos hiperinmunizados marcados con isocionato de fluoresceina y
contraste por contratincion del tejido (Corbel, 1973). Estudios realizados en
frotis de loquios han reportado una sensibilidad del 82% y especificidad del

94% (Alberts and Erasmus, 1995).
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No obstante, estos niveles de sensibilidad y especificidad pueden verse
afectados por el tipo de tejido y corte seleccionado, como se ha descrito en
analisis de tejidos de pulmon e higado de fetos abortados (Pérez et al., 1998).
Se puede considerar que la fluorescencia directa tiene especificidad superior a
la de las técnicas de tincion convencionales, permitiendo la diferenciacion de
Brucella y otras especies de interés como Coxiella burnetii. Una ventaja de esta
técnica es el corto tiempo requerido para el montaje y lectura de la prueba, que
puede tomar aproximadamente dos horas frente a seis dias que requiere el

cultivo microbioldgico.

6.2.2 Cultivo Microbioldgico

Fue la primera técnica empleada por Bruce en 1887 para la
identificacion del agente causal de la denominada fiebre de Malta, logrando su
aislamiento y descripcion. El cultivo microbiol6gico de bracela es considerado
como prueba de oro para el diagndstico de brucelosis y se compone de dos

fases:

6.2.2.1 Aislamiento y cultivo

Brucella puede aislarse de varios tipos de muestras como tejidos
provenientes de placenta o fetos abortados, medula Osea, leche y sangre.

Debido a que las bacterias del género Brucella son de crecimiento lento, deben
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mantenerse en incubacién un tiempo no menor a 30 dias en condiciones de
microaerofilia con 10% de CO,. En el caso de las muestras hematicas, se ha
implementado el uso de frascos herméticamente cerrados con medios de
cultivo bifasicos, que pueden estar acoplados a sistemas automatizados de
deteccion de crecimiento, permitiendo detectar mas del 95% de los cultivos

positivos antes del séptimo dia de incubacién (Koneman, 2006).

En general los cultivos deben realizarse en medios enriquecidos para
lograr una alta sensibilidad y selectividad mediante el uso de antibidticos para
obtener alta especificidad, no obstante estudios comparativos recientes han
demostrado que medios altamente enriquecidos permiten el crecimiento de
biota contaminante acompafante que enmascara y reduce el porcentaje de
recuperacion y aislamiento de Brucella a partir de muestras contaminadas; por
el contrario, medios altamente selectivos, terminan por inhibir algunas especies
tales como Brucella ovis, Brucella melitensis y algunas biovariedades de
Brucella abortus.

A partir de estos analisis se han propuesto nuevas formulaciones que
logren superar estas limitaciones. Ahora se tiene disponibilidad de un nuevo
medio de cultivo que segun los estudios publicados ha demostrado un alto
rendimiento diagndstico en el aislamiento de todas las especies de Brucella a

partir de diferentes tipos de muestras (De Miguel et al., 2011)

6.2.2.2 ldentificacion
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Algunas de las especies de Brucella incluyen distintos biotipos, que
mediante las técnicas convencionales, se diferencian por un andlisis de
aproximadamente veinticinco caracteristicas fenotipicas, siendo las mas
importantes el requerimiento de CO para crecimiento, produccién de ureasa y
H,S, sensibilidad a tinciones como fuchina, tionina y azul de tionina y fagos,
reaccion de aglutinacion con anticuerpos monoclonales para antigeno Ao M,
y algunas otras caracteristicas metabdlicas evaluadas mediante pruebas

bioguimicas.

Cuadro 1 Especies que integran el género Brucella, hospedadores conocidos y
algunas caracteristicas bioquimicas y antigénicas que permiten clasificarlas en
biovariedades. A y M: configuraciones alternativas del PSO, R: LPS de las
cepas rugosas

_ o Necesidag | SeNSibilidad alos | AglUinacion con
Especie Hospedador | Biovariedad | H,S de CO, colorantes monoespecifico
Tionina | Fuscina | A M R
Cabras, 1 - - + + - + _
B bovinos, 2 - - + + + - .
melitensis ovino,
canidos, 3 - - + + + + .
hombre
1 + + - + + - -
2 + + - - + - -
3 + + + + + - -
Bovinos 4 + + - + - + -
B. abortus Canidos, 5 - - + + - + -
hombre 6 - - + + + - R
7 + - + + + + -
8 - + + + + + -
9 + + + + - + -
1 - - + - + - -
Cerdos, 2 - - + - + - i,
B. suis canidos, 3 - - + + + - -
hombre 4 - - + - + + -
5 - - + - - + -
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Canidos.

B. canis hombre ND - - + - - - +
B. Roedores ND + - - - + - -
neotomae
B. ovis QOvinos ND - + + - - - +
B Focas,
pinnipedial leones ND ND ND ND ND | ND | ND | ND
e marinos,
morsas
B Ballenas,
) marsopas y ND ND ND ND ND ND | ND | ND
cetaceae X
delfines

Tomado del Articulo “Brucelosis: una revision practica”(Castro et al., 2005)

Como apoyo al diagndstico microbiolégico se han

implementado

técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la

identificacion de especies y biovariedades de brucela aisladas en cultivo

(Bricker and Halling, 1994), asi mismo, se ha reportado el uso de técnicas de

hibridacién fluorescente in situ (FSH), asociada a hemocultivos para el

diagndstico de brucelosis en humanos (Wellinghausen et al., 2006).

Sin embargo, el mayor inconveniente del cultivo microbioloégico de

Brucella radica en el riesgo zoonético asociado a la manipulacion de este

microorganismo, que ha sido clasificado dentro del grupo de riesgo Ill en el

Manual de Bioseguridad para los laboratorios elaborado por la Organizacién

Mundial de la Salud (OMS), con requerimientos de bioseguridad nivel de

contencion 3 o superior, ya que la brucelosis es una de las enfermedades que

con mayor facilidad se contraen en el laboratorio (OIE, 2012)

6.2.3 Métodos basados en la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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La implementacion y uso de técnicas analiticas basadas en PCR para el
diagnostico de la Brucelosis bovina tuvo como principal dificultad la
diferenciacion entre especies de Brucella debido a la limitada diversidad
genética exhibida por estos microorganismos.

En general, una especie diferente es reconocida si se observa una
distancia genética mayor que 0.5; estudios realizados mediante electroforesis
de enzimas multilocus (MLEE), han demostrado que la distancia genética
entre las especies de Brucella es inferior a 0.5. y han determinado la existencia
de dos subgrupos, uno conformado por Brucella marina, B. abortus, B.
neotomae y B. ovis; y el otro por B. canis, B. suis y B. melitensis (Gandara et

al., 2001).

0. anthropi 95/5

—— B swis 1330/ B.suis 4 40/67

—— B canis RM6/66 / B. canis 1226

R. tropici B CIAT899

R. tropici A CFN299

B. melitensis M16 / B. melitensis 84

——  B. aborius 544, B. abortus 3 Tulya, marine Brucella 14/95

——  B. neotomae 5K33

B. ovis 63/290

Distancia Genética

I l 1 | 1 | | |

]
T T T T 1 I I
10 0% 08 07 06 05 04 03 02 01

]
1 I — 1
0.

0

Figura 7 Dendograma derivado de MLEE
Tomado del Articulo “Limited genetic diversity of Brucella spp”(Gandara et al., 2001)
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Es por esta razon que las primeras PCRs desarrolladas para Brucella
identificaban el género pero no lograban realizar discriminacion entre especies

(Baily et al., 1992a, Fekete et al., 1990, Herman and De Ridder, 1992).

No obstante, y en general, las técnicas basadas en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa, presentan alta especificidad en el diagndstico e
identificacion de Brucella; sin embargo, el éxito de estas pruebas depende de
la efectividad de las técnicas de extraccion de acido nucleico y los cebadores

empleados.

6.2.3.1 Extraccién de ADN de Brucella

Existen protocolos normalizados para la extracciéon de ADN a partir de
diferentes tipos de muestras tales como: Cultivos microbiolégicos (Wen-ping
and Tsong-teh, 1993), Leche (R. Poutou, 2005, Murphy et al., 2002) y Sangre
(Leal-Klevezas et al., 1995), o kits comerciales como: QIAGEN DNeasy® Blood
& Tissue Kit, PROMEGA Wizard® Genomic DNA Purification Kit, DNAzol® BD,
entre otros.

La extraccion de ADN desde aislamientos microbiol6gicos de Brucella
ha sido la mas utilizada para las pruebas de PCR, mas no la Unica, también se
ha obtenido ADN de Brucella a partir de muestras bioldgicas tales como: tejidos
de higado, rifidn, ganglios linfaticos (Qasem et al., 2015), recién nacidos o

fetos abortados (Guler et al., 2003, SOLMAZ et al., 2014), leche, sangre entera
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(O'Leary et al., 2006), suero (Al-Ajlan et al., 2011), semen (Junior et al., 2013) y

alimentos tales como queso (Tina S et al., 2013).

6.2.3.2 Genes empleados en el disefio de cebadores para deteccion e

identificacion de ADN de Brucella

El disefio de cebadores para ser empleados en PCR de Brucella, fue
dirigido inicialmente hacia la identificacion del género, estos genes se
caracterizan por estar bien conservados en todas las especies de Brucella; los
mas citados en la bibliografia consultada fueron el gen bscp31 (William S.
Probert and Graves, 2003, Baily et al., 1992b, Al Dahouk et al., 2007, Gopaul et
al., 2008, Aguirre Arzola et al., 2008) y el gen Omp2 (Leal-Klevezas et al.,

1995, Aguirre Arzola et al., 2008).

Posteriormente y a partir del descubrimiento del polimorfismo que surge
en las especies de Brucella debido a la localizacion del elemento 1S711 en el
cromosoma, el cual permitié la diferenciacion genética de algunas especies de
Brucella (Bricker and Halling, 1994), el disefio de cebadores se enfoco en la
busqueda de polimorfismos en diversos genes, para la diferenciacion entre
especies y biovares, asi como entre cepas vacunales y cepas silvestres

(Garcia-Yoldi et al., 2006).

Cuadro 2 Hallazgos genéticos utilizados para la diferenciacion de las especies
de Brucella

Gen Hallazgo Especie

Omp31 Delecion de 25,061 Brucella abortus
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(BMEIIB26-BMEII0850)
WboA
(BMEI0998)
EryC
(BMEII0427-BMEII0428)
rpsL (BMIO752)
bp26 (BMEIO535-
BMEI0536)
Polysaccharide
Deacetylase
(BME1435)
ABC proteinas
transportadoras
(BR0951-BR0955)
Familia CRP
(BMEII0986-BMEII0988)
WboA (BMEI0993-
BMEI1012)

bp
Insercion de 1IS711

Delecion de 702 bp
Mutacién puntual

Insercién de 1S711

Delecion de 976 bp

Delecion de 2,653 bp

Delecién de 2,203 bp

biovariedades
Brucella abortus RB51

Brucella abortus S19

Brucella melitensis Rev 1
Brucella aisladas de
mamiferos marinos

Brucella canis

Brucella. melitensis y
Brucella. abortus

B. neotomae

Delecion de 15079 bp = Brucella ovis

Tomado del Articulo “Evaluation of a Multiplex PCR Assay (Bruce-ladder) for Molecular Typing
of All Brucella Species, Including the Vaccine Strains”(Lopez-Goiii et al., 2008)

Actualmente se han determinado nuevos polimorfismos, siendo los hallazgos

mas recientes aquellos originados por mutaciones puntuales en genes

especificos, denominados Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) (Foster

et al., 2008, Gopaul et al., 2008, Gopaul et al., 2010). En las tablas siguientes y

de acuerdo a la bibliografia consultada, se listan los genes mas empleados

para la deteccion e identificacion de ADN de Brucella, tanto a nivel de género

como de especie.

Cuadro 3 Genes empleados con mas frecuencia en el disefio de cebadores
para la identificacion de Brucella a nivel de género, especie y cepa

Especificos para género

Gen | Proteina Referencia
Bscp31 | Proteina inmunogénica @ (Baily et al., 1992a)
Omp2 | Porina (Leal-Klevezas et al., 1995)
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rsmA ‘ 16SrRNA
IS711 ‘ Elemento de insercién

(Gopaul et al., 2008)
(Wattiau et al., 2011)

Especificos para especie

Gen Proteina Referencia
IS711 | Elemento de insercion  (Bricker and Halling, 1994)
abc | Proteina trasportadora  (Foster et al., 2008)
de union de ATP
alkB | Alkylated DNA repair (William S. Probert and Graves, 2003)
aroA | 3-phosphoshikimate 1- (Gopaul et al., 2008, Whatmore et al.,
carboxyvinyltransferase 2007)
arokE | Shikimate 5- (Foster et al., 2008)
deshidrogenasa
bcsp31l | Proteina inmunogénica (William S. Probert and Graves, 2003)
BMEI1162 | Proteina no (William S. Probert and Graves, 2003)
caracterizada
cysW | Proteinas ABC (Foster et al., 2008)
transportadoras de
sulfato
dnaK | Proteina chaperona (Whatmore et al., 2007)
fbaA | Fructosa-bifosfato- (Gopaul et al., 2008)
aldolasa
gap | Gliceraldehido 3- (Gopaul et al., 2008, Whatmore et al.,
fosfato deshidrogenasa 2007)
gdh | NAD-glutamato (Foster et al., 2008)
deshidrogenasa
glk | Glucoquinasa (Scott et al., 2007, Winchell et al., 2010,
Whatmore et al., 2007)
groEL | Chaperonina (Foster et al., 2008)
gyrB | DNA girasa Subunidad (Whatmore et al., 2007)
B
omp25 | Proteina 25 de (Scott et al., 2007, Foster et al., 2008,
membrana externa Gopaul et al., 2008, Whatmore et al.,
2007)
omp31 | Proteina de 31 kd de (Garcia-Yoldi et al., 2006)
membrana externa
pip | Proline iminopeptidasa @ (Foster et al., 2008)
prpE | propionate--CoA ligase (Gopaul et al., 2008)
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Especificos para especie

Gen Proteina Referencia
rpoB | Subunidad B de la RNA (Foster et al., 2008)
polimerasa
trpE | Antranilato sintasa (Scott et al., 2007, Foster et al., 2008,
Gopaul et al., 2008, Whatmore et al.,
2007)
int-hyp | Proteina hipotética (Winchell et al., 2010, Whatmore et al.,
2007)
wboA | Glicosiltransferasa (RAMESH VEMULAPALLI, 1999,
Vemulapalli et al., 1999, Garcia-Yoldi et
al., 2006)
wboB | Glicosiltransferasa (Garcia-Yoldi et al., 2006)
eryD | Regulador de la (Gopaul et al., 2010, Renteria Evangelista
expresion del operon et al., 2005)
ery
ESPECIFICOS PARA CEPA
GEN FUNCION REFERENCIA

lysR

clpX

BAB1

rpsL
proA

Familia de reguladores  (Gopaul et al., 2010)
de la transcripcion

ATP-dependent Clp (Gopaul et al., 2010)
protease ATP-binding

subunit ClpX

Glutathione S- (Gopaul et al., 2010)
transferase

Proteina ribosomal S12 (Gopaul et al., 2010)
Gamma-glutamil (Gopaul et al., 2010)

fosfato reductasa

6.2.3.3 PCR convencional o de Punto final

La PCR convencional fue implementada para la identificacion de

especies de aislados de Brucella, recibiendo gran aceptacion por parte de la

comunidad cientifica, dado que constituy6é un valioso aporte a la microbiologia,




39

minimizando el nimero de pruebas a realizar y por tanto los riesgos asumidos
por los analistas.

La PCR denominada AMOS, permitio la identificacion y diferenciacion de
las cuatro principales especies de Brucella que afectan la produccion pecuaria:
Brucella abortus (A), Brucella melitensis (M), Brucella ovis (O) y Brucella suis
(S) y algunas biovariedades de estas (Bricker and Halling, 1994),
posteriormente con el fin de distinguir las cepas vacunales de las cepas

silvestres, se adicionaron nuevos cebadores (Bricker and Halling, 1995).
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Figura 8 Productos de PCR AMOS, empleando 19 biovariedades de Brucella
Tomado del Articulo “Differentiation of Brucella abortus bv. 1, 2, and 4, Brucella melitensis,
Brucella ovis, and Brucella suis bv. 1 by PCR”(Bricker and Halling, 1994)

Posteriormente y basados en analisis previos que demostraron la
existencia de fragmentos de DNA Unicos para cada especie de Brucella, se

disefié una prueba de PCR multiplex con el uso de ocho pares de cebadores,
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obteniendo un perfil Gnico para cada especie de Brucella analizada.(Garcia-

Yoldi et al., 2006)

Figura 9 Perfiles electroforéticos obtenidos para las distintas especies de Brucella
Tomado del Articulo “Multiplex PCR Assay for the Identification and Differentiation of all
Brucella Species and the Vaccine Strains Brucella abortus S19 and RB51 and Brucella
melitensis Rev1” (Garcia-Yoldi et al., 2006)

Linea 1: Brucella aislada de mamiferos marinos
Linea 2: Brucella melitensis

Linea 3: Cepa vacunal Brucella melitensis Revl
Linea 4: Brucella ovis

Linea 5: Brucella abortus

Linea 6: Cepa vacunal Brucella abortus RB51
Linea 7: Cepa vacunal Brucella abortus S19
Linea 8: Brucella suis

Linea 9: Brucella canis

Linea 10: Brucella neotomae

Linea 11: Marcador de tamafio molecular de 1 kb (DNA ladder Invitrogen Ltd)

Esta prueba fue validada en siete laboratorios de Europa, empleando un
total de 6254 cepas de diferentes especies de Brucella, aisladas de diferentes
origenes geograficos y a partir de diferentes especies incluyendo aislamientos
de origen humano.

La identificacion se basé en el numero y tamafo de siete productos

amplificados por PCR, que se visualizaron mediante patrones de bandas
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claramente especificos para cada una de las especies analizadas, con
excepcion de algunas cepas de B. cannis que mostraron el mismo perfil de B.

suis. (L6pez-Goiii et al., 2008)

A M O S S19RB5T1Revi C N Bp Bc

Figura 10 Diferenciacion de todas las especies de Brucella y S19, RB51 y cepas vacunales
Rev.1 por Bruce-ladder multiplex PCR. Tomado del Articulo “Evaluation of a Multiplex PCR
Assay (Bruce-ladder) for Molecular Typing of All Brucella Species, Including the Vaccine
Strains” (LOpez-Goiii et al., 2008)

Linea 1: Brucella abortus

Linea 2: Brucella melitensis

Linea 3: Brucella ovis

Linea 4: Brucella suis

Linea 5: Cepa vacunal Brucella abortus S19
Linea 6: Cepa vacunal Brucella abortus RB51
Linea 7: Cepa vacunal Brucella melitensis Revl
Linea 8: Brucella canis

Linea 9: Brucella neotomae

Linea 10: Brucella pinnipedialis

Linea 11: Brucella ceti

Sin embargo, (Kang et al., 2011)), introdujeron nuevos set de cebadores,
para sustituir algunos de los empleados en la Técnica Bruce-ladder, logrando la

diferenciacion entre B. cannis y B.suis.
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Esta técnica aunque es muy eficiente en términos de diferenciacién
entre especies ya que todas las cepas de la misma especie presentan el
mismo perfil (patrén de bandas), no logra diferenciar entre biotipos de una
misma especie, no obstante si logra la diferenciacion entre cepas vacunales
S19 y RB51, y cepas aisladas en procesos infecciosos naturales (Lopez-Goii
et al., 2008) , aspecto de gran importancia en la definicion del status sanitario

de un hato o rebafo.

6.2.3.4 PCR en Tiempo Real gPCR

Desde su introduccion, la PCR en tiempo real ha generado un impacto
positivo en el diagnéstico de las enfermedades infecciosas, Su éxito ha sido
debido a la desarrollo de nuevos quimicos y la instrumentacion que permite la
deteccion de productos de PCR sobre una base en tiempo real dentro de un
sistema cerrado en un rango de mayor numero de ciclos, lo cuales se realizan
en menor tiempo comparado con los termocicladores convencionales, el
sistema de deteccion mediante flurocromos ofrece una mayor sensibilidad
debido a la mayor sensibilidad de la deteccién fluorescente sistema, ofrece un
rango dindmico mucho mas amplio en comparacion con la PCR convencional y
el sistema de deteccion incorporado ofrece la confirmacién y cuantificacion de
productos, con un salida de resultado electronica que se presta a alta

notificacion electronica puesto a traves.
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6.2.3.4.1 Analisis de datos obtenidos del PCR tiempo real

En el andlisis de resultados de la PCR en tiempo real se emplean varios
métodos, dependiendo del tipo de experimento realizado, en los experimentos
de PCR tiempo real cuantitativa (QPCR), se emplea la cuantificacion absoluta y
la cuantificacion relativa (Livak and Schmittgen, 2001).

Para lograr el aseguramiento de la calidad y confiabilidad de los
resultados emitidos, independientemente del tipo de experimento y del método
aplicado, se requiere que los andlisis de los datos obtenidos desde varias
muestras sean comparables entre si y frente a muestras controles, tales como:
Controles positivos, Controles Negativos y Estandares; la precision final del

estudio dependera de que esta comparacion sea hecha correctamente.

Los equipos de acuerdo al fabricante, difieren considerablemente entre
si, en varios aspectos, incluyendo las fuentes de luz y el enfoque de la
adquisicion de datos de fluorescencia, asi como en el software y los métodos
de comparacion, lo cual influye tanto en la precision como en la estabilidad,
esto se hace mas evidente cuando la sefial de deteccién es débil.

En los ultimos afos y con el objetivo de incrementar la significancia de
los datos obtenidos mediante PCR en tiempo real, con las consecuentes
aplicaciones en la investigacion y el diagnostico, los cientificos y los

representantes de los fabricantes de equipos intentan unificar y estandarizar
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los procedimientos tanto para el disefio del experimento, como para el analisis

de los resultados (Rebrikov and Trofimov, 2006).



7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales y Equipos

Cuadro 4 Listado de Materiales, Equipos y Reactivos empleados durante la
ejecucion del proyecto

PCR-RT

CULTIVO

SEROLOGIAS

MUESTREO

EQUIPOS

MATERIALES

Termociclador en
Tiempo Real CFX
Connect de Bio-
Rad

Lector de gPCR

Agitador vortex

Micropipeta
multicanal 2 pl
Micropipeta
monocanal 5-10 pl

Micropipeta
monocanal 100-
1000 pl

Platina caliente (50
°C) para tubos 0.5y
0.2 ml

Micro centrifuga
capacidad 14 000
RPM

Estufa incubadora
capacidad 37 °C
Campana de
seguridad Air-Clean
System

Tiras de tubos para
PCR claras. Cat:
TLS0801. Control:
29669 Biorad

Tapas Opticas
planas para tubos
de PCR. Cat:

Incubadora con
atmosfera de
CO,

Refrigerador de
4°Ca8°C
Congelador:
0°Ca-20°C
Congelador: de -
80 °C

Cabina de
bioseguridad
clase Il tipo A2
Placas
calentamiento
con agitacion
magnética
Mechero
Buchner de gas
LP, VWR
autoclave/esterili
zador de vapor a
presion
Microscopio
Optico

de

de

Cajas Petri
100x15 mm, sin
divisiones de
plastico. VWR
Erlenmeyer 500
ml
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Lampara de lectura

Agitador Orbital de
placas
Cronometro

Micropipeta
monocanal 5-50 ul
Cronémetro

Equipo de lectura de
fluorescencia

Refrigerador o]
camara de
refrigeracion: de 0 °C
a4°C

Placas de vidrio

Puntas para
micropipeta de 5-50
ul

Centrifuga

Refrigerador de 4
°Cas8°C
Congelador: de 0
°Ca-20°C
Congelador: de -
80 °C

Aguja para toma
multiple 20G x 38
mm

Solucién de yodo
desinfectante
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PCR-RT CULTIVO SEROLOGIAS MUESTREO
TCS0803. Orden:
480000268. Biorad
Tubos para micro | Erlenmeyer 250 | Palillos Holder
centrifuga de 1.5 ml ml desechable

esterilizados. WVR

Gradilla para tubos
de PCRy 1.5 ml

Contenedor
térmico/frio

Puntas para pipeta
con filtro, estériles.
WVR.

Lentes de
seguridad
Guantes de nitrilo
Bata de laboratorio

Tubos de
centrifuga
conicos estériles
VWR, 25 mL

Puntilla para
micropipeta
desechable 100-
1000 ulL, con
filtro, estériles,
Neptune

Tubos

eppendorf 1 ml,
libres de DNAsa

Tubos
eppendorf tapa
rosca de 1.5 mil
libres de DNAsa

Sueros de referencia

Gradilla para tubos

Alcohol impotable
70°

algodon

Tubos
(EDTA)

tapa lila

Tubos tapa roja

Guantes de latex
Lentes de
bioseguridad
Overoles

Tapa bocas
Gorros
desechables
Tubos de
centrifuga cénicos
VWR, 50 mL
Tubos eppendorf
2 ml, libres de
DNAsa
Hielera
Refrigerantes
Bolsas
autoclavables

rojas

Papel secante
Contenedor corto

3720623

punzantes
Quiagen DNeasy Suplemento Antigeno Rosa de Cloruro de
8 Blood & Tissue Kit, | selectivo bengala al 8%. Aba
> | Cat:69506 , Brucella Oxoid Test tarjeta, de benzalconio
'5 Lote:136260897 Productora Nacional
E de Bioldgicos
o Veterinarios. Lote:
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PCR-RT CULTIVO SEROLOGIAS MUESTREO
Promega Tanque de CO2  Antigeno Rosa de
Kit Wizard Genomic = medicinal bengala al 4% Aba
DNA  purification. Test Rivanol, de
Ref: A1120. Lote: Productora Nacional
138667 de Biol6gicos
Veterinarios. Lote:
3720265
Pares de | Agar triptosa Kit de Fluorescencia
Cebadores soya Polarizada “Brucella
S antibody test kit”,
de Diachemix. Ref:
B1001. Lote: 124
Cepas vacunales Colorantes de Solucién Rivanol al
de Brucella abortus Gram 1% de Productora
S19y RB51 Nacional de
Bioldgicos
Veterinarios. Lote:
3740008
Colorante Zielh- = Suero de referencia
Nielsen para Brucelosis
modificado POSITIVO
Componentes Suplemento Suero de referencia
sanguineos selectivo Oxoid para Brucelosis
para el NEGATIVO
aislamiento de
Brucella Ref:

SR0083
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7.2 Metodologia

7.2.1 Diagrama de flujo metodolégico

LOCALIZACION DEL TOMA DE APHCACION.DE PRUFBAS
PRUEBAS DIAGNOSTICAS ANALISIS DE RESULTADOS
AREA DE ESTUDIO MUESTRAS DIAGNOSTICAS COMPLEMENTARIAS

DETERMINACION DE
PARAMETROS

SANGRE TOTAL[SS  gpcR _ ANALISIS DE

CONCORDANCIA

KAPPA

CHIC
DETERMINACION DE
RIVANOL ] o VETROS
INMUNODIFUSION CONCORDANCIA

RADIAL CON KAPPA
HAPTENO NATIVO
CHIC A

ANALISIS DE
CONCORDANCIA
EPA — DETERMINACION DE
PARAMETROS
CHI CUADRADA
DETERMINACION DE
GRAM gl  PARAMETROS
CULTIVO < ANALISIS DE
OXIDASA < CONCORDANCIA
CHI CUADRADA
DETERMINACION DE
PARAMETROS
ANALISIS DE
qPCR B “ CONCORDANCIA
KAPPA

CHI CUADRADA

HATO

SELECCIONADO

Figura 11 Diagrama de flujo metodolégico
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7.2.2 Localizacion del area de estudio

7.2.2.1 Actividades de Campo

Las actividades del proyecto relacionadas con la toma de muestras se
realizaron en un hato ganadero, ubicado en jurisdiccion del municipio de
Tijuana, el cual fue seleccionado por conveniencia, teniendo en cuenta que el
mismo presenta historial de diagndstico seroldgico de brucelosis bovina, y se

contd con el apoyo y aprobacion del productor.

7.2.2.2 Actividades de laboratorio

Las actividades correspondientes a procesamiento de muestras,
ejecucién de procedimientos y protocolos de pruebas diagnosticas, fueron
realizadas en los laboratorios de Brucelosis y Tuberculosis, y Biologia
Molecular de la Unidad de Laboratorios de investigacion del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autbnoma de Baja

California ICV-UABC.

7.2.3 Duracion del estudio

Las actividades concernientes a la escritura de la tesis se iniciaron
desde el periodo 2013-2 y continuaron hasta finalizar el periodo 2015-1. En
relacion a las actividades propias de la ejecuciéon del proyecto (procesamiento
seroldgico, pruebas microbioldgicas y estandarizacion de gPCR), estas fueron

iniciadas una vez se autoriz6 el muestreo el dia 17 de Octubre de 2014, y se



50

continuaron de forma ininterrumpida hasta finalizar la totalidad del

procesamiento de la muestras.

Escritura de Tesis

Muestreo |

Procesamiento Serologico [ ]
Pruebas Microbiologicas ]
Estandarizacién de qPCR |

julio agosto octubre noviembre  enero marzo abril junio agosto

7.2.4 Origen de la informacion

Los datos generales del Hato fueron obtenidos mediante el
diligenciamiento de un formato disefiado para tal fin, y los de cada uno de los
animales muestreados se obtuvieron a partir del informe sistematizado arrojado
por el software de control de actividades veterinarias con que cuenta el
productor.

Los datos correspondientes al estatus sanitario del hato y la definicion
de la presencia o ausencia de Brucelosis en cada uno de los animales, se
obtuvieron de acuerdo a lo establecido en la norma oficial mexicana NOM-045-
1995 Campafia nacional contra la brucelosis en los animales, mediante la

aplicacion de las pruebas de diagnostico seroldgico Rosa de Bengala y
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Rivanol, asi mismo se aplicaron las pruebas de Inmunodifusion Radial y

Fluorescencia polarizada.

7.2.5 Variables evaluadas

Las variables evaluadas por ser de relevancia para el andlisis de los
resultados fueron: Vacunacion, tipo de vacuna empleada, periodo de gestacion,
abortos, meses transcurridos desde el parto o aborto, promedio diario de leche

por animal, tiempo e intervalo de partos.

7.2.6 Muestras

7.2.6.1 Tamafo de muestra

El tamafio de muestra se definié por conveniencia, siendo la totalidad

de los animales en produccion, sometidos a ordefia.

7.2.6.2 Tomay preparacion de las muestras

1. Muestras de suero: Fueron tomadas en tubos vacutainer sin

anticoagulante (tapa roja) y almacenados en una cava con
refrigerantes, hasta su llegada al laboratorio del ICV-UABC,
centrifugandose a 3500 rpm durante 15 minutos, separando el
suero en tubos eppendorf de 1.5 ml, almacenandolos a -20°C
hasta el momento de su procesamiento.

2. Muestras de sangre: Fueron tomadas en tubos vacutainer con

anticoagulante EDTA (tapa lila) y almacenados en una cava con

refrigerantes, hasta su llegada al laboratorio del 1ICV-UABC,
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almacenédndose a 4°C, hasta el dia siguiente para proceder a la
obtencién de los leucocitos mediante la lisis de los eritrocitos de
acuerdo a la metodologia publicada por Aguirre Arzola (Aguirre
Arzolaa et al., 2008), almacenandolos en tubos eppendorf de 1.6
ml a -80°C, hasta su procesamiento final.

3. Muestra de leche: Se tomaron en tubos estériles conicos de

centrifuga, de 50 ml, previa desinfeccion de la ubre, antes de
iniciar el procedimiento de ordefia, y almacenadas en una cava
con refrigerantes hasta su llegada al laboratorio del ICV-UABC,
alicuotandose en tubos coénicos de centrifuga de 15 ml, los cuales
fueron almacenados a -20°C, hasta su procesamiento
microbiolodgico; y en tubos eppendorf de 1.6 ml, los cuales fueron
centrifugados a 14000 gx durante 15 minutos, procediendo a
extraer el suero ubicado entre la capa de grasa y el sedimento, y
posteriormente fueron almacenados a -20°C, hasta su

procesamiento para extraccion de ADN.

7.2.7 Pruebas Diagndsticas

7.2.7.1 Pruebas Seroldgicas

Para el procesamiento de las muestras por las técnicas de Rosa de
bengala, Rivanol e Inmunodifusion radial con Hapteno nativo se implemento el
protocolo de la OIE, publicado en el capitulo 2.4.3 del Manual de pruebas

diagndsticas y vacunas para Animales Terrestres 2013 (OIE, 2012) y para la
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prueba de Fluorescencia polarizada se siguio el inserto de la casa comercial,
Biotech.

Las pruebas Rivanol e Inmunodifusion radial con Hapteno nativo, se
utilizaron unicamente como pruebas confirmatorias en muestras con resultados

positivos previos a la prueba Rosa de Bengala.

7.2.7.2 Pruebas microbiol6gicas

Para el aislamiento y cultivo de Brucella a partir de las muestras de
leche, se tom6 como guia el protocolo de la OIE, publicado en el capitulo 2.4.3
del Manual de pruebas diagnésticas y vacunas para Animales Terrestres 2013
(OIE, 2012). Empleando como medio de aislamiento selectivo el Agar
Tripticasa Soya, con adicion del Suplemento Brucella de Oxoid Ref SR0083 y
5% de Suero Bovino inactivo, de animales negativos a Brucella, sin

vacunacion.

Las siembras fueron incubadas a 37°C bajo condiciones de 10% de CO,.
durante un periodo de 8 a 15 dias.

Los aislamientos iniciales fueron repicados en Agar Tripticasa Soya
enriquecido con Suero bovino inactivado al 5%, posteriormente se realizd
Gram, catalasa y oxidasa, definiendo como aislamientos sugestivos a Brucella,
aquellos en los cuales se observdé bacilos Gram negativos, con reaccion

positiva a la catalasa y a la oxidasa.
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7.2.7.3 Pruebas Moleculares
7.2.7.3.1 Métodos de extraccion de ADN.
1. En leche: Para la extraccion de ADN a partir de las muestras de
leche se evaluaron tres protocolos in house (Murphy et al., 2002,
Leal-Klevezas et al.,, 1995, Odumeru et al., 2001) frente al
Quiagen DNeasy Blood & Tissue Kit, seleccionando este ultimo
por su practicidad y la consistencia de los resultados almacenando

las muestras a -20°C, hasta su procesamiento por gPCR.

2. En colonias bacterianas: La extraccion de ADN a partir de las

colonias sugestivas de Brucella spp. se realizé con el kit Quiagen
DNeasy Blood & Tissue Kit, iniciando con el protocolo
“Pretratamiento para Bacterias Gram Negativas” y continuando en
el paso 2 del protocolo “Purificacién de DNA total desde tejidos de
animales”, almacenando las muestras a -20°C, hasta su

procesamiento por PCR tiempo real.

3. En leucocitos: La extraccion de ADN a partir de los leucocitos se

realizé con el kit Wizard Genomic DNA purification, de Promega,
almacenando las muestras a -20°C, hasta su procesamiento por

PCR tiempo real.
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7.2.7.3.2 PCR en tiempo real (RT-PCR)

Se tomé como guia para el disefio y desarrollo de la prueba de PCR en
tiempo real, los capitulos 1.1.4 “Principios de Validacion para las Pruebas de
Diagnostico de las Enfermedades Infecciosas” y 1.1.5 “Validacion y Control de
Calidad de los Métodos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa utilizados
para el Diagnéstico de las Enfermedades Infecciosas” del Manual de las
pruebas de diagnéstico y de las vacunas para los Animales Terrestres, de la
OIE; EIl Protocolo de Validacion del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI): Evaluation of Qualitative Test Performance; Approved Guideline (CLSI
Document EP12-A), asi como los aspectos relevantes y experiencias del uso
de PCR aplicada al diagnéstico, descritos en el Libro “PCR for Clinical
Mycrobiology, an Australian and International Perspective (Schuller et al.,

2010)’.

7.2.7.3.2.1Definiciéon de los pardmetros esenciales del PCR en tiempo real.
7.2.7.3.2.1.1 Control y aseguramiento de la calidad

Con el propdsito de garantizar la calidad y confiabilidad de los resultados
obtenidos se utilizaron tres tipos de controles:

1. Control interno (OIE, 2006): Para detectar la presencia de

inhibidores de la polimerasa y evitar resultados falsos negativos
se utilizaron genes constitutivos del hospedador (ADNmt bovino),

amplificando la region génica CytB, mediante el empleo de
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primers especificos para la especie bovina (Aranguren-Méndez

et al., 2009).
TAMANO DE
GEN ESPECIE CEBADORES SECUENCIA 5°-3° FRAGMENTO
(pb)
- AGCCTGTTCTAT
. AATCGATA
12S ARNr Bovina - GTTATTGGTTTC 221
ATAATAACG

2. Control de No ADN: Agua destilada estéril.

3. Control Negativo: ADN extraido de muestras de leche y sangre,

de vacas con resultados negativos en las pruebas seroldgicas
Rosa de bengala y Fluorescencia Polarizada, provenientes de un
hato libre de Brucelosis sin vacunacion.

4. Control Positivo: ADN extraido de muestras de sangre y leche de

vacas con resultados negativos en las pruebas seroldgicas Rosa
de bengala y Fluorescencia Polarizada, provenientes de un hato
libre de Brucelosis sin vacunacion, adicionadas con una
concentracion conocida de UFC de la cepa vacunal Brucella

abortus S19.

7.2.7.3.2.1.2 Sistema de deteccion de producto.
La seleccion del sistema de deteccidn de producto se realizd por
conveniencia, de acuerdo a los reactivos disponibles en el laboratorio de

Biologia Molecular, los cuales emplean tecnologia SYBR GREEN.
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7.2.7.3.2.1.3 Pares de Cebadores

Mediante el andlisis de la bibliografia se realiz6 una seleccion inicial de
cebadores empleados para la identificacion de aislados de Brucella spp,
Brucella abortus, Brucella abortus cepa RB51 y Brucella abortus cepa S19; asi
mismo se estudiaron cebadores empleados en el diagndstico de Brucelosis a
partir de muestras clinicas tanto en humanos como en bovinos.

Se tom6 como criterio de seleccion, que los mismos hubiesen sido
validados, determinando su especificidad y sensibilidad, y que estuviesen
dirigidos hacia la detecciébn de los genes mayormente empleados para la

deteccion e identificacion de ADN de las distintitas especies de Brucella.

En el caso de los cebadores empleados en PCR punto final, se tuvo en cuenta
gue el tamafio esperado de la banda estuviese entre los 60 pb y 200 bp, los
cuales pudiesen ser empleados en PCR tiempo real, mediante tecnologia
SYBR Green.

En el siguiente cuadro se relacionan los cebadores seleccionados:

Cuadro 5 Cebadores seleccionados

ESPECIFICOS DE GENERO

SECUENCIA TAMANO
GEN PROTEINA | ESPECIE | CEBADORES 53 FRAGMENTO REFERENCIA
(pb)
Proteina GCG CTC (Leal

i 2ni | B I A T

omp inmunogéni rucella IP-F GG CTG 193 Klevezas et
-2 cadela spp CCG ACG
al., 1995)
membrana CAA
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ESPECIFICOS DE GENERO

SECUENCIA TAMANO

GEN PROTEINA ESPECIE | CEBADORES FRAGMENTO REFERENCIA

5-3
(pb)

externa ACC AGC
(Porina) CAT TGC
JP-R
GGT CGG
TA

TTA AGC

GCT GAT

GCCATT
Brucella T((;Cég'l"ACAéC 1298
wbo Glicosil abortus (Vemulapalli
CAA CCC
A transferasa RB51 RB51 1l et al., 1999)
AAATGC

TCA CAA

RB51 |

Otras especies de Brucella 456

GAC CTC
Boa-F TTC GCC
Brucella ACC TAT (Winchell et
alk Glucoquina abortus CTG G 163 al., 2010,
sa Brucella CCTTGT Probert et al.,
ovis GCG GGG 2004)
Boa-R CCTTGT

CCT

Se realizaron los célculos para la prediccion tedrica de las temperaturas
de disociacion (Ty) y alineacion (T,) para los cebadores, mediante la aplicacién
web  OligoAnalyzer 3.1, disponible en la direccion electronica

http://www.idtdna.com/calc/analyzer de Integrated DNA Technologies; asi

mismo se realizaron los calculos para la prediccion de las temperaturas de
disociacion (Ty,) para los amplicones, y se obtuvieron las graficas de prediccion

tedrica de las curvas y picos de disociacion, mediante la aplicacion web



http://www.idtdna.com/calc/analyzer
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UMELT, disponible en la direccion electronica

https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html de University of UTAH.

Las férmulas empleadas en los calculos por estas aplicaciones se

presentan en el cuadro siguiente:

Cuadro 6 Formulas y algoritmos utilizados por las aplicaciones web para las
predicciones de T, Ta, ©, Ky

Parametro Formula
T, Cebadores Tm(°C) = Af? 273.15
" mC0 = {5 Ry~ 77
T,(°C) = il 273.15
T.Cebadores AS° + Rln ([C] B [AgN])
% Hibridacion 0=1— K ([ADN] - [C]) -1 + VK.([C] - [ADN])? + 2K,([C] — [ADN]) + 1
©) - 2K,[ADN] 2K,[DNA]
Cebadores
o —(AH°-TAS?)
Factor de Ky=——
estabilidad RT
I >2+1In2N
Andlisis de B, =e™!
disociacion
del amplicon n-l
(DNA) A, = el-al-n) _ Z Apexp(l—e™™)
m=1
AH’:Entalpia

AS°: Entropia

R: 1.987 calk-1mole-1

T: Temperatura de hibridacion en Kelvins
Donde: [C]: Concentracion de un Oligo

[ADN]: Concentracion del ADN molde.

N: longitud del amplicon

I: Intensidad de la luz

A: absorbancia
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En la tabla siguiente se muestra las predicciones de los valores teoricos
para la gPCR del gen Omp2, empleando los cebadores JP-F y JP-R, bajo las

condiciones de reaccion hipotéticas definidas.

Cuadro 7 Condiciones hipotéticas de reaccion para la gPCR y prediccion
tedrica de valores de Tr,, To y ©.

Condiciones de Reaccidn
Elemento Unidad de Parametro Resultado
medida
79.9°C
c Tm JP-F +1-1.4°C (Allawi '97)
ebador 10 pM 75 4°C
Tm JP-R +1-1.4°C (Allawi '97)
79.8°C
Na* Ta JP-F +/-1.4°C (Allawi '97)
a 50 mM 75 3°C
Ta JPR +/-1.4°C (Allawi '97)
% T,:79.8°C 50%
Mg 6 mM Hibridacion  T,:65°C 100%
(®)JP-F  T.60°C 100%
% Ta:75.3°C 50%
dNTPs 1 mM Hibridacién = T,:65°C 99%
(©)JP-R  T,:60°C 100%
DMSO 9% Tm Omp2 88°C
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Figura 15Prediccion tedrica del perfil dinamico de disociacion para el amplicon del gen Omp2
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7.2.7.3.2.2 Optimizaciéon de las caracteristicas operativas del ensayo para
la amplificacion e identificacion del gen Omp2 de Brucella spp

mediante los cebadores JP-Fy JP-R

7.2.7.3.221 Evaluacion y seleccién de los reactivos.

Se evaluaron dos productos de la marca comercial Quanta Biosciences:
1. SYBR GREEN PERFECTA QUANTA LOW ROX, P/N 84020, Lote: 10946 y
2. SYBR GREEN PERFECTA QUANTA ROX, P/N 84013, Lote: 10945; y uno
de la marca comercial INVITROGEN: PLATINUM SYBER GREEN gPCR
SUPERMIX — UDG, empleando ADN de extraido de la cepa vacunal Brucella
abortus S19 y los pares de cebadores JP (Leal-Klevezas et al., 1995), dirigidos
contra el gen Omp2, para Brucella spp.

Las reacciones de PCR en tiempo real, se llevaron a cabo en un
volumen final de 25 ul, en tiras de tubos de polipropileno de 8 pozos,
transparentes, con tapa de polipropileno plana transparente; en el
termociclador CFX 96 de Biorad; Las condiciones del termociclador para la
amplificacion se definieron adaptando las condiciones publicadas por Leal-
Klevezas para PCR punto final a la tecnologia de PCR en tiempo real, teniendo
en cuenta los valores tedricos calculados previamente, asi:

1. Preincubacion: 95°C por 4 minutos;

2. Amplificacion: 45 ciclos de 94°C por 3 minutos, 60°C por 1 minuto,
72°C

por 5 segundos;

3. Curva de disociacién de 65°C a 95 °C, incrementando 0.5°C por 50
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segundos.
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Se evidencio la amplificacion del gen Omp2, cuyo amplicén exhibié una
temperatura de disociacion (T) que varié segun el reactivo empleado; esto es
debido a que las concentraciones de los iones monovalentes Na*, k' y del ion

divalente Mg™, asi como el porcentaje de DMSO varian segin la casa

comercial y estos son factores que determinan la Tp,.

Figura 16 Perfil térmico inicial para la PCR tiempo real del gen Omp2
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Figura 17 Curvas de amplificacion con los reactivos evaluados
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Figura 18 Curvas de disociacion con los reactivos evaluados



67

Melt Peak

1000 -

oo

(=2

o
I

-d(RFUY/AT
o
o
o
y

400 4

200 L.

Temperature, Celsius

Figura 19 Curva de Picos de disociacion del amplicon con los reactivos evaluados

Se evalud la intensidad de la sefial fluorescente emitida por cada uno de
los reactivos y se seleccionaron aquellos que presentaron mayor intensidad en

la sefial, medida esta como Unidades Relativas de Fluorescencia (RFU) y que

permitieron la deteccién del ADN diana.
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Cuadro 8 Resultados de PCR en Tiempo Real con Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix-UDG para el gen Omp2 con los cebadores JP-F y JP-R

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG

Amplification

|
B0 |
o |
ot
o |

500 +

0 10 2 0
Cycles

Omp2

-d(RFU)/AT
=
E=]

Melt Peak
-

65

75 80 8 90 %
Temperature, Celsius

Control de No Templete (CNT)

La intensidad de la fluorescencia es menor de 1000 RFU. Se evidencia la amplificacion del
ADN diana. En la curva de picos de disociacién se observan dos dominios uno a 82.5°C y el
otro a 87.5°C, en el gel de electroforesis se observa una banda de XX bp, constatandose la

presencia de un unico producto.
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Cuadro 9 Resultados de PCR en Tiempo Real con PerfeCTa®SYBR® Green
FastMix, Rox™ para el gen Omp2 con los cebadores JP-F y JP-R

PerfeCTa®SYBR® Green FastMix, Rox™

Amplficaion Melt Pk
; .

1000

600 -

RFU (10~3)
d(RFU)/AT

4 7wy

Cyeles Temperature, Celsius

e ——— 0mp2 ____ Control de No Templete (CNT)

La intensidad de la fluorescencia es mayor de 10x10° RFU. Se evidencia la amplificacién del
ADN diana. En la curva de picos de disociacion se observan dos dominios uno a 71°C y el
otro a 84.5°C, en el gel de electroforesis se observa una banda de XX bp, constatandose la
presencia de un unico producto.

En el grafico de la curva de amplificacion se observa elevacién en el CNT, la cual en la curva
de picos de disociacion presenta una T, de 80°C, concordante con la T, tedrica calculada
para los cebadores, por lo que se deduce que corresponde a formacion de dimeros de
cebador. En el gel de electroforesis se observa......
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Cuadro 10 Resultados de PCR en Tiempo Real con PerfeCTa®SYBR® Green
FastMix, Low Rox™ para el gen Omp2 con los cebadores JP-F y JP-R

PerfeCTa®SYBR® Green FastMix, Low Rox™

Amplification Melt Peak
i ol
8 ] 000 L
g ; 5 0}
e 5 1
5 g 60l
g T ol
w0
! 0L
0 mamaemn = — 01 ¢ + - } T t
0 1 il 0 0 es 10 7 8 8 0 %
Cycles Temperature, Celsius
Omp?2 —— Control de No Templete (CNT)

La intensidad de la fluorescencia es mayor de 10x10° RFU. Se evidencia la amplificacién del
ADN diana. En la curva de picos de disociacion se observan dos dominios uno a 74.5°C y el
otro a 85.5°C y 86°C en el duplicado, en el gel de electroforesis se observa una banda de XX
bp, constatandose la presencia de un Unico producto.

Se seleccionaron los reactivos PerfeCTa®SYBR® Green FastMix, Low
Rox™ y Rox™, por presentar las mejores caracteristicas de desempefio
durante el desarrollo de la qPCR, y se probaron las unidades disponibles para
cada uno verificando la intensidad de la fluorescencia y la deteccion del

amplicén.
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Figura 20 Resultados de PCR en Tiempo Real con PerfeCTa®SYBR® Green FastMix, Low Rox™y Rox™

para el gen Omp2 con los cebadores JP-F y JP-R

Se decidié utilizar el reactivo PerfeCTa®SYBR® Green FastMix, Low
Rox™ , en el desarrollo de la PCR en tiempo real para la amplificacion del gen
Omp2 de Brucella a partir del ADN extraido de las muestras de sangre y leche
obtenidas de bovinos procedentes de un hato con historial de Brucelosis,

infectados naturalmente.

7.2.7.3.2.2.2 Mezcla de la reaccion

El reactivo seleccionado es una mezcla en concentracion 2X, lista para
usar, que contiene concentraciones optimizadas de MgCl,, dNTPs, AccuFast
Tag DNA Polymerase, colorante SYBR Green I, colorante de referencia ROX 'y
estabilizadores.

Las cantidades de los componentes para la mezcla maestra se enlistan

en la siguiente tabla:
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Cuadro 11 Cantidades por componente para la preparacion de la mezcla
maestra

SYBR GREEN PERFECTA QUANTA LOW Rox
COMPONENTE | CANTIDAD

POR POZO
AGUA: 3 u
SYBR green Perfecta low row: 6.25 L
JP-F 1000 nM 1 ul
JP-R 1000 nM 1 uL

TOTAL 11.25 pL

ADN (H,0 en NTC): 1.25 pulL
VOLUMEN TOTAL POR POZO 12.5 L
7.2.7.3.2.2.3 Optimizacion de la concentracion de cebadores

Se evaluaron tres concentraciones finales de cebadores: 100 nM, 90 nM
y 80 nM, en igual proporcion de cebador directo y reverso, empleando como
ADN molde, cuatro diluciones seriadas en proporcion 1:10, del ADN extraido

de la Cepa Vacunal Brucella abortus S19.

Las muestras fueron procesadas por duplicado, a un volumen final de
12.5 ul, tomando el Ciclo umbral determinado de forma automatica por el
software Biorad CFX manager, como parametro de evaluacién en la eficiencia

de la amplificacién.
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Variacion del Ciclo umbral en relacidén a la concentracion
de los cebadores
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Figura 21 Variacion del ciclo umbral (cq) en relacién a la concentracién de los cebadores

La concentracion de cebadores a la cual se obtiene el menor ciclo
umbral (cq) para las primeras tres diluciones es la de 100 nM, a menor
concentracion del cebador, mayor cq en la curva de amplificacion, bajo este
criterio se seleccion6 esta concentracién para la realizacion de las PCR en

tiempo real de las muestras provenientes de animales infectados naturalmente.

7.2.7.3.2.2.4 Optimizacion de la temperatura de alineacion

Teniendo en cuenta las predicciones calculadas para los porcentajes de
hibridacién de los cebadores JP-F y JP-R y con el propdsito de minimizar la
formacion de dimeros de cebadores, se evaluaron dos temperaturas de
alineacion: 65°C y 68°C, reduciendo el tiempo de alineacién de 1 minuto a 15

segundos.
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Las muestras fueron procesadas por duplicado, a un volumen final de
12.5 pL, tomando el Ciclo umbral (cq), como parametro de evaluacion en la

eficiencia de la amplificacion.

Variacion del ciclo umbral en relaciéon a la temperatura
de alineacidn
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Figura 22 Variacion del ciclo umbral en relacion a la temperature de alineacion
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El perfil térmico definitivo de la PCR tiempo real para el gen Omp2 de

Brucella spp fue el siguiente:

i 2 3 T 5 §
%0C %0C %.0C
400 0:30
L 00 G i
I 4 0%
fol : |
T (ol
0
y 2
45x

Figura 23 Perfil térmico definitivo para la PCR en tiempo real del gen Omp2

1. Preincubacién: 95°C por 4 minutos;

2. Amplificacion: 45 ciclos de 94°C por 3 minutos, 68°C por 15
segundos,

72°C por 5 segundos;

3. Curva de disociacion: de 65°C a 95 °C, incrementando 0.5°C por 50

segundos.
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7.2.7.3.2.25 Substraccion del ruido de fondo de fluorescencia en la
amplificacion.

Para minimizar la posible distorsién de los resultados debido al ruido de

fondo, se realiz6 la substraccibn del mismo, analizando las curvas de

amplificacion de manera individual para cada una de las muestras procesadas,
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Figura 24 Gréfico del ruido de fondo de la fluorescencia



RFU

RFU

77

Amplification

T T I T

Figura 25 Grafico de la Substraccion del ruido de fondo de la fluorescencia
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7.2.7.3.2.2.6 Determinacion del Umbral analitico de amplificacion.
Para la determinaciéon del Umbral Analitico (UA), se evaluaron tres
métodos, basados en el uso de Controles de No ADN durante la extraccion
(CDN), Controles de No ADN durante la corrida de PCR tiempo real (CNT) y
muestras negativas al ADN objetivo; dos métodos IUPAC (Bregu et al., 2013):
Método 1 IUPAC 1976 y Método 2 IUPAC 1995; y un método propuesto por el
grupo de cientificos trabajando en métodos de andlisis de ADN del FBI: el

Método 3 (FBI, 2010): SWGDAM.

Cuadro 12 Calculos empleados por los métodos para la determinacion del
Umbral Analitico

METODOS CALCULOS
1. IUPAC 1976 UA,
2.lUPAC1995 | U4,
3. SWGDAM | UAy = 2(Ymax — Ymin)

UA: Umbral analitico

Ycen:Promedio de RFU de muestras negativas

Scn: Desviacion estandar de RFU de muestras negativas.

k: Constante de Kaiser =3

t1_q - valor de la tabla de student con 99% de confianza = 2.46
Ymax: Valor maximo en RFU de las muestras negativas.

Ymin: Valor minimo en RFU de las muestras negativas.
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Se emplearon los promedios de las lecturas en Unidades de
Fluorescencia (RFU) de los ultimos seis (6) ciclos de un total de veinte (20)
muestras de ADN extraido de sangre total con anticoagulante y leche de
bovinos seronegativos a Brucella spp, procedentes de un hato libre de
Brucelosis sin vacunacién; ocho (8) muestras de Controles de No ADN (CDN)
empleados durante la extraccion de ADN, cuatro (4) durante la extraccion a
partir de Sangre total con anticoagulante y cuatro (4) durante la extraccion a
partir de leche, las cuales se corrieron por duplicado, en PCR tiempo real bajo
las condiciones optimizadas para el gen Omp2 de Brucella spp; y once (11)
Controles de no ADN (CNT) empleados cada uno por corrida de PCR tiempo

real y la desviacion estandar de los mismos.

Los valores calculados para estas muestras se evidencian en la
siguiente tabla:

Cuadro 13 Valores calculados para definicién de punto de corte

Parametro Valor
Desviacion estandar de los controles negativos (scy)  30.0876808

Media del control negativos (Ycn) 5.88

Maximo valor en RFU de los controles negativos (VY max) 97.48

Minimo valor en RFU de los controles negativos (Ymin) -43.17

Y max-Y min 140.65
Método UAA

IUPAC 1976 96.142

IUPAC 1995 79.895

SWGDAM 281.30
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7.2.7.3.2.2.7 Determinacion del punto de corte de amplificacion.

Para la determinacién del punto de corte de amplificacion en RFUs, se
utilizaron los calculos propuestos por el software Biorad CFX Manager 3.1
provisto por los fabricantes del termociclador CFX 96, empleado para la

realizacion de la prueba de PCR en tiempo real.

Punto de Corte = Yoy + UAy,

Se calcul6 el punto de corte para cada uno de los umbrales analiticos

calculados previamente:

Método Punto de corte
IUPAC 1976 102.02
IUPAC 1995 85.77
SWGDAM | 287.19

Se seleccion6 el punto corte con el valor mas bajo, obtenido por el

Método IUPAC 1995.
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7.2.7.3.2.2.8 Determinacion del umbral analitico de los picos de
disociacion (UApw).

Para definir la validez de la altura del pico de disociacion, se determiné
un valor umbral, mediante el célculo del promedio mas tres veces el valor de la
desviacion estandar, de las lecturas de la primera derivada negativa de la
fluorescencia frente a la temperatura (-dRFU / dT), en la curva de picos
disociacion de la PCR en Tiempo real, para veinte (20) muestras de ADN

extraido de sangre total con anticoagulante y leche, de bovinos seronegativos a

Figura 26 Puntos de corte superior e inferior para la amplificacion

Brucella spp, procedentes de un hato libre de Brucelosis sin vacunacién; ocho

(8) muestras de Controles de No ADN (CDN) empleados durante la extraccion
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de ADN, cuatro (4) durante la extraccibn a partir de Sangre total con
anticoagulante y cuatro (4) durante la extraccion a partir de leche, las cuales se
corrieron por duplicado, en PCR tiempo real bajo las condiciones optimizadas
para el gen Omp2 de Brucella spp; y once (11) Controles de no ADN (CNT)

empleados cada uno por corrida de PCR tiempo real.

UApy = Yen + 3sen

Los valores calculados para se evidencian en la siguiente tabla:

Parametro Valor

Promedio de -dRFU / dT de los controles negativos | 17.8641758

Desviacién estandar ' 17.3750661

Umbral de Picos de disociacion | 69.9893741
7.2.7.3.2.2.9 Especificidad analitica.

La especificidad analitica de la amplificacion del gen Omp2 de Brucella
spp, se determind mediante el célculo del intervalo de confianza de la
temperatura media de disociacion (Tn,) del amplicén, en la curva de disociaciéon

de la PCR en Tiempo real, mediante la siguiente formula:

_ S
Y+t 11-ap2—=

Vn
Para este calculo, se verificO la posible distribucion normal de las
mediciones de la temperatura media de disociacion, mediante la elaboracion
de un histograma de frecuencia, observandose una curva de distribucion

aproximadamente normal.
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Histograma de Frecuencia de las Tm
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Figura 27 Histograma de frecuencia de las Tm

Se promediaron los valores de T, de los amplicones (Y), de cada una de
las diluciones del ADN de la cepa vacunal Brucella abortus S19, desde 10°
hasta 10, asi como de los valores de T,, de los amplicones, del ADN extraido
a partir de las diluciones de la cepa vacunal Brucella abortus S19, desde 10°
hasta 10™°, sin matriz y con la matrices leche y sangre total con anticoagulante,

gue superaron el UApp.
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Se calculd la desviacion estandar de los datos (%), y el valor de t para

un 99% de confianza.
Y: 85.25

S
N 0.38

tn_11-a/2: 260792

Se reemplazaron en la formula obteniendo el siguiente intervalo para el
amplicén:

85.25+0.99 (84.26, 86.24)

7.2.7.3.2.2.10 Curva de calibracion

La curva de calibracién o curva de amplificacién de los estandares fue
generada utilizando una dilucién seriada de ADN de la cepa vacunal Brucella
abortus S19, hasta cinco diluciones, en proporcion 1:10; cada dilucién fue
procesada por triplicado, bajo los parametros optimizados para la PCR en
tiempo real del gen Omp2 de Brucella spp.

Los calculos de los parametros de desempefio de la reaccion de PCR
tiempo real: Coeficiente de correlacion (R?), y-Intercepto (y-int), Pendiente
(slope) y Eficiencia, fueron realizados mediante el software Biorad CFX

manager.
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Figura 28 Curva de calibracion para la PCR tiempo real del gen Omp2 de Brucella spp
7.2.7.3.2.2.11 Criterios para la interpretacion de resultados

Para establecer el criterio de interpretacion de los resultados obtenidos,
se tuvo en cuenta tres aspectos de la prueba de PCR en tiempo real para la
interpretacion de los resultados:

1. RFUs finales en relacion al punto de corte de amplificacion calculado.

2. Altura de Pico de disociacion en relacién al umbral del pico de

disociacion calculado para el amplicon del gen Omp2.

3. Temperatura media de disociacion (T,), en relacién al intervalo de Tm

calculado para el amplicon del gen Omp2.

Cuadro 14Criterios para la interpretacion de los resultados de gPCR

INTERPRETACION  RFUs finales Tm Altura de Pico
de disociacion
POSITIVO | 285.7 85.25+0.99°C >70 |
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SOSPECHOSO | <85.7 85.25:0.99°C 270 |
NEGATIVO | <85.7 #85.25£0.99°C <70 |
NEGATIVO | 285.7 #85.25+0.99°C 270 |

La interpretacion para cada uno de los resultados obtenidos a partir del
procesamiento de las muestras mediante la PCR en tiempo real para el gen
Omp2 de Brucella spp, se realiz6 mediante hoja de calculo de Excel, con la

implementacion de las siguientes férmulas:

Criterio Férmula
Amplificacion \ =IF(EndRFUs>85.77,"AMPLIFICO","NO AMPLIFICO")
Especificidad =IF(AND(Tm>=84.26,Tm<=86.24,HTm>=70),"ESPECIFICA","NO
ESPECIFICA") ]
Interpretacion | =IF(AND(F692="AMPLIFICO",K692="ESPECIFICA"),"POSITIVO",IF(AND
(F692="NO
AMPLIFICO" K692="ESPECIFICA"),"SOSPECHOSO","NEGATIVO"))

7.2.8 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 empleando los software
estadistico InfoStat/L (Di Rienzo J.A. et al) y Minitab 17, El nivel de

significancia estadistica se establecio al 1% (p<0,001).
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7.2.8.1 Descripcion de las variables de estudio

Los datos fueron sintetizados mediante la oportuna tabulacién en una
base de datos de Access 2007 y en un libro de Excel 2007, y representados
graficamente.

Las variables cualitativas se describieron mediante su frecuencia
absoluta y porcentaje. Las variables categorizadas nominales se analizaron en
tablas de contingencia 2 X 2.

Las variables cuantitativas continuas se resumieron en su media,
desviacion estandar (DE) e intervalo de confianza.

Los criterios de normalidad de las variables se comprobaron mediante la

realizacion de histograma de frecuencia.

7.2.8.1 Estudio de la concordancia entre dos pruebas

Con el fin de determinar hasta qué punto la concordancia observada fue
superior a la que es esperable obtener por puro azar y medir el grado de
acuerdo entre dos ensayos, se calcul6 la proporcién de coincidencias frente al
total de muestras analizadas.

Se estimo el indice de concordancia kappa mediante la ecuacion

__ Pr(a)-Pr(e)

, donde Pr(a) es el acuerdo observado relativo entre
1-Pr(e)

los criterios diagndsticos emitidos por las pruebas, y Pr (e) es la probabilidad
hipotética de acuerdo por azar.

El Grado de acuerdo se definié en funcion del indice kappa obtenido:
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Cuadro 15 Grado de acuerdo en funcion del indice kappa (Landis y Koch,

107272\

LJITT)

Kappa Grado de acuerdo
<0 Sin acuerdo
0-0,2 Insignificante
0,2-04 Bajo

0,4-0,6 Moderado
0,6-0,8 Bueno

0,8-1 Muy bueno

7.2.8.2 Calculo de los parametros de evaluacion de las pruebas analiticas.

Los resultados obtenidos mediante las pruebas analiticas empleadas, se
tabularon en tablas de contingencia y se evaluaron mediante el célculo de los
parametros: Sensibilidad (S), Especificidad (E), Valor Predictivo Positivo (VPP),
Valor Predictivo Negativo (VPN), Razdn de Probabilidad Positiva (RPP), Razén
de Probabilidad Negativa (RPN), Exactitud (seguridad global) y Odds Ratio
(discriminacién global), empleando diferentes pruebas como patron de
referencia:

1. La prueba Rosa de Bengala (tarjeta) confirmada por la prueba
Rivanol, establecida (RB-RV) por la norma oficial mexicana NOM-041-ZOO-
1995 para el diagnéstico de Brucelosis en bovinos.

2. El cultivo microbioldgico, prueba tradicionalmente considerada como
estandar por organismos internacionales como la OIE;

3. Finalmente se evaluaron frente a la PCR tiempo real en sangre,
prueba que presentd el mas alto numero de individuos diagnosticados como

positivos.



PRUEBA DE REFERENCIA
POSITIVO NEGATIVO

VERDADEROS FALSOS
POSITIVOS POSITIVOS
(VP) (FP)

POSITIVO

FALSOS VERDADEROS
NEGATIVOS NEGATIVOS
(FN) (VN)

TOTAL POSITIVOS TOTAL NEGATIVOS
REFERENCIA (VP+FN) REFERENCIA (FP+VN)
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SENSIBILIDAD
(VP/(VP+FN))

ESPECIFICIDAD
(VN/(FP+VN))
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TOTALES

TOTAL POSITIVOS PRUEBA
EVALUADA (VP+FP)

TOTAL NEGATIVO PRUEBA
EVALUADA (FN+VN)

PARAMETROS

VALOR PREDICTIVO
POSITIVO VPP
(VP/(VP+FP))

VALOR PREDICTIVO
NEGATIVO VPN
(VN/(FN+VN))

PREVALENCIA DE LA
ENFERMEDAD
(VP+FN)/(VP+EN+FP+VN)

EXACTITUD O SEGURIDAD GLOBAL = Verdaderos/total = (VP+VN)/(VP+VN+FP+FN)
ODSS RATIO O DISCRIMINACION GLOBAL= (VP X VN)/(FP X FN)
RAZON DE PROBABILIDAD POSITIVA-= sensibilidad/1-especificidad
RAZON DE PROBABILIDAD NEGATIVA= 1-sensibilidad/especificidad

Figura 29 Pardmetros de evaluacion de las pruebas frente a prueba de referencia

7.2.8.1 Contraste mediante Chi-cuadrado maximo verosimil (G?) entre las

pruebas evaluadas y la prueba de referencia

Para contrastar los criterios diagnosticos asignados por las pruebas

evaluadas y la prueba seleccionada “de referencia”, se utilizé el estadistico Chi-

cuadrado maximo verosimil (Chi cuadrado MV-G2), denotado como G2 =

2% ni]-log(ni,-/fﬁij), donde n;; representa al recuento muestreal de la celda

ij y m;; es el estimador de la frecuencia absoluta esperada. El estadistico se
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distribuye (bajo la hipétesis nula), para muestras grandes, como una Chi
cuadrado con (i — 1)(j — 1) grados de libertad.

La Hipotesis nula de que los criterios diagnosticos asignados por la
prueba evaluada y los criterios diagnésticos asignados por la prueba de
referencia son diferentes, se rechazara si el valor P del estadistico de prueba

es menor o igual, al grado de significancia de la prueba (P<0.01).



8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Resultados

8.1.1 Pruebas seroldgicas

210 muestras de suero provenientes de bovinos de un hato con historial

de Brucelosis, se procesaron bajo las pruebas de Rosa de Bengala (RB) y

Fluorescencia Polarizada (FP), de forma paralela y bajo el criterio de muestras

ciegas -desconociendo el resultado obtenido en la otra prueba-.

Para la prueba Rosa de Bengala se obtuvieron un total de 80 resultados

positivos y para FP 71 Positivos y 9 con criterio diagndstico Sospechoso.
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Figura 30 Comparacion de criterios diagnosticos emitidos por RB vs FP a las muestras
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analizadas
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Las 80 muestras que arrojaron resultados Positivos a la prueba RB,
fueron sometidas a confirmacion mediante las pruebas Rivanol (RV) e
Inmunodifusién Radial con Hapteno Nativo (IDR), procesando estas muestras
de forma paralela obteniendo un 92.5% de criterio diagnodstico Positivo

confirmado por RV'y 77.5% por IDR.

Confirmacion de Positivos a RB

E NEGATIVO
@ POSITIVO

RIVANOL IDG

8.1.2 Cultivo microbiolégico

Se procesaron un total de 215 muestras de leche para el aislamiento
microbiologico, las muestras fueron sembradas de manera paralela a la
realizacion de la pruebas seroldgicas sin previo conocimiento de los resultados

de estas.
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Se obtuvo crecimiento bacteriano en 106 de las muestras sembradas,
de las cuales 35 presentaron caracteristicas de morfologia de las colonias

sugestivas a Brucella spp.

Al Gram se observaron Bacilos Gram Positivos y/o Bacilos Gram

variables en todos los aislamientos seleccionados.

De los 35 aislamientos 10 presentaron resultados negativos a la prueba
de Oxidasa, estableciéndose presuntamente el aislamiento de Acynetobacter
spp en estas muestras. Los 25 aislamientos restantes presentaron resultados
Positivos a la prueba de Oxidasa, estableciéndose el resultado: “Aislamientos
sugestivos a Brucella spp”, para efectos de los analisis de denominara como

Positivo.
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Cultivo Microbioldgico

m CULTIVO NEGATIVO

B CULTIVO POSITIVO/ OXIDASA
NEGATIVO

B CULTIVO POSITIVO/OXIDASA
POSITIVO

8.1.3 Pruebas moleculares

Mediante el protocolo de PCR tiempo real (QPCR) optimizado para el
gen Omp2 de Brucella spp, se procesaron muestras de ADN extraido de
sangre y leche de 181 bovinos procedentes de un hato con antecedentes de
Brucelosis. Las muestras fueron procesadas por duplicado, validando el
resultado obtenido en aquellas que presentaron datos concordantes en sus
réplicas; las muestras que no concordaron en sus réplicas fueron separadas

del analisis y etiquetadas como “muestras para reproceso”.

La gPCR a partir de muestras de ADN extraidas de leche arrojo un 13%
mas de muestras para reproceso que la gPCR de muestras de ADN extraidas

de sangre.
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De las 154 muestras validadas procedentes de sangre, 124 (81%)

arrojaron criterio diagndstico Positivo y 30 (19%), criterio diagnéstico negativo.

Criterio diagndstico por qPCR-S

124; 81%

m POSITIVO
B NEGATIVO

Las muestras procedentes de leche presentaron menor porcentaje de

muestras asignadas con criterio diagnostico Positivo 48%.
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Criterio diagndstico por qPCR-L

m POSITIVO
m NEGATIVO

8.1.4 Muestras incluidas en el anélisis.

Para el andlisis comparativo de la pruebas diagnésticas, se descartaron
por errores de muestreo consistentes en ausencia de una o mas de los tipos de
muestras requeridas, a saber: sangre total sin anticoagulante, sangre total con
anticoagulante o leche, 66 de los 218 bovinos sometidos a muestreo; 42
bovinos, cuyas muestras fueron procesadas en su totalidad, no pudieron ser
incluidos en el analisis de los datos por requerir reproceso en la prueba de
PCR tiempo real, el cual no pudo ser realizado por limitaciones impuestas al
uso del equipo; 6 bovinos obtuvieron criterio diagndstico sospechoso en las
pruebas de FP y gPCR-L debiendo ser excluidos de los célculos para los
pardmetros de evaluacion de las pruebas en contraste con la prueba de

referencia, quedando un total de 104 animales para este andlisis.



Numero de animales
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8.1.5 Comparacion de las distintas pruebas analiticas

El analisis comparativo del numero de animales identificados como

positivos y negativos por cada una de las pruebas: Rosa de Bengala (RB),

Fluorescencia Polarizada (FPA), Cultivo Microbiolégico en Leche (CM-L), PCR

tiempo real en Sangre (QPCR-S) y PCR tiempo real en Leche (QPCR-L), y de

los resultado conjuntos de las pruebas Rosa de Bengala méas Rivanol (RB+RV)

y Rosa de Bengala méas Inmunodifusion Radial con Hapteno Nativo (RB+IDR),

evidencia que gPCR-S identific6 mayor nUmero de animales como positivos

gue las demas pruebas. Figura 25.
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Figura 31 Analisis comparativo de las distintas pruebas analiticas
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De los 110 bovinos evaluados, RB como prueba uUnica, diagnostico
como positivos a 41 (37%), este numero disminuy6 al ser analizada de forma
conjunta con las pruebas confirmatorias RV e IDR, a 39 (35%) y 34 (31%)
respectivamente.

La prueba de FP se realiz6 a la totalidad de las muestras disponibles de
forma paralela al procesamiento por RB, sin conocer previamente el resultado
de esta, asignando como positivos a 34 (31%) de los animales evaluados,
presentado valores semejantes a los exhibidos con RB+RV y RB+IDR.

El cultivo a partir de leche, diagnostic6 como positivos a 19 (17%)
bovinos, siendo el valor mas bajo obtenido con respecto todas las demas
pruebas.

Las pruebas de qPCR determinaron como positivos a un mayor hamero
de bovinos, gPCR-L a 55 (50%) y gPCR-S a un 30% mas que qPCR-L (88) y

aproximadamente entre 43% y 49% mas que las pruebas restantes. Figura 26
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i

RB+RV RB+IDR QPCR-S QPCR-L

mPOSITIVO m® NEGATIVO m SOSPECHOSO

Figura 32 Porcentaje de bovinos diagnosticados positivos o negativos de acuerdo a cada una de las pruebas
analiticas

8.1.6 Concordancia entre las distintas pruebas analiticas.

Se realizé el andlisis de concordancia entre los diagnésticos emitidos
para los 110 bovinos procedentes de un hato lechero con antecedentes de
Brucelosis, por las distintas pruebas aplicadas: RB, RB+RV, RB+IDR, FP,
gPCR-L, gPCR-S y CM-L, se calculé el porcentaje de coincidencia y su
respectivo intervalo de confianza al 99% (IC) y se determin6 el grado de

acuerdo mediante el célculo del indice Kappa.



Los datos obtenidos se consolidaron en la siguiente tabla:
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Cuadro 16 Datos de Analisis de concordancia entre los resultados emitidos por
las distintas pruebas diagndsticas.

Pruebas Coincidencia IC (Li, Ls) Atributo kappa de Grado de
evaluadas Orden (%) ' Diagndéstico Cohen acuerdo
RB/FP 1 8727  77.02,9415 "OSITVO 077 Bueno

NEGATIVO 0.76 Bueno
RB+RV/FP & 2 88.18 78.13, 94.77 [\FI)SGSLTT'I\\//% 8'3% M“guifzno
POSITIVO 0.83 Muy Bueno
RB+IDR / FP 3 88.18 78.13,94.77 NEGATIVO 0.73 BUEno
RB+RV / POSITIVO 0.86 Muy Bueno
RB+IDR 4 93.64 85.13,98.11 NEGATIVO 0.86 Muy Bueno
POSITIVO 0.037 Insignificante
RB/qPCR-S 5 44.55 32.35,57.22 NEGATIVO 0.037 Insignificante
RB-RV / POSITIVO 0.024 Insignificante
gPCR-S 6 42.13 30.67, 55.43 NEGATIVO 0.024 Insignificante
RB-IDR / POSITIVO 0.023 Insignificante
gPCR-S / 40 28.18,52.71 NEGATIVO 0.023 Insignificante
POSITIVO 0.023 Insignificante
FP/qPCR-S 8 39.09 217.36,51.80 NEGATIVO 0.024 Insignificante
POSITIVO 0.054 Insignificante
RB /qPCR-L 9 52.73 40.12,65.09 NEGATIVO 0.076 Insignificante
RB-RV / POSITIVO 0.018 Insignificante
gPCR-L 10 50.91 38.37,63.37 NEGATIVO 0.041 Insignificante
RB-IDR / POSITIVO 0.036 Insignificante
gPCR-L 11 50.91 38.37, 63.37 NEGATIVO 0.024 Insignificante
POSITIVO 0.036 Insignificante
FP/qPCR-L 12 48.18 35.77,60.76 NEGATIVO 0.005 Insignificante
POSITIVO 0.012 Insignificante
RB/CM-L | 13 59.09  46.38,7099 \EGATIVO 0012 Insignificante
RB-RV / CM- POSITIVO -0.017 Sin acuerdo
L 14 59.09 45.47,70.16 NEGATIVO -0.017 Sin acuerdo
RB-IDR / POSITIVO 0.070 Insignificante
CM-L 15 65.45 52.84,76.69 NEGATIVO 0.070 Insignificante
POSITIVO 0.021 Insignificante
FP/CM-L 16 60 47.29,71.82 NEGATIVO 0.027 Insignificante
gqPCR-S/ POSITIVO -0.010 Sin acuerdo
CM-L 17 29.09 18.60,41.44 NEGATIVO -0.010 Sin acuerdo
gPCR-L/ POSITIVO 0.327 Bajo
CM-L 18 62.45 52.84,76.69 NEGATIVO 0.317 Bajo
gPCR-S/ POSITIVO 0.058 Insignificante
PCR-L 19 58.18 4547,70.16 NEGATIVO 0.025 Insignificante
q g




101

% de Coincidencia general
120
100
so | b 1|
60 .
40 : L] - : |

20 |

R R KR KL 9 S 5 b NV NNV v
\EOC 98 EFF T E N NN &
V' N R R R ¥ RV K RN \\\Q
L I F TS FFF S NN NV NNV S
B AT AT W AT AT AT (W AT R R e M
S QRIS IR & & & & o
& ngQg, L <« O—O—Qq

Figura 34 Porcentaje de coincidencia entre los resultados emitidos por las distintas pruebas
diagndsticas.

El porcentaje de coincidencia méas alto se presentd entre los
diagndsticos emitidos por las pruebas serologicas, siendo estas igualmente las
gue presentaron el mayor grado de acuerdo entre ellas asi: “Muy bueno” con
indices kappa superior a 0.8, entre RB+RV Vs RB+IDR, tanto en el atributo
diagndstico Positivo como en el Negativo; RB+RV Vs FP y RB+IDR Vs FP en el
atributo diagndstico Positivo; “Bueno” con indices kappa entre 0.73 y 0.77, en
la pruebas RB Vs FP, tanto en el atributo diagnostico Positivo como en el

Negativo; RB+RV Vs FP y RB+IDR Vs FP en el atributo diagnéstico Negativo.

El analisis de concordancia entre las pruebas seroldgicas y las pruebas
de PCR tiempo real en sangre y leche, arrojaron indices kappa menores de

0.2, obteniendo un grado de acuerdo “Insignificante”; y el andlisis entre las
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pruebas serolégicas y las pruebas de PCR tiempo real versus el cultivo

microbioldgico resulto en la mayoria de los casos “Insignificante”; “Sin acuerdo”

entre RB-RV Vs CM-L y gPCR-S Vs CM-L y “Bajo” entre gQPCR-L Vs CM-L.
Entre las pruebas de PCR tiempo real en Sangre y PCR tiempo real en

leche el grado de acuerdo fue “Insignificante” con un kappa de 0.058 para el

atributo diagnostico Positivo y 0.025 para el Negativo.

Indice Kappa
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Figura 35 indice kappa para los diagndsticos emitidos por cada una de las pruebas en acuerdo
con cada otra.

8.1.7 Evaluacion de las pruebas analiticas
Se calcularon los parametros de evaluacion para las pruebas analiticas
empleadas, en contraste con cada prueba designada como “referencia’;

inicialmente se utilizd RB+RV, posteriormente el Cultivo, y finalmente se
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compard el desempefio de las pruebas tomando como referencia a la PCR
tiempo real en Sangre qPCR-S.
Los datos obtenidos se consolidaron en la siguiente tabla:

Cuadro 17 Consolidado de los parametros calculados para la evaluacion de las
pruebas analiticas en contraste con las pruebas asignadas como referencia

RB-RV CM-L qPCR-S
PARAMETRO
FP qPCR-L gPCR-S | CM-L FP RB-RV | qPCR-L gPCR-S| FP RB-RV | qPCR-L CM-L
){z MV — G* 84.16 0.22 0.34 0.05 0.004 0.05 27.91 0.95 0.08 0.34 0.35 0.95
P <0.0001 0.639 | 0.558  0.826 0.949 0.826 <0.0001 0.33 | 0.774 0.558 0.553 0.33
Coincidencia 93% 52% 43% 59% 62% 59% 66% 27% 40% 43% 53% 27%
Limite
Int lod superior 84% 65% 56% 71% 74% 71% 78% 40% 53% 56% 66% 40%
ntervalo de
Confianza Limite
. . 0 J (] (] (] (] 0 0 (] (] (] (]
inferior 98% 39% 31% 46% 48% 46% 53% 17% 28% 31% 40% 17%
Kappa
NEGATIVO 0.85 0.04 0.03 | -0.019 0.005 @-0.019 0.33 -0.04 | 0.017 0.03 0.04 -0.04
P sin . . sin P . n
Grado de Muy Insignifi| Insignific acuerd Insignifi|  sin Bajo  acuerd Insignifi| Insignific Insignific cuerd
acuerdo bueno | cante ant cante acuerdo cante | ante ante
Analisis de 0 o
concordancia  Kappa
POSITIVO 0.85 0.04 0.03 |-0.019 0.005 | -0.019 0.33 -0.04 0.017 0.03 0.04 -0.04
PO sin L . sin P . in
Grado de Muy Insignifi Insignific acuerd Insignifi|  sin Bajo  acuerd Insignifi| Insignific  Insignific cuerd
acuerdo bueno | cante @ ante cante acuerdo o cante ante ante
Prevalencia 36% 17% 81%
Limite o o o
Intervalo de | superior 48% 27% 91%
Confianza Limite
inferior 23% 8% 71%

Sensibilidad 86% 54% 84% 16% 33% 33% 100% 72% 33% 37% 52% 15%
tervalo d S::L‘::r 101%  75% = 99% @ 32% @ 62% @ 62%  100% @ 99% 47% @ 50% @ 66% @ 26%
ntervalo de
Confianza Limite

inferior 72% 33% 68% 1% 5% 5% 100% 45% 20% 23% 38% 5%
Especificidad 97% 51% 21% 82% 67% 64% 59% 17% 70% 70% 55% 75%
mite ' 02 | 67% 3% | 94%  80% | 77%  73% | 28%  96%  96%  84%  100%
Int lod superior
ntervalo de
Confianza Limite
inferior 92% 35% 8% 70% 54% 51% 46% 7% 44% 44% 26% 50%
Valor Predictivo Positivo 94% 38% 37% 33% 18% 16% 34% 15% 82% 84% 83% 72%
L|m|1.:e 105% 55% 50% 62% 35% 32% 51% 26% 99% 99% 96% 99%
Int lod superior
ntervalo de
Confianza Limite
. . 0 0 (] 0 0 0 0 (] (] (] (] (]
inferior 84% 21% 23% 5% 1% 1% 17% 5% 65% 68% 70% 45%
Valor Predicitvo Negativo | 93% 64% 70% 64% 83% 83% 100% 75% 20% 19% 22% 17%
'"ct:;‘;;':z:e s::a";::r 101% = 82% = 96% | 77% @ 94% | 95% | 100% 100% 32% @ 32% | 36% | 28%
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RB-RV CM-L PCR-S
PARAMETRO 9
FP |qPCR-L| gPCR-S CM-L FP  RB-RV qPCR-L qPCRS FP | RB-RV qPCR-L CM-L
Limite ool a7%  aa% | s1% | 71%  71% | 100%  S50% @ 8% | 7% 7% 7%
inferior
Exactitud 93% | 52%  43% | 59%  62% @ 59% = 66% @ 27% 40% @ 43% = 53%  27%
Limite ' 100% | 65% | s6% | 71%  74% | 71% = 78% | 38%  53% @ 56% = 66%  38%
Intervalo de = superior
Confianza Limite
oo B7% | 39%  31%  46%  49%  46% | 54% | 16% 28%  31% | 40%  16%
Odss Ratio Diagnéstica = 2080 | 12 = 14 09 10 09 SO 05 12 14 13 05
Limite | 9331 35 55 36 43 36 SO 26 47 | 55 49 26
Intervalo de | superior
Confianza imi
Limite .4 04 03 02 03 02 sD 01 03 03 04 | 01
inferior
Razonde Probabilidad o, ' 1, 17 09 10 09 25 09 11 12 12 06
Positiva
Limite | 1261 18 14 29 26 24 34 13 29 32 23 20
Intervalo de =~ superior
Confianza imi
Limite 48 07 08 03 04 04 18 06 04 05 06 02
inferior
Razonde Probabilidad ', ' o9 ' 55 19 10 10 00 16 10 09 09 | 11
Negativa
Limite 04 | 16 24 | 13 16 | 17 sD 50 15 14 16 | 16
Intervalo de | superior
Confianza imi
Limite 00 05 02 08 06 | 06 sD 05 06 06 05 | 08
inferior

El valor de prevalencia de Brucelosis en el hato, determinado por las
pruebas normativas Rosa de Bengala mas Rivanol fue de 36% (37/104), al
calcular este parametro mediante el cultivo microbiol6gico en leche su valor
disminuyé en un 47% (17) y empleando la gPCR en sangre increment6 en mas

del doble (81%).

PREVALENCIA
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En la evaluacién de las pruebas en contraste a Rosa de bengala con
Rivanol (RB-RV), FP y qPCR-S mostraron los porcentajes de sensibilidad mas
altos, con 86% y 84% respectivamente; en el contraste frente al cultivo, las
pruebas serolégicas obtuvieron las sensibilidades mas bajas (33%) y la gPCR-
L alcanz6 un 100% de sensibilidad. La evaluacion empleando en contraste a
gPCR-S, mostr6 un comportamiento mas homogéneo de las pruebas en

relacion al parametro sensibilidad, con valores por debajo del 50%

SENSIBILIDAD

120%

100%
100%

80%  [¥A .

72%
60%

54% T T 52%
40% — B —

0,
33% 33% 33% e

20% — R O e e B B B

16% 15%

0%
FP JQPCR-L|QPCR-S| CM-L FP RB-RV |QPCR-L|QPCR-S| FP RB-RV |QPCR-L| CM-L

RB-RV | RB-RV | RB-RV | RB-RV | CM-L | CM-L | CM-L | CM-L |QPCR-S|QPCR-S|QPCR-S|QPCR-S

Figura 36 Porcentajes de sensibilidad de las pruebas frente a la prueba designada como
referencia
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En cuanto al pardmetro Especificidad, en el contraste con RB-RV, FP
obtuvo el mayor valor con un 97% y qPCR-S el menor valor con un 21% al
igual que en el contraste con el cultivo en leche (CM-L) en donde obtuvo un
17%. En el contraste frente a gPCR-S, las pruebas FP, RB-RV y CM-L

mostraron valores semejantes, 70%, 70% y 75% respectivamente.

ESPECIFICIDAD

120%

100%
97%
80%
82%
75%
0, 0,
c0% - 70% [ 70%
59%
. 55%
40% .
0

VI B B B O e B =
17%

0%
FP | QPCR-L|QPCR-S| CM-L FP RB-RV |QPCR-L|QPCR-S| FP RB-RV |QPCR-L| CM-L

RB-RV | RB-RV | RB-RV | RB-RV | CM-L | CM-L | CM-L | CM-L |QPCR-S|QPCR-S|QPCR-S|QPCR-S

Figura 37 Porcentajes de especificidad de las pruebas frente a la prueba designada como
referencia
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En el parametro Valor Predictivo Positivo (VPP), las pruebas mostraron
valores mas altos —por encima del 70%— y mas homogéneos cuando se
emple6é gPCR-S como referencia; en el contraste frente a RB-RV, tan solo la
FP mostré un VPP superior al 50% (94%) y en el contraste frente a CM-L todas

pruebas mostraron valores por debajo del 40%.

VALOR PREDICTIVO POSITIVO

120%

100%

94%

0,
80% 829 [l 84% 83%

72%
60%

40%_[T[ I

38% 9
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18% I 16% 15%
0%
P |apcr-L|apcrs| cv-L | FP | RB-RV [QPCR-L|QPCR-S| FP | RB-RV |QPCR-L| CM-L

RB-RV | RB-RV | RB-RV | RB-RV | CM-L | CM-L | CM-L | CM-L |QPCR-S|QPCR-S|QPCR-S|QPCR-S

Figura 38 Porcentajes de VPP de las pruebas frente a la prueba designada como referencia
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En cuanto al parametro Valor Predicitivo Negativo (VPN), las pruebas
mostraron en los contrastes frente a RB-RV y CM-L, valores superiores al 60%,

no asi frente al contraste con qPCR-S, en donde los valores no superaron el

22%.
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
120%
100%
100%
93%
0,
80% 83% Il 83%
70% e
60% 64% < 60%
IR B OB B B B B =
20%—————————T T
20% [l 19% I 227 I . o,
0%
FP |aPcr-L|aPcr-s| cM-L | FP | RB-RV |QPCR-L|QPCR-S| FP | RB-RV |QPCR-L| CM-L
RB-RV | RB-RV | RB-RV | RB-RV | cM-L | cm-L | cMm-L | cm-L |aPcr-s|apcr-s|QPCR-S|QPCR-S

Figura 39 Porcentajes de VPN de las pruebas frente a la prueba designada como referencia
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Al analizar la concordancia entre las pruebas, en contraste con RB-RV
considerada como referencia, FP presenta el mayor porcentaje de coincidencia
(93%) con el mayor indice Kappa (0.85); al contrastar la pruebas con el CM-L,
como referencia, los porcentajes de coincidencia de las pruebas no superan el
66%, obteniendo el porcentaje de coincidencia mas bajo la qPCR-S con un

27% (Kappa: -0.04).
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8.2 Discusion

En este estudio se evalud la utilidad como herramienta diagnéstica de
Brucella spp, de un método de PCR en tiempo real (QPCR) empleando como
ADN objetivo el gen Omp2, frente a las pruebas diagnésticas normativas y/o
tradicionales: Rosa de Bengala en serie con Rivanol (RB-RV), Fluorescencia
Polarizada (FP), y Cultivo Microbiol6gico (CM-L), bajo condiciones de campo

en un hato lechero con historial de Brucelosis bovina.

De las muestras negativas a RB-RV, FP y gPCR-S, 4 resultaron
positivas a qPCR-L y cultivo (CM-L); este resultado pudo deberse al estado
fisiologico de los animales; en un estudio realizado en vacas infectadas
naturalmente, en La Florida, Estados Unidos, se encontré que hasta 11 dias
después del parto la prueba de Rosa de Bengala (tarjeta) arrojo resultados

negativos (Ewalt et al., 1997), asi mismo en estudios realizados en el marco de
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programas de control y erradicacion, se evidencio el aislamiento de Brucella en
167 vacas seronegativas, en hatos con “problemas cronicos de Brucelosis”,
diagnosticandose a estos animales como “bovinos portadores latentes”

(Nielsen and Duncan, 1990).

La totalidad de las muestras positivas a cultivo (CM-L), fueron positivas
a gPCR-L, no obstante de 53 muestras positivas a qPCR-L, 35 fueron
negativas a cultivo, este resultado se puede atribuir a dos aspectos
fundamentales de las pruebas empleadas, el primero de ellos es la viabilidad
de la bacteria, ya que para el caso de qPCR, esta no afecta la deteccion del
microorganismo, mientras que para CM-L, esta se convierte en un factor critico;
asi mismo la cantidad de bacterias (UFC/mI) presentes en la muestra, dado
gue la sensibilidad analitica de las pruebas moleculares es mas alta, que la del
cultivo; en una investigacion sobre deteccién de Brucella melitensis por PCR en
muestras de leche de ovejas postaborto, el PCR detectd 24 (23.5%) de 102
muestras de leche, mientras que el cultivo solamente detectd 8 (7.8%)

(Ilhan et al., 2008).

El gPCR diagnostic6 un mayor numero de animales como positivos en
condiciones de campo (80% en Sangre y 50% en leche) que el resto de las

pruebas (RB-RV: 41%, FP: 34%, CM-L: 19%).
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De las 67 muestras negativas a RB-RV, gPCR en sangre arrojo
resultado positivo en 53 muestras; estudios semejantes han publicado datos
consistentes con los resultados obtenidos en el presente trabajo, Saraswathy
en Chennai, India, obtuvo un 62.5% de positividad a Brucella spp, mediante
PCR en muestras de sangre, frente a un 4.16% de aglutinacién rapida en
placa y un 8.33% de aglutinacion en tubo (Saraswathy et al., 2015); este
resultado se debe probablemente a la mayor sensibilidad de las pruebas
moleculares, frente a las pruebas serolégicas y microbiolégicas (Schuller et al.,
2010), lo que aunado a la duplicacion del marco abierto de lectura del gen
(Omp2) empleado para la qPCR (Leal-Klevezas et al., 1995), permitiria
detectar animales infectados con una baja carga bacteriana, antes de que

estos desarrollen una respuesta inmunolégica.

Al analizar la concordancia entre todas las pruebas, las seroldgicas (RB,
RB-RV, RV-IDR y FP), presentaron entre ellas grado de acuerdo bueno y muy
bueno, con indices Kappa de Cohen entre 0.76 y 0.86, en oposicion a los
grados de acuerdo Insignificante o Sin acuerdo, que se obtuvieron entre

todas las otras pruebas, con indices kappa entre -0.010 a 0.058.

Cuando la prueba de FP en suero, fue contrastada con RB-RV que es la
prueba tamiz oficial mexicana para el control y erradicacion de la brucelosis
bovina, la sensibilidad y especificidad obtenidas para FP fueron altas, 86% y

97% respectivamente (kappa: 0.85), mostrando un grado de acuerdo muy
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bueno; Adil M. A. Salman y Hind A. El Nasri, al evaluar cuatro pruebas
seroldgicas para detectar prevalencia de Brucelosis bovina encontraron
resultados semejantes, reportando indices Kappa de 0.92 y 0.94 (A Salman
and El Nasri, 2012); al calcular la chi cuadrada (G?%) para evaluar los criterios
diagndsticos asignados por FP y los asignados por la prueba RB-RV se obtuvo
un valor de G?= 84.16 (P<0.01), encontrandose que no hay diferencia
estadisticamente significativa.

Mientras que cuando gPCR-S, fue contrastada con RB-RV, se obtuvo
una sensibilidad de 84% y una especificidad de 21% (kappa: 0.03), con un
grado de acuerdo insignificante, la chi cuadrada calculada fue G*= 0.37 (P:
0.058) encontrandose que los criterios diagndsticos emitidos por q°PCR-S y RB-
RV, difieren estadisticamente, esta situacion probablemente se debe a la

mayor sensibilidad de qPCR-S respecto a RB-RV.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis de concordancia,
en la evaluacion de paradmetros y en el calculo de la chi cuadrada, se evidencia
gue el comportamiento de las pruebas serolégicas (indirectas) en la asignacion
de un criterio diagndstico de Brucella spp, en condiciones de infeccion natural
en campo, es semejante entre ellas, no asi frente a la pruebas moleculares y al
cultivo microbiologico (directas) con las cuales difieren significativamente; estos
resultados plantean una incognita sobre la capacidad de unas y otras para la

definicion del verdadero estatus sanitario del hato seleccionado, asi como de
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las estrategias de manejo para el control y la erradicacién de la brucelosis

bovina que debieran ser implementadas.

No obstante, dadas las caracteristicas del presente estudio, en el cual
las pruebas a considerarse como referencia (RB-RV y CM-L), poseen
sensibilidades menores que las pruebas moleculares en evaluacién (QPCR-S y
gPCR-L) se hace necesario realizar un nuevo muestreo a estos animales, para
contrastar los nuevos resultados con los inicialmente obtenidos para cada una
de las pruebas, asi como para evaluar la condicién clinica de los bovinos; y
verificar la posible seroconversion de estos, bajo el supuesto de que al
momento de la toma de muestra inicial, el nivel de anticuerpos fuese no
detectable, por encontrarse en periodo de ventana inmunoldgica, o por baja
carga bacteriana debido al estado fisiolégico del animal; igualmente, evaluar la
probabilidad de “portadores latentes” en algunos de ellos dado el historial de

Brucelosis del hato seleccionado.



9 CONCLUSION

La ruptura de los paradigmas diagnosticos tradicionales, la aceptacion
de las limitaciones del diagndstico seroldgico, y el reconocimiento de que los
métodos moleculares aplicados al diagnostico ofrecen mejoras significativas
sobre los métodos tradicionales, tales como la velocidad, seguridad, alta
sensibilidad y especificidad en la deteccion, es fundamental para lograr la
incorporacion de estos métodos en los programas de control y erradicacién de
enfermedades de alto impacto zoondético y epidemioldgico, como es el caso de
la Brucelosis bovina.

En el presente estudio, la PCR en tiempo real para el gen Omp2,
demostré una mayor deteccidn de positividad para Brucella spp, cuando se
emple6 a partir de muestras de ADN extraidas de sangre, permitiendo el
diagnéstico oportuno de la enfermedad, su utilizacion como herramienta
diagnéstica dentro de los procesos de control y erradicacién de la Brucelosis
bovina, permitiria el disefio de estrategias de manejo, control y erradicacién de
la enfermedad mas eficientes, acordes a la situacion sanitaria del hato y por

tanto de mayor impacto epidemioldgico.
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