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RESUMEN

1 objetivo de esta investigacion fue: Determinar y

comparar la presencia de Brucelosis del personal
que labora en los camales de los cantones, Buena F¢,
Quevedo, El Empalme y Pichincha, utilizando la prueba
serologica Rosa de Bengala (RB) y la técnica molecular
(PCR). Se utilizdo como fuente de ADN y anticuerpos
sangre periférica. De un total de 115 muestras de san-
gre recolectadas al personal que labora en los camales
como faenadores y operadores, 54 (47%) y 15 (13%)
fueron positivas con RB y PCR respectivamente, dando
61(53%) y 100 (87%) negativas para las dos pruebas
correspondientemente. El promedio de casos positivos
para las tres poblaciones excepto Pichincha por PCR fue
de 3.4% y para RB 39.4%. Se toma atencion con el can-
ton Pichincha debido a que 19 (70.3%) de las muestras
salieron positivas con RB de las cuales 12 (44.4%) al
ser analizadas con PCR fueron negativas, teniendo una
correlacion de 52.6%, lo que indica una alta incidencia
de la enfermedad. Mientras tanto que de las 8 muestras
negativas con RB, 2 fueron positivas con PCR dando
una correlacion entre negativos del 75%. Las muestras
positivas amplificaron un fragmento de 725 pb. Con
este trabajo se sugiere que la técnica de PCR es una he-
rramienta altamente eficiente y muy til para el diagnds-
tico de la brucelosis en humanos.

Palabras claves: Brucellas, seroldgica, sangre perifé-
rica, Ecuador.

ABSTRACT

he objective of this research was: To determine the

presence of brucellosis in the personnel working in
the slaughterhouses of the cantons, Buena Fe, Quevedo,
El Empalme and Pichincha, the serological test using
Rose Bengal (RB) and molecular techniques ( PCR).
Was used as a source of peripheral blood DNA and anti-
bodies. Of a total of 115 blood samples collected at staff
working in the slaughterhouses and slaughterers and
operators, 54 (47%) and 15 (13%) were PCR positive
and RB respectively, giving 61 (53%) and 100 (87%)
negative for both tests accordingly. The average number
of positive cases for the three populations except Pi-
chincha by PCR was 3.4% and 39.4% RB. It takes care
with the Pichincha Canton because 19 (70.3%) of sam-
ples were positive with RB of which 12 (44.4%) when
analyzed with PCR were negative, and showed a 52.6%
, indicating a high incidence of the disease. As long as
the negative sample RB 8, 2 were PCR positive giving
a correlation between negative 75%. The positive sam-
ples amplified a fragment of 725 pb. This work suggests
that PCR is a highly efficient tool and very useful for
diagnosis of brucellosis in humans.

Key words: Brucella, serology, peripheral blood, Ecua-
dor.

INTRODUCCION

La brucelosis es una de las zoonosis (antropozoono-
sis) de mayor difusion en el mundo en seres huma-
nos y animales domesticados, esta infeccion es causada
por microorganismos del género Brucella, generalmen-
te transmitida al hombre por animales domésticos. La
enfermedad se caracteriza por fiebre, sudoracion, debi-
lidad y malestar general, a menudo sin signos de locali-
zacion (Kaye y Petersdo, 1989; Romero et al., 1995a).
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La zoonosis esta constituida esencialmente por las dife-
rentes especies de bacterias que afectan al ganado bovi-
no (B. abortus), caprino y ovino (B. melitensis y ovis),
cerdo (B. suis)y B. canis en el perro (Kaye y Petersdo,
1989).

Uno de los accesos por donde se adquiere la
enfermedad es por el contacto directo por via cutanea
o por aerosoles procedente de sangre, placenta, fetos o
secreciones uterinas o por el consumo de productos cru-
dos o mal cocidos (leche, productos lacteos y carnicos
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incluyendo embutidos) animales infectados. Se consi-
dera una enfermedad profesional en ganaderos, veteri-
narios y otras profesiones expuestas. Por afectar la sa-
lud publica y la economia ganadera generando pérdidas
economicas de importancia, la brucelosis tiene una gran
repercusion mundial (Gotuzzo ef al., 1989).

El diagnostico tradicional de brucelosis se basa
en la sospecha clinica de la enfermedad, que aparente-
mente es confirmada por demostracion de Brucella en el
organismo por la reaccion antigeno-anticuerpo a partir
de la sangre. Las pruebas serologicas son métodos ra-
pidos, accesibles y de un costo aceptable. La dificultad
es su variabilidad de interpretacion, dependiendo si el
individuo se encuentra en areas endémicas o no (Martin,
1992; Salmerdn, 1992), las areas urbanas o rurales y de
la eleccion de la titulacion a partir de la cual se conside-
ra como positiva (Salmeron, 1992).

En el Ecuador se utilizan muy poco estas
pruebas para el diagndstico de brucelosis en humanos,
porque esta enfermedad se la confunde con otras que
presentan sintomas muy similares. El diagnostico sero-
logico de la brucelosis por Elisa esta considerada util y
rapida de screenning.

Actualmente la microbiologia molecular ha
entrado en el diagnostico de esta infeccion. La literatu-
ra referente a PCR y Brucella en los diez tltimos afios
presenta abundantes trabajo. La caracteristicas de todos
ellos es la sensibilidad y especificidad que muestran las
técnicas moleculares para la deteccion de Brucella en
diferentes muestras (sangres, médula, leche, orina, etc.).
La PCR toma un protagonismo para el diagndstico rapi-
do y eficiente, dejando el aislamiento para otros trabajos
especializados. Con el uso de estas técnicas se acorta
el tiempo necesario para el diagnostico, aportando ade-
mas informacion util para definir el estudio evolutivo
o forma clinica de la enfermedad y el tratamiento mas
adecuado.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
puede ser aplicada en el Ecuador como una prueba con-
firmatoria, para el diagndstico de esta enfermedad. Los
resultados de este trabajo establecen y consolidan la
presencia de Brucelosis del personal que labora en los
camales de los cantones de Buena Fé, Quevedo, El Em-
palme y Pichincha, utilizando especialmente la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras y pruebas serologicas
ara la implementacion de la técnica de la PCR y
Rosa Bengala, se tomaron al azar 115 muestras de
sangre humana, a partir de la vena radial, cubital y me-

diana del brazo, de los cuales se extrajeron 5 mL de san-
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gre con anticoagulante. La toma de muestra se la realiz6
en cuatro camales ubicados en los cantones de Buena
Fe; Quevedo (Prov. Los Rios); El Empalme (Prov. Gua-
yas) y Pichincha (Prov. de Manabi).

Extraccién de ADN
Protocolo de lisis de eritrocitos a partir de sangre

Se utilizo el método de Leal-Klevezas et al.
(1995 modificado), que se basé en: tomar 400 pL de la
muestra y microcentrifugada a 7000 rpm por 3 min. El
sobrenadante fue resuspendido en 1 mL de solucion de
lisis de eritrocitos (155 mMNH4CL, 10 mMNaHCO3,
100 Mm disodium EDTA pH 7.4). Se mezcl6 y se mi-
crocentrifugo6 a 7000 rpm por 3 min. El tratamiento con
solucion de lisis de eritrocitos se repitié una vez mas. El
ADN templete se obtuvo a partir de los leucocitos como
sigue: 400 pL de solucion de lisis (2% de Triton x-100,
1% de SDS, 100 mM de NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8)
y 10 pL de proteinasa K (10 mg mL) se le anadio a las
muestras. El contenido se mezclo con el uso del vortex
y se incubo por (40 min a 50°C). Luego se afiadio 400
pL de fenol saturado (contenido de fenol liquido a 0.1%,
8 hidroxiquinolina, saturado y estabilizado con 100 mM
Tris-Hel (pH 8) y 0.2% 2 mercaptoetanol, se vortezo
y a continuacion se microcentrifugé a 13000 rpm por
5 min. La capa acuosa se transfirio a otro tubo y se le
agregd un volumen igual de alcohol isoamil-cloroformo
(24:1), el tubo se mezcld a fondo y se microcentrifugd
a 10000 rpm por 5 min. El sobrenadante se transfirio
a otro tubo y se le agregd 200 pl de acetato de amo-
nio 7.5 M y se vortezo. Luego se coloco en hielo por
10 min, después se microcentrifugd a 10000 rpm por 5
min y el contenido acuoso se transfirio a otro tubo. Dos
volumenes de etanol al 95% se afnadid, se mezcld y el
tubo fue almacenado a —20°C por 30 min. Se recuper6 el
ADN por microcentrifugacion a 10000 rpm por 5 min.
El ADN se lavo con etanol al 70%, secado y resuspen-
dido en 20 puL de TE buffer (10 mM tris-HCL pH 8,
y 1 mM Disodiun EDTA). La concentracion del ADN
fue determinada por medicion DOA260 y las extraccio-
nes fueron almacenadas a —20°C hasta su proceso de
la PCR. Se incluy6 siempre un control negativo de la
extraccion de ADN empleando agua destilada estéril en
vez de sangre total y procesandola de la misma manera
que las muestras de sangre total.

Diseiio de los oligonucletidos

Para la deteccion especifica de la Brucelosis
con la técnica de la PCR, se emplearon iniciadores deri-
vados de la secuencia 16S ARNr que fueron publicados
en el EMBL-X13695 del GenBank.



Amplificacion del ADN por la PCR

Se utilizé un volumen total de 50 uL, de 10
a 50 ng de ADN, 1X Buffers, 1U de Taq polimerasa,
200 uM de dNTPs, 25 pmol de cada oligonucledtido,
1.5 mM de MgCI2 y 34.8 uL de agua ultrapura estéril
(Promega). El contenidos del mix sin el ADN templete
como control negativo. La reaccion fue programada en
un termociclador (Cetus 9600, Perkin -Elmer). Las con-
diciones de amplificacion se basaron en un programa de
94°C por 4 min y, 40 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C
por 80 seg y 72°C por 80 seg con una extension final de
72°C por 10 min.

Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados fueron analizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en una
solucion de Buffer TAE, tefiido con bromuro de etidio 2
pL mL (100 mg mL). Se deposito 15 pL. de cada muestra
(amplicon) mezclado con 3 pL de solucion tamponada
de carga (2.5 mL de azul de bromofenol al 1%, 2.5 g de
Ficoll, 1 mL de EDTA 0.5 M al pH 8.0). Como marca-
dor de peso molecular se empleo el de 100 pb de ADN
(Gilco BRL). La migracion fue a 70 V por una hora. Los
productos de amplificacion se visualizaron bajo luz UV.
Las imagenes se capturaron con una camara SonyPho-
toshop 10 mp.

Diagnostico serologico (Rosa de bengala) y
molecular (PCR) de brucelosis en humano

RESuLTADOS

entro del marco de desarrollo y vinculacion social

de la UTEQ, dirige este trabajo al diagnostico de
brucelosis humana al personal que labora en los cama-
les municipales de los cantones: Buena Fé, Quevedo, El
Empalme y Pichincha; con el objetivo subsiguiente de
evaluar la incidencia de la enfermedad en estos lugares
y por ende realizar un estudio comparativo de la eficien-
cia de las técnicas de PCR versus la prueba serologica
Rosa de Bengala.

Extraccion de ADN

Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN
descrito por Leal-Klevezas et al. (1995 modificado). La
cantidad de ADN extraido obtenida se estimo entre 25
pg mL en aproximadamente todas las muestras. La con-
dicion de pureza fue estimada en un promedio de 1.87
nm. Se utilizd este ADN como templado para realizar
las pruebas de PCR.

Analisis de PCR

Se utiliz6 el juego de primer AB1-R2, los re-
sultados de amplificacion obtenidos son los visualizados
en el gel cuyo tamafio de banda es de 725 pb. (Figura
1). Como se puede interpretar, la linea 2 indica muestra
negativa, las lineas desde la 3 a la 7 son muestras po-
sitivas, las lineas C+ y C- son los controles positivos y
negativos respectivamente.

725pb

Figura 1. Resultados de la PCR con muestras de san-
gre de humano con los Oligonucledtidos
ABI1- R2

Estudio comparativo de inmunopruebas versus la
PCR

De un total de 115 muestras 7 fueron mujeres

(6.1%) y 108 fueron hombres (93.9%) con edades pro-
medios de entre 10 a 68 afios. Los datos obtenidos en
este trabajo demuestran un 47% positivo con la prueba
Rosa de Bengala y 13% para la técnica de PCR.
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Estudio epidemiologico en los camales Municipal de
los cantones:

Buena Fé, Provincia de Los Rios

En este lugar se analizaron a 29 individuos que
fueron considerados con factores de contagio directo e
indirecto, puesto que laboran como operarios y faena-
dores del area de sacrificio del matadero. Con la prueba
de Rosa de Bengala, los resultados dieron 15 positivos
(51.7%) y 14 negativos (48.3%).

Al analizar las mismas muestras con la técnica
de PCR, los resultados fue de 1 positivo (3.4%) y 28 ne-
gativos (96.6%) con un indice de correlacion del 100%
entre las dos técnicas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados con la prueba Rosa Bengala vs
PCR en muestras de sangre de 29 indivi-
duos del personal que labora en el camal
Municipal del cantén Buena Fé

Pruebas Positivos Negativos
PCR 1 28
Rosa de Bengala 15 14

Quevedo, Provincia de Los Rios

Se analizaron 28 individuos utilizando el cri-
terio anterior. Con la prueba de Rosa de Bengala, los
resultados dieron 6 positivos (21.4%) y 22 negativos
(78.6%).

Al analizar estas muestras con la técnica de
PCR, los resultados fueron de 1 positivo (3.6%) y 27 ne-
gativos (96.4%) con un indice de correlacion del 100%
entre las dos técnicas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados con la prueba Rosa Bengala vs
PCR en muestras de sangre de 28 indivi-
duos del personal que labora en el camal
Municipal del cantéon Quevedo

Pruebas Positivos Negativos
PCR 1 27
Rosa de Bengala 6 22

El Empalme, Provincia del Guayas
Se analizaron 31 muestras demostrandose con
la prueba de Rosa de Bengala, los resultados dieron 14

positivos (45.2%) y 17 negativos (54.8%).
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Al analizar estas muestras con la técnica de
PCR, los resultados fueron de 1 positivo (3.3%) y 30 ne-
gativos (96.7%) con un indice de correlacion del 100%
entre las dos técnicas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados de los valores con la prueba
Rosa Bengala vs PCR en muestras de
sangre de 31 individuos del personal que
labora en el camal Municipal del cantén

El Empalme
Pruebas Positivos Negativos
PCR 1 30
Rosa de Bengala 14 17

Pichincha, Provincia de Manabi

En 27 muestras de sangre usando la prueba
de Rosa de Bengala, los resultados dieron 19 positi-
vos (70.4%) y 8 negativos (29.6%). Mientras que, con
la técnica de PCR, los resultados fueron 12 positivos
(44.4%) y 15 negativos (55.5%) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de los valores con la prueba
Rosa Bengala vs PCR en muestras de
sangre de 27 individuos del personal que
labora en el camal Municipal del cantén

Pichincha
Pruebas Positivos Negativos
PCR 12 15
Rosa de Bengala 19 8
Discusion

En el hombre, el comportamiento clinico de pacientes
en zonas de una moderada incidencia de brucelosis,
adversamente presentan elevadas seroprevalencias mo-
mentaneas con tendencia ascendente, es caracteristico
para los estados epizooticos naturales y espontaneos de
la enfermedad; es decir, aquellos en los que no existe
control sobre las fuentes y vias de transmision de la bru-
celosis (Romero et al., 1999). Esto nos ha llevado a am-
pliar las investigaciones, especialmente sobre el uso de
las nuevas tecnologias para enfrentar los problemas sin
resolver diagnosticos referentes a la brucelosis.

La PCR es una prueba con alta sensibilidad
y especificidad, sin embargo un resultado negativo no
excluye la presencia de la enfermedad (Morata et al.,
1999; 2001a; 2001b). Por otro lado la PCR no provee
informacion diferencial entre una enfermedad activa,



porque la técnica no puede diferenciar entre ADN a
partir de organismos vivos o muertos. A diferencia de
las pruebas serologicas su interpretacion no requiere
conocer los antecedentes del enfermo y valorar las ca-
racteristicas clinicas presentes puesto que, al inicio de
la enfermedad o en casos muy avanzados de la misma,
la prueba da los resultados esperados, a diferencia de
la prueba de la Rosa de Bengala cuando es negativa,
debido a que los anticuerpos responsables de la seroa-
glutinacion son fundamentalmente de la clase IgM, lo
habitual es que vayan descendiendo en el transcurso de
3-6 meses, con o sin curacion de la enfermedad.

Se ha demostrado que cuando la infeccion esta
establecida en forma endémica, practicamente todos las
personas tienen o han tenido contacto con el patogeno,
por lo que existe respuesta inmunoldgica en personas
portadores y no portadores de la bacteria.

Los resultados de este estudio muestran que la
PCR es un método eficaz para identificar brucelosis en
humano a partir de muestras de sangre periférica (Ro-
mero et al., 1999). Nuestro trabajo coinciden con los ex-
puestos con (Rabab ef al., 2000) a lo que es demostrado
por la amplificacion del segmento de ADN de 725 pb.

Los oligonucleotidos utilizados para la identi-
ficacion resultaron aptos para identificar brucelosis en
humano en todas las muestras en estudios. Han sido
diversos los tipos de oligonucleotidos cebadores em-
pleados, basados en secuencias de los genes 16S ARNr
(Romero et al., 1995a, 1995b), omp2a (Leal-Klevezas
et al., 1995), BCSP31 (Baily et al., 1992).

La prueba serologica de Rosa Bengala en mu-
chos de los casos ha tenido una alta reaccion cruzada
con los anticuerpos a otra bacteria como E. coli; V. cole-
ra, Y. enterdlitica.

CONCLUSIONES

El diagnostico de la brucelosis es con frecuencia dificil
de establecer. Esto no es s6lo porque clinicamente, la
enfermedad puede imitar cualquier enfermedad infec-
ciosa y no infecciosa, sino también porque los métodos
de diagnostico establecidos no siempre son exitosos. En
este estudio, hemos tratado de evaluar las técnicas de
PCR en el diagndstico de la brucelosis en comparacion
con las técnicas convencionales

En vista de las varias ventajas de la PCR a los
métodos convencionales para el diagnostico de la bru-
celosis, tales como la velocidad, seguridad, alta sensi-
bilidad y especificidad, la técnica podria ser adecuada
para el diagndstico de laboratorio de brucelosis. Sin em-
bargo, para la evaluacion de las personas asintomaticas
muy expuesta, la PCR podria considerarse complemen-
taria a los métodos tradicionales y el seguimiento de la
serologia y/o los cultivos.

Diagnostico serologico (Rosa de bengala) y
molecular (PCR) de brucelosis en humano

Los datos mas relevantes obtenidos en el can-
ton Pichincha se toma cuidado debido a que 19 de las
muestras salieron positivas (70.3%) con RB de las cuales
12 al ser analizadas con PCR fueron negativas (44.4%),
teniendo una correlacion de 52.6%, lo que indica una
alta incidencia de la enfermedad. Mientras tanto que de
las 8 muestras negativas con RB, 2 fueron positivas con
PCR dando una correlacion entre negativos del 75%.

La comparacion de los resultados de la PCR y
la serologia en muestras de humanos permite concluir
que en las condiciones ensayadas de la PCR podria em-
plearse como instrumento de diagndstico adicional y
rapido para a aquellas situaciones dudosas.
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