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RESUMEN 

 

La brucelosis canina es una enfermedad infectocontagiosa que afecta caninos salvajes y 

domésticos dando síntomas de infertilidad en machos y hembras y, ocasionalmente, se transmite al 

hombre. El diagnóstico es dificultoso a pesar de las nuevas técnicas disponibles entre ellas 

serológicas, bacteriológicas y moleculares. Por esta razón, se deben realizar varias pruebas para 

llegar a un resultado confiable para la toma de decisiones. Al momento no se encuentra publicado 

ningún trabajo que evalúe el empleo de distintas regiones génicas para el diagnóstico de esta 

enfermedad. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue comparar la sensibilidad, especificidad y 

razón de verosimilitud positiva de 4 ensayos de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) para la 

detección de Brucella spp en muestras clínicas de caninos. Fueron evaluadas 244 muestras de 

sangre, 101 de orina y 250 de flujos, dando un total de 595 entre animales sanos y enfermos. La 

muestra fue equilibrada para poder obtener los valores de cribaje de los 4 ensayos de PCR (reacción 

en cadena de la polimerasa) contrastados con el Gold estándar establecido. El mismo fue predefinido 

por medio de diferentes combinaciones de pruebas serológicas, bacteriológicas y nexo 

epidemiológico. Se utilizó como prueba tamiz la técnica de RSAT (aglutinación rápida en placa) y 

como prueba confirmatoria la AGID (inmunodifusión en agar gel) y el iELISA (inmunoensayo 

enzimático indirecto). A todos los animales se les realizó hemocultivo y a los caninos machos, 

además, urocultivo. Los genes evaluados en los 4 ensayos de PCR fueron los siguientes: gen 

codificante para la proteína BCSP31, el gen ribosomal del espaciador 16S-23S rDNA, las secuencias 

de inserción IS711 y los genes omp2a y omp2b. De la totalidad de animales muestreados, 297 

correspondieron a animales sanos y 298 positivos al Gold estándar. La sensibilidad y especificidad 

de los ensayos de PCR fue la siguiente: gen codificante para la proteína BCSP31 sensibilidad 45,64 

% (IC 39,81 -51,46) y especificidad 95,62 % (IC 93,13 - 98,12); gen ribosomal del espaciador 16S-

23S sensibilidad 69,80 % (IC 64,42 - 75,18) y especificidad 93,94 % (IC 91.06 - 96.82); genes 

omp2a y omp2b sensibilidad 39,26 % (IC 33,55- 44,97) y especificidad 97,31 % (IC 95,30 – 99,32); 

secuencias de inserción IS711 sensibilidad; 22,82% (IC 17,89 – 27,75) y especificidad 99,66 %  (IC 

98,84-100). Se concluyó que el gen ribosomal fue el que mejor sensibilidad diagnóstica tuvo y que 

los 4 genes testeados tuvieron una muy buena especificidad entre el 95 y 99% (IC 91.05 -100). 
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1.1  Historia de la brucelosis 

 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, zoonótica y de curso agudo a crónico 

producida por bacterias del género Brucella que afecta distintas especies de mamíferos incluida el 

hombre. Se encuentra distribuida a lo largo del mundo con más de 500.000 personas afectadas en 

América Latina, Asia central y varias regiones del mediterráneo (Von Bargen y col.,2012). 

El antecedente más remoto de posible brucelosis se puede ver en el libro de Epidemias de 

Hipócrates, donde se describe una condición de fiebre recurrente con una duración de 4 meses, y 

muerte en el año 450 AC (Hughes ML, 1897). En un estudio del año 2002, se describieron lesiones 

típicas de brucelosis en restos óseos de personas que perecieron en la erupción volcánica del 

Vesubio en el 49 a. C (Capasso, 2002).  

Existen varios reportes de fiebre ondulantes durante los siglos XVI, XVII y XVIII, los que 

fueron tomando diferentes nombres como ser: Fiebre Mediterránea, Fiebre de Malta y Fiebre de 

Gibraltar entre otros.  

Willam Burnett fue el primero en estudiar la enfermedad en la isla de Malta en soldados 

británicos que estaban en recuperación durante la guerra de Crimea. En 1861 Jeferry Allen Marston, 

sargento británico que contrajo la fiebre de Malta, escribió en detalle los síntomas clínicos de su 

propia afección: fiebre irregular durante 90 días, síntomas gastrointestinales y dolores musculares.  

El microorganismo fue aislado por primera vez por David Bruce en Julio de 1887 del bazo 

de un soldado muerto por la enfermedad y lo llamó Micrococcus melitensis. Pudo observar que el 

crecimiento era mejor con altas temperaturas y estableció que las cabras eran el reservorio de la 

enfermedad identificándolo en sangre, orina y leche. Estos hallazgos ayudaron a explicar la 

epidemiología de la enfermedad. 

En 1895 un veterinario de Dinamarca, B. Bang, aisló un microorganismo del útero de un 

bovino que había abortado y lo identificó como “Bacillus abortus” (actualmente B. abortus). En 

1914 J.Traum llamó “american mellitenis” al aislamiento obtenido a partir de un aborto porcino, 

actualmente B. suis. En 1920 Meyer y Shaw denominaron Brucella abortus y Brucella mellitensis 

en honor a D. Bruce, creando de este modo el género Brucella. Recién para el año 1956 se describe 

una nueva especie cuando Buddle reporta como responsable de la epididimitis en carneros y abortos 

en ovejas de Australia a B. ovis. Poco después, en 1957, Stoenner y Lackman describen B. neotomae 
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aislada de roedores del desierto. Años más tarde, Carmichael y Kenny, aíslan B. canis de abortos de 

un criadero de caninos en 1968. Más recientemente, Foster en 2007, aisló la B. ceti y B. pinnipedalis 

a partir de cetáceos y focas. Al año siguiente (2008), Scholz aísla B. microti a partir de Microtis 

arvalus y dos años más tarde (2010), el mismo autor, aísla B. inopinata a partir de un implante 

mamario de una paciente de 71 años. En los últimos dos años, se aislaron nuevas especies que se 

comentan más adelante.  

 

1.2  Clasificación taxonómica del género Brucella 

 

De acuerdo con el análisis de la secuencias del ácido ribonucleico 16S (ARNr 16S), el 

género Brucella está categorizado dentro del grupo alfa del subgrupo 2 de la clase Proteobacteria la 

cual tiene relación filogenética con Bartonella, Rickettsia, Agrobacterium, Rhizobium y 

Rhodobacteraceae (Moreno y col., 1990).  

Estudios de hibridación DNA-DNA han demostrado una homología mayor a un 95% entre 

los distintos tipos de Brucella (Tomas Fitch, 2010) lo que ha generado cierta controversia respecto a 

la clasificación de las diferentes especies de Brucella. Sin embargo, actualmente se utiliza la 

taxonomía clásica que diferencia a las especies por su afinidad con el hospedador y ha sido 

reconocida nuevamente por el Subcomité de Taxonomía de Brucella (Osterman y Moriyón, 2006): 

B. melitensis tiene preferencia por caprinos y ovinos, B. abortus por bovinos, B. suis por cerdos, B. 

canis por caninos, B. ovis por ovinos, B. neotomae por ratas del desierto, B. cetaceae por cetáceos, 

B. pinnipedialis por focas y B. microti por un roedor de campo. Recientemente se aislaron dos 

especies nuevas, B. papionis sp. en mandriles (Whatmore y col., 2014) y B. vulpis sp en zorros 

colorados (Scholz y col., 2016). Cada especie tiene una gran afinidad por su hospedador sin 

embargo, pueden encontrarse en diferentes especies de animales ocasionando síntomas 

inespecíficos.  

 En la tabla 1 se resumen las características del género Brucella. 
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Tabla 1. Características de las especies del género Brucella. 

Brucella Especie Hospedador Biovares Patogenicidad en el 
hombre 

 B. melitensis Cabras, ovinos, 
camélidos 

1,2,3 Alta 

 B. abortus Bovino 1,2,3,4,5,6,9 Moderada 

Lisas B. suis Cerdo, roedores 
salvajes 

1,2,3,4,5 Moderada / alta según 
biovar 

 B. ceti Ballenas y delfines ND baja 

 B. pinnipedalis Focas, lobos 
marinos 

ND ND 

 B. inopinata Humanos ND ND 

 B. neotomae Roedores ND ND 

 B. microti Roedores y zorros ND ND 

Rugosas B. ovis Ovinos ND  
  B. canis Caninos ND Baja 

Nuevas 
especies 

B. papionis Mandriles ND ND 

 B. vulpis Zorros colorados ND ND 

ND: no descripto 

 

1.3  Género Brucella 

 

Brucella es una bacteria Gram negativa inmóvil de estructura cocobacilar de 0,5 a 0,7 

micrones (µ) de diámetro y de 0,5 a 1,5 µ de largo. Su temperatura óptima de crecimiento es de 37 

°C en un pH de 6,6 a 7,4. No posee cápsula ni forma espora y carece de plásmidos. A diferencia de 

muchas otras bacterias, su genoma está constituido por dos cromosomas circulares con un tamaño de 

2,2 Mb y 1,1 Mb, conteniendo un 58 – 59 % de Guanina + Citosina (G+C) (Michaux-Charachon S y 

col., 1997). Brucella es aeróbica estricta y posee un metabolismo oxidativo utilizando nitratos como 

aceptores de electrones. No atacan la gelatina ni modifican la leche, son catalasa y oxidasa positivos, 

y en general no fermentan los azúcares (Wilfert CM, 1986).  
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En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio sólido, las diferentes especies de 

Brucella se clasifican habitualmente como lisas (S) o rugosas (R). Dentro de las primeras se 

encuentran B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. neotomae y dentro de las segundas B. ovis y B. 

canis. El aspecto que adquieren las colonias se debe a la expresión del lipopolisacárido (LPS) en la 

superficie bacteriana, LPS-S en las lisas y LPS-R en las rugosas, aunque durante su crecimiento en 

los medios de cultivo pueden experimentar mutaciones que afectan la expresión del LPS (Ariza 

Cardenal J, 1995).  

Brucella posee la membrana celular similar en su estructura a otras bacterias Gram 

negativas, sin embargo, tiene características que la diferencian en los componentes de la membrana 

externa (ME) como ser los lípidos y polisacáridos.  

El peptidoglicano si bien es similar, se encuentra fuertemente asociado a la ME y el LPS está 

unido a proteínas Omp del grupo 3 (Freer y col., 1996).  

Dentro de los fosfolípidos que se encuentran con mayor concentración esta la 

fosfatidilcolina, lo que la diferencia de otras Gram negativas que poseen fosfatidiletanolamina. La 

estructura del LPS está compuesta por el polisacárido O, el núcleo y el lípido A. En la figura 1 se 

describe el esquema de la envoltura de Brucella. 

       

 

                 Brucella lisa                                                 Brucella rugosa    

Figura 1. Estructura de la envoltura bacteriana de las brucelas lisas y rugosas. Las cepas rugosas carecen 

de la cadena O del LPS. Adaptado de Brucelosis animal, Blasco J.M. y Gamazo C. Investigación y 

Ciencia (1994), 218: 56-62 

 

El polisacárido O es capaz de producir reacción cruzada con anticuerpos contra el 

polisacárido de Yersinia enterocolitica, Pseudomonas, Vibrio cholerae, E. coli, Xanthomonas 
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maltophilia y Francisella tularensis (Freer y col., 1995) y está formado por un homopolímero lineal 

con un número de aproximadamente 100 perosaminas. El núcleo del LPS está formado por 

glucosamina, glucosa, manosa y quinovosamina. El lípido A de Brucella tiene un esqueleto 

disacárido de diaminoglucosa y ácidos grasos, algunos de ellos de cadena larga. Éstos junto con los 

lípidos de ornitina y fosfatidilcolina contribuyen en la mayor resistencia de la ME a los antibióticos 

y péptidos catiónicos (Cherwonogrodzky y col., 1990). Otros polisacáridos, como el hapteno nativo 

(homopolímero de perosamina), se encuentran hidrofóbicamente asociados con el LPS.  

Las brucelas no son acidorresistentes, aunque pueden resistir a la decoloración por ácidos 

débiles o por álcalis (Corbel y Morgan, 1984). También son microorganismos aerobios que poseen 

un metabolismo respiratorio. Algunas cepas exigen suplemento de un 5 a 10% de CO2 para su 

crecimiento, en especial para el primer aislamiento. Son exigentes para su crecimiento y requieren 

agregados de tiamina, nicotinamida, biotina y manganeso (Lucero, 1996). 

La supervivencia del género Brucella en el medio ambiente varía según las temperaturas y la 

presencia de humedad: en agua a 37 ºC y pH 7,5 se mantiene viable un día; en agua a 8 ºC y pH 6,5 

57 días; en materia fecal en verano1 día, mientras que en invierno permanece viable 53 días; en 

fluidos y secreciones en verano son viables solo por 30 minutos (Castro y col., 2005). En los restos 

de órganos congelados, las bacterias pueden sobrevivir por muchos años. Los materiales desecados 

que contengan materia orgánica y estén protegidos de la luz solar pueden tener capacidad de infectar 

por mucho tiempo. En contraste, son bastante sensibles al calor. Así, una suspensión diluida de 

Brucella se destruye rápidamente al ser sometida a la pasteurización o al exponerla a temperaturas 

de 60 °C por 30 minutos. Brucella es muy sensible a la radiación ionizante y se muere con rapidez al 

exponerla a la luz ultravioleta (5 minutos). También son sensibles a la mayoría de los desinfectantes 

de uso común a las concentraciones recomendadas con excepción de las sales cuaternarias de 

amonio. Como sucede en otras bacterias, la susceptibilidad se reduce en presencia de materia 

orgánica o a bajas temperaturas. El etanol, isopropanol, iodóforos, hipoclorito de sodio diluido y el 

fenol al 1% son eficaces para desinfectar la piel expuesta a Brucella (World Health Organization, 

2005).  

 

1.4  Patogenia  
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Las especies de Brucella pueden sobrevivir y replicarse dentro de las células fagocíticas del 

sistema reticuloendotelial como así también en no fagocíticas tales como trofoblastos. Esto implica 

una temporal fusión de la vacuola que contiene Brucella con el lisosoma y la exclusión posterior de 

las proteínas lisosomales (Star T y col., 2008). Siguiendo éste proceso, la vacuola que contiene 

Brucella se asocia con el retículo endoplásmico. Estos compartimentos (retículo endoplasmático y 

vacuola con brucelas) son el nicho para la replicación intracelular dentro de los macrófagos, células 

epiteliales y trofoblastos placentarios. Una vez cumplido este proceso, las bacterias pueden 

establecer una infección crónica (Anderson y col., 1986a, 1986b, Pizarro y col., 1988, Celli y col., 

2003).  

Brucella carece de los clásicos factores de virulencia como ser cápsula, presencia de 

fimbrias, plásmidos y endotoxinas (Gorvel y Moreno, 2002). Algunos de los factores de virulencia 

como el LPS, enzimas antioxidadntes y GMP (guanosina 5’monofosfato) son críticos para la 

supervivencia dentro de las células fagocíticas (Lapaque y col., 2005, Xiang y col., 2006). Mientras 

que la persistencia prolongada de Brucella en los macrófagos conduce a la infección crónica, la 

amplia replicación de las bacterias en los trofoblastos placentarios produce síntomas agudos del 

tracto reproductivo provocando el aborto en huéspedes naturales (Roop y col., 2009). 

El ciclo de vida de Brucella tiene dos fases: a) la fase aguda, donde invaden las células 

epiteliales dando patología del tracto reproductivo, b) la fase crónica, donde el microorganismo 

sobrevive dentro de los fagocitos. La placenta tiene gran cantidad de receptores de manosa y eritritol 

lo que podría explicar el tropismo de Brucella por este órgano (Corbel, 1997). 

 

1.5  Enfermedad en humanos y animales 

 

La brucelosis humana es una de las más importantes zoonosis distribuidas a lo largo del 

mundo. Aunque B. abortus, B. suis y B. canis son potenciales agentes patógenos, B. melitensis es la 

más virulenta ya que pequeñas cantidades del microorganismo (entre 10 y 100) son suficientes para 

provocar la infección aguda y crónica (Bossi P, 2004, Fugier y col., 2007). Los veterinarios, 

personal de frigoríficos, mataderos y de establecimientos ganaderos adquieren la infección a través 

de lesiones en la piel por contacto con fluidos y abortos de animales infectados (Hartigan P, 1997). 

El personal de laboratorio puede infectarse a través de aerosoles (por lo cual siempre debe trabajar 
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en cabina de bioseguridad nivel 2) o por inyección accidental de antígeno durante la producción del 

mismo (Wallach y col., 2004).  

Luego de la exposición a la bacteria, las manifestaciones clínicas pueden aparecer dentro de 

los 5 a 60 días. Muchos pacientes presentan síntomas generales como fiebre ondulante, 

linfoadenopatía, hepatoesplenomegalia y sudoraciones. Sin embargo, algunos individuos presentan 

una forma crónica con problemas articulares, espondilitis, artritis, problemas genitourinarios, 

abscesos y en algunos casos endocarditis (Fugier y col., 2007).  

En pequeños rumiantes, B. melitensis provoca abortos en el último tercio de la gestación con 

reducción de la producción de leche en hembras y orquitis en machos. En la mayoría de los casos, la 

ruta primaria de transmisión de Brucella es la placenta, líquidos fetales y las descargas vaginales. La 

excreción es también común en secreciones de la ubre y en el semen. En algunos casos, se puede  

aislar Brucella de varios tejidos como ser los ganglios linfáticos de la cabeza, los asociados con la 

reproducción y también de lesiones artríticas (Alton GG y col., 1988). 

Los bovinos son afectados por B. abortus y esta especie puede afectar también a búfalos, 

camélidos, cabras y caninos dando cuadros leves y a veces asintomáticos. Después de la infección 

por B. abortus, las hembras adultas en gestación desarrollan una placentitis que, por lo general, 

provoca el aborto entre el quinto y el noveno mes de gestación. Incluso en ausencia de aborto se 

produce una gran excreción de microorganismos a través de la placenta, los líquidos fetales y los 

exudados vaginales. Las mamas y los ganglios linfáticos regionales también pueden infectarse y los 

microorganismos pueden aparecer en la leche. Las gestaciones posteriores llegan por lo general a 

término pero la infección uterina y la mamaria se repiten con un número reducido de 

microorganismos en los productos del parto y en la leche. En las infecciones agudas, el 

microorganismo está presente en la mayoría de los ganglios linfáticos. Los machos adultos pueden 

desarrollar orquitis y la enfermedad puede causar esterilidad en ambos sexos. Una manifestación 

corriente de la brucelosis bovina en algunos países tropicales son los higromas, por lo general en las 

articulaciones de las patas, que pueden representar el único indicador de la infección. No es 

importante la vía venérea como forma de contagio, el mismo se produce por contacto directo con los 

loquios de abortos y fetos abortados. Tampoco parece ser importante el rol de los machos bovinos 

en la diseminación de la enfermedad (OIE, 2016). 

 Los cerdos son afectados por B. suis dando síntomas leves o ausentes lo que dificulta su 

diagnóstico. Cuando la enfermedad es evidente se presentan abortos y síntomas en el aparato 
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genital. La trasmisión es por vía venérea y oral. B. suis se libera durante largos períodos por semen y 

orina. Los machos presentan orquitis, epididimitis y problemas articulares como artritis, 

discoespondilitis y parálisis. A veces la infección coloniza solo las glándulas sexuales y no hay 

problemas de fertilidad. Sin embargo, la liberación al exterior sigue teniendo importancia a pesar de 

no presentar síntomas clínicos evidentes. Las hembras pueden tener abortos en cualquier período de 

la gestación, pudiendo dar también crías débiles y lechones natimortos (Xavier y col., 2010).  

 

1.6  Brucelosis canina 

 

La brucelosis canina se encuentra distribuida a lo largo del mundo con diferentes 

prevalencias según el país y la región. En la Argentina existen distintos estudios de prevalencia que 

oscilan entre el 5 y 12 % de animales serológicamente positivos (Iachini y col., 2004, Delgado y 

col., 2008, Boeri y col., 2008, López y col., 2009). 

B. canis afecta a caninos domésticos y salvajes como zorros y lobos provocando en machos 

orquitis-epididimitis y edema escrotal (figura 2 A-B, figura 3). 

  

 
Figura 2 A-B. Epididimitis. Las flechas indican el epidídimo patológico (imagen tomada durante el desarrollo del 

trabajo) 



Introducción 

- 10 - 
 

  

Figura 3. Dermatitis y edema escrotal (Fuente: presente trabajo)  

 

En hembras falla en la concepción, abortos en el último tercio de la gestación (Figura 4), 

descargas genitales (Figura 5) y nacimiento de cachorros débiles los cuales pueden o no sobrevivir. 

 

 
Figura 4. Aborto tardío (Cortesía: Dr. Gustavo Lopez) 
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Figura 5 Descarga genital patológica en una hembra (Fuente: presente trabajo) 

 

En ocasiones, los animales nacidos en apariencia sanos, presentan la enfermedad pasada la 

pubertad. Muchas veces las hembras no presentan signos clínicos evidentes luego del aborto, 

pudiendo en el ciclo siguiente entrar en celo sin problemas e incluso quedar preñadas presentando o 

no aborto posterior (Greene y Carmichael, 2012). Este dato es de importancia zoonótica ya que una 

perra positiva eliminará en el celo cantidades muy altas de brucelas al medio ambiente (1x1010 

UFC/mL). 

En ambos sexos se presenta esporádicamente una discoespondilitis severa (Figura 6) 

provocando en algunos animales paresia con parálisis y dolor importante (Carmichael y col., 1990).  

 

. 
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Figura 6. Discoespondilitis severa. El círculo marca la esclerosis y proliferación ósea de la base de las vértebras 

afectadas. (Imagen tomada durante el desarrollo del presente estudio) 

  

B canis se ha aislado a partir de animales pertenecientes a criaderos comerciales, refugios y 

vagabundos. La vía de ingreso es oral y ocular, con una dosis infectiva mínima de 1x106 y 1x104 

UFC/mL respectivamente, existiendo también la transmisión venérea, cuya dosis infectiva no se 

conoce con exactitud (Carmichael y Joubert, 1988). Las vías de eliminación son por orina 

especialmente en machos, semen, flujos genitales y material de abortos (Serikawa y col., 1979, 

Carmichael y Joubert., 1988). 

Si bien se sabe que cada especie de Brucella tiene afinidad por su hospedador, existen 

reportes de brucelas lisas aisladas de muestras clínicas y de necropsia. B. suis se encontró en caninos 

que habían estado expuestos durante una cacería de jabalíes (Rammamorty S y col., 2011). Los 

animales dieron positivos a la prueba de BPA y se logró el aislamiento a partir de testículos en dos 

casos. También se ha encontrado B. mellitensis en un canino que tuvo severos síntomas clínicos 

seguido de muerte. En Grecia (país de donde es el reporte) se utiliza la vacuna B. melitensis REV1 

para pequeños rumiantes. Los autores concluyeron que pudo haber sido una ingestión de dosis altas 

de la misma lo que lo llevó al animal a padecer la enfermedad (Hinic V y col., 2009). Por último, B. 
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abortus ha sido aislada en caninos de granjas y establecieron que la puerta de entrada pudo ser vía 

oral por ingestión de abortos bovinos (Forbes LB, 1990).  

 

 1.6.1  Diagnóstico 

 

El diagnóstico se realiza por medio de pruebas serológicas utilizando como técnica de tamiz 

la aglutinación rápida en placa (RSAT) (Carmichael y col., 1987) y RSAT con el agregado de 2-

mercaptoetanol (RSAT 2-ME) debiendo estas ser confirmadas por pruebas más específicas. Para 

ello, se utiliza el inmunoensayo ligado a enzimas indirecto (iELISA) (Lucero y col., 2002) o la 

inmunodifusión en gel de agar (AGID) (OIE, 2014). El diagnóstico definitivo es el cultivo 

bacteriano, considerado como el estándar de oro. Este no siempre se logra ya que, a pesar de los 

largos períodos de bacteriemia, después de los 6 meses post infección esta se vuelve intermitente 

(Wanke M.M., 2004).  

 

1.6.2  Zoonosis 

 

B. canis comparada con B. melitensis, B. suis y B. abortus es menos patógena para el 

hombre. Sin embargo, su potencial zoonótico es conocido y ha sido descripto en accidentes 

laboratoriales (Carmichael, 1990, Wallach y col., 2004), personas inmunodeprimidas (Lucero y col., 

2010) y brotes familiares (Lucero y col., 2009). El número de personas infectadas con B. canis no es 

muy alto quizás por la falta del diagnóstico (Lucero y col., 2005). 

 

1.7  Reacción en cadena de la polimerasa  

 

Existen en la literatura diferentes ensayos de PCR para el diagnóstico de muchas 

enfermedades infecciosas. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se ha ido incorporando al 

diagnóstico buscando como blanco las regiones del genoma más conservadas del microorganismo 

estudiado, obteniéndose diferentes resultados de acuerdo a la técnica utilizada: PCR a punto final, 

anidada, multiplex y cuantitativo o a tiempo real.  
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Cada grupo de investigadores ha ido desarrollando distintos ensayos con potencial aplicación 

en la práctica en los laboratorios de diagnóstico empleando muestras clínicas y cultivos puros de 

Brucella.  

En los primeros tiempos de la PCR, Noordhoek y col. (1993) cuestionaron la posibilidad de 

repetir resultados en diferentes laboratorios de biología molecular orientados al diagnóstico. Hoy en 

día, el avance tecnológico ha optimizado el funcionamiento de los mismos para la obtención de 

resultados similares. El advenimiento de las columnas de extracción de ADN por ejemplo, es una de 

las grandes ventajas disponible en estos días que minimiza los problemas de amplificación del ADN 

proveniente de muestras clínicas como por ejemplo, la presencia de inhibidores (Queipo-Ortuño y 

col., 2008, Tomaso H y col., 2010). Sumado a esto, el avance tecnológico de los termocicladores 

disponibles ha permitido mejorar los tiempos y el rendimiento de los ensayos diagnósticos mediante 

PCR. 

En 1994, Bricker y Halling desarrollaron un ensayo de PCR multiplex para poder discriminar 

B. abortus biovares 1,2 y 4, B. melitensis, B. ovis y B. suis biovar 1; al que denominaron AMOS. Un 

año después, los mismos autores incorporaron otros cebadores al ensayo para poder detectar la cepa 

vacunal B. abortus S19 y B. abortus RB51 (Bricker y Halling, 1995). Más recientemente, López 

Goñi y col. (2008), publicaron un trabajo donde incluyeron las cepas clásicas, cepas vacunales y las 

marinas como B. ceti y B. pinnipedialis. Dicho trabajo es recomendado por la OIE como prueba 

rápida para la identificación de especies de Brucella (OIE, 2009). Más tarde, Shung y col., (2011) 

incluyeron cebadores específicos para diferenciar correctamente B. canis de B. suis en el ensayo de 

López Goñi (Bruce ladder multiplex). López Goñi y col., (2011) mejoraron el trabajo del 2008 

incorporando nuevos cebadores que permitieron también, diferenciar correctamente B. canis de B. 

neotomae y de los biovares de B. suis. 

 

1.7.1  Regiones génicas blancos para el diagnóstico molecular 

 

La secuenciación del genoma completo de B. mellitenis fue publicado por Del Vecchio y col. 

(2002) y, en el mismo año, Paulsen y col. (2002) dieron a conocer el de B. suis. Más tarde, Halling y 

col. (2005) describieron el genoma de B. abortus, en 2009, Audic y col., (2009) el de B. microti y en 

2007 se conoció el de B. canis (Setubal y col., 2007). 
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Uno de los primeros genes de Brucella en ser clonado y caracterizado como blanco 

diagnóstico fue la región que codifica para la proteína BCSP31, la cual está conservada en todas las 

especies de esta bacteria (Mayfield y col., 1988). Basados en ésta región, Baily y col., (1992) 

diseñaron un ensayo de PCR simple, robusto y sensible. Varios autores utilizaron este protocolo en 

muestras clínicas de animales y humanos con excelentes valores de sensibilidad y especificidad 

(Cortez y col., 2001, Gallien y col., 1998, Moratta y col., 1998, Queipo Ortuño y col., 1997). 

Científicos italianos evaluaron el comportamiento de la PCR desarrollada por Baily empleando 

muestras de queso blando contaminadas con Brucella. Las mismas eran provenientes del uso de 

leche no pasteurizada y obtuvieron buenos resultados de sensibilidad y especificidad (Serpe y col., 

1999). 

Luego del trabajo realizado en 1992, otras regiones conservadas de Brucella fueron 

empleadas para el diagnóstico. El gen ribosomal 16S rRNA fue utilizado por Romero y col., (1995a) 

para detección de diferentes cepas de Brucella de laboratorio, vacunales y aislamientos de muestras 

clínicas humanas y animales. Este estudio incluyó otras bacterias filogenéticamente relacionadas a 

Brucella, siendo el ensayo muy específico en la detección. Más tarde, se descubrió que la región 

génica del espaciador del 16S-23S rRNA podría brindar regiones aún más específicas que el 16S 

rRNA (Rijpens y col., 1996). Investigadores del Brasil diseñaron cebadores específicos para esta 

región génica y encontraron una sensibilidad y especificidad en la detección de un 95% y 100% en 

muestras de sangre, flujos vaginales y semen de caninos. También, la concordancia fue buena con 

las pruebas serológicas (Keid y col., 2007a, 2007b, 2010). 

En 1989 se descubrieron dos genes codificantes para porinas muy similares: omp2b y omp2a, 

los cuales presentan un 85% de homología entre su secuencia (Ficht y col., 1989). En el año 1995, 

Leal-Klevezas y col., desarrollaron una PCR empleando estos genes para la detección de Brucella 

spp. en muestras de leche y sangre de bovinos. Más tarde, investigadores japoneses diseñaron un 

ensayo a partir de ese blanco para cultivos puros de Brucella (Imaoka y col., 2007). 

Otra región conservada empleada en el diagnóstico de Brucella es la distribución de secuencias de 

inserción IS711, la cual presenta la ventaja que todas las especies de Brucella contienen al menos 5 

y hasta 35 copias del elemento distribuido a lo largo de sus genomas: 7 a 10 en B. melitensis, 6 a 8 

en B. abortus, B. suis y B. canis, y más de 28 en B. ovis (Ouahrani y col., 1993, Halling y col., 1993, 

Nakkas Al A.F y col., 2002). 
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Numerosos autores han utilizado la PCR para complementar el diagnóstico en muestras de 

sangre en humanos (Queipo-ortuño y col., 1997, E. Navarro y col., 2002, Mitka y col., 2007, 

Baddour y col., 2008, Al-Ajlan HH y col., 2010), en sangre de animales (Leal-Klevezas y col., 1995, 

Keid y col., 2010) en sueros humanos y animales (Zerva, L. y col., 2001, Keid y col., 2010, 

Garshasbi y col., 2014) en flujos vaginales y semen en caninos (Keid y col., 2007a, 2007b ). Otros 

reportes evaluaron diferentes genes mediante PCR para la detección de Brucella spp. en desordenes 

reproductivos con muestras de distintas especies animales. Un estudio incluyó cabras, búfalos, 

bovinos y un solo canino y se evaluaron a partir de cultivos de Brucella por medio de PCR 

(Ghodasara y col., 2010). 

Investigadores españoles utilizaron un ensayo de PCR en tiempo real (qPCR) en 10 muestras 

clínicas de orina de pacientes humanos amplificando el gen codificante para BCSP31 encontrando 

resultado positivo solo en uno de los casos (Queipo-ortuño y col., 2006). Más recientemente, 

Kauffman y col., (2014) evaluaron 165 muestras de sangre, 65 de flujos y 6 de orina de caninos 

mediante qPCR, amplificando el gen omp25. El gen codificante para BCSP31 ha sido evaluado 

recientemente para la detección de Brucella spp en orina de caninos con excelentes resultados al ser 

contrastados con el urocultivo (Boeri y col., 2016).  
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2.  HIPOTESIS 

 

La sensibilidad y especificidad para la detección de Brucella spp. en caninos difiere según el 

gen amplificado por PCR estándar y la muestra clínica empleada.  

 

2.1  OBJETIVO GENERAL 

 

 En la literatura no se encuentra descripto un ensayo comparativo de distintos genes para la 

detección de Brucella spp. en muestras clínicas de sangre, flujos y orina de caninos. En vista de los 

antecedentes explicados, el objetivo de este estudio fue: 

 

� Comparar la sensibilidad (S), especificidad (Esp) y razón de verosimilitud positiva (RV+) de 

4 ensayos de PCR para la detección de Brucella spp. en diferentes muestras clínicas de 

caninos.  

 

2.2  OBJETIVOS PARTICULARES 

 

� Estimar la sensibilidad y especificidad analítica de los 4 ensayos de PCR en muestras clínica 

de sangre, flujo y orina de caninos.  

 

� Estimar la fuerza de concordancia de cada ensayo de PCR respecto al Gold Estándar 

establecido. 

 
� Evaluar la exactitud diagnóstica de los 4 ensayos de PCR por medio del empleo de curvas 

ROC. 

 

� Determinar cuál ensayo de PCR fue el más útil para el diagnóstico molecular de brucelosis 

canina.  
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3.1  Diseño, población y muestras 

 

Se realizó un estudio comparativo observacional transversal a muestras relacionadas durante 

el período octubre 2013 /octubre 2015 en caninos machos y hembras de la Ciudad Autónoma de 

Buenos Aires (CABA) y de diferentes zonas de la provincia de Buenos Aires. Fueron muestreados 

animales entre 8 meses y 9 años de edad cuya procedencia fue la siguiente: caninos que 

concurrieron al Servicio de Cirugía del Instituto de Zoonosis Luis Pasteur (IZLP) de CABA; caninos 

provenientes de criaderos comerciales con presencia de la enfermedad y libres de la misma; por 

último, caninos de refugios y de veterinarias privadas de CABA. No se incluyeron aquellos que 

presentaran signos clínicos de enfermedades no compatibles con brucelosis ni los que estuvieran 

bajo tratamiento con antibiótico. Las muestras fueron tomadas en forma consecutiva hasta alcanzar 

un número equilibrado de 299 enfermos y 299 sanos, trabajándose con un intervalo de confianza del 

95% y un error del 5% (programa OpenEpi, versión 3.01). Las mismas fueron procesadas por 

diferentes operadores asegurando de este modo las mediciones cegadas e independientes. Se obtuvo 

sangre entera de machos y hembras, flujos genitales de hembras y orina de machos. Los datos se 

volcaron en un ficha conteniendo la siguiente información: a) datos del propietario/tenedor 

responsable: dirección / teléfono / barrio/zona / localidad y b) datos relacionados con el canino: 

Sexo (macho/hembra) / Edad (en años según lo referido por el responsable) / Raza (específica/ 

indefinido/ mestizo).  

Previa explicación del objetivo del estudio a los propietarios de los animales, se realizó el 

consentimiento escrito para la toma de muestras.   

Los caninos del IZLP fueron muestreados una vez anestesiados y listos para la intervención 

quirúrgica, los de los criaderos se sujetaron en forma segura (colocación de bozal y uso de collar y 

correa) por los cuidadores del establecimiento, los animales de refugios por los trabajadores del 

lugar y los de casas particulares con la ayuda de los propietarios. Primero se procedió a rasurar la 

zona de la gotera yugular, se limpió con alcohol al 70% y se embrocó con iodopovidona al 10% para 

la extracción de sangre en forma aséptica. Con jeringa de 10 mL y aguja  25/8 se punzó la vena 

yugular, una vez obtenida la sangre se cambió la aguja por una nueva para luego colocar 2 mL en un 

tubo para hemocultivo al lado de una llama, conservando a temperatura ambiente hasta su siembra 

bacteriológica. 
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Luego se descartó la aguja y se colocaron 900 µL (microlitros) en un tubo libre de ARNasas 

conteniendo 100 µL de citrato de sodio al 2,5% como anticoagulante para la prueba de PCR. Se 

conservó refrigerado a 4 ºC hasta su procesamiento. 

En ambos casos se homogeneizó bien la muestra para evitar la coagulación. Luego se 

colocaron 3 ml en un tubo limpio y seco para pruebas serológicas, centrifugándose de inmediato 

para evitar la hemólisis. Para las muestras de orina se obtuvo 6 ml por sondaje vesical utilizando 

sonda K-30 o K-33 (según el tamaño del animal) colocando 3 ml en un tubo estéril para 

bacteriología y 1,5 ml en tubo libre de ARNasas para PCR (por duplicado), completando un total de 

3 ml de orina. Se conservaron a 4 ºC hasta su procesamiento. Con un hisopo de dacrón se realizaron 

hisopados vaginales colocándolos en un tubo para PCR conteniendo buffer TE (10 mM Tris-HCl pH 

8,0 1 mM disodium EDTA pH 8.0) para su conservación y posterior procesado.  

 

3.2  Método Gold estándar 

 

Se siguieron los pasos metodológicos para valoración de test diagnósticos (Castiglia, 1998) 

definiendo en primer lugar el Gold Estándar (GE) para poder contrastar los ensayos de PCR. Para 

esto, se tomó la combinación de los resultados diagnósticos hallados en las pruebas serológicas y 

bacteriológicas, teniendo en cuenta también los signos clínicos compatibles con brucelosis canina y 

epidemiología compatible. Se detallan a continuación:  

• RSAT: como técnica de tamiz, con antígenos de referencia del Instituto Malbrán o SENASA 

(Servicio Nacional de Sanidad Animal) se empleó la cepa B. canis variante M- (Carmichael y 

col., 1987). 

• AGID: utilizando la cepa de B. ovis REO 198 (OIE, 2014). 

• IELISA: de acuerdo al protocolo descripto (Lucero y col., 2002). 

• RSAT 2-ME: de acuerdo al protocolo descripto (Carmichael y col., 1987). 

• Aislamiento bacteriano: para bacteriología se llevaron a cabo las recomendaciones 

bibliográficas (Alton y col., 1988), realizándose cultivos de sangre entera y orina.  

• Aglutinación con antígeno tamponado  en placa (BPA). Es la prueba para detectar anticuerpos 

anti brucelas lisas. Se realizó siguiendo los procedimientos estandarizados (Angus y col., 1984). 
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• Epidemiología compatible:  

� Convivencia con animales positivos 

� Origen: de criadero / refugio / vía pública / casa particular 

� Antecedentes de servicios no testeados previamente  

� Estadía en pensionado  

� Salida con paseador 

� Hábitos: se clasificó a partir de la información referida por el responsable  en : 

a. domiciliario: no sale o lo hace con correa  

b. peri domiciliario: sale con supervisión   

c.  vagabundo: sin dueño, callejero                                     

� Antecedentes de servicios: si / no sabe 

Se consideró como epidemiología compatible con brucelosis canina el cumplimiento de uno o 

más de los ítems antes descriptos. 

 ● Síntomas compatibles con brucelosis canina:  

� presencia de orquitis / epididimitis  

� atrofia testicular 

� dermatitis escrotal 

� muerte embrionaria  

� falla en la concepción 

� aborto 

� muerte perinatal 

� cachorros natimortos  

� cachorros débiles 

� disco espondilitis  

 

3.2.1  Definición de animales sanos y enfermos 

 

Se definió como sano a todo canino negativo a las pruebas serológicas y bacteriológicas, en 

conjunto con la ausencia de signos y síntomas clínicos compatibles con brucelosis canina. A su vez, 

se definió como enfermo a todo canino que cumpliera con la combinación de diferentes pruebas 

diagnósticas siguiendo los patrones que se muestran en la tabla 2.                       
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 TABLA 2.  Combinación de pruebas para definir el GE establecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pos: positivo, neg: negativo, +: positivo, -: negativo 

 

3.3  Pruebas moleculares para detección de Brucella spp. 

 

La extracción del ADN (ácido desoxirribonucleico) se realizó con columnas de extracción 

High Pure PCR Template preparation kit Roche-applied-science siguiendo el protocolo del 

fabricante. Luego de obtenido el ADN purificado, se procedió a medir la concentración del mismo 

en un equipo Nanodrop ND1000 para saber la cantidad exacta a utilizar en cada reacción de PCR 

(30 – 50  ng/µL). 

La tabla 3 muestra los termociclados utilizados para la amplificación de ADN de cada 

ensayo de PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 RESULTADO  
PATRON ORO 

pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos  neg neg 

RSAT   + + + + + - - + + - + - 

AGID + + - - + - + - - - - - 

IELISA + + - + - - - - - - - - 

RSAT 2-ME  
 

+ + + - - - - + - - - - 

Aislamiento 
bacteriano 
 

+ +/- +/- +/- +/- + +/- +/- +/- - - - 

Signos compatibles 
con Brucella spp. 

+ +/- + +/- +/- +/- +/- +/- +/- + - - 

Epidemiología 
compatible 

+ +/- + +/- +/- - - + + + - - 
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Tabla 3. Termociclados realizados con cada par de cebadores. 

       

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Para las reacciones se utilizó un Termociclador Eppendorf Mastercycler personal. 

La amplificación del ADN se llevó a cabo en tubos con 25 µL de volumen final por reacción 

conteniendo: 0,5 µM de cada cebador (forward/reverse), 200 µM de cada uno de los cuatro 

desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), 5 µL de buffer 5X con cloruro de magnesio a una 

concentración final por reacción de 1,5 mM (PROMEGA 5X Green GoTaq® Flexi Buffer Migration 

Pattern) y 1 UI/ mL de Taq ADN Polimerasa. Cuando fue posible, se utilizó como control interno de 

PCR los iniciadores para amplificar un segmento de 86 pb (pares de bases) del exón III del gen de 

beta-actina humana (mini beta actina), (Secuencia de cebadores 5`-3`: Forward: GAG ACC TTC AAC ACC CCA 

G / Reverse: ATC ACG ATG CCA GTG GTA C) (Byodinamics SRL) colocando 0,5 µM de cada cebador. La 

cantidad de ADN por tubo fue entre 30 a 50 ng/µL de acuerdo a las mediciones obtenidas luego de 

la extracción. Como control positivo de la reacción de amplificación por PCR se utilizó ADN 

purificado a partir de la cepa B. canis RM6/66 a una concentración de 30 ng/µL y como control 

negativo  de reacción se emplearon 5 µL de agua ultra pura para biología molecular.  

Los amplicones obtenidos fueron resueltos en geles de agarosa al 1,5% conteniendo 0,5 

µg/mL de bromuro de etidio. Para cada reacción de PCR evaluada se sembraron 10 µL por calle 

respetándose el siguiente orden: control negativo de extracción de ADN, muestras, control negativo 

de PCR, control positivo de PCR y el marcador de peso molecular (MpM) en la última calle. Se 

realizó una corrida electroforética a 100 voltios constante durante 30 minutos en buffer TAE. (Tris-

Cebadores Desnaturalización 
inicial 

Ciclos Extensión 
final 

 
B4 
B5 

 
95 ºC      5 minutos 

94 ºC   60 segundos 
62 ºC   60 segundos 
72 ºC   60 segundos 

Total:   35 ciclos 

 
72 ºC 

10 minutos 

 
ITS66 
ITS279 

 
95 ºC      2 minutos 

95 ºC  30 segundos 
62 ºC  30 segundos 
72 ºC  30 segundos 
Total : 40 ciclos 

 
72 ºC 

5 minutos 

 
JPF 
JPR ca 

 
95 ºC      5 minutos 

95 ºC   60 segundos 
65 ºC   60 segundos 
72 ºC   60 segundos 

Total : 35 ciclos 

 
72 ºC 

7 minutos 

 
O1 
O2 

 
93 ºC   45 segundos 

93 ºC   60 segundos 
69 ºC   60 segundos 
72 ºC   60 segundos 

Total : 35 ciclos 

 
72 ºC 

1 minuto 
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acetato-EDTA). La visualización se realizó empleando un transiluminador de luz UV. Finalmente 

las corridas fueron registradas empleando una máquina fotográfica kodak Easy Share Z7590 con 

filtro para luz UV. 

 

3.3.1  Genes / regiones génicas amplificados por PCR 

 

1. Cebadores B4/B5 (PCR 1), amplifica la región codificante para BCSP31. 

2. Cebadores ITSS66 / ITSS279 (PCR 2), amplifica la región del espaciador 16S-23S rDNA.  

3. Cebadores JPF/JPR ca (PCR 3), amplifica la  región omp2a y omp2b.  

4. Cebadores O1/O2 (PCR 4), amplifica la región IS711.   

 

Tabla 4. Cebadores utilizados con la región que amplifica y el tamaño del amplicón obtenido.  

Cebador Secuencia (5`-3`) 
Región génica 

blanco Tamaño del amplicón Referencia 
          

B4 tggctcggttgccaatatcaa     BCSP31 223 pb Baily y col.,. 1992 

B5 cgcgcttgcctttcaggtctg 
   

     

ITS66 acatagatcgcaggccagtca 16S-23S rDNA del espaciador 214 pb  keid y col.,. 2007 

ITS279 agataccgacgcaaacgctac 
   

     

JPF cgcctcaggctgccgacgcaa omp2b omp2a 

JPR ca cctttacgatccgagccggta 
 

187 pb 
 

Imaoka y col.,. 
2007 

 
     

O1 tccgcaagcttcaagccttctatcc IS711 325 pb Nakkas y col.,. 
2002 

O2 gcgtgtctgcattcaacgtaacc 
      

     

 

Para todos los ensayos de PCR se consideró negativo la falta de observación directa de la 

banda en el gel de agarosa y positivo a la banda observada a la misma altura que el control positivo.  

 

3.3.2  Sensibilidad analítica (límite de detección) 
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Se realizó una re suspensión en TSB (Tris buffer salino) de una colonia aislada de B. 

canis RM6/66 y 100 µL por placa de la misma fueron luego sembrados en agar triptosa e incubadas 

a 37 °C durante tres días. Las bacterias fueron cosechadas empleando 3 mL/placa de TSB y 

colectadas en un tubo cónico de 15 mL. Luego se separaron por centrifugación a 4.000 g durante 5 

minutos. El pellet fue re suspendido de manera homogénea en 4,5 mL de TSB. Finalmente, alícuotas 

de 750 µL/tubo fueron conservadas en tubos de 1,5 mL a -80 °C. La determinación de la 

concentración del inoculo fue realizada una semana después mediante la siembra en medio agar 

triptosa de diluciones seriadas al décimo.  

Una vez obtenido el recuento de bacterias, que dio como resultado 1,8x1010 UFC/mL 

(Unidad formadora de colonias por mililitro), se realizó la sensibilidad analítica a las tres muestras 

clínicas para establecer el límite de detección de cada ensayo de PCR siguiendo las 

recomendaciones descriptas (OIE, 2014).  

 

3.3.2.1  Sangre  

 

La muestra de sangre empleada fue tomada a partir de un animal sano y para la obtención de 

las distintas concentraciones seriadas se procedió de la siguiente manera: 50 µL de la cepa fueron 

colocadas en un tubo con 450 µL de sangre  mezclada con citrato de sodio al 2,5 %, obteniéndose 

así la dilución de 1x109 UFC/mL. Luego, se tomaron 50 µL de la sangre infectada (dilución 1x109 

UFC/mL) y se colocaron en un nuevo tubo conteniendo 450 µL de sangre, obteniendo la dilución 

1x108 UFC/mL y así sucesivamente hasta llegar a 1x10-1 UFC/mL para luego extraer el ADN de 

cada uno de los tubos con las diferentes concentraciones de Brucella.  

 

3.3.2.2  Flujos 

 

La muestra de flujos genitales fue obtenido de una hembra sana y para la obtención de las 

distintas concentraciones seriadas se realizó lo siguiente: se tomaron 50 µL de la cepa 1,8x1010 

UFC/mL y se colocaron en un tubo conteniendo 450 µL de flujo,  obteniéndose así la dilución de 

1,8x109 UFC/mL por diluciones seriadas al décimo y siguiendo igual protocolo que el descripto 

previamente para sangre entera.  
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3.3.2.3  Orina 

 

La muestra de orina empleada fue colectada de un animal sano y con la misma se realizó el 

siguiente protocolo: se tomó una alícuota de 500 µL  de la cepa 1,8x1010 UFC/ml colocándola en 

4.500 µL de orina  obteniéndose así la dilución 1x109 UFC/mL. A partir de la misma se realizaron 

diluciones seriadas 1/10 hasta llegar a 1x10-1 UFC/mL, de la misma forma que para las muestras de 

sangre. Luego se transfirió una alícuota de 1 ml de la orina infectada del tubo correspondiente a la 

dilución 1,8x109 UFC/mL a un tubo nuevo vacío y se centrifugó a 15.000 g durante 10 minutos, 

descartando el sobrenadante. Se adicionó una nueva alícuota de 1 ml de orina de la misma dilución y 

se repitió este paso tres veces más asegurando así la obtención del pellet visible. El mismo fue 

resuspendido con 200 µL de buffer fosfato salino (PBS) estéril y utilizado luego como muestra para  

la extracción de ADN.  

 

3.3.3  Especificidad analítica 

 

Los 4 ensayos de PCR se realizaron con ADN de bacterias emparentadas filogenéticamente 

con Brucella para establecer la especificidad analítica (cepas pertenecientes a la Colección de 

Cultivos del Servicio Antígenos y Antisueros del INPB (Instituto Nacional de Producción de 

Biológicos - ANLIS "Carlos G. Malbrán"). Las bacterias empleadas fueron: Escherichia coli (EC 

0304), Shigella flexneri (SHI 0086) y, Salmonella enteritidis (SAL 0176). 

 

3.4  Índice de concordancia de los 4 ensayos de PCR 

 

Se calculó el coeficiente kappa utilizando el programa Epidat 4.0 y para los valores de fuerza 

de concordancia se siguieron las recomendaciones de Altman (1991).  

 

3.5  Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico se realizó con el programa Epidat versión 3.1 para tablas de 2x2 y 

gráficos de curvas ROC. Se evaluó la sensibilidad, especificidad y RV+ de cada PCR con las tres 

muestras (sangre-flujos-orina) con los respectivos intervalos de confianza del 95% (IC 95) para 
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poder comparar los resultados (Johnson, 2004, Gardner y Greiner, 2006). Para establecer si hubo o 

no diferencias significativas entre los ensayos respecto del área bajo la curva (ABC) de las curvas 

ROC, se realizó el análisis de la varianza a mediciones repetidas (ANOVA) utilizando el programa 

WinPepi versión 11.43. (Copywright J Abramson 7 de julio 2014). 
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4.1  Muestras  

 

Fueron evaluadas 244 muestras de sangre, 101 de orina y 250 de flujos, dando un total de 

595 entre animales sanos y enfermos. La muestra fue equilibrada para poder obtener los valores de 

cribaje de los 4 ensayos de PCR contrastados con el GE. Se muestrearon un 70,75 % de hembras 

(421/595) y un 29,24 % de machos (174/595). El origen de los animales fue el siguiente: criadero 

comercial 33,10% (197/595), refugio 9,24% (55/595), casa particular 48,90 (291/595), encontrado 

en la vía pública 8,73% (52/595). Se registraron síntomas clínicos compatibles en un 9,41% 

(56/595) y epidemiología compatible en un 50,42% (300/595).  

 

4.2  Pruebas serológicas y bacteriológicas de los animales sanos   

 

De la totalidad de animales muestreados, 297 correspondieron a animales sanos con 

resultado negativo a las pruebas serológicas de BPA y RSAT como así también a los hemocultivos y 

urocultivos realizados.   

 

4.3  Pruebas serológicas y bacteriológicas de animales enfermos 

 

Al total de los 298 animales positivos al GE se les realizó la prueba de BPA y RSAT. La 

primera dio negativo el 100% (298/298) es decir, ningún animal tuvo anticuerpos anti brucellas 

lisas. La segunda arrojó un 74,16% (221/298) de positivos. Cuando fue posible, se realizó la prueba 

de RSAT-ME encontrando un total de 31,21% (69/221) de positivos. Igual situación ocurrió con la 

prueba de iELISA detectando un 87,17% (34/39) de sueros positivos. La prueba de AGID se realizó 

en 50 sueros obteniendo un 62% de positivos (31/50). A todos los animales se les realizó 

hemocultivo (a machos y hembras) y urocultivo (solo a los machos) obteniendo los siguientes 

resultados: hemocultivo 19,12% (57/298) positivos y 2,01% (6/298) contaminados. Urocultivo 

16,43% (12/73) positivos y 5,47% (4/73) contaminados.  
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4.4  Manifestaciones clínicas y epidemiología compatible de los animales enfermos  

 

Dentro de los 298 positivos al GE, el 84,56% (252/298) tuvo epidemiología compatible y el 

18,45% (55/298) tuvo sintomatología compatible.   

En la figura 7 se muestran los síntomas clínicos hallados en 55 de los 298 animales positivos 

al GE. Se observa que el aborto fue el síntoma más prevalente seguido por infertilidad, epididimitis, 

cachorros natimortos y discoespondilitis. 

 

 
 
Figura 7. Gráfico de la distribución de los signos clínicos hallados en 55 de los 298 perros positivos al GE expresada en 
porcentaje.  
 
4.5  Sensibilidad analítica / límite de detección 

 
La patogenia de la brucelosis canina hace predilecta la elección de sangre, flujo genital y 

orina como muestra para el diagnóstico molecular. Cada una de las mismas posee una matriz con 

una composición global definida que difiere entre sí. Para evaluar el efecto de la matriz de la 

muestra en la amplificación de ADN de Brucella, se emplearon las muestras antes mencionadas 

sobre las cuales se determinó la eficiencia de las PCR y posibles efectos en la amplificación. 
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4.5.1  Sensibilidad analítica en muestras de sangre 
 
 

  

 

 

 
 

Figura 8. Determinaciòn de la sensibilidad analítica en muestras de sangre. Línea 1: Control negativo de extracción de ADN, líneas 2 

a 11: dilución 1,8x109 a 1,8x100 UFC/ml, línea 12: Control negativo de PCR, línea 13: Control positivo de PCR, línea 14: MpM 100 

pb DNA Roche xiv 11721933001. Las flechas sobre el lado derecho muestran el tamaño del amplicón de cada par de cebadores. Del 

lado izquierdo se observa la flecha que marca el Control interno de PCR.  

 

La figura 8A muestra el límite de detección de los cebadores B4/B5. Se puede observar una 

banda visible hasta la dilución 1,8x104 UFC/mL. La figura 8B muestra los cebadores 

ITS66/ITS2279 observándose banda visible hasta 1,8x103 UFC/mL. La figura 8C muestra los 
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cebadores JPF/JPR ca viéndose banda visible hasta 1,8x103 UFC/mL y por último, la figura 8D 

muestra la sensibilidad analítica de los cebadores O1/O2 con una banda visible  hasta 1,8x104 

UFC/mL.   

4.5.2  Sensibilidad analítica en muestras de flujos genitales 
 
 

 

 

 

 
 

Figura 9. Determinaciòn de la sensibilidad analítica en muestras de flujos genitales. Línea 1: Control negativo de 

extracción de ADN, líneas 2 a 10: dilución 1,8x109 a 1,8x101 UFC/mL, línea 11: Control negativo de PCR, línea 12: 

Control positivo de PCR,  línea 13: MpM 100pb DNA Roche xiv 11721933001. Las flechas sobre el lado derecho 

muestran el tamaño del amplicón de cada par de cebadores. Del lado izquierdo se observa la flecha que marca el Control 

interno de PCR.  
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La figura 9A muestra el límite de detección de los cebadores B4/B5 observándose banda 

visible hasta la dilución 1,8x106 UFC /mL. En la figura 9B los cebadores ITS66/ITS2279 muestran 

banda visible hasta 1,8x102 UFC/mL. La figura 9C muestra los cebadores JPF/JPR ca los cuales 

arrojan una banda visible hasta 1,8x105 UFC/mL. La figura 9D presenta a los cebadores O1/O2 con 

una banda visible hasta 1,8x105 UFC/mL.  

4.5.3  Sensibilidad analítica en muestras de orina 
 
 

 

 

 

 
Figura 10. Determinaciòn de la sensibilidad analítica en muestras de orina. Línea 1: Control negativo de extracción de ADN, líneas 2 

a 11: dilución 1,8x108 a 1,8x10-1 UFC/mL, línea 12: Control negativo de PCR, línea 13: Control positivo de PCR, línea 14: MpM 

100pb DNA Roche xiv 11721933001. Las flechas sobre el lado derecho muestran el tamaño del amplicón de cada par de cebadores. 

Del lado izquierdo se observa la flecha que marca el Ci de PCR. 
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La figura 10A muestra el límite de detección de los cebadores B4/B5 observándose banda 

visible hasta la dilución 1,8x102 UFC/mL. La figura 10B muestra los cebadores ITS66/ITS2279 los 

cuales arrojan banda visible hasta 1,8x100 UFC/mL. La figura 10C muestra los cebadores JPF/JPR 

ca los cuales permiten ver banda visible hasta 1,8x103 UFC/mL y la figura10D O1/O2 banda visible 

hasta 1,8x104 UFC/mL.   

La banda de PCR del control interno se puede ver en las figuras 8, 9 y 10 A y figura 10B. Se 

observa que a medida que el target de ADN bacteriano disminuye, aumenta la visualización del 

control interno.  

 

Para una mejor visualización, los resultados de sensibilidad analítica obtenidos para cada 

grupo de cebadores en los tres tipos de muestra son mostrados en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Límite de detección de los 4 pares de cebadores expresado en UFC/mL 
 

  MUESTRA  
 SANGRE FLUJO ORINA 

CEBADOR    
B4/B5 1,8x104 1,8x106 1,8x102 

ITS66/ITS279 1,8x103 1,8x102 1,8x100 
JPF/JPR ca 1,8x103 1,8x105 1,8x103 

O1/O2 1,8x104 1,8x105 1,8x104 
 

Se puede observar que el límite de detección en sangre fue de 1,8x103 UFC/mL para los 

cebadores ITS66/ITS279 y JPF/JPR ca, seguidos por 1,8x104 UFC/mL en B4/B5 y O1/O2. En 

muestras de flujo, los cebadores ITS66/ITS279 detectaron 1,8x102 UFC/mL mientras que JPF/JPR 

ca y O1/O2 detectaron 1,8x105 UFC/mL. Los cebadores B4/B5 detectaron 1,8x106 UFC/mL. Por 

último, en orina, la mejor detección fue para los cebadores ITS66/ITS279 con 1,8x100 UFC/mL, 

seguido por B4/B5 con 1.8x102 UFC/mL. En tercer lugar, los cebadores JPF/JPR ca con 1,8x103 

UFC/mL y finalmente O1/O2 con 1.8x104 UFC/mL. 

Los resultados obtenidos corresponden al empleo como matriz de muestras provenientes de 

animales negativos. Es importante tener presente que la composición de la matriz se verá modificada 

ante la presencia de la enfermedad y que los límites de sensibilidad antes mencionados podrían 

variar.  
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4.6  Especificidad analítica  

Con el objetivo de reevaluar la especificidad analítica y utilizando los cebadores descriptos 

en la Tabla 4, se realizó la amplificación mediante PCR del ADN obtenido a partir de 

microorganismos filogenéticamente relacionados con Brucella: Escherichia coli (EC 0304), Shigella 

flexneri (SHI 0086), Salmonella enteritidis (SAL 0176). La figura 10 muestra los resultados de la 

especificidad analítica realizada. 

 

  
 Figura 11. Especificidad analítica de los 4 grupos de cebadores estudiados. Línea 1: cepa Escherichia coli, línea 2: cepa 

Shigella flexneri, línea 3: cepa Salmonella enteritidis, líneas 4 y 10: control negativo de PCR, línea 5 y 11: control 

positivo de PCR, línea 6y12: MpM, línea 7: cepa Escherichia coli, línea 8: cepa Shigella flexneri, y línea 9: cepa 

Salmonella enteritidis, Fila superior. Líneas 1 a 5: cebadores B4/B5, líneas 7 a 11: cebadores ITS66/ITS279. Fila 

inferior.  Línea 1 a 5: cebadores JPF/JPR ca, línea 7 a 11 cebadores O1/O2. Las flechas indican el tamaño de la banda de 

PCR de cada ensayo.  

Los resultados obtenidos concuerdan con los esperados y previamente publicados (Baily y 

col., 1992, Keid y col., 2007a, Nakkas y col., 2002, Imaoka y col., 2007), demostrándose la 

especificidad de los cebadores al género Brucella. 
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4.7  Índice de concordancia entre los 4 ensayos de PCR 

Para determinar la reproducibilidad de las pruebas de PCR, se estimó la fuerza de 

concordancia entre los diferentes ensayos estudiados y el GE establecido previamente. Se calculó el 

índice de concordancia (índice kappa) con sus respectivos IC, el cual se muestra en la Tabla 6.   

 

Tabla 6. Concordancia entre los 4 ensayos de PCR y el GE. 
 

 
  
 

 

 

 

 

 

En la tabla 6 se pude ver que la PCR 2 tuvo una fuerza de concordancia buena seguida por la 

PCR 1 y 4 con una concordancia moderada; por último la PCR 3 con una fuerza de concordancia 

débil. 

 

4.8  Sensibilidad y especificidad diagnóstica 

 
Tabla 7.  Sensibilidad, especificidad y razón de verosimilitud positiva de los 4 ensayos de PCR en 595 muestras                       
contrastadas con el GE. 
 
    PCR 1        PCR 2                      PCR 3                                 PCR 4 

     
  S 
 
     

45,64 % (IC 39,81 - 51,46) 69,80 %  (IC 64,42 - 75,18)    39,26 %  (IC 33,55 - 44,97) 22,82 %  (IC 17,89 - 27,75) 

  Esp 95,62 %  (IC 93,13 - 98,12) 
 
 

93,94 %  (IC 91,06 - 96.82)    97,31 %  (IC 95,30 – 99,32) 99,66 %  (IC 98,84-100) 

  RV+             10,43   (IC  6,04 -18 )        11.52  (IC 7,31-18,13)    14,58  (IC 7,25- 29,29)            67,77 (IC 9,47 – 484,89) 
     
 S: sensibilidad, Esp: especificidad, RV+: razón de verosimilitud positiva 
 

La tabla 7 muestra los valores de sensibilidad, especificidad y razón de verosimilitud 

positiva de los 4 cebadores contrastados con el GE. Puede verse que la PCR 2 dio mejores valores 

de S seguidos por PCR 1, PCR 3 y PCR 4. La especificidad fue similar en los 4 ensayos.  

 
PCR 

Índice               Intervalo 
                        de 

Kappa             confianza 

 Fuerza 
    de 

concordancia 
    
 

PCR 1 
 

0,42          0,339-0,485 
  

Moderada 
PCR 2 0,637        0,575-0,699  Buena 
PCR 3 0,365        0,291-0,440  Débil 
PCR 4 0,483        0,431-0,535  Moderada 
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Para una mejor visualización de los resultados obtenidos, se realizaron los cálculos de valores de 

cribaje en sangre, flujos y orina que se detallan en las tablas 8, 9 y 10. 

 
Tabla 8. Sensibilidad, especificidad y Razón de verosimilitud positiva de los 4 cebadores en sangre sobre 244 muestras 
 
      PCR1          PCR2           PCR3                    PCR4 

     
    S 
 
     

33,61 %  (IC 24,81 – 42,40) 65,57 %  (IC 56,73 – 74,41)    25,41 %  (IC 17,27 – 33,54) 19,67 % (IC 12,21 – 27,14) 

   Esp 98,36 %  (IC 95,70 -100) 
 
 

95,08 %  (IC 90,83 – 99,33)    96,72 %  (IC 93,15 - 100) 100 %  (IC 99,59 - 100) 

   RV+             20,5 (IC 5,07 – 82,88 )        13,33   (IC 6,05 – 29,04)    7,75    (IC 2,82 – 21,29)             0% (IC) 
     

  
Como muestra la tabla 8, la PCR2 fue la que tuvo mejor sensibilidad diagnóstica en 

muestras de sangre seguido por la PCR1, PCR3 y PCR4.  

 
Tabla 9. Sensibilidad, especificidad y razón de verosimilitud positiva de los 4 cebadores en flujo sobre 250 muestras 
 
      PCR1          PCR2           PCR3                    PCR4 

     
    S 
 
     

49,60%  (IC 40,44 - 58,76) 70,40%  (IC 62 – 78,24)    52 %  (IC 42,84 – 61,16) 28,80%  (IC 20,46- 37,14) 

   Esp 95,20%  (IC 91,05 – 99,35) 
 
 

95,20%  (IC 91,05 – 99,35)    99,20%  (IC 97,24 - 100) 99,20%  (IC 97,24 - 100) 

   RV+             10,33    (IC 4,64 -23,01)        14,67 (IC 6,66 – 32,28)    65 (IC 9,16 – 461,16 )            36  (IC 5,01 – 258,52) 
 

     

  
La tabla 9 muestra que la PCR2 detectó mejor en muestras de flujo seguido por la PCR3, 

PCR1 y PCR4. 

 
Tabla 10. Sensibilidad, especificidad y razón de verosimilitud positiva de los 4 cebadores en orina sobre 101 muestras 
 
      PCR1          PCR2           PCR3                    PCR4 

     
    S 
 
     

64,71 %  (IC 50,61 – 78,80) 78,43%  (IC 66,16 - 90,70)    41,18 %  (IC 26,69 – 55,66) 17,65%  (IC 6,20 – 29,09) 

   Esp 90 %  (IC 80,68 – 99,32) 
 
 

88 %  (IC 77,99 – 98,01)    94 %  (IC 86,42 - 100) 100%  (IC 99-100) 

   RV+             6,47 (IC 2,75 - 15,23 )        6,54  (IC 3,04 -14,04)    6,4  (IC 2,18- 21,57)             0% (IC ) 
     

 
La tabla 10 muestra que la PCR2 detecto mejor seguido por la PCR1, PCR3 y PCR4. 
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Los resultados reflejados en las tablas 8, 9 y 10 demuestran que el empleo de la PCR2 

(ITS66/ITS279) fue la que mejor sensibilidad obtuvo independientemente de la muestra empleada. 

 

La exactitud diagnóstica de los ensayos de PCR testeados en este trabajo se evaluó realizando una 

curva ROC para cada una de las pruebas, las cuales se muestran en la figura 12. El análisis del ABC 

al ser el mejor indicador de la exactitud diagnóstica, estas áreas sirvieron para la comparación de las 

distintas PCR.  

 

 
 

             
 
Figura 12. Curvas ROC de las 4 PCR con el ABC y su respectivo IC de las 595 muestras evaluadas. Cada PCR tiene un 

color detallado en la figura para una mejor visualización de las diferentes ABC.  

 

Se observa que el ABC de la PCR 2 fue mayor respecto a los demás ensayos (0,82 IC 0,79-

0,85). También se corresponde con la curva en el gráfico que más se acerca al vértice superior 

 
                                             

CURVA 

 
 

COLOR 

 
 

ABC 

 
 

IC (95 %) 
    

1) PCR 1 Rojo 0,71 0,68    0,74 

2) PCR 2 Verde 0,82 0,79    0,85 
3) PCR 3 Amarillo 0,68 0,65    0,71 
4) PCR 4 Azul 0,61 0,59    0,64 
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izquierdo donde se encuentran la mayor cantidad de verdaderos positivos y menor cantidad de falsos 

positivos. 

 

4.9  Análisis estadísticos de los resultados  
 
Con el objetivo de analizar en cuanto se incrementa la chance de que el individuo este 

enfermo si la PCR dio positiva, se realizó la determinación de RV+. Los valores hallados de RV+ no 

arrojaron resultados concluyentes. Por otro lado, debido a que se encontró una diferencia en los IC 

del ABC de la PCR 2, se realizó un test de ANOVA a mediciones repetidas para analizar entre que 

ensayos hubo o no diferencias significativas. Los resultados se muestran en la tabla 10.  

 
Tabla 11. Resultados del test de ANOVA mostrando valores del área bajo la curva y su valor p 
 

 PCR Área bajo  Valor p 
 la curva  

PCR 1 / PCR 2 0,71 vs 0,82 < 0,01 

PCR 1 / PCR 3 0,71 vs 0,68 > 0,05 

PCR 1 / PCR 4 0,71 vs 0,61 < 0,01 

PCR 2 / PCR 3 0,82 vs 0,68 < 0,01 

PCR 2 / PCR 4 0,82 vs 0,61 < 0,01 

PCR 3 / PCR 4 0,68 vs 0,61 < 0,01 

 

En la tabla 11 se muestra mediante el test de ANOVA que hay diferencias significativas 

entre todas las PCR, salvo entre la PCR1 y la PCR3.  
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En el año 1996, Carmichael y Shin, publicaron los problemas diagnósticos existentes para 

obtener un resultado confiable para brucelosis canina y lo llamaron el “dilema diagnóstico”. De 

hecho, recomendaron la utilización de antígenos de referencia probados para las pruebas serológicas 

y así minimizar la aparición de los falsos positivos que llevan a errores de manejo. Hoy en día, 20 

años después, ese inconveniente sigue vigente y la PCR no escapa a ese concepto respecto a su uso 

en el diagnóstico de la enfermedad.   

 

5.1  Cultivos bacteriológicos 

 

Los aislamientos microbiológicos obtenidos en este trabajo mostraron que, si bien es 

específico para un diagnóstico inequívoco, la baja sensibilidad es constante con este método además 

de los riesgos que el mismo conlleva para el operador. La relación entre el tamaño del inóculo y el 

crecimiento bacteriano ha sido descripto (Zimmerman y col., 1990) y hay autores que sugieren 

varias muestras de sangre debido a la baja proporción de organismos circulantes en la porción 

leucocitaria (Hollet, 2006). Esto no fue posible en este estudio debido a la resistencia de los 

propietarios a dicha práctica; Quizás, esto último podría ser la base para futuros estudios. También 

es importante tener en cuenta que si bien un hemocultivo positivo confirma la presencia de la 

enfermedad, uno negativo no la descarta (Wanke MM, 2004, Carmichael y Shin 1996, Green EG y 

Carmichael LE 2012, Hollet 2006).   

 

5.2  Pruebas serológicas 

 

La prueba serológica de tamiz RSAT mostró niveles de sensibilidad similares a los 

descriptos en otros estudios (Keid y col., 2007a, 2009, Kaufmman y col., 2014). Esta prueba no 

registró falsos positivos tal como los descriptos en la literatura. Una posible razón se deba a que, de 

la totalidad de los animales positivos al GE definido en la tabla 2, todos los reactivos se 

confirmaron por otras técnicas o por combinación de síntomas y epidemiología compatible con 

brucelosis canina.  

El test de iELISA se realizó sobre 50 sueros de los cuales 34 dieron resultado positivo. A su 

vez, 5 sueros dieron positivo en ausencia de reacción a las demás pruebas. Esto pudo deberse a que 
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el iELISA detecta anticuerpos en forma temprana antes que la técnica tamiz de RSAT (Wanke, 

2009).  

La prueba AGID detectó resultados positvos en animales con historia de curso crónico de la 

enfermedad. En 11 de los 50 sueros testeados por esta técnica se obtuvieron resultados positivo y 

negativo al RSAT, lo que coincide con los hallazgos de Keid y col. (2009). En 20 casos positivos 

hubo coincidencia (RSAT y AGID) y solamente hubo 5 casos RSAT positivo y AGID negativo. 

Esto pudo deberse a que el antígeno B. ovis REO 198 utilizado en Argentina para AGID es 

completo, es decir, tiene componentes de pared celular y de citoplasma. En otras partes del mundo, 

existen pruebas de AGID que utilizan antígenos citoplasmáticos o del lipopolisacárido (LPS) lo que 

difiere respecto a la sensibilidad y especificidad en los resultados obtenidos (Greene y Carmichael, 

2012).  

 

5.3  Genes estudiados  

 

En este trabajo se compararon 4 genes: gen codificante para la proteína BCSP31, 16s-23s 

rRNA (ribosomal del espaciador), IS711 (secuencias de inserción) omp2a y omp2b (gen codificante 

para porinas) los cuales se contrastaron con un GE pre establecido. El método de extracción de ADN 

fue el de columnas de extracción comerciales los que, en teoría, disminuyen los problemas de 

inhibición de la reacción. De hecho, una buena obtención de ADN es el primer paso en la 

realización de cualquier PCR diagnóstica para que pueda haber resultados confiables (Yu y Nielsen, 

2010) debiéndose utilizar un método robusto y repetible (OIE, 2014).   

 Los resultados obtenidos en el límite de detección corresponden al empleo como matriz de 

muestras provenientes de animales sanos. Sin embargo, si bien se han obtenido límites de detección 

iguales entre la PCR 1 y PCR 4 en sangre por ejemplo (tabla 5), al comparar con los resultados de 

las muestras de sangre de animales enfermos, estos arrojaron una sustancial diferencia (Tabla 8). 

Esto podría explicarse debido a las diferencias que existen entre los ensayos in vitro, donde se ha 

infectado la muestra en forma artificial, respecto a lo que ocurre en las infecciones naturales.   

En algunos casos, el aislamiento bacteriano desde sangre no concordó con la PCR y viceversa. En el 

primer caso pudo deberse a que la muestra al tener baja carga bacteriana si se siembran rápidamente 

en medios de cultivos enriquecidos, se puede obtener el desarrollo de Brucella con mucha facilidad. 

Por otro lado, los componentes de la matriz de la muestra sobre la cual se extrajo el ADN, pudieron 
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haber interferido en la reacción como por ejemplo inhibidores propios de la muestra (grupo hemo, 

urea, mucopolisacáridos) degradación del target o cantidad del mismo por debajo del límite de 

detección (Romero y col., 1995a, 1995b). Otra razón, pudo haber sido que con las columnas de 

extracción ROCHE utilizadas en este estudio, se obtiene ADN de sangre total y no de la capa 

blanca. De hecho, un estudio reciente obtuvo mejores resultados con medios especiales de 

extracción a partir de la fracción leucocitaria (Kang y col., 2014). 

En los casos que hubo PCR positiva sin detección por las demás combinaciones del GE, 

podría explicarse si se considera que dichos animales tuvieron contacto con Brucella en dosis 

menores a las requeridas para el desarrollo de la enfermedad (dosis infectante mínima 1x104 vía 

conjuntival y 1x106  UFC/mL vía oral (Carmichael y col., 2012). En este caso, no se habría generado 

la producción de anticuerpos detectables con las pruebas serológicas y mucho menos, los síntomas 

clínicos compatibles.  

 

5.3.1  Gen codificante para BCSP31 

 

El gen codificante para la proteína BCSP31 ha sido estudiado por muchos autores obteniendo 

excelentes resultados de sensibilidad y especificidad. Los cebadores utilizados en este trabajo fueron 

los diseñados por Baily y col., (1992) que, originalmente, fueron testeados en cultivos puros de 

Brucella. Posteriormente, muchos investigadores los evaluaron empleando muestras clínicas de 

sangre humana y líquidos fetales de animales con muy buenos resultados (Queipo - Ortuño y col., 

1997, Navarro y col., 2002, Gallien y col., 1998 Cortez y col., 2001). En este trabajo, los resultados 

obtenidos mostraron una concordancia moderada respecto al GE (tabla 6) y los valores de 

sensibilidad y especificidad no fueron los obtenidos por dichos autores. Queipo-Ortuño y col. (1997) 

por ejemplo, obtuvieron una sensibilidad del 100% en 50 muestras de sangre de pacientes humanos 

que dieron positivo a pruebas serológicas y bacteriológicas. Dentro de las combinaciones posibles 

para realizar la tabla de 2x2 para obtener valores de cribaje, faltan los individuos que dieron 

negativo a todas las pruebas es decir, solo se consideraron los individuos reactivos y no lo que 

estaban sanos, mientras que, en este trabajo, se comparó individuos sanos con enfermos (diseño 

metodológico de test diagnóstico, Castiglia, 1998). Navarro y col., (1999) cuestionaron los 

resultados de Morata y col., (1998) dado que no pudieron reproducir los mismos siguiendo las 
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especificaciones del trabajo publicado. Esto haría pensar en la dificultad de la PCR para reproducir 

resultados similares (Noordhoek y col., 1993).   

BCSP31 ha sido evaluado también como región blanco en la detección de Brucella spp. en 

orina de pacientes humanos (Queipo-ortuño y col., 2006) y, recientemente, en orina de caninos 

machos con excelentes resultados cuando se lo contrastó con urocultivos y el test de iELISA (Boeri 

y col., 2016). En el presente estudio, la detección diagnóstica de Brucella spp mediante PCR 

empleando los cebadores B4/B5 en orina fue buena con un 64,71% de sensibilidad (IC 50.61–

78.80). Sin embargo, fue algo más baja que la obtenida mediante la PCR 2 (tabla 10). Las 

diferencias de resultados observadas respecto al estudio citado anteriormente, pudieron deberse a 

que en el presente trabajo se empleó como GE al cultivo bacteriológico sumado a diferentes 

combinaciones de pruebas (tabla 2).  

Al momento de escribir este trabajo, no se encontraron reportes de evaluación diagnóstica de 

estos cebadores en flujos genitales de caninos hembras.  

 

5.3.2  Secuencias de inserción IS711 

 

Nakkas A.F.Al y col., (2002) utilizaron cebadores específicos para la amplificación de IS711 con 

valores de sensibilidad y especificidad del 100% en muestras clínicas de sangre en humanos. Sin 

embargo, estos cebadores mostraron baja sensibilidad en la detección de muestras clínicas de caninos. 

Una de las posibles causas de los resultados obtenidos al emplear la secuencia de inserción IS711 con 

estos cebadores, pudo deberse a la poca cantidad de copias presentes en B. canis comparada con otras 

especies de Brucella como B. melitensis, B. abortus o B. ovis. Además, el ensayo de Nakkas y col., 2002 

fue una nested PCR en la que usaron otros cebadores para la segunda ronda los cuales no se utilizaron en 

este trabajo.  

 

5.3.3  Gen 16s-23s rDNA del espaciador  

 

Respecto al gen 16s-23s rDNA del espaciador, los investigadores brasileros Keid y col. 

(2007a) encontraron valores muy altos de sensibilidad y especificidad en muestras de sangre, los 

cuales no coinciden con los presentados en el presente trabajo. Varias Razones podrían explicar 

estos resultados:  
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a) El método de extracción de ADN. Aquí se utilizó un kit comercial de ROCHE el cual, en 

teoría, ayuda a la eliminación de los contaminantes e inhibidores propios de cada muestra. También 

se obtiene un ADN cristalino libre de impurezas. No obstante, Keid y col., (2007a), realizaron la 

extracción empleando el método de fenol cloroformo. A su vez, en muestras de sangre  obtuvieron 

una sensibilidad analítica de 1 UFC/mL y en este estudio se obtuvo 1,8x103 UFC/mL. 

b) En este trabajo contrastamos la PCR diagnóstica con un GE pre establecido por medio de 

combinación de técnicas serológicas y el cultivo bacteriano. Sin embargo, Keid y col. (2007a) 

compararon con RSAT / 2ME-RSAT y hemocultivo pero dividieron las muestras en grupos distintos 

de animales con y sin aislamiento bacteriano. 

c) El antígeno utilizado para la prueba serológica de RSAT utilizado por Keid y col., (2007a, 

2007b, 2007c, 2009, 2010) fue diferente al empleado en este trabajo. Aquí se utilizó la cepa B. canis 

M- que reduce la cantidad de resultados falsos positivos en un 50% (Carmichael and Joubert, 1987), 

mientras que la cepa de B. ovis (Badakhsh y col., 1982) utilizada por los investigadores brasileros, 

no es la recomendada como prueba tamiz para brucelosis canina. Esto haría pensar en una sustancial 

diferencia en los resultados obtenidos.   

Keid y col., (2007b, 2007c) obtuvieron iguales resultados de sensibilidad analítica al emplear 

tanto muestras de flujos genitales como de sangre. Ese trabajo utilizó como GE la misma PCR 

combinada con resultados de sangre y/o flujos. A nivel metodológico, no sería correcto el diseño 

utilizado para estimar valores de sensibilidad/especificidad diagnóstica si es la PCR la que se quiere 

medir. En el presente estudio, la sensibilidad analítica en flujos dio valores de 1,8x102 UFC/mL. A 

pesar de no coincidir con los estudios previos, los cebadores diseñados por los investigadores 

brasileros arrojaron muy buenos valores de sensibilidad y especificidad con sus respectivos IC. 

 

5.3.4  Genes omp2a y omp2b 

 

Leal-Klevezas y col., (1995) desarrollaron una PCR diagnóstica amplificando la región 

omp2b de B. abortus con muy buenos resultados utilizando para ello los cebadores JPF/JPR. El 

ensayo de los autores mexicanos hace hincapié en el método de extracción de ADN como una 

limitante del proceso. En efecto, sin una buena muestra y un protocolo de extracción de ADN que 

asegure la ausencia de inhibidores, no es posible obtener resultados confiables. Los autores dicen 

también textualmente: “La Sensibilidad de la prueba con bacterias diluidas en sangre no se intentó 
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debido que Brucella es un parásito intracelular dentro de los leucocitos, por lo tanto, cualquier 

resultado de este tipo de experimentos no podría ser de valor práctico”. En nuestro trabajo la 

sensibilidad analítica se realizó de ese modo ya que se siguieron las recomendaciones descriptas por 

la OIE (OIE, 2016). Otro detalle que llama la atención es que las muestras de sangre las procesaron 

con citrato de sodio o heparina. Se sabe que esta última inhibe la reacción de PCR lo cual resulta 

muy discordante con los resultados del presente estudio en el cual se usó citrato de sodio y columnas 

de extracción de ADN. En nuestro trabajo se utilizaron los cebadores el JPF forward y el JPR ca 

reverse, este último fue desarrollado por Imaoka y col., (2007) para amplificar solo regiones de B. 

canis y B. suis. El límite de detección de este ensayo de PCR fue bajo comparada con la PCR 2 y la 

PCR 1. Los valores de sensibilidad y especificidad estuvieron en tercer lugar después de la PCR 2 y 

PCR 1 lo que haría poner en duda su utilidad para muestras clínicas. A pesar de ello, muy buenos 

resultados han sido obtenidos al emplear los cebadores JPF/JPR ca en muestras de cultivos puros 

(Ghodasara y col., 2010, Imaoka y col., 2007). 

 

5.4  Índice de concordancia 

 

El índice de concordancia evalúa la reproducibilidad de la nueva prueba diagnóstica 

comparada con el GE. Distintos autores han recomendado presentar este índice (kappa) con los 

datos de muestreo ya que el mismo, puede ser afectado por la prevalencia de la enfermedad y no ser 

adecuado por sí solo para generalizar resultados (Thompson y Walters 1998, De Vet, 1998). En el 

presente trabajo se siguieron las recomendaciones planteadas por dichos autores y el índice kappa 

obtenido presentó una fuerza de concordancia buena. En conjunto con los demás resultados, éste 

índice contribuyó en la solidez de los mismos (tabla 6).  

 

5.5  Razón de Verosimilitud Positiva  

 

 Este indicador muestra en cuanto se incrementa la chance de que el individuo este enfermo 

si la PCR dio positiva y tiene la ventaja de no estar influenciado por la prevalencia de la 

enfermedad. Valores mayores o igual a 10 muestran una fuerte probabilidad de tener la enfermedad 

si la prueba (PCR) da positiva (Johnson, 2004, Gardner y Greiner, 2006). Las tablas 7, 8, 9 y 10 

permiten ver que todos los ensayos dieron resultados de RV+ entre 6 y 20. A su vez, los IC se 

solapan en los 4 ensayos independientemente de la muestra analizada con valores muy alejados 
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entre sí. La RV+ es un cociente y, al mostrar el solapamiento entre los 4 ensayos, este indicador no 

sirvió por sí solo para mostrar la utilidad de las pruebas de PCR. Por esta razón, se recurrió al 

análisis del ABC de las curvas ROC explicado en el punto 5.6.  

 

5.6  Curvas ROC 

 

La exactitud diagnóstica puede medirse por medio del análisis del ABC de las curvas ROC, las 

cuales son la representación gráfica de la RV+. La curva ROC nos da una idea visual del 

rendimiento global de un test. Basado en un criterio arbitrario, Sweet y col., (1988), sugirieron los 

siguientes valores asignándoles categorías: 0,5 a 0,7 bajo, 0,7 a 0,9 moderado y 0,9 a 1 alto.  

Como se puede ver en la figura 12, las 4 ABC permitieron evaluar cuál de los ensayos de PCR fue 

el mejor en el presente estudio, luego de la utilización del test estadístico ANOVA a mediciones 

repetidas. El análisis del ABC obtenido para los distintos ensayos no permitió una clasificación 

diferencial según las categorías antes descriptas. Sin embargo, mediante las curvas ROC se pudo 

determinar gráficamente una mejor performance de uno de los ensayos. 

 

5.5  Consideraciones finales 

 

Desde sus comienzos, la PCR ha ido incorporando diferentes técnicas para detección de 

ADN con fines diagnóstico en muchas enfermedades infecciosas. Los resultados varían de acuerdo a 

cada grupo de investigación y tecnología utilizada. Es fundamental conocer bien la enfermedad para 

saber que muestra clínica podrá ser de mejor utilidad para encontrar el ADN del microorganismo en 

cuestión. Siempre se debe tener presente que lo que se puede decir es hay o no hay ADN del 

microorganismo, del hospedero o de ambos en la muestra pero no se puede inferir pronóstico ni 

estado del individuo enfermo con un resultado. Tampoco se puede decir si la bacteria se encuentra 

viable o no, si se está eliminando o son solo fragmentos de ADN. Finalmente, se podría decir que la 

PCR es un complemento diagnóstico y quizás, en un futuro, pueda reemplazar otras técnicas de uso 

actual.  
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6.1  La discusión de los resultados obtenidos según los objetivos planteados en este trabajo, permitió 

arribar a las  siguientes conclusiones:  

 

� El empleo de los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR 2) mostró una mejor sensibilidad en la 

detección de Brucella spp. en muestras clínicas de caninos seguido luego por B4/B5 (PCR 

1), JPF/JPR ca (PCR 3) y O1/O2 (PCR 4) respectivamente. La especificidad fue alta en 

los 4 ensayos y la RV+ no arrojó resultados concluyentes. 

� Los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR2) tuvieron mejor sensibilidad analítica en muestras 

clínicas de sangre, flujo y orina de caninos. 

� Los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR 2) mostraron una buena concordancia con el GE 

respecto de los otros tres ensayos, por lo tanto la PCR 2 es tan útil como el GE 

establecido y se recomienda realizarla junto al GE. 

� Los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR 2) tuvieron una mejor exactitud diagnóstica 

respecto a los demás cebadores empleados, representados por una mayor área bajo la 

curva ROC.  

 

� El análisis de los intervalos de confianza mediante curvas ROC sumado a las diferencias 

significativas de los cebadores ITS66/ITS279 (PCR 2) respecto a las demás pruebas de 

PCR (p < 0,01), determinaron su mayor utilidad en la detección de Brucella spp. en las 

muestras clínicas de caninos evaluadas. 
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