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k57 Resumen:
Método de diagnóstico molecular rápido para la de-
tección de Brucella spp en muestras de sangre hu-
mana mediante reacción en cadena de la polimerasa
(PCR), basado en la ampliación selectiva del DNA
del género Brucella en sangre periférica y otras mues-
tras cĺınicas. Para ello se utilizan dos iniciadores de
21 nucleótidos respectivamente denominados B4 Y
B5. Estos oligonucleótidos amplifican una señal de
223 pares de bases del gen que codifica la śıntesis
de una protéına de membrana de la superficie ex-
terna de Brucella abortus de 31 kDa (BCSP31) es-
pećıfica del género Brucella. La técnica propuesta se
ha mostrado mucho más sensible que los métodos
bacteriológicos y más espećıfica que los métodos se-
rológicos habituales permitiendo un fácil y rápido
diagnóstico de la infección, la monitorización de la
respuesta al tratamiento y la detección precoz de las
recidivas evitando el riesgo de manipulación del ger-
men para el personal del laboratorio.
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DESCRIPCION

Método de diagnóstico molecular rápido para
la detección de Brucella spp en muestras de san-
gre humana mediante reacción en cadena de la
polimerasa (PCR).

La presente invención se refiere a un método
de diagnóstico molecular rápido para la detección
de Brucella en muestras de sangre humana, más
concretamente para la detección de DNA es-
pećıfico de gérmenes del genero Brucella. Di-
cho método comprende por tanto un diagnóstico
molecular basado en la ampliación del DNA me-
diante la técnica de reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) que permite la identificación
rápida de Brucella spp en muestras de sangre y
otras muestras cĺınicas.
Campo de la invención

El método se basa en la amplificación de una
secuencia de 223 pares de bases del gen que codi-
fica la śıntesis de una protéına de 31 kDa, de la su-
perficie externa de B. abortus (BCSP31). Como
iniciadores de la reacción se han usado los oli-
gonucleótidos B4 y B5. De este modo, la técnica
propuesta se ha mostrado mucho más sensible que
los métodos bacteriológicos y más espećıfica que
los métodos serológicos habituales permitiendo
un fácil y rápido diagnóstico de la infección, la
monitorización de la respuesta al tratamiento y
la detección precoz de las recidivas evitando el
riesgo que supone la manipulación para el perso-
nal de laboratorio.
Objeto de la invención

La brucelosis es una zoonosis que afecta a
múltiples especies animales, tanto domésticas
como salvajes y es fácilmente transmisible al ser
humano en el cual produce una elevada morbi-
lidad. La enfermedad es endémica en amplias
zonas del planeta. En España la incidencia de
brucelosis humana es muy elevada produciéndose
más de 5000 casos anualmente lo cual genera un
elevad́ısimo coste socio-sanitario (Colmenero J.D.
et al. Rev. Clin. Esp 1989; 185: 459-463).
Los gérmenes del género Brucella son capaces de
sobrevivir e incluso multiplicarse dentro de las
células del sistema mononuclear-fagoćıtico lo cual
explica la marcada tendencia de la enfermedad
a producir complicaciones e incluso recáıdas una
vez concluido el tratamiento. Algunas de las com-
plicaciones de la brucelosis humana son muy gra-
ves pudiendo conducir a la muerte del paciente.
Se ha demostrado que la aparición de complica-
ciones se relaciona significativamente con una de-
mora en el diagnóstico de la infección (Colmenero
J. D. et al. Medicine, [Baltimore], 1996; 75:195-
211).

La presente invención aporta un nuevo mé-
todo de diagnóstico que permite la detección de
Brucella spp con una alta sensibilidad en cual-
quier muestra cĺınica. Dicho método se funda-
menta en la detección y amplificación del DNA
espićıfico del germen. Gracias a este método la
detección del germen y por tanto de la enferme-
dad puede realizarse de una forma fácil y rápida
independientemente del tiempo de evolución de la
infección y de la respuesta serológica que pueda
producirse en el paciente. Este método también
permite la monitorización del tratamiento y el di-
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agnóstico precoz de las recidivas.
Antecedentes de la invención

Actualmente el diagnóstico de la brucelosis se
basa en el aislamiento del germen o bien en la
demostración de anticuerpos espećıficos mediante
diferentes pruebas serológicas. Ambos métodos
poseen importantes limitaciones. Los métodos
bacteriológicos carecen de una adecuada sensi-
bilidad, son excesivamente lentos y entrañan un
considerable riesgo para el personal que los rea-
liza (Yagupsky, P et al. J. Clin Microbiol. 1994;
32: 1899-1901). Por otra parte los métodos se-
rológicos adolecen de una escasa especificidad en
zonas endémicas, especialmente en pacientes pro-
fesional mente expuestos, en sujetos con antece-
dentes de haber padecido la enfermedad y en las
recidivas (Ariza, J. et al. Clin. Infect. Dis. 1992;
14: 131-140).

Las técnicas de amplificación del DNA me-
diante reacción en cadena de la polimerasa permi-
ten la amplificación exponencial e identificación
de un fragmento espećıfico de DNA (Saiki et
al. Science 1988; 239: 487-491 y Mullis en la
patente U.S. N◦ 4.683.195). Estas técnicas se
han mostrado muy útiles en el diagnóstico de di-
versas enfermedades infecciosas producidas por
gérmenes de dif́ıcil aislamiento con las técnicas
bacteriológicas convencionales. Los gérmenes del
género Brucella crecen lentamente y requieren
ocasionalmente medios y condiciones especiales.
Se han descrito previamente algunos métodos que
permiten el diagnóstico molecular de la brucelo-
sis, pero la mayoŕıa de ellos solo se han ensayado
en muestras animales. Hasta el momento solo se
ha aplicado un método de diagnóstico por PCR
para la detección de Brucella en la sangre humana
(Matar GM et al. J. Clin Microbiol 1996; 34:477-
478). Sin embargo el mismo solo se ha ensayado
en muestras sangúıneas requiriendo la obtención
previa del buffy-coat y una segunda PCR lo cual
lo hace muy complejo para su aplicación rutina-
ria en la práctica cĺınica, fundamentalmente por
los problemas de contaminación que una segunda
PCR origina.

Apoyándose en los conocimientos previos so-
bre Bioloǵıa Molecular de los gérmenes del género
Brucella y aplicando las técnicas de amplificación
del DNA se ha desarrollado una técnica rápida,
sensible, y espećıfica de diagnóstico molecular
para la detección de la Brucella en una muestra de
sangre humana, objeto de la presente invención.
Breve descripción de los dibujos

La figura 1 es una electroforesis en gel de aga-
rosa teñido con bromuro de etidio.

En dicha figura se observa lo siguiente:
Calle 1 MW marcador de peso molecular.
Calles 2 y 3: controles positivos (B. melitensis
Rev-1 y B. abortus B-19). Calle 4: Control nega-
tivo en ausencia de DNA en la mezcla de reacción.
Calles 5 y 7: DNAs de dos pacientes con brucelo-
sis y hemocultivo positivo.
Calle 6: DNA de un sujeto sano.
Calle 8: DNA de un paciente con bacteriemia pro-
ducida por E. coli.
Calles 9 y 11: DNAs de dos pacientes con bruce-
losis activa y hemocultivo negativo.
Calle 10: DNA de un paciente con psittacosis;
Calle 12: DNA de un paciente con una historia
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previa de brucelosis, pero sin evidencia de enfer-
medad activa y con altos t́ıtulos de anticuerpos
de anti-Brucella.
Descripción y realización de la invención

De acuerdo con la presente invención, se em-
plea la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
para la detección de la Brucella en muestras de
sangre humana utilizando la siguiente metodo-
loǵıa.

1) Extracción y purificación del DNA total de
una muestra de sangre periférica y otras
muestras cĺınicas de pacientes con brucelo-
sis.

2) Amplificación del DNA.

Extracción y purificación del dna.
El DNA total se extrae a partir de una mues-

tra de sangre periférica, almacenada a -20 ◦C. En
esta aĺıcuota se encontrará el DNA genómico leu-
cocitario y el bacteriano, este último en pequeña
concentración. El aislamiento y purificación del
mismo es un paso clave en esta metodoloǵıa ya
que la sangre contiene gran cantidad de inhibi-
dores de la reacción de PCR. Para la realización
de la prueba se utiliza una aĺıcuota de 0,5 ml de
sangre anticoagulada con citrato sódico, la cual
se resuspende en 1 ml de tampón de lisis de he-
mat́ıes (320 mM de sacarosa, 5mM de Mg2 Cl, 1 %
de Triton X-100 y 10 mM de Tris HCl pH 7,5) se
mezcla y centrifuga a 15000 x g durante 2 min.
Después de la centrifugación el sobrenadante es
eliminado, y el precipitado obtenido se lava de
tres a cuatro veces con agua Milli-Q, y se centri-
fuga como se ha descrito anteriormente, hasta que
el sedimento de leucocitos pierde casi por com-
pleto el color rojo. Posteriormente, el DNA se
extrae del sedimento de leucocitos añadiendo 0,4
ml de tampón de lisis nuclear (60 mM NH4Cl y
24 mMn Na2-EDTA pH 8.0) que además contiene
proteinasa K (1 mg/ml) y dodecil sulfato sódico
(1 %). Se mezcla, incuba y agita durante media
hora a 55◦C. Después de la digestión, las muestras
se enfŕıan a temperatura ambiente, añadiéndoles
100 ml de acetato amónico (7,5 M) se vuelven a
agitar y centrifugar a 15000 x g durante 10 min.
El sobrenadante conteniendo el DNA se transfiere
a un tubo eppendorf limpio al cual se le añade 1
ml de etanol absoluto a -20◦C, invirtiéndose va-
rias veces el mismo hasta que la madeja de DNA
sea visible. Este último se recupera por centrifu-
gación a 15000 x g durante 10 min. El sedimento
se lava con etanol al 70 %, se centrifuga igual que
se describe anteriormente y se resuspende en 30 µl
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agua estéril. La concentración y pureza del DNA
es determinada espectrofotometricamente a lon-
gitudes de onda comprendidas entre 260 y 280
nm.
Amplificación

Para la identificación del género Brucella se
amplificó una región de 223 pares de bases de un
gen que codifica una protéına de superficie celular
de 31 kDa de B. abortus que fue clonada y secuen-
ciada por Mayfield (Mayfield J. E. et al. Gene
1988; 63: 1-9). Esta protéına es común para to-
das las biovariedades de Brucella. Como iniciado-
res de la reacción de amplificación de la secuencia
diana, se emplean los oligonucleótidos B4(TGG
CTC GGT TGC CAA TAT CAA) y B5(CGC
GCT TGC CTT TCA GGT CTG). Una cantidad
comprendida entre 2 y 4 µg de DNA extráıdo y
purificado de las muestras como se describe ante-
riormente es utilizado para la amplificación. La
mezcla de reacción se realiza en un volumen fi-
nal de 50 µl, conteniendo 10 mM tris-HCl (pH
8,4), 50 mM KCl, 1 mM Mg2Cl, 200 mM de cada
uno de los cuatro desoxirribonucleotidos (GTP,
ATP, CTP y TTP), 100nM de cada oligonucleo-
tido (B4 y B5) y 1,25 U de Tap polimerasa. 100
ng de DNA de B. melitensis Rev-1 y B. abortus
B-19 son utilizadas como controles positivos.

Las condiciones de amplificación son las si-
guientes: desnaturalización, durante 1 min a
92◦C, hibridación con los iniciadores durante 30
sg a 60◦C y una extensión de 1 min a 72◦C, du-
rante 35 ciclos.

La PCR es precedida de una fase de incu-
bación de la mezcla de reacción a una tempera-
tura de 94◦C durante 5 min. y un peŕıodo de
extensión al final a 72◦C durante 7 min. En cada
reacción de amplificación se incluyen controles po-
sitivos y negativos y todas las muestras se pro-
cesan por duplicado. El producto resultante de
la PCR se analiza mediante electrofóresis en gel
de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio
(2mg/ml). El tamaño del fragmento amplificado,
se estima comparándolo con un marcador de peso
molecular analizado en paralelo en el mismo gel.
La visualización por fluorescencia de fragmentos
de 223 pares de bases demuestra la presencia de
la secuencia diana de DNA tanto en los controles
positivos como en las muestras de los pacientes
con brucelosis (ver Fig. 1).

Los controles negativos que conteńıan todos
los reactivos de la mezcla de reacción excepto el
DNA, fueron procesados de forma rutinaria para
monitorizar cualquier tipo de posible contami-
nación con DNA de Brucella.
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REIVINDICACIONES

1. Método de diagnóstico molecular rápido
para la detección de Brucella spp en muestras de
sangre humana mediante reacción en cadena de la
polimerasa (PCR), que permite la amplificación
de DNA espećıfico del género Brucella, caracte-
rizado por usar como sondas los oligonucleótidos
B4 (TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA) y B5
(CGC GCT TGC CTT TCA GGT CTG). Dichos
iniciadores amplifican una señal de 223 pares de
bases del gen que codifica una protéına de mem-
brana de 31 kDa de Brucella abortus.

2. Método de diagnóstico molecular rápido
para la detección de Brucella spp en muestras
de sangre humana mediante reacción en cadena
de la polimerasa (PCR) según la reivindicación
1, caracterizado por la amplificación del DNA
genómico bacteriano por PCR.

3. Método de diagnóstico molecular rápido
para la detección de Brucella spp en muestras de
sangre humana mediante reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) según las reivindicaciones an-
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teriores, caracterizado por permitir la detección
e identificación rápida de bacterias del género
Brucella en muestras cĺınicas de sangre periférica.

4. Método de diagnóstico molecular rápido
para la detección de Brucella spp en muestras de
sangre humana mediante reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) según las reivindicaciones an-
teriores, caracterizado por poseer una alta sen-
sibilidad y especificidad.

5. Método de diagnóstico molecular rápido
para la detección de Brucella spp en muestras de
sangre humana mediante reacción en cadena de
la polimerasa (PCR) según las reivindicaciones
anteriores, que podrá emplearse en relación a un
control evolutivo de los pacientes y la detección
precoz de las recidivas de la enfermedad.

6. Método de diagnóstico molecular rápido
para la detección de Brucella spp en muestras de
sangre humana mediante reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) según las reivindicaciones 1, 2
y 4, caracterizado por poder emplearse en otras
muestras cĺınicas no sangúıneas.
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