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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar las pruebas de Rosa de Bengala
(RB), Rivanol (RIV), Ensayo inmunoenzimatico indirecto (IELISA) e
Inmunodifusién Radial con Hapteno Nativo (IDR-HN) para el diagnostico de
brucelosis bovina, determinando su sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo y coeficiente Kappa, utilizando la prueba de Fluorescencia
Polarizada (FP) como estandar de oro. El muestreo se realizé en tres hatos
lecheros de Baja California. Se probaron un total de 332 muestras de suero
sanguineo provenientes de vacas en produccion, mayores de un afio de edad,
sin historial de vacunacidon contra brucelosis. La sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo de las cuatro pruebas comparadas con FP
fueron RB 96.83%, 97.7%, 97.4%, 97.14%; RIV 99.3%, 92.5%, 92.3%, 94.3%;
IELISA 96.8%, 98.2%, 98.0, 97.1% e IDR 77.2%, 98.8%, 98.3%, 82.6%. El
coeficiente kappa mas alto obtenido se logr6é entre FP e IELISA con 0.952. El
84.6% (281/332) de las muestras analizadas en este estudio concordaron los
resultados en todas las pruebas examinadas. De las 51 muestras restantes
(15.4%), 46 resultaron negativas a IDR y positivas a RIV. IELISA es una buena

alternativa para el diagndéstico de brucelosis bovina en Baja California.

PALABRAS CLAVE: Rosa de Bengala, Rivanol, Ensayo inmunoenzimatico
indirecto, Inmunodifusion radial, Fluorescencia polarizada, Brucelosis,

Sensibilidad



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the Rose Bengal test (RB), Rivanol
(RIV), indirect Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (IELISA) and Radial
Immunodiffusion with Native Hapten (IDR-HN) for the diagnosis of bovine
brucellosis, determining their sensitivity, specificity, positive and negative
predictive value and Kappa coefficient using Polarized Fluorescence test (FP )
as gold standard. Sampling was carried out in three dairy herds in Baja
California. A total of 332 serum samples from cows in production, over one year
of age and no history of vaccination against brucellosis were tested. The
sensitivity, specificity, positive and negative predictive value of the four tests
compared with FP, were: RB 96.83%, 97.7%, 97.4%, 97.14%; RIV 99.3%,
92.5%, 92.3%, 94.3%; IELISA 96.8%, 98.2%, 98.0%, 97.1% and IDR 77.2%,
98.8%, 98.3%, 82.6%. The highest kappa coefficient obtained was achieved
between FP and IELISA with 0.952. 84.6% (281/332) of the samples analyzed in
this study agreed results in all the examined tests. Of the remaining 51 samples
(15.4%), 46 were negative IDR and positive RIV. IELISA is a good alternative for

the diagnosis of bovine brucellosis in Baja California.

KEYWORDS: Rose Bengal, Rivanol, Indirect Enzyme-Linked ImmunoSorbent,

Radial Immunodiffusion, Polarized Fluorescence, Brucellosis, Sensitivity.
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INTRODUCCION

Brucella spp. es considerado uno de los principales patégenos
zoondticos en el mundo. Es una enfermedad de notificacion obligatoria
(Organizacion Mundial de Salud Animal, 2008) y es responsable de importantes
pérdidas econOmicas para la industria ganadera, donde las estimaciones
oficiales en América Latina son de aproximadamente US$ 600 millones (Acha y
Szyfres, 2003). Ademas de 500,000 casos humanos de brucelosis al afio en
todo el mundo (Pappas et al., 2006).

En México, las pruebas de diagnéstico para la brucelosis, reconocidas en
la NOM-041-ZO0O-1995 son Rosa de Bengala, Rivanol y Fijacién del
Complemento; a nivel internacional son Fijacion de Complemento, Ensayos
Inmunoenzimaticos y Fluorescencia Polarizada (Organizacion Mundial de Salud
Animal, 2009).

El principal problema para obtener un diagnéstico serologico confiable de
brucelosis bovina es debido a la reaccion cruzada serologica, la cual se puede
dar entre el lipopolisacarido liso de Brucella spp. y diversos organismos como
Escherichia coli O: 157, Salmonella O:30, Vibrio cholerae O:1, Leptospira spp. y
Yersinia enterocolitica O:9 (Garin-Bastuji et al., 1999; Mufioz et al., 2005; de
Faria Naves et al., 2012). Otro problema de reaccion cruzada es debido a los
anticuerpos desarrollados al utilizar la vacuna que contiene la cepa S19 de
Brucella abortus (Stevens et al., 1995).

Para diferenciar o eliminar estas reacciones cruzadas se han

desarrollado y validado otras técnicas diagndsticas, por ejemplo, PCR para

1



identificar Brucella abortus S19 y RB51 (Bricker y Halling, 1995), IELISA con
LPS liso y rugoso (Nielsen et al., 2006) y el immunoensayo APIA (antigeno
printeado immunoanalisis) usando la cadena O del LPS de B. abortus (Cantero

et al., 2011).

El objetivo de este trabajo fue determinar los niveles de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, negativo vy
concordancia (Kappa) de un sistema ELISA indirecto y compararlos con
los obtenidos por las pruebas de Rosa de Bengala, Rivanol e
Inmunodifusiéon Radial con hapteno nativo, para el diagnéstico seroldgico

de brucelosis bovina.



REVISION DE LITERATURA

Historia

En 1887 Bruce reportd el aislamiento de Micrococcus melitensis de un
caso humano en Malta (Vassallo, 1992). En 1897 Bang describié Bacterium
abortus, el cual aislé del Utero de una vaca que habia abortado (MacNeal y
Kerr, 1910). Evans mostro la cercana relacion de estas dos bacterias en 1918.
Siguiendo con estas sugerencias, Meyer y Shaw en 1920 propusieron el género
Brucella para B. melitensis y B. abortus.

Los aislados de cerdos fueron considerados cepas atipicas de B. abortus
hasta que en 1931 Huddleson observo las diferencias y propuso la especie
Brucella suis. EI mejor entendimiento del género abri6 el camino para la
descripcion de B. neotomae (Stoenner y Lackman, 1957), B. ovis (Buddle,

1956) y B. canis (Carmichael y Bruner, 1968).

Etiologia

El género Brucella est4 formado por cocobacilos de 0.5-0.7 X 0.6-1.5um,
se pueden observar solos, en pares o en pequefios grupos. Son Gram
negativos, no motiles, aerébicos, algunas cepas requieren CO, para crecer,
catalasa positivo, frecuentemente oxidasa positiva, pero pueden ocurrir
negativos. Son parasitos intracelulares facultativos, genéticamente
monoespecificos. Aunque no es acido-alcohol resistente, no sufre decoloracién

con acidos débiles. Su pared celular esta compuesta de una membrana que



comprende una capa externa principalmente de lipopolisacaridos intercalados
con una variedad de proteinas y lipidos. Existen 10 especies dentro del género
Brucella en base a la especificidad con el hospedador preferencial: B. abortus
(bovinos), B. melitensis (caprinos), B. suis (cerdo), B. ovis (ovinos), B. canis
(caninos), B. neotomae (raton del desierto) (Corbel y Banai, 2005), B. cetacea
(cetéceos), B. pinnipediae (foca) (Cloeckaert et al., 2001, 2003), B. microti
(ratdbn de campo) y B. inopinata (aislado de un implante mamario)( Scholz et al.,
2008, 2010). De estas 10 especies, B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. canis
son patogenos para los seres humanos (O’Callaghan yWhatmore, 2011).

De acuerdo al aspecto de las colonias en medios sélidos, se pueden
clasificar a las especies de Brucella en lisas (B. abortus, B. melitensis, B. suis y
B. neotomae) y en rugosas (B. ovis y B. canis). Este aspecto de las colonias se
debe al tipo de lipopolisacérido expresado en mayor proporcién en la superficie

bacteriana (Ariza, 1995).

Estructura externa

Fosfatidilcolina es el principal fosfolipido de la membrana externa de
Brucella, a diferencia de la perteneciente a las enterobacterias, que se
relacionan con ella, que es rica en fosfatidiletanolamina (Gamazo y Moriyon,
1987). Uno de los componentes mas estudiados de la membrana externa de
Brucella es el lipopolisacarido (LPS), el cual en las cepas en fase lisa esta
dividido en tres secciones: Lipido A, un oligosacarido intermedio llamado nucleo

y el polisacarido O (Fig. 1). La estructura del LPS de las cepas rugosa es similar



excepto que la cadena O estd ausente o reducida a unos pocos residuos de

monosacaridos (Corbel, 1997).
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Fig. 1 Estructura del lipopolisacérido de Brucella abortus

(Lapaque et al., 2005).

El lipido A es diferente al de las enterobacterias, ya que tiene una
columna vertebral de diaminoglucosa, en lugar de glucosamina (Lapaque et al.,
2005). Contiene como azucar central un disacarido de 2,3-diamino-2,3 dideoxi-
D-glucosa con enlaces B-1,6, sustituidas por acidos grasos saturados unidos
por enlaces amida y éster (Qureshi, 1994). El nucleo es una cadena corta
oligosacaridica de glucosa, manosa, 2-amino-2,6-dideoxi-D-glucosa
(quinovosamina) y 2- ceto, 3- deoxioctonato (KDO) que une la cadena O al
lipido A (Moreno et al., 1987). Las cepas rugosas contienen mayor cantidad de

KDO y no contienen quinovosamina (Moreno et al., 1984). La cadena O



consiste en un homopolimero lineal de enlaces a1, 2 4-formamido-4,6-dideoxi-
D-manosa (N-formil perosamina) de longitud variable (Moriyon y Gofii, 1998).
Esta cadena O es el antigeno inmunodominante de superficie, capaz de inducir
una respuesta serolégica en la mayoria de los animales en contacto con
especies lisas de Brucella (Nielsen et al., 2004b).

La similitud entre el LPS de Yersinia enterocolitica O: 9 y el LPS de
Brucella se determina por la cadena O, ya que estd formada por unidades de
4,6-dideoxi-4-formamido-a-D-manopiranosil con enlaces a-1,2. Por lo que las
reacciones cruzadas con Brucella spp. se da por ser esta estructura idéntica,
sin embargo el lipido Ay el nucleo son diferentes. El oligosacéarido del nacleo de
Y. enterocolitica O:9 esta compuesto de D-galactosa, D-glucosa, L y D-glicero-
D-mano-heptosas, KDO y 2-amino-2-deoxi-D-galactosa. El lipido A contiene 2-
amino-2-deoxi-D-glucosa y los &cidos grasos: dodecandico, tetradecandico,

hexadecandico y 3-hidroxi-tetradecandico (Caroff et al., 1984).

Patogénesis

Brucella spp. es altamente dependiente de su habilidad para entrar,
sobrevivir y replicarse en células huésped fagociticas profesionales y no
profesionales (macrofagos, células dendriticas, trofoblastos y células
epiteliales)(Liautard, 1996; Ko y Splitter, 2003; Kdhler et al., 2003), modificando
el proceso de maduracién del fagosoma (Arenas et al., 2000) y acidificandolo
rapidamente después de la infeccion (Porte et al., 1999). Por lo tanto, Brucella

spp. pasa con éxito los efectos bactericidas de los fagocitos (Pizarro et al.,



1988). Algunos estudios con fagocitos no profesionales han demostrado que
Brucella spp. invade las células huésped y esta contenida dentro de los
endosomas tempranos como vacuolas, estas vacuolas rapidamente se fusionan
con autofagosomas tempranos que adquieren H+-ATPasa vacuolar y proteinas
de membrana lisosoma-asociado (LAMP) madurando dentro de un
autofagosoma tardio (Cardoso et al., 2006). Estos autofagosomas inhiben la
fusién con lisosomas y finalmente se convierten en una vacuola replicante,
normalmente asociada con el reticulo endoplasmico (Dorn et al., 2002).
Recientemente se ha demostrado que Brucella abortus no induce respuestas
pro-inflamatorias significativas durante la infeccion en ratones, la actividad
inmunoestimulante es baja, asi como la toxicidad para las células hospedadoras

(Barquero-Calvo et al., 2007).

Factores de virulencia

Brucella spp. no tiene los clasicos factores de virulencia como exotoxinas
o capsula. La cadena O del lipopolisacéarido, presente solamente en las cepas
lisas de B. abortus, B. melitensis y B. suis est4 asociada a su virulencia, por lo
gue resulta esencial para la entrada y la fase intracelular temprana de Brucella
spp. en macréfagos (Porte et al., 2003). Las cepas mutantes incapaces de
producir fosfatidilcolina tienen una capacidad reducida para evitar la fusién con
los lisosomas de los macrofagos (Conde-Alvarez et al., 2006). LPS de B.
abortus tiene una baja endotoxicidad en comparacion a E. coli (Moreno et al.,

1981; Goldstein et al., 1992), interfiere con la ruta presentacion de antigeno del



complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (Forestier et al., 2000). Por lo
que la capa de lipopolisacéarido de la membrana externa de Brucella spp. es una
barrera eficiente para soportar las actividades digestivas de los fagocitos, y por
lo tanto esta molécula debe ser considerada como un factor de virulencia

(Freer, 1996).

Epidemiologia

Durante 1981, la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos
(SARH) realiz6 un monitoreo serologico de brucelosis, el cual revel6 una
seroprevalencia del 6.2% en 7,974 vacas probadas en la region de Mexicali
(Salman et al., 1984). En el afio 1999 el comité de campafa de tuberculosis y
brucelosis bovina en el estado de Baja California, observé una seroprevalencia
en brucelosis bovina del 3.5% (Renteria et al., 2003). En un estudio realizado
en Tijuana, Baja California se obtuvo una prevalencia de 6.4% por la prueba de
florescencia polarizada y 7.7% por la prueba de tarjeta (Moreno et al., 2002).En
México, la brucelosis bovina se considera una enfermedad endémica. El Estado
de Sonora (casi en su totalidad) es el Unico que ha sido declarado libre de esta
enfermedad, mientras que Baja California Sur, Yucatan, Campeche y regiones
de Guerrero (Costa Chica y Costa Grande) se encuentran en fase de
erradicacion (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias, 2011). En enero del 2015 el 8.02% del territorio nacional se
encuentra libre de brucelosis, el 14.43% en erradicacion y 77.55% en control
(Fig. 2) (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria,

2015).



WAL CONTRA LA BRUCELOSIS DE 1.0 ANIMALES

28 DE ENERODE 2015

LIBRE 8.02 %
B ERRADICACION 1443 %
CONTROL 77.55 %

Figura 2. Situacion de la campafia contra la brucelosis bovina

(Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2015).

Diagndstico

En México, el diagnostico oficial de brucelosis bovina se realiza con
muestras de suero sanguineo, leche, liquidos corporales y muestras de tejido,
mediante las pruebas inmunoldgicas, estudios bacteriolégicos u otros
autorizados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural
(SAGARPA). Las pruebas inmunoldgicas autorizadas son: Prueba en tarjeta,
Rivanol, fijacién del complemento y prueba de anillo en leche (NOM-041-ZOO,
1995). Sin embargo bajos estas pruebas, se puede presentar reaccion cruzada
con otras bacterias como Yersinia enterocolitica 0:9, Salmonella, E. coli y con
anticuerpos vacunales, obteniendo resultados falsos positivos (Weynants et al.,
1996; Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,

2011).
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La prueba de Rosa de Bengala (RB) es un procedimiento cualitativo,
rapido, de aglutinacion macroscopica que se efectda en una sola dilucion y que
detecta principalmente anticuerpos IgG1 y en menor grado IgM. Se utiliza como
prueba de tamizado por su alta sensibilidad y permite reducir el niumero de
pruebas diagnosticas necesarias para controlar y/o erradicar la brucelosis en un
rebafio o hato (NOM-056-ZO0-1995), sin embargo, existe el riesgo de dar
resultados falsos positivos por reacciones cruzadas con bacterias como
Salmonella, E. coli, yersinias y pseudomonas (Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, 2011). Se fundamenta en
que las IgG1 especificas contra Brucella todavia actian a un pH de 3.8, lo que
determina la especificidad de la prueba. Se realiza con muestras de suero
sanguineo no hemolizado y con antigeno autorizado por la Secretaria, que
reina las siguientes caracteristicas: elaborado con la cepa 1119-3 de Brucella
abortus, tefiido con rosa de bengala en acido lactico, pH de 3.65 (+ 0.05) y
concentracion celular del 8% para bovinos y del 3% para caprinos y ovinos. Los
resultados de la prueba de tarjeta arrojaran solo dos clasificaciones: positivos y
negativos, dependiendo de la presencia o ausencia de aglutinacién, segun sea
el caso (NOM-056-Z00-1995).

La prueba de Rivanol (RIV) es una prueba serolégica complementaria
cuantitativa, altamente especifica, ya que precipita las inmunoglobulinas de la
muestra, principalmente las IgM, quedando en solucién solo las 1gG, que son
las directamente involucradas con la respuesta inmune ante una cepa de
campo (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,

2011). Se debe realizar con sueros no hemolizados, positivos a la prueba de
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tarjeta, con antigeno autorizado por la Secretaria y con reactivo de Rivanol:
lactato de 2-etoxi 6,9-diamino acridina. El antigeno debe ser elaborado con la
cepa 1119-3 de Brucella abortus y debe reunir las siguientes caracteristicas:
tefido con una mezcla de verde brillante y cristal violeta, pH 5.8 a 6.2 y
concentracion celular 4%. Se consideran positivos, todos aquellos sueros de
animales no vacunados que presenten reaccion de aglutinacion completa en
cualquiera de las diluciones, desde 1/25 a 1/400. En el caso de ganado
vacunado con S19, la aglutinacibn completa en una dilucién mayor o igual a
1/50 sera una prueba positiva (NOM-056-Z00-1995).

La prueba de Fluorescencia polarizada (FP) se basa en las diferencias
de la velocidad de rotacion entre una molécula pequeia de antigeno soluble en
solucion (marcado con un fluorocromo) y una molécula de complejo antigeno
con su anticuerpo. Una molécula pequefia rotar4 aleatoriamente a un ritmo
rapido, lo que resulta en rapida despolarizacion de la luz, mientras que una
molécula de complejo mas grande girara mas despacio y despolarizara la luz
mas lentamente, pudiendo medirse el cambio en la tasa de despolarizacién en
una muestra (Nielsen y Gall, 2001). Las lecturas se llevan a cabo mediante un
lector portatil de FP (Sentry 100, Diachemix Corp, DLL, EUA).

La prueba de Fijacion del complemento (FC) es una prueba rapida y muy
sensible, ha sido ampliamente utilizada para el diagnostico confirmatorio de la
Brucelosis en las diferentes especies animales debido a su gran sensibilidad y
especificidad. Es capaz de detectar el isotipo 1gG1; por esta razon resulta mas
precisa comparativamente con otras técnicas seroldgicas y el diagnostico

bacteriologico. Se basa en la activacion del complemento por la via clasica, en
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donde es necesaria la presencia de una union antigeno anticuerpo para iniciar
la reaccion (fase invisible). Cuando existen anticuerpos contra Brucella, se da la
reaccion antigeno anticuerpo y el complemento se une a esta reaccion (Ag-Ac-
C), siendo incapaz de unirse al sistema hemolitico, que es un segundo sistema
antigeno anticuerpo (fase visible), observandose una sedimentacion de los
glébulos rojos con anticuerpos o hemolisina. En ausencia de anticuerpos contra
Brucella en el primer sistema durante la fase invisible, el complemento queda
libre, uniéndose al segundo sistema antigeno anticuerpo o sistema hemolitico,
observandose una hemodlisis. Se consideran titulos positivos a la dilucion
correspondiente desde 0% de hemdlisis hasta 75% de hemolisis o titulos desde
1:10 (NOM-056-Z00-1995). Algunos problemas que presenta esta prueba son:
no discrimina a los anticuerpos derivados de B. abortus S19, subjetividad de la
interpretacion de los resultados e incapacidad de la prueba por uso de sueros
hemolizados (Poester et al., 2010).

La prueba del anillo en leche es un procedimiento practico, rapido y
econdémico para detectar hatos lecheros infectados y para la vigilancia de los
gue estan exentos de la enfermedad. Se debe efectuar 3 a 4 veces al afio
combinando muestras de leche de tanques almacenadores grandes y luego
realizando pruebas individuales. Se ha utilizado como prueba de vigilancia
epidemiologica en paises o regiones donde se ha establecido un control de la
brucelosis bovina. Es una prueba muy sensible que permite reducir el nimero
de pruebas diagndsticas necesarias para controlar y/o erradicar la Brucelosis en
un rebafio o hato. Esta prueba se debe practicar en muestras de leche cruda,

fluida y fresca, realizandose con antigeno autorizado por SAGARPA reuniendo
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las siguientes caracteristicas: tefiido con hematoxilina, pH entre 4.0 y 4.3,
concentracion celular de 4%. En el caso de bovinos, los resultados se
interpretaran como negativos en ausencia de anillo tefiido y como positivos los
gue presenten anillo tefiido en la superficie (NOM-056-Z00-1995).

El estudio bacteriolégico se debe realizar en muestras de leche, sangre,
liguidos corporales o fragmentos de tejidos. La presencia de Brucella spp en
cualquiera de las muestras, significa que el animal es positivo, aun en ausencia
de anticuerpos demostrables por los métodos serologicos (NOM-056-ZO0-
1995). Lamentablemente esta prueba no es comun en México, ademas de que
los procedimientos bacteriolégicos no siempre son exitosos, son tardados y
representan un gran riesgo de infeccion para los técnicos de laboratorio (Leal-
Klevezas et al., 1995).

Las pruebas inmunoenziméticas (ELISA) se basan en el uso de
antigenos o0 anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los
conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimética.
Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una
enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccidon
antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima producira
un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotometro o un colorimetro (Cultek, 2006).

En la prueba de Inmunodifusiéon Radial con Hapteno Nativo (IDR-HN) el
hapteno nativo es un antigeno de tipo intracelular, por lo que solamente una

exposicién prolongada de la Brucella al sistema inmune, como es el caso de
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una infeccion de campo, produce anticuerpos contra este antigeno y no cuando
se trate de una exposicion temporal al microorganismo, como es el caso de la
revacunacion con cepa S19 (Gonzalez et al., 2006). En el ganado bovino, IDR
presenta una alta especificidad para diferenciar animales con infeccién,
demostrada por aislamiento bacteriolégico de los vacunados con cepa 19. En el
caso mas desfavorable, que se da en la vacunacion de adultos con la cepa 19,
su especificidad es del 80%, superior al 66% de la fijacion de complemento
(FC). Sin embargo, como ocurre con la FC, la IDR puede ser positiva en
bovinos vacunados en la edad adulta o en estado de gestacién, cuando se
establece una infeccién permanente en las ubres por la cepa vacunal. El 76.5%
de los animales que eliminan la cepa vacunal 19 por la leche, contienen
anticuerpos en la sangre frente al poly-B. Esta prueba ha sido aplicada al
diagnéstico de la brucelosis bovina dentro de programas de control con buenos
resultados (Diaz et al., 2001).

Debido a las desventajas de las pruebas de Rosa de Bengala, Rivanol,
Anillo en leche y Fijacion del complemento, se empezaron a usar otras pruebas
diagnésticas tales como la técnica reaccidén en cadena de la polimerasa (Fekete
et al., 1990), ensayo inmunoenzimatico (Carlsson et al., 1976; Boraker et al.,
1981) y fluorescencia polarizada (Nielsen et al., 2000); las cuales son mas
rapidas, economicas y seguras (Renteria et al.,, 2005; Yu y Nielsen, 2010),
ayudan a diferenciar las cepas vacunales S19 Y RB51 (Bricker y Halling, 1995)
y tienen un indice mayor de sensibilidad y especificidad (Nielsen, 2002; Gall y

Nielsen, 2004).
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En el cuadro 1 se pueden observar los valores de sensibilidad y
especificidad de algunas pruebas diagnosticas para brucelosis bovina. En los
estudios mencionados como referencias para cada prueba con resultados muy
bajos se usaron célculos de sensibilidad y especificidad en relaciébn con otras
pruebas seroldgicas, mientras que los valores mas altos se obtuvieron
utilizando sueros de bovinos de los que se realizo cultivo de Brucella abortus o

animales infectados experimentalmente.
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Cuadro 1. Sensibilidad y especificidad de pruebas seroldgicas para brucelosis

Prueba | Sensibilidad | Especificidad Referencias
(%) (%)
SAT 29.1-100 99.2-100 Van Aert et al., 1984, Lord et al., 1989
RBT 21-98.3 68.8-100 Van Aert et al., 1984; Samartino et al.,
1999
RIV 50.5-100 21.9-100 Huber y Nicoletti, 1986; Lord et al.,
1989; Dajer et al., 1999
2 ME 56.2-100 99.8-100 Stemshorn et al., 1985; Lord et al.,
1989; Saravi et al., 1995
CFT 23-97.1 30.6-100 Van Aert et al.,, 1984; Saravi et al.,
1995; Huber y Nicoletti, 1996
IELISA 92.5-100 90.6-100 Dohoo et al., 1986; Rojas y Alonso,
1994
CELISA | 97.5-100 99.7-99.8 Samartino et al., 1999; Nielsen y Gall,
2001
FP 99-99.3 96.9-100 Dajer et al., 1999; Nielsen y Gall,

2001

SAT: prueba tubo estandar, RBT: prueba rosa de bengala, RIV: rivanol, 2 ME: prueba 2

mercaptoetanol, CFT: prueba fijacion del complemento, IELISA: ensayo inmunoenzimatico

indirecto, CELISA: ensayo inmunoenzimatico competitivo, FP: fluorescencia polarizada.

(Modificado de Nielsen, 2002).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El presente estudio se realiz6 en el estado de Baja California, México en
el periodo de febrero a diciembre del 2014; en donde se recolectaron muestras
de sangre de hatos ganaderos orientados a la produccién de leche, ubicAndose

en el municipio de Mexicali y Tijuana.

Seleccién de animales
De tres hatos diferentes, fueron seleccionados un total de 332 animales,

sin historial de vacunacién contra brucelosis.

Criterio de inclusion

Los animales incluidos en el estudio, fueron hembras mayores de 1 afio
de edad.

Muestras con constancia "Libre de Brucelosis" otorgado por la
SAGARPA, de acuerdo a los criterios que establece la NOM-041-ZO0O-1995 y
que en su andlisis en el laboratorio de Tuberculosis-Brucelosis de la Unidad de
Laboratorios de Diagnoéstico (ULADI) del Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias (IICV) resultaron negativos a la prueba de fluorescencia
polarizada (FP), fueron consideradas como negativas.

Muestras provenientes de hatos lecheros sin constancia "Libre de

brucelosis " otorgado por la SAGARPA, de acuerdo a los criterios que establece

17



la NOM-041-Z0O0-1995 y que en su analisis en el laboratorio de tuberculosis-
brucelosis de la Unidad de Laboratorios de Diagnostico (ULADI) del [ICV
resultaron positivos a fluorescencia polarizada (FP), fueron consideradas como

positivos.

Coleccion de muestras

Se colectaron 10 ml de sangre en tubos de vidrio estériles sin
anticoagulante de la vena coccigea, para su extraccion se utilizard un sistema
comercial de tubos con vacio y agujas desechables (Vacutainer). Las muestras
se identificaron, se colocaron en una hielera y se transportaron al laboratorio de
Tuberculosis-Brucelosis del 1ICV. Tras la formacién del coagulo, se separo el
suero por centrifugacién a 1500 xg durante 10 minutos, el suero se coloc6 en
tubos de microcentrifuga de 2.0 ml y se congelaron a -20°C hasta su posterior

analisis.

Andlisis de las muestras
Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de Tuberculosis y
Brucelosis de la Unidad de Laboratorios Diagnosticos del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad de Baja California.
Como estandar de oro, se utilizo la prueba de florescencia polarizada y
se realizaron las comparaciones con los resultados de la prueba RB, RIV,
IELISA e IDR-HN. Su procedimiento se describe, brevemente, a continuacion:
Rosa de Bengala: de acuerdo a la técnica descrita por Alton et al. (1988)

y a la NOM-056-Z00-1995 se utiliz6 antigeno ABA test al 8% (rosa de
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bengala). Se analizO para presencia 0 ausencia de cualquier grado de
aglutinacion. Se considero positiva en presencia de aglutinacion.

Rivanol: se utilizé la técnica descrita por Alton et al. (1988) con antigeno
oficial autorizado por SAGARPA y solucion rivanol al 1%. La prueba se
considera positiva cuando hay aglutinacion de cualquier grado. En animales no
vacunados se considera positiva una aglutinacion igual o mayor a 1:25 y en
animales vacunados con S19, se considera positiva una aglutinacion igual o
mayor a 1:50 (NOM, 1995b).

Fluorescencia Polarizada: de acuerdo a la técnica descrita por Nielsen et
at. (1996), se emple6 como antigeno un fragmento de 22kD de la porcion O del
lipopolisacéarido de Brucella abortus (S-1119.3) proveniente de Diachemix Corp,
DLL, EUA. Las lecturas se llevaron a cabo mediante un lector portatil de FPA
(Sentry 100, Diachemix Corp, DLL, EUA). La segunda lectura en unidades de
milipolarizacion (mP) indicara la cantidad de anticuerpos presente en el suero.
La prueba se consideré valida de acuerdo al criterio de verificacion del
fabricante, al encontrarse que los sueros controles negativos y positivos se
mantuvieron dentro de los valores estandares.

Ensayo inmunoenzimatico indirecto: el kit comercial “Universal indirect
enzyme immunoassay for detection of serum antibody to smooth and rough
Brucella spp.” (No. Catalogo 650112-2) fue donado por Peace River
Biotechnology Company Limited (China). Se siguieron las instrucciones del
fabricante. Los controles y las muestras se agregaron por duplicado. Las placas

fueron incubadas a 26 °C y la densidad Optica fue medida en espectrofotdometro
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a 450 nm. La validez de la prueba se establecié segun criterios del fabricante,
los cuales se cumplieron satisfactoriamente.

Inmunodifusién Radial con Hapteno Nativo: siguiendo la técnica descrita
por Diaz et al. (1979). El hapteno nativo fue obtenido a partir de la cepa de B.
melitensis 16 M, el antigeno se utilizé6 a una concentracion de 1 mg/ ml en un
gel de agarosa preparado en una solucibn amortiguadora de glicina. Se
colocaron 15 pl de cada uno de los sueros problemas en cada uno de los pozos
en las placas de gel, se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente,
realizando la lectura al dia siguiente. Se considera positiva, aquella muestra que

presente un halo o anillo de precipitacion alrededor del pocillo.

Andlisis estadistico

Se utilizé el andlisis de las caracteristicas operativas del receptor
(Andlisis ROC) en las pruebas FP e IELISA para determinar sensibilidad,
especificidad y punto de corte 6ptimo. El cual se realiz6 mediante el programa
estadistico MedCalc® version 14.12.0, descargado desde la pagina
www.medcalc.org.

En base a las tablas de contingencia 2x2 obtenidas mediante Win
Episcope, se calculd el valor predictivo positivo y negativo, sensibilidad vy
especificidad de cada prueba estudiada.

Para determinar el nivel de concordancia entre las pruebas diagndsticas
se calculo el coeficiente Kappa mediante el paquete estadistico Win Episcope
2.0 en www.winepi.net/f301.php y se valoriz6 de acuerdo a Landis y Koch,

1977 (Cuadro 2).


http://www.medcalc.org/
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Las estimaciones fueron realizadas con un nivel de significancia de 0.05

admitiendo un error del 5% y un intervalo de confianza del 95%.

Cuadro 2. Valoracion del coeficiente Kappa

Coeficiente Kappa

Fuerza de la
concordancia

0.00

0.01-0.20

0.21-0.40

0.41-0.60

0.61-0.80

0.81-1.00

Pobre

Leve

Aceptable

Moderada

Considerable

Casi perfecta

(Landis y Koch, 1977).



RESULTADOS Y DISCUSION

Por medio del programa MedCalc® se uso el analisis ROC y se graficé la
curva ROC para la prueba IELISA y FP, para las cuales los punto de corte
optimos fueron de 0.523 DO y 131 mP, respectivamente, obteniendo 100% de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo en ambas

pruebas y un area debajo de la curva de 1 (Figura 3).
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Figura 3. Curva ROC de IELISAy FP
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El diagrama de puntos para IELISA y FP comparado con la ausencia o
presencia de enfermedad se muestra en la Figura 4. Donde cada punto
representa un resultado. Muestras negativas se muestran como enfermedad=0
y muestras positivas como enfermedad=1. La linea horizontal localizada a 0.523

y 131, respectivamente, representa el punto de corte Optimo calculado por

analisis ROC.
Do mP
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Figura 4. Diagrama de puntos de IELISAy FP

Se considerd positivos los sueros que presentaron cualquier grado de
aglutinacion en la prueba de Rosa de Bengala, aglutinacion a partir de 1:25 en
Rivanol, un halo de precipitacion en IDR-HN y los puntos de corte mencionados
anteriormente para IELISA y FP.

De las 332 muestras, 158 resultaron positivas y 174 negativas a
Fluorescencia polarizada (FP), 157 positivas y 175 negativas a Rosa de
Bengala (RB), 170 positivas y 162 negativas a Rivanol (RIV), 156 positivas y

176 negativas a Ensayo inmunoenzimatico indirecto (IELISA) y 124 positivas y
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208 negativas a Inmunodifusién Radial con Hapteno Nativo (IDR-HN) (Cuadro

3).
Cuadro 3. Resultados de pruebas seroldgicas
Prueba FP RB RIV IELISA IDR-HN
Positivo 158 157 170 156 124
Negativo 174 175 162 176 208

FP: fluorescencia polarizada, RB: rosa de bengala, RIV: rivanol, IELISA: ensayo
inmunoenzimatico indirecto, IDR-HN: inmunodifusion radial con hapteno nativo

Del total de muestras analizadas (n=332), 161 fueron negativas y 120
fueron positivas en todas las pruebas realizadas en este estudio, 28 muestras
fueron negativas solo a IDR-HN y 11 muestras fueron negativas a FP y

positivas a RIV (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Comparacion de los resultados de FP con las otras pruebas

estudiadas

FP FP
Positivo | Negativo
Positivas a RB, RIV, IELISA e IDR-HN (n=120) 120
Negativas a RB, RIV, IELISA e IDR-HN (n=161) 161
Negativos solo a IDR-HN (n=28) 28
Negativa solo a RB (n=1) 1
Negativa solo a IELISA (n=1) 1
Negativas solo a FP (n=2) 2
Positivas solo a RIV (n=8) 8
Positivas a RIV e IELISA y Negativas a RB e IDR-HN
(n=3) 3
Positivas a RB y RIV y Negativas a IDR-HN e IELISA
(n=3) 3
Negativas a IELISA e IDR-HN y Positivas a RB y RIV
(n=2) 2
Positiva a RIV y Negativa a RB, IELISA e IDR-HN (n=1) |1
Positiva a RB, IELISA y Negativa a RIV e IDR-HN (n=1) 1
Negativa a RB e IDR-HN y Positiva a RIV e IELISA (n=1) 1
FP: fluorescencia polarizada, RB: rosa de bengala, RIV: rivanol, IELISA: ensayo

inmunoenzimatico indirecto, IDR-HN: inmunodifusién radial con hapteno nativo.
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Utilizando una tabla de contingencia 2x2 para cada prueba diagndstica
(Figura 5), se calcul6 sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo. Para la prueba RB se obtuvo 96.83%, 97.7%, 97.4% y
97.14%, respectivamente. RIV fue de 99.3%, 92.5%, 92.3% y 99.3%,
respectivamente. Para IELISA resultaron 96.8%, 98.2%, 98% y 97.1%,
respectivamente. Y para IDR fueron 77.2%, 98.8%, 98.3% y 82.6%,

respectivamente.

Fp FP
I - O -
153 |4 B :

157 + 170
B 170 175 B 161 162
@ Total [158 [174 [332 =| Total [158 [17a  [332
Se: 96.83% Vp+: 97 4% Se:99.3% Vp+:92.3%
Sp:97.7% Vp-: 97.14% Sp:92.5% Vp-: 99.3%

FP

FP
153 |3 156 122 |2 124

- E 171 176 B 172|208

@ | Total [158 [174 332 & Total [158 [17a  [332
Se: 96.8% Vp+: 98% Se: 77.2% Vp+: 98.3%
Sp:98.2% Vp-:97.1% Sp:98.8% Vp-: 82.6%

FP: fluorescencia polarizada, RB: rosa de bengala, RIV: rivanol, IELISA: ensayo
inmunoenzimatico indirecto, IDR: inmunodifusién radial con hapteno nativo

Figura 5. Tablas de contingencia 2x2 para cada prueba diagnéstica y sus
respectivos valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo
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La concordancia entre FP y las otras cuatro pruebas se muestra en el
Cuadro 4. La mayor concordancia fue con la prueba IELISA (k=0.952 p<0.05),
seguida de FP y RB (k=0.946 p<0.05), entre FP y RIV (k=0.916 p<0.05) y la

menor concordancia fue entre FP e IDR (k=0.768 p<0.05).

Cuadro 5. Concordancia de Fluorescencia Polarizada con otras pruebas.

Combinacién de pruebas Coeficiente Kappa
FP/RB 0.946
FP /RIV 0.916
FP / IELISA 0.952
FP /IDR 0.768

FP: fluorescencia polarizada, RB: rosa de bengala, RIV: rivanol, IELISA: ensayo
inmunoenzimatico indirecto, IDR-HN: inmunodifusién radial con hapteno nativo.

La brucelosis es una enfermedad zoondética que tiene un gran impacto
tanto econdémico como en la salud publica, por lo que es necesario un
diagndstico sensible y altamente especifico con el fin de poder controlarla o
erradicarla. El diagnéstico definitivo de la brucelosis se lleva a cabo con el
aislamiento de Brucella spp. pero los procedimientos bacteriol6gicos no siempre
son exitosos, son tardados y estan influenciados por factores como los
requisitos de crecimiento altamente exigentes, un menor nimero de organismos
viables en la muestra, retraso en el transporte de la muestra al laboratorio y el
potencial peligro para la salud de los trabajadores de laboratorio.

Actualmente en México, el diagnostico oficial de brucelosis bovina se

realiza exclusivamente mediante las pruebas serolégicas RB, RIV y FC. El



28

problema radica en que estas pruebas presentan falsos positivos debido a
reacciones cruzadas con otras bacterias 0 anticuerpos vacunales y falsos
negativos debido a la falta de deteccion en la etapa temprana de la enfermedad.
Esta es la razon por la que se llevan a cabo varios estudios comparativos para
determinar la eficacia de las diferentes pruebas diagnosticas (Nielsen, 2002;
Gall y Nielsen, 2004; Ramirez-Pfeiffer et al., 2006; Abernethy et al., 2012; Islam
et al., 2013; O’Grady et al., 2014)

El 84.6% (281/332) de las muestras analizadas en este estudio
concordaron los resultados en las cinco pruebas examinadas. De las 51
muestras restantes (15.4%), 46 resultaron negativas a IDR y positivas a RIV. No
se encontraron estudios en los que se comparen estas pruebas en animales no
vacunados, sin embargo, en vacas revacunadas con cepa 19, Bustamante et
al., (2000), Aparicio et al., (2003) y Gonzalez et al., (2006) concuerdan con los
resultados de este estudio y coinciden con la premisa de que Rivanol no se
considera efectivo para diferenciar anticuerpos producidos por la revacunacion,
ya que por la existencia de repetidas revacunaciones, hay niveles elevados de
IgG que no son debidos a una infeccion, al contrario de IDR, que es capaz de
seguir diferenciando vacas revacunadas de las infectadas.

El LPS de Brucella por su localizaciéon externa en la célula es el primer
antigeno contra el que aparecen inmunoglobulinas de tipo M y G, tanto en la
infeccion como en la vacunacion (Moriyon, 1997), contrario a lo que sucede con
el Hapteno Nativo, ya que al menos en animales de experimentacion, la
aparicion de anticuerpos precipitantes depende de la intensidad de su estimulo

antigénico (Bustamante et al., 2000)
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Los resultados de este estudio mostraron que RIV tuvo la mayor
sensibilidad (99.3%) e IDR la menor (77.2%), lo contrario ocurrié con la
especificidad, donde RIV mostré la mas baja con 92.5% e IDR la mas alta con
98.8%. En el caso de IELISA y RB tuvieron sensibilidad y especificidad
cercanas a las mas altas con 96.8%, 98.2% y 96.83%, 97.7%, respectivamente.
Asimismo la prueba IELISA tuvo un alto valor predictivo positivo (98%) vy
negativo (97.1%), igualmente para el coeficiente Kappa (0.952), coincidiendo
con lo reportado por D4jer-Abimerhi et al., 1995; Abalos et al., 1998; Nielsen et
al., 2004a; Chachra, et al., 2009; Paulin et al., 2009. Cabe sefialar que en estos
estudios la comparacién de IELISA fue con FC y la de este trabajo con FP.

La prueba de fijacion del complemento (CFT) se ha establecido también
como prueba confirmatoria en Argentina, pero esta practica tiene una serie de
problemas, como dificultades técnicas con el procedimiento, las largas
distancias entre las granjas y los laboratorios, los sueros hemolizados y
descompuestos en algunos casos, y un nimero de sueros anticomplementarios,
lo que ocasiona que esta prueba sea una solucién poco practica. Lo contrario
sucede con FPA, la cual es relativamente barata, requiere un buffer simple,
antigeno marcado, tubos de vidrio reutilizables y el equipo necesario para medir
la polarizacion de fluorescencia, que cuesta aproximadamente lo mismo que un
fotbmetro para inmunoensayo enzimatico. Al igual que en otros ensayos de
union primaria y a diferencia de las pruebas convencionales, los datos se
obtienen electronicamente, eliminando la subjetividad y proporcionando un
analisis rapido, un registro permanente y facil dispersion de datos (Nicola et al.,

2010).
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ELISA tiene una clara ventaja sobre pruebas serolégicas convencionales,
en que son ensayos de unién primarios que no lo hacen depender de
propiedades secundarias de los anticuerpos tales como su capacidad para
aglutinar o para fijar el complemento. En segundo lugar, se puede adaptar para
ser mas especifico utilizando reactivos de alta pureza tales como antigenos y
anticuerpos monoclonales (Gall et al., 1998). Su punto de corte puede ser
ajustado de acuerdo con la prevalencia de enfermedad en la poblacién y no
existe diferencia significativa en los valores epidemiolégicos cuando se analiza
suero tanto de hembras vacunadas como de no vacunadas (Paulin et al., 2009).

Ninguna prueba seroldgica aislada es adecuada para todas y cada una
de las situaciones epidemioldgicas, presentando limitaciones en el diagnostico
de animales individuales (Godfroid et al., 2002, Nielsen et al., 2006).

En un andlisis separado de los datos, las pruebas en paralelo con IELISA
y aglutinacién en suero (SAT) aumenté 10% la sensibilidad (91.9%) y sin
reduccion en la especificidad (100%). Pruebas en paralelo mejoran
significativamente la sensibilidad y es especialmente valiosa donde la deteccion
temprana es altamente deseable (Abernethy et al., 2006).

Se deben considerar todos los factores que influyen en la relevancia del
método de prueba y de sus resultados para una aplicacion o interpretacion
diagnodstica especifica (Organizacion Mundial de Salud Animal, 2008). Las
caracteristicas diagnosticas de algunos enzimoinmunoensayos (ELISA) y la
prueba de la polarizacion de fluorescencia (FPA) son similares o superiores a la
FC y, como son mas faciles de realizar técnicamente y mas consistentes, es

preferible su utilizacion (Nielsen et al., 1995, Wright et al., 1997).



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de sensibilidad fueron 96.83% para RB, 99.3%
para RIV, 96.8% para IELISA y 77.2% para IDR-HN; de especificidad fueron
97.7% para RB, 92.5% para RIV, 98.2% para IELISA y 98.8% para IDR-HN.
Bajo estos resultados concluimos que no existe una prueba ideal (alta
sensibilidad y especificidad), esto puede deberse a factores asociados a la
muestra (edad, estado nutricional o respuesta inmunolégica del hospedador,
contaminacion o deterioro de la muestra), al sistema de prueba
(instrumentacion, error técnico, calidad del agua, temperaturas de reactivos) o a
la respuesta de la prueba (prevalencia y seleccion de los animales de
referencia).

La prueba que mostré una mayor cercania en este aspecto fue IELISA
con un 96.8% de sensibilidad y 98.2% de especificidad, ademas de una
concordancia casi perfecta con el coeficiente kappa mas alto de 0.952. La cual
seria una alternativa como prueba paralela en el diagnéstico de brucelosis
bovina en el estado de Baja California, con una prevalencia moderada en
Tijuana de 6.4% y de 6.2% en Mexicali.

Se recomienda realizar mas estudios de la prueba IELISA en paralelo a
otras pruebas, teniendo en cuenta los factores mencionados anteriormente
(muestra, sistema y respuesta de la prueba), asi como incluir el aislamiento
bacteriologico y reaccion en cadena de la polimerasa como pruebas de oro con

el fin de comparar sus resultados con pruebas mas especificas.
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