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RESUMEN 

RODRIGUEZ CUELLAR CLAUDIA RAQUEL. Diagnóslico de brucelosls en cabras, ulillzando un 

equipo de lnmunoensayo enzimétlco (ELISA) disei\ado para bovinos, comparando los resullados 

con fijación del complemento (FC). (Bajo la dirección de: Francisco Suárez GUemes y Francisco 

Velázquez Quezada). 

La brucelosis es una enrermedad lnfectocontagiosa, que afecta principalmente a bovinos, 

caprinos, ovinos y cerdos. El diagnóstico definitivo se realiza por el aislamiento de 6nJ.t!illa de 

tejidos y exudados orgánicos, pero es lento y complejo. Una altemallva es la serología, las 

pruebas de aglutinación y de fijación del complemento (FC) son las más empleadas. 

Recientemente se ha desarrollado la técnica de ELISA, de alta especificidad y sensibilidad. Para 

detenninar la sensibilidad, especificidad y valor predictivo de la prueba de ELISA en relación a FC 

en cabras, se utilizó el equipo diseftado para bovinos por la Agencia lntemaclonal de la Energfa 

Atómica, empleando el método descrito por Galen et al. (15). Fueron analizados 169 sueros de 

caprinos, 81 provenientes de rebanas brucelosos y 88 provenientes de un rebano no vacunado, 

sin que sugieran la presencia de brucelosls. La prueba de ELISA se erectuó según las 

Instrucciones del manual (10), utilizando los reactivos del equipo, y un suero de cabra testigo 

negativo mexicano. La FC se realizó según la técnica descrita por Allon el at. (1) ullllzando 

anllgeno de e=tJa ~ elaborado por la Productora Nacional de Biológicos Veterinarios. La 

senslbllldad de ELISA con relación a FC fué de 80 %, ya que 85 de los 81 sueros poslllvos 

dieron reacción positiva a ELISA y 16 fueron falsos negativos. La especificidad fué de 100 % ya 

que los 88 sueros negativos dieron reacción negativa a ELISA. El valor predictivo positivo y 

negativo fué de 100 % y 8-4 % respectivamente. La concordancia entre ambas pruebas rué de 

90.5%. 
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INTRODUCCION 

La brucelosis es una enrermedad lnfectocontaglosa de curso crónico que afecta 

prfnclpalmente a bovinos, caprinos, ovinos y cerdos; y que en determln~das circunS1anclas puede 

transmitirse el hombre. 

La distribución de la enfennedad puede considerarse mundial, y en México se sitüa entro 

les zoonosis más importantes (13, 25). 

Esta enfermedad en los animales, conslituye factor de pérdidas económl~s muy 

Importante debido a que produce abortos y disminución de la producción filetea (14). El agente 

eliológlco de la enfermedad, Bo.l.cel1a spp, fué aislado por primera vez en 1887 por Bruce en la isla 

de Malla (2, 5, 14, 16, 23, 25). Son 6 las especies de BoJ~ que se reconocen, las cuales tienen 

diferentes reservorios: a. llleill.ensis. las cabras y las ovejas; a. amm.us, los bovinos; a. ~ el 

cerdo, la liebre y el reno; a. neotomae. la rata del desierto; a. ll.'lls, la oveja, y a. ldllllS, el perro. 

Los colonias de las 4 primeras especies son lisas, a diferencia de a. OYis y a. cani.s. que se han 

observado sólo en forma rugosa. Las especies lisas son consideradas las més patógenas (1, 5, 13, 

21, 27). 

~ spp es un microorganismo cocobacllar, Gram M. microaerofillco, catelasa y 

oxidase(+); hldrollza la urea y reduce los nilratos. Esta bact~ria mide O.S.0.7 x O.ft.1.5 micras, es 

Intracelular facultativa, Inmóvil, no esporulada y no posee cápsula bien desarrollada; requiere para 

su crecimiento medios enriquecidos con sangre o suero y algunas especies o bfollpos requieren 

tensiones aumentadas de COa, para su aislamiento primario. Su crecimiento es lento, sus colonias 

son visibles hasta las 48 h (2, 4, 5, 13, 18, 23, 27). 



La principal vía de entrada del microorganismo es la oral, pero existe posibilidad de 

Infección po,: las vlas conjuntiva! y nasal, por soluciones de continuidad y también por el coito. Las 

hembras Infectadas pueden transmitir la enfermedad In ú1lm2 a sus crías o mediante la leche en la 

lactancia. El microorganismo es eliminado por leche, orina y principalmente por secreciones 

vaginales. La eliminación de brucelas por medio del esperma, sólo ocurre en casos raros (4. 5, 11, 

12, 13, 16, 23, 25, 31). 

Al entrar al organismo, la bacteria es Ingerida por los pollmorfonucieares y la capacidad de 

mulllpllcación de la .eru..ce.J1a. en el Interior de las células, les da la oportunidad de invadir el sistema 

relfculo endolelial, asf logra llegar a los ganglios linfáticos, Invade el sistema linfático y por el 

dueto torácico llega al torrente sangulneo. Posteriormente se aloja en diferentes órganos del 

huésped que generalmente son bazo, hlgado, médula ósea, glándula mamaria, útero grávido y 

tejidos fetales; en machos, órganos genitales (epidldimo y veslculas seminales) y articulaciones 

(4, 5, 11, 12, 13, 21, 25, 31). 

La brucelosls se manifiesta en los animales, produciendo gran cantidad de abortos, 

dependiendo del número de hembras gestantes y lo avanzado de la gestación, disminución notoria 

de la fertllldad, retención placentaria, mastltls y en ocasiones existe reabsorción, sin manifestarse 

ningún signo. SI llega a término la gestación, los animales nacen débiles y muchos mueren. 

Además en adultos, pueden ;>resentarse signos como, depresión, pérdida de peso, artritis, 

ciaudlcación y bronquitis, aunque puede existir la Infección sin signos aparentes. En machos 

puede presentarse vesiculitis, orquitis e Infertilidad. En general los animales jóvenes son más 

resistentes que los adultos (6, 13, 14, 16, 21, 23, 25, 26, 31). 

Las principales lesiones son, edema uterino y placentitls con edema de las membranas 

corfoalantoldeas, ganglios linfáticos aumentados de volumen y edematosos, pueden producirse 

granulomas en éstos y en órganos genitales de machos; también es común la esplenomegalla y la 

hepatomegalla (14, 16, 21, 23, 25, 31). 



En el humano la enfennedad generalmente es prolongada, de baja mortalidad y muy 

debilitante (4, 5, 9, 11. 12, 21). 

Para la realización del diagnóstico definitivo de la enfermedad, no se consideran 

suficientes ros signos cilnicos, siendo sólo orientadores; el diagnóstico anatomopatológico 

{lesiones en membranas fetales y coliledones) proporciona datos més valiosos, pero no 

definitivos. El aislamiento y cultivo del microorganismo a partir de tejidos y exudados orgánicos, 

aunque es el método más seguro y eficaz, resulta lento y muy complejo para ser aplicado en 

programas masivos de lucha contra la enfennedad. Una alternativa metodológica empleada es la 

serologla, la cual reduce el tiempo requerido para et diagnóstico de la brucelosls. Entre los 

métodos empJeados más comúnmente se encuentran las pruebas de aglutinación y la prueba de 

FC. Las pruebas de aglutlnaclón, que se utilizan con mayor frecuencia, tienen la desventaja de 

producir reacciones falsas negativas y falsas positivas. La FC es una de las pruebas más 

recomendables para el diagnóstico de ésta enfennedad, principalmente en bovinos, ovinos y 

caprinos, donde es utilizada ampliamente como prueba complementaria en muestras que 

presentan un tftulo sospechoso en la prueba de aglutinación. Diversas lílvesligaciones han 

demostrado la alta especificidad y la atta correlación entre infección y tltulos positivos en esta 

prueba, debido a la ventaja de que idenlifica preferentemente lnmunoglobulinas do la clase lgG1 

y no anticuerpos aglutinantes asociados con la vacunación, por lo tanto es considerada como una 

técnica altamente especifica y més sensible que la de aglutinación (1, 11, 27, 28). 

En los últimos anos, se ha iniciado el uso de los inmunoensayos, los quo se están 

utilizando ampliamente debido a su alta especificidad y sensibilidad para detectar concentraciones 

bajas de anticuerpos (inmunoglobullnas de las ciases lgG1, lgG2 e lgM) o anlfgenos bacterianos. 

Siendo todo esto equiparable con lo que presenta la prueba do FC y agregando la facilidad de 

manejo de la prueba de ELISA, esta podrfa llegar a ser en el futuro la técnica de elección para el 
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diagnóstico de Ja brucelosls, además de que no requiere de equipo sofisticado y pueden ser 

analizados varios sueros simultáneamente (3, 4, 7, 8, 18, 18, 19, 20, 23, 24, 27, 29, 30). 

Dentro de las medidas preventivas que se utilizan para el control de la brucelosls existen 

diferentes productos biológicos que se utlllzan para Ja Inmunización del ganado; en cabras a partir 

de a. m..e.li1Jmsls. tenemos a la bacierina H38 con adyuvante y la vacuna Rev 1, siendo ésta última 

fa más utilizada. La vacuna Rev 1 se prepara a partir de una cepa lisa atenuada de a.. ~. 
aislada de células estreptomicina dependientes, la cual es estable, de baja virulencia, allamente 

anllgénica y no revierte a patógena por pasajes contfnuos, puede usarse a la dosis 1·2 x 1011 

UFC/ml en caprinos de 3·8 meses de edad, pero no debe utilizarse en hembras adultas, puesto 

que quedarían como positivas a pruebas serodlagnóstlcas, ni en cabras prei\adas o lactando, 

porque produciría abortos y se eliminarla por leche. Por lo tanto en adultos sólo puede ser 

aplicada la vacuna Rev 1 pero a dosis reducida 5 x 1 o4UFC/ml y aún en gestantes y ladantes, 

sin producir los efectos descritos anteriormente, además las cabras vacunadas quedarfan 

negativas a pruebas serológlcas de 3--7 meses posteriores a la vacunación (8, 11, 12, 13, 21, 22, 

25, 30). 

HIPOTESIS 

La prueba de ELISA dlsenada para bovinos muestra igual sensibilidad y especificidad que 

la prueba de fijación de complemento, para detectar anticuerpos contra a. ~en caprinos. 

OBJETIVOS 

Detennlnar la sensibilidad, especificidad y valor predidlvo de la prueba de ELISA en 

relación a la prueba de FC en cabras, utilizando el equipo dlseflado para bovinos por Ja Agencia 

Internacional de la Energfa Atómica. 
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MATERIAL Y METO DOS 

Sueros a analizar 

Se analizaron 169 sueros de caprinos de los cuales 81 rueron provenientes de varios 

rebanas de caprinos en Chihuahua, donde se han lnronnado casos cHnlcamente positivos a 

brucelosls; y 88 provinieron de un rebano de caprinos no vacunados, localizado en el Centro 

Experimer:tal La Unión del Instituto Nacional de lnvestig~clones Forestales y Agropecuarias 

SARH, en Cerro de Piedra Gro., donde nunca se han registrado problemas que sugieran la 

presencia de brucelosls. Dichos sueros fueron conservados a -20 C en viales Independientes hasta 

el momento de su utilización, La dilución de trabajo para la prueba de ELISA fué de 1/200 como se 

Indica en el manual de ELISA (10). 

PRUEBA DE ELISA 

SUERO TESTIGO NEGATIVO 

Se recoledaron 2 sueros de un rebano de caprinos en la zona de Apasco Edo. de México, 

en donde se han mantenido los animales libres de brucelosls mismos que se utilizaron para 

eslablecer la especificidad de la prueba, conservándose a -20 e hasta su ullllzaclón. La dilución de 

trabajo rué de 1/200, 

SUERO TESTIGO POSITIVO 

Para la titulación de los reactivos utilizados en la prueba (conjugado y antlgeno), se usó el 

suero poslllvo del equipo de ELISA, donado por la FAO y la Agencia Internacional de la Energla 

Atómica, el cual contiene un alto nivel de anticuerpos contra ~ a.bm1us; mismo que fué 

reconstituido en 1 mi de agua destilada y subdividido en allcuotas de 0.1 mi, almacenéndose a 

-20 C hasta su ullllzaclón. La dilución de trabajo rué de 1/200. 



ANTI GENO 

Se utilizó el antígeno del equipo de ELJSA, el cual es un estracto de llpolisacárido liso 

fnactivado por calor y liofilizado, que rué reconstituido en 1 mi de agua destilada, subdividido en 

allcuotas de 200 µI y conservado a ·20 e hasta su utilización. su dilución óptima a utilizar se 

estableció duranle la estandarización de la prueba. 

CONJUGADO 

Se empleó el conjugado del equipo de ELISA, que está formado por una antilgG de conejo 

liofilizada, y marcado con peroxldasa, el cual fué reconstituido en 1 mi de agua destilada, diluido 

en 9 JTII de solución amortiguada (PBS) y guardado en ali cuotas de 0.2 mi, conservándose a ·20 C 

hasta su ullllzaclón. Su dilución óptima a utilizar se estableció durante la estandarización de Ja 

pruet•a. 

SUSTRATO 

Se utilizó Ja solución del equipo de ELISA, formada por. solución amortiguada para 

sustrato, cromógeno y sustrato; la cual fué preparada Inmediatamente antes de su uso, agregando 

250 ~I do solución de ácido 2, 2 dletll benllazollna del ácido su/fónico (ABTS) y 50 ¡il de peróxido 

de hidrógeno, por cada 10 mi de solución amortiguada para sustrato. 

FIJACION DEL COMPLEMENTO 

ANTI GENO 

Fué ullllzado el antlgeno para FC de ~ all<u1us. de la Productora Nacional de 

Biológicos Veterfnarlos, cepa 1119-3 concentrada e inactlvada por calor, conservándose a .e e 

hasta su uso. La dilución empleada fué de 11200. 

HEMOLISINA 

Se dispuso suero hlperinmune de conejo anti.glóbulos rojos de camero, dlluído a partes 

Iguales con glicerol que fué conservado a 4 e hasta su utilización. su dilución óptima de trabajo se 

estableció durante la estandarización de Ja prueba. 
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COMPLEMENTO 

Se empleó suero de cuye el cual se tituló bajo la técnica descrita por Alton .et al. (1) y 

fué distribuido en alícuotas de 0.25 y de 0.5 mi conservándose a -20 C hasta su uso. Para la 

prueba fueron utilizadas 2 unidades fijadoras del complemento. Su dilución óptima de trabajo se 

estableció durante la estendar1zación de la prueba. 

GLOBULOS ROJOS DE CARNERO 

Se obtuvo sangre de camero, que fué llevada a tubos con solución de Alsever a partes 

Iguales y mantenida a 4 c. Después de 5 dlas y hasta 60 dlas. se utilizaron los glóbulos rojos 

previo lavado con solución amortiguada con veronal por centrifugación y ajustados a una 

concentración de 2 % en solución amortiguada con veronal (SAV). 

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA 

ANTIGENO 

El anllgeno del equipo de ELISA fué lllulado realizando dos diluciones 1/4000 y 1/8000 en 

solución amortiguada de revestimiento, con las cuales se senslblllzaron 2 placas para prueba de 

ELISA cada una con una dilución respecllvamente, agregando 100 µI por pozo, se incubó a 37 C 

durante 2 horas. 

Al término de la incubación se realizaron 3 lavados de 5 mln cada uno con solución 

fosfatada adicionada con 0.05% de Tween 20 (PBS T 20) y se hicieron diluciones 11200 de los 

sueros utilizados (testigos positivo y negativo, suero de capñno negativo, suero bovino 

negativo, suero caprino vacunado y suero positivo caprino) con solución amortiguada diluyente, 

dilución recomendada en el manual del equipo de ELISA (10); los sueros fueron agregados a la 

placa en triplicado de la manera que se Ilustra en la fig. 1 e Incubados 1 hora a 37C. 



Se efectuaron 3 lavados de 5 min cada uno con PBS T 20. Posteriormente se agregó el 

conjugado, realizando ras siguientes diluciones dobles 113,200, 116,400, 1/12,800 y 1125,600 en 

solución amortiguada de ELISA can pH de 7.4, adicionada con 0.1% de TWeen 20 (100 µI por 

pozo), como se Ilustra en la fig. 1. Se Incubaron las placas 1 hora a 37 C. Se lavaron nuevamente 

3 veces por 5 minutos cada vez con PBS T 20. Se adicionaron 100 pi por pozo de sustrato a 

ambas placas y se incubaron a temperatura ambiente protegidas de la luz por 10 mln. La reacción 

rué detenida adicionando 100 µI de azlda de sodio por pozo (dilución 1/1000 en agua deS111ada). 

La absorbancia rué medida en un Jedor de ELISA, utilizando un filtro de 405 nm de 

longitud de onda. 

CONJUGADO 

la li1ulación del conjugado se ereduó revistiendo una placa para prueba de ELISA con el 

antlgeno del equipo de ELISA, diluido 1/8000 en solución amortiguada diluyente, que fué Ja 

dilución ópUma del anlígeno. Se agregaron 100 µI por pozo. Se Incubó durante 2 horas a 37 c. 

Posteriormente a la Incubación, se realizaron 3 lavados cada uno de 5 min con POS T 20. Se 

hicieron diluciones 1/200 de los sueros testigo positivo y negativo, y se utlllzaron ademés un 

suero negativo caprino, uno positivo bovino (B. abmtu.s.), uno positivo canino (B. can1s) y otro 

negativo canino, los cuales fueron distribuidos en duplicado en la placa (fig. 2), e Incubados una 

hora a 37 C. Al término de la incubación se realizaron los lavados de costumbre (3 de 5 mln 

cada uno con PBS T 20) y después dos diluciones del conjugado 1/3,200 y 116,400 en solución 

amortiguada de ELISA adicionada con 0.1% de T 20, las diluciones fueron colocadas en la placa 

como se ilustra en la fig. 2. Se Incubó 1 hora • 37 C. La placa rué lavada 3 veces con fnterv•los 

de 5 mln con PBS T 20. En seguida se adicionaron 100µ1 por pozo de sustrato a la placa completa 

y se Incubó a temperatura ambiente protegida de la luz por 10 min. La reacción fué deJenlda 

adicionando 100 µI por pozo de azlda de sodio. 
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La absort>ancla fué medida en un lector de ELISA utlllzando un filtro de 405 nm de longitud 

de onda. 

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO 

HEMOLISINA 

Se preparó una dilución madre 11100 de hemolislna, a partir de fa cual se prepararon las 

diluciones 111000, 111500, 1/2000, 1/3000, 1/5000, 1/8000 y 1/16000 con diluyenle de fijación de 

complemento. 

Se anadió 1 mi de la dilución de hemolislna a 1 mi de hematíes de camero al 2 %, se 

mezcló y se dejó a temperatura ambiente por 15 mln para sensibilizarlos. A una serie de 7 tubos, 

se aftadló 1.0 mi de diluyente y 0.5 mi de complemento diluido para obtener asr una hemóllsls de 

70 a 80 % con las diluciones de hemolisina más concentradas. Se agregaron 0.5 mi de una de las 

7 suspensiones de hemaUes sensibilizados a cada tubo que contenfa complemento y diluyente, y 

se mezcló bien. Se mantuvieron los tubos en bano maria a 37 e por media hora, agitándose a los 

15 mln. Postertormente se anadleron 2 mi de diluyente frlo a cada uno y se centrifugaron para 

depositar los hemalfes que quedaban sin Usar. En el sobrenadante de cada tubo, se midieron las 

densidades ópllcas (O.O.) en el espectorotómetro a una longitud de onda de 540 nm. Se calculó 

el porcentaje de hemólisls y se granearon los valores contra la dilución de hemolislna. 

COMPLEMENTO 

Se sensibilizaron glóbulos rojos mezclando volúmenes Iguales de hemollslna lilulada al 

20 % y erttrocitos •I 2 %; se mezclaron y dejaron en reposo 15 min a temperatura ambiente. Se 

preparó una dilución madre de complemento (1135) y una dilución pa111 I• tilulac/ón del 

complemento (1/350). Se U1111zaron 6 tubos a los cuales se les agregó primero el complemento 

diluido 11350 pubo 1, 0.3 mi; tubo 2, 0.4 mi; tubo 3, 0.5 mi; tubo 4, 0.6 mi; tubo 5, 0.7 mi; tubo 6, 
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o.e mi), posteriormente el diluyente, en cantidad para completar un volumen de 1.5 mi (tubo 1, 

1.2 mi; tubo 2, 1.1 mi; tubo 3, 1 mi; tubo 4, 0.9 mi; tubo 5, 0.8 mi; tubo 6, 0.7 mi), y por último los 

glóbulos rojos sensibilizados (0.5 mi a cada tubo). se mezclaron e incubaron en baílo maria a 

37 e por 30 mln, agiténdose e los 15 mln. Al término de la Incubación se agregaron 2 mi de 

diluyente rrro a cada tubo y se centrifugaron. A continuación se vertieron los sobrenadantes de 

cada tubo y se determinaron las O.O. respecilvas en el espectofotómetro. El porcentaje de 

hemólisls se calculó Igual que en la titulación de la hemollsina. se calcularon los valores de la 

expresión y/(100-y) para cada cantidad de complemento (y= % de hemóllsls; 100 - y= glóbulos 

rojos no hemollzados). 

TECNICA DE ELISA 

Al haber obtenido la dilución ópllma del antlgeno, ta cual fué 118000, se ,procedió a 

sensibilizar las placas a utlllzar.;e. 

La dilución fué realizada en solución amortiguada de revestimiento; las placas revestidas 

fueron Incubadas a 37 e durante 2 horas, quedando asf el antígeno fijo en ellas. 

Los pozos A1 y B1 fueron aquéllos con los cuales se ajustó la lectura de cada placa a cero 

("pozos blancos¡, los pozos 1C, 7C, 1Fy 7F fueron los controles para detectar la unión 

lnespeclfica del conjugado, los pozos 1 O y 70 fueron los controles positivos y los pozos 1 E y 7E 

los controles negativos. (Flg 3) 

Después de la Incubación se procedió a realizar las diluciones de los sueros que se 

examlnarfan, primero ulllizando una dilución 1/40 en tubo con solución amortiguada diluyente y 

posterionnente ya en la placa una dilución 1/200. Cada suero se probó por duplicado. Se 

Incubaron las placas 1 hora a 37 C, agitándose cada 20 mln. Después se lavaban 3 veces, 5 mln 

con PBS T20. 
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Al término del lavado se agregaba a toda la placa (excepto pozos A1 y 81) el conjugado 

diluído 1/3200 en solución amortiguada diluyente (50 )JI/pozo) y se Incubaba 1 hora a 37 C. 

Posterionnente se aplicaba el sustrato a toda la placa (100 µVpozo); Incubándose a 

temperatura ambiente, protegidas de la luz y Ja reacción enzim.étlca se detenía con azlda de sodio 

a las 10 mln. 

La absorbancla fué medida con el lector de ELISA, utlllzando un filtro de 4'05 nm de 

longitud de onda. 

Se calculó el valor de adherencia para determinar la sensibilidad analftlca en cada placa, 

utilizando le siguiente fórmula: 

Valor de 
adherencia 

promedio de la O.O. de la referencia positiva 

promedio de la o.o. de la referencia negativa 

Se calcularon los valores negativos/ posllivos aislados para cada placa (valor de corte), 

doblando el promedio de los valores de o.o. de la referencia negativa de los sueros en esa placa. 

Los sueros que daban valores de O.O. mayores a estos valores fueron considerados positivos. 

TECNICA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO 

Los sueros a analizar fueron dlluJdos 1/4 cada uno con SAV e inactlvados a 58.SO e 

durante 30 mln. Posteriormente se adicionaron 25 J.ll de SAV en cada pozo de las mlcroplacas con 

fondo de "u•, excepto el primer pozo de cada fila, enseguida se agregaron 25 JJI de Ja dilución del 

suero lnactivado de la primera muestra a analizar en Jos pozos primero, segundo y último de la 

primera fila. De Igual manera se realizó en las demás filas con todos los sueros. Se procedió a la 

dilución seriada slmullanee en todas las filas, empezando por el segundo pozo y terminando con el 

penúlllma, del cual se extralan y desechaban 25 ¡il. 



13 

Una vez diluídos todos los sueros, se agregaron 25 µI de antígeno diluído en cada pozo, 

exceplo el último de cada fila (que sirvió como testigo para la actividad antlcomplementarfa del 

suero), más 25 pi de complemenlo en todos los pozos. Las mlcroplacas fueron Incubadas a 37 e 

en bano morfa durante 30 mln. A los 15 mln de la Incubación, se preparó la mezcla hemolltica. Al 

ténnlno de la incubación se agregaron 25 pi de glóbulos rojos senslblllzados en cada pozo y se 

Incubaron a 37 e en bano marra por 30 mln. A los 15 mln de la Incubación se agitaron las placas 

para evitar sedimentación y se continuó la Incubación. Por último se procedió a centrifugar todas 

las placas y se realizó la lectura visualmente por u.n técnico especializado, tomando como punto 

final de la reacción la última dilución que presenló una fijación apreciable (bolón de glóbulos rojos 

y líquido claro e Incoloro); ésta dilución se consideró el titulo de cada suero. Los resultados fueron 

comparados confonne a Jos sueros testigo positivo y negativo. 

ANAL/SIS DE LO DATOS 

Se Ulll/zó el mélOdo descrtlo por Galen ltl al. (15), para delermlnar la especificidad, 

sens/bll/dad, valor predldlvo positivo y negallvo de la prueba de ELISA, y la concort!anc/a enlre 

las pruebas utlllzadas. 
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RESULTADOS 

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA 

La dlluciOn Optima del antígeno del equipo de ELISA, se localizó en la placa en la CtJal la 

absorbancia tuvo un valor elevado (1.177) para los sueros positivos y uno bajo (0.122) para Jos 

sueros negativos, encontrándose la mayor diferencia en la placa en la cual se utlllzó la dilución 

1/8000. 

La dilución óptima del conjugado del equipo de ELISA, fué delenmlnada comparando los 

valores de absorbencia de los sueros control positivo y negativo, de los sueros de caprino, de 

bovino y de canino, con relación a las 2 diluciones del conjugado; se observó que los mejores 

valores se encontraban a la dilución 113,200, donde el valor de O.O. fué lo suficientemente 

elevado (0.875) para obtener una adecuada reacción en la prueba, sin que existieran problemas 

de saturación de la placa por un exceso de conjugado que produjeran valores de absorbencia 

demasiado alias y no medibles por el ledor, ni tampoco valores muy bajos (0.105) debidos una 

Insuficiente cantidad de conjugado en la reacción. 

INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE ELISA 

Se calcularon los promedios de las referencias negativa, positiva y de los sueros problema 

en duplicado para cada placa. 

El valor de adherencia en cada una de las placas rué mayor a 6. 

El valor de co~e de la prtmera placa fué 0.088, el de la segunda fué 0.114, el de la tercera 

0.114 y elde la úttlma 0.076. 
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De las 88 muestras obtenidas a partir del rebal'lo de caprfnos no vacunados, donde nunca 

se han reportado problemas que sugieran la presencia de brucelosfs, 88 resuttaron negativas 

(100 %); y de las 81 muestras provenientes de rebanes de caprinos donde se lnfonnaron casos 

clínicamente positivos a brucelosis y que reaccionaron positivas a la prueba de FC, 65 resultaron 

posttlvas (80 %) a la prueba de ELISA. 

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO 

La dilución óptima encontrada para la hemolisina rué de 1/3000. 

La dilución óptima del complemento, donde se localizaron las 2 unidades lljadoras del 

complemento rué 1/30. 

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA DE FIJACION DEL 

COMPLEMENTO 

Se consideraron como positivos aquellos sueros que presentaron una dilución mayor a 1/8. 

De Jos 88 muestras obtenidas a partir del rebano de caprinos no vacunados donde nunca se han 

reportado problemas que sugieran la presencia de brucelosls, 88 resultaron negalivos (100 %). De 

las 81 muestras provenientes de rebanes de caprinos donde se reportaron casos cllnicamenle 

positivos a brucelosls, las 81 muestras (100 %), resultaron positivas en esta prueba. 

ANALISIS DE LOS DATOS 

Los resultados del análisis de los datos ar utilizar el mélodo de Galen el al. para 

detennJnar la especificidad y senslbllldad, se muestran en el cuadro No. 1. 



ELISA/FC 

Senslbilidad = 65/61 x 100 = 80.2 % 

Especificidad = 88188 x 100 = 1 oo % 
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Valor predictivo positivo = 65/65 x 100 = 100 % (confiabilidad de la prueba) 

Valor predictivo negativo = 88/104 x 100 = 84 % 

Concordancia= ( 65 + 88) / 169 x 100 = 90.5 % 

Como podemos observar, la sensibilidad de la prueba de ELISA utlllzeda en este trabajo, 

con relaclón a la prueba de FC fué de so %, ya que 65 de los 81 sueros provenientes de 

animales positivos a FC dieron reacción positiva a la prueba de ELISA y 16 fueron falsos 

negativos. Con relación a ra especificidad, ésta fué del 100 % ya que el total de 88 sueros 

negativos a FC dieron reacción negativa a la prueba de ELJSA. 

Al no existir ningún suero considerado como falso positivo, el cálculo del valor predictivo 

positivo de la prueba fué del 100 % de confiabilidad, sin embargo le existencia de 16 falsos 

negativos nos dló un valor predictivo negativo de 84 %. 

Finalmente, la concordancia entre ambas pruebas resultó ser de 90.5 %. 
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DISCUSION 

Al conelacionar la prueba de ELISA con FC se observó que la especificidad delermlnada 

para ELISA en caprinos, fué de 100 % y la sensibilidad de 80 %, a diferencia de lo reportado en un 

estudio realizado por Sulhertand (29) en donde ELISA resulló con una senslbllldad de 96 % y 

especificidad del 61 %, la diferencia con los resultados obtenidos en el presente trabajo, puede 

deberse a que Sulhertand (29) utiliza el alslamlento bacteriano para delermlnar sensibilidad y 

especificidad, y nosotros utilizamos como prueba de referencia a FC. 

En olros estudios Hobbs (18) al Igual que Dohoo (7), reportan que tenlo FC como ELISA 

tienen una especificidad muy similar para detectar animales vacunados y no vacunados con 

B.a.b!2!111s. 

Por su parte Heck (17) demuestra que ELISA es considerablemente més sensible que los 

métodos convencionales, entre ellos la prueba de FC. 

Una explicación en cuanto a las diferencias obtenidas entre este trabajo y lo reportado por 

Hobbs (18), Dohoo (7) y Heck (17), es que ellos lrabajaron con sueros de bovinos utilizando un 

antfgeno de a. a.bW1U.s. y nosotros utilizamos sueros de cabras utilizando un anttgeno de 

B. lllll2J1us. 

Lo anterior, como ya se mencionó, con la finalidad de ulllizar el equipo de ELISA disenado 

para el diagnóstico de brucelosls en bovinos. 

Al respedo, cabe mencionar los estudios de Escalente (8) y Galen (15), quienes afinnan 

que el aumentar la sensibilidad en una prueba serológlca disminuye su especificidad, y los criterios 

para optar por mayor o menor sensibilidad, dependerán de la seroprevalencia presente en la 

población y del objellvo que se busque. 
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En condiciones nonnales, cuando existe alta prevalencia, la prueba tiende a comportarse 

mejor para detectar mayor número de positivos, a diferencia de donde existe baja prevalencia con 

las mismas caracterfstlcas se obtiene un mayor número de falsos posttlvos. en consecuencia la 

confiabilidad del diagnóstico positivo disminuye. 

En el presenle lrabajo observamos que la prueba de ELISA es un mél<>do dlagnóslleo 

eficaz y más especifico que FC para detedar brucelosis en cabras. Sin embargo, los resultados 

obtenidos fueron establecidos en condiciones experimentales donde los sueros positivos y 

negativos se utilizaron en un número similar y simulando situaciones de alta prevalencia, por 10 

cual serla recomendable realizar posteriores trabajos pero bajo condiciones de campo, tanto en 

zonas donde exista alta prevalencia, como en otras donde haya baja prevalencia, para as( 

determinar su comportamiento. 
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