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RESUMEN

RODRIGUEZ CUELLAR CLAUDIA RAQUEL. Diagn6stico de brucelosis en cabras, utilizando un
equipo de inmunoensayo enzimético (ELISA) diseftado para bovinos, comparando [os resultados

con fijacién del complemento (FC). (Bajo 1a di ién de: Franci Suérez Gi y Fr

Veldzquez Quezada).

Lta es una i que afecta principalmente a bovinos,
caprinos, ovinos y cerdos. El diagnéstico definitivo se realiza por el aistamiento de Brucelia de
tejidos y exudados organicos, pero es lento y complejo. Una altemativa es la serologla, las
pruebas de aglutinacién y de fijacién del complemento (FC) son las mé4s empleadas.

se ha d la técnica de ELISA, de alta especificidad y sensibilidad. Para
determinar la sensibilidad, especificidad y valor predictivo de la prueba de ELISA en relacién a FC

en cabras, se utilizé el equipo disefiado para bovinos por la Agencia Intemacional de la Energia

6 leando el método descrito por Galen et al. (15). Fueron analizados 169 sueros de
caprinos, 8% provenientes de rebafios br y 88 pro de un rebafio no vacunado,
sin que sug la p de bl La prueba de ELISA se efectud segin las

instrucciones del manual (10), utilizando los reactivos del equipo, y un suero de cabra testigo
negativo mexicano, La FC se realizé segin la técnica descrita por Alton et al. (1) utilizando
antigeno de Brucella abortus etaborado por la Productora N de Biolégicos Veterinarios. La
sensibilidad de ELISA con relacion a FC fué de B0 %, ya que 65 de los 81 sueros positivos
dieron reaccién positiva a ELISA y 18 fueron falsos negativos. La especificidad fué de 100 % ya

que los 88 sueros negativos dieron reaccién negativa a ELISA, El valor predictivo posilivo y
negativo fué de 100 % y 84 % respecti La conc ia entre ambas pruebas fué de
90.5 %.




INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de curso cronico que afecla

principalmente a bovinos, caprinos, ovinos y cerdos; y que en determinadas circunstancias puede

transmitirse a! hombre.

La de la en dad puede id ial, y en México se sitia entro

las zoonosis mds importantes (13, 25).

Esta en los imales, ituye factor de pérdidas ecandmlpas muy

importante debido a que produce abortos y disminucién de la produccidn lactea (14). El agente
etiolégico de la enfermedad, Brucella spp, fué aislado por primera vez en 1887 por Bruce en la isla
de Malta (2, 5, 14, 16, 23, 25). Son 6 las especies de Brucella que se reconocen, las cusles tienen
diferentes reservorios: B. melilensis, las cabras y las ovejas; B. aborius, los bovinos; B. suls, el
cerdo, Ja liebre y el reno; B. nectomae, la rata del desierto; B. ovis, la oveja, y B. canis, el perro.
Las colonias de las 4 primeras especies son lisas, a diferencia de B. ovis y B. canis que se han

observado séle en forma rugosa. Las especies lisas son i las més patég: {1. 5,13,

21,20
Brucella spp es un microorganismo cocobacitar, Gram (-), microaerofilico, catalasa y
oxidasa (+); hidroliza la urea y reduce los nilratos. Esta bacteria mide 0.5-0.7 x 0.8-1.5 micras, es

intracelular facuftativa, inmdvil, no esporulada y no posee capsula bien ; req para

su medios enriquecidos con sangre o suero y algunas especies o biotipos requieren

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

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



La j via de da del es la oral, pero existe posibilidad de

infeccién pof las vias 1 y nasal, por de Yy por el coito. Las

hembras infectadas pueden transmitir la enfermedad [n Gtero a sus crias 0 mediante la leche en la

I El mi es por leche, orina y princip por secr

i La eli i6n de b. las por medio del esperma, s6l0 ocurre en casos raros (4, 5, 11,

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

Al entrar al organismo, la bacteria es ingerida por los polimor ! yla i de

muttiplicacién de 1a Brucella en el interior de las células, les da la oportunidad de invadir el sistema

reticulo endolelial, asi logra llegar a los i invade el y por el

ducto tora liega al i Posteriormente se aloja en diferentes érganos del

huésped que generalmente son bazo, higado, médula dsea, glandula mamaria, Utero gravido y

tejidos fetales; en 6 i idi y v I i y
(4,5,11,12,13, 21, 25,31).

La brucelosis se en los pr do gran cantidad de aborlos,
d i del nu de h ] y lo avanzado de la gestacion, disminucién notoria
de la fertilidad, retencién placentaria, mastitis y en existe 1, sin i
ningtn signo. Si llega a té la 1, los nacen débiles y muchos mueren.

Ademés en adultos, pueden presentarse signos como, depresidn, pérdida de peso, artiitis,
claudicacién y bronquitis, aunque puede existir 1a infeccién sin signos aparentes. En machos

puede presentarse vesiculitis, orquitis e Iinfertilidad. En g los J son mis

resistentes que tos adultos (8, 13, 14, 18, 21, 23, 25, 26, 31).

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

P P

)S0!

corioalantoideas, ganglios linfaticos de y

granutomas en éstos y en 6 de 3 es comun la esplenomegalia y la

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



En el h la f dad g es pl de baja mortalidad y muy

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

Para Ia realizacién del diagndstico definitivo de !a enfermedad, no se consideran

suficlentes los signos clinicos, slendo sélo el Io]

(lesiones en membranas fetales y cotiledones) proporciona datos mas valiosos, pero no

definitivos. E) lento y cultivo del a partir de tejidos y exudados organicos,

aunque es el mélodo mas seguro y eficaz, resulta lento y muy complejo para ser aplicado en

programas masivos de lucha contra la Una gl p esla
serologia, la cual reduce el tiemgo ido para el 4slico de la H Enire los
étod leados mas ¥ se las pruebas de aglutinacién y (a prueba de
FC. Las pruebas de aglutinacién, que se utilizan con mayor fr ia, tienen la d ja de
preducir falsas negati y lalsas positivas. La FC es una de las pruebas méas
para el diagnéstico de ésta enfermed: princi en bovinos, ovinos y

caprinos, donde es utilizada ampliamente como prueba p ria en que

presentan un titulo sospechoso en la prueba de aglutinacidn. Diversas investigaciones han

demostrado la alta especificidad y la afta correlacién entre infeccién y titulos positivos en esta

prueba, debido a la ventaja de que identifica pr nente i lobul de la clase 1gG1
y no glutil i con fa i6n, por lo tanto es considerada como una
técnica altamente especifica y mas que la de ag (1, 11, 27, 28).

En los Gitimos aflos, se ha iniciado el uso de los inmunoensayos, los que se estan

utilizando ampliamente debido a su alta especificidad y ili para

bajas de de las clases IgG1, IgG2 e IgM) o antigenos bacteriancs.

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

manejo de la prueba de ELISA, esta podria llegar a ser en el futuro la técnica de elecci6n para el



de la brucelosi de que no requiere de equipo sofisticado y pueden ser
analizados varios sueros simultaneamente (3, 4, 7, 8, 18, 18, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 30).

Dentro de las medidas preventivas que se utilizan para el control de la brucelosis existen
diferentes productos biclégicos que se utilizan para la inmunizacién del ganado; en cabras a partir
de B, melitensis tenemos a la bacterina H38 con adyuvante y la vacuna Rev 1, siendo ésta ultima

la més utilizada. La vacuna Rev 1 se prepara a partir de una cepa lisa atenuada de B. melitensls,

aislada de células i dependi la cual es estable, de baja virulencia, altamente

por puede usarse a la dosis 1-2 x 10"

y no ierte a
UFC/ml en caprinos de 3-8 meses de edad, pero no debe utilizarse en hembras adultas, puesto
que quedarian camo positivas a pruebas serodiagnésticas, ni en cabras prefiadas o lactando,
porque producirfa abortos y se eliminaria por leche. Por lo tanto en adultos sélo puede ser
aplicada la vacuna Rev 1 pero a dosis reducida 5 x 10*UFC/ml y adn en gestantes y lactantes,

sin p los descritos

las cabras vacunadas quedarian
negativas a pruebas serol6gicas de 3-7 meses posteriores a la vacunacién (8, 11, 12, 13, 21, 22,

25, 30).

HIPOTESIS

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

{a pryeba de fijacién de para det lcuerpos contra B. melilensis en caprinos.

OBJETIVOS
Determinar la sensibilidad, especificidad y valor predictivo de la prueba de ELISA en
relacion a la prueba de FC en cabras, utilizando el equipo diseflado para bovinos por la Agencia

Intemacional de la Energia Atémica,



MATERIAL YMETODOS
Sueros a analizar
Se analizaron 169 sueros de caprinos de los cuales 81 fueron provenientes de varios

bafios de en C donde se han informado casos clinicamente positivos a

brucelosis; y 88 provinieron de un rebafio de cap no en el Centro

Experimental La Uni6n dei i Naclonal de Investigaci F y Ag ias

SARH, en Cerro de Piedra Gro., donde nunca se han registrado problemas que sugieran la
presencia de brucelosis. Dichos sueros fueron consesvados a -20 C en viales independientes hasta
el momento de su utilizacién, La dilucién 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 recolectaron 2 sueros de un rebafio de caprinos en la zona de Apasco Edo. de México,

en donde se han los libres de br Jlosis mi que se utilizaron para
establecer {a especificidad de la prueba, conservéndose a -20 C hasta su utilizacion, La dilucién de
trabajo fué de 1/200,

SUERO TESTIGO POSITIVO

Para la titulacién de los reactivos utilizados en ta prueba (conjugado y antigeno), se usé el

suero positivo del equipo de ELISA, dontado por la FAO y la Agenci: de la
Atémica, el cual contiene un alto nivel de anticuerpos contra Brucella aborus; mismo que fué
reconstituido en 1 ml de agua destilada y subdividido en alicuotas de 0.1 ml, almacenandose a

-20 C hasta su utilizacién. La dilucién de trabajo fué de 1/200.



ANTIGENO

Se utilizé el antigeno dei equipo de ELISA, el cual es un estracto de lipolisacérido liso
inactivado por calor y fiofilizado, que fué reconstituido en 1 ml de agua destilada, subdividido en
alicuotas de 200 pl y conservado a -20 C hasta su utilizacién. Su dilucién dptima a utilizar se

bleci6 d la i de la prueba.

CONJUGADO
Se empieé el conjugado del equipo de ELISA, que est4 formado por una antilgG de conejo

liofilizada, y marcado con peroxidasa, el cual fué reconstituido en 1 m! de agua destilada, diluido

en 8 mi de solucién amortiguada (PBS) y g en alicuotas de 0.2 ml, conser a-20C
hasta su utilizacién. Su dilucién éptima a utilizar se establecidé durante la estandarizacion de la
prueta.
SUSTRATO

Se utiliz6 la soluclén del equipo de ELISA, formada por: solucién amortiguada para

sustrato, cromégeno y sustrato; la cual fué preparada inmediatamente antes de su uso, agregando

250 1 de solucién de &cido 2, 2 dietit del &cido 6 (ABTS) y 50 pl de peréxido

de hidrégeno, por cada 10 ml de solucién amortiguada para sustrato.

FIJACION DEL COMPLEMENTO

ANTIGENO

Fué utilizado el antigeno para FC de Brucella de fa Prod Nacional de
‘ Biolégicos Veterinarios, cepa 1119-3 concentrada e inactivada por calor, conservandose a 4 C
hasta su uso. La dilucién empleada fué de 1/200.
HEMOLISINA
Se dispuso suero hiperinmune de conejo anti-glébulos rojos de camero, diluido a partes

iguales con glicerol que fué conservado a 4 C hasta su utilizacién. Su ditucién 6ptima de trabajo se

la de la prueba.




COMPLEMENTO

Se emple6 suero de cuye el cual se litul6 bajo la técnica descrita por Alton et al. (1) y
fué distribuido en alicuotas de 0.25 y de 0.5 ml conservéndose a -20 C hasta su uso. Para la
prueba fueron utilizadas 2 unidades fijadoras del complemento. Su dilucién éplima de trabajo se
establecit durante la estandarizacion de la prueba.
GLOBULOS ROJOS DE CARNERO

Se obtuvo sangre de camero, que fué ilevada a tubos con solucion de Alsever a partes
iguates y mantenida a 4 C. Después de 5 dias y hasta 60 dias, se utilizaron los glébulos rojos

previo lavado con solucién amortiguada con veronal por centrifugacion y ajustados a una

de2% en i6 con veronal (SAV).

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA
ANTIGENO

El antigeno del equipo de ELISA fué titulado realizando dos diluciones 1/4000 y 1/8000 en

ia de con las cuales se sensibilizason 2 placas para prueba de
ELISA cada una con una dilucién respectivamente, agregando 100 ul por pozo, se incubd a 37 C

durante 2 horas.

Al ino de la se 3 lavados de 5 min cada uno con solucién
fosfatada adicionada con 0.05% de Tween 20 (PBS T 20) y se hicleron diluciones 1/200 de los
sueros utilizados (testigos positivo y negativo, suero de caprino negativo, suero bovino
negativo, suero caprino vacunado y suero positivo caprino) con solucién amortiguada diluyente,
dilucién 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 1a fig. 1 e incubados 1 hora a 37C.



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

las si iluci dobles 1/3,200, 1/8,400, 1/12,800 y 1/25,600 en

solucién amoniguada de ELISA con pH de 7.4, adicionada con 0.1% de Tween 20 (100 pl por
poza), como se flustra 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 adicicnaron 100 pl por pozo de sustrato a

ambas placas y se incubaron a a amb pr idas de la uz por 10 min. La reaccién

fué detenida adicionando 100 pl de azida de sodio por pozo (dilucién 1/1000 en agua destilada).

La absorbancia fué medida en un lector de ELISA, utilizando un filtro de 405 nm de
longitud de onda.
CONJUGADO

La titulacién del se or una placa para prueba de ELISA con el

antigeno del equipo de ELISA, diluido 1/8000 en solucién amortiguada diluyente, que fué la

optima del Se agreg 100 pt por pozo. Se incubé durante 2 horas a 37 C,

Posteriormente a la incubacidn, se realizaron 3 lavados cada uno de 5 min con PBS T 20. Se
hicieron diluciones 1/200 de los sueros testigo positivo y negativo, y se ulilizaron ademdés un
suerc negativo caprino, uno positivo bovino (B. aborus), uno positivo canino (B. canis) 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 incubacién se tos | de (3 de 5 min
cada uno con PBS T 20) y d és dos dil del Ji 173,200 y 1/8,400 en solucién

iguada de ELISA i con 0.1% de T 20, las diluciones fueron colocadas en la placa
como se ilustra en la fig. 2. Se incubé 1 hora & 37 C. La placa fué lavada 3 veces con intervalos
de 5 min con PBS T 20. En seguida se adicionaron 100 u! por pozo de sustrato a {a placa completa

y se incubé a P pr de la luz por 10 min. La reaccién fué dejenida

adicionando 100 pl por pozo de azida de sodio.



La absorbancia fué medida en un lector de ELISA utilizando un filtro de 405 nm de fongitud

de onda.

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO
HEMOLISINA

Se preparé una dilucién madre 1/100 de hemolisina, a partir de la cual se prepararon las
diluciones 1/1000, 1/1500, 1/2000, 1/3000, 1/5000, 1/8000 y 1/16000 con diluyente de fijacién de

complemento.

Se afiadié 1 ml de la dilucién de i a1ilmlide de al 2 %, se
mezcld y se dej6 a temperatura ambiente por 15 min para sensibilizarios. A una serie de 7 fubos,

se afiadié 1.0 ml de diluyente y 0.5 m! de complemento diluido para obtener asl una hem6lisis de

70 8 80 % con las de a mas Se agreg 0.5 mi de upa de las

t ) " i

7 suspensiones de hematies sensibilizados a cada tubo que P y diluy y

se mezclé bien. Se mantuvieron tos tubos en bafio maria a 37 C por media hora, agitdndose a los

15 min. Poster se afiadi 2 m| de diluy frio a cada uno y se centrifugaron para
los h fes que q ban sin lisar. En el sobrenadante de cada tubo, se midieron las
densidades ¢pticas (D.0O.) en el esp 6 auna de onda de 540 nm. Se calculé

el porcentaje de heméblisis y se graficaron fos valores contra la dilucién de hemolisina.

COMPLEMENTO .

iguales de h lisina titulada al

Se glé rojos

20%y al 2 %; se | y dej en reposo 15 min a temperatura ambiente. Se

preparé una dilucién madre de complemento (1/35) y una ditucién para la titulacién del
complemento (1/350). Se utilizaron 8 tubos a los cuales se les agregé primero el complemento

diluido 1/350 (tubo 1, 0.3 ml; tubo 2, 0.4 mi; tubo 3, 0.5 mi; ubo 4, 0.6 ml; tubo 5, 0.7 mt; tubo B,
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0.8 ml), posteriormente el diluyente, en para cc un v de 1.5 ml (tubo 1,

1.2 ml; tubo 2, 1.1 ml; tubo 3, 1 ml; tubo 4, 0.9 ml; tubo 5, 0.8 ml; tubo 6, 0.7 mi}, y por Ultimo los

rojos i (0.5 ml a cada {ubo). Se mezclaron e incubaron en baflo maria a

37 C por 30 min, agiténdose a los 15 min. Al término de la incubacién se agregaron 2 ml de

diluyente frio a cada lubo y se . A 1 6n se vertieron los sobrenadantes de
cada tubo y se tas D.O. pecti en el tro. El porcentaje de
hemélisis se calculé igual que en la titulacién de la Se I los de la

expresién y/(100-y) para cada cantidad de complemento (y= % de hemélisis; 100 - y = gl6bulos

rojos no hemotizados).

TECNICA DE ELISA
Al haber obtenido la dilucién éptima del antigeno, la cual fué 1/8000, se procedié a

sensibilizar las placas a utilizarse.

La di fué en solucién

0! de i |as placas revestidas

fueron incubadas a 37 C 2 horas, do asi el i fijo en eilas.

Los pozos A1y B1 fueron aquéllos con los cuales se ajusté la lectura de cada placa a cero
("pozos blancos™), los pozos 1C, 7C, 1Fy 7F fueron los controles para detectar la unién
inespecifica del conjugado, los pozos 1D y 7D fueron los controles positives y los pozos 1E y 7TE
fos controles negativos. (Fig 3)

Después de la i i6n se procedid a realizar las diluciones de los sueros que se

ian, primero ulili una dif 1/40 en tubo con amorti iluy y

posteriormente ya en la placa una dilucién 1/200. Cada suero se probé por duplicado. Se
incubaron las placas 1 hora a 37 C, agitAndose cada 20 min. Después se lavaban 3 veces, 5 min

con PBS T 20.

s



Al término del lavado se agregaba a toda la placa (exceplo pozos A1 y B1) el conjugado

diluido 1/3200 en solucién amortiguada diluyente (S0 pl/pozo) y se incubaba 1 hora a 37 C.

P i se aplicaba el a toda la placa (100 ul/pozo); Incubadndose a

P p dasdelaluzyla 6 se ia con azida de sodio

a los 10 min.
La absorbancia fué medida con el lector de ELISA, utilizando un filtro de 405 nm de
tongitud de onda.
Se calcul6 el valor de adherencia para determinar la sensibilidad analitica en cada placa,
utilizando la siguiente férmula:
promedio de la D.O. de la referencia positiva

Valor de =
adherencia promedio de la D.O. de {a referencla negativa

Se calcularon los valores negativos/ positivos aislados para cada placa (valor de corte),
doblando el promedio de los valores de D.O. de la referencia negativa de los sueros en esa placa.

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

TECNICA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO

Los sueros a analizar fueron diluidos 1/4 cada uno con SAV e inactivados a 58-60 C
durante 30 min. Posteriormente se adicionaron 25 pl de SAV en cada pozo de las microplacas con
fondo de “u", excepto el primer pozo de cada fila, enseguida se agregaron 25 ul de la dilucion del
suero inactivado de la primera muestra a analizar en Jos pozos primero, segundo y Gitimo de la

primera fita. De igual manera se realizé en las dem4s filas con todos los sueros. Se procedié a la

dilucién seriada simultanea en todas las filas, por el seg pozoy con el

penditimo, del cual se extrafan y desechaban 25 pl.
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Una vez diluidos todos los sueros, se agregaron 25 pl de antigeno diluido en cada pozo,
exceplo el dltimo de cada fila (que sirvié como testigo para la actividad anticomplementaria del

suero), mas 25 pl de complemento en todos los pozos. Las fueron b ad7?cC

en baflo maria durante 30 min, A los 15 min de la incubacién, se preparé la mezcla hemolitica. Al

de la i ién se agreg; 25 pl de glébulos rojos en cada pozo y se

incubaron a 37 C en bafio maria por 30 min. A los 15 min de la incubacién se agitaron las placas

para evitar y se la incubacion, Por altimo se procedié a centrifugar todas

las placas y se realiz6 la lectura visualmente por un técnico especializado, tomando como punte

final de la reaccién la Ultima dilucién que p una fij p {botén de gldbulos rojos

y llquido claro e ): ésta dilucién se el titulo de cada suero. Los resultados fueron

comparados conforme a los sueros testigo positivo y negativo.

ANALISIS DE LO DATOS
Se utilizé el método descrito por Galen et al. (15), para determinar la especificidad,
sensibilidad, valor predictivo positivo y negativo de la prueba de ELISA, y la concordancia entre

Ias pruebas utilizadas,
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA
La dilucidn dptima del antigeno del equipo de ELISA, se localizé en la placa en la cual ia

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

sueros negativos, d ta mayor d en la placa en la cual se utilizé la dilucién
1/8000.

La dilucién 6ptima del conjugado del equipo de ELISA, fué determinada comparando los
valores de absorbancia de los sueros control positivo y negativo, de los sueros de caprino, de
bovino y de canino, con relacién a las 2 diluciones del conjugado; se observéd que los mejores
valores se encontraban a la dilucién 1/3,200, donde el valor de D.O. fué lo suficientemente
elevado (0.875) para obtener una adecuada reaccién en la prueba, sin que existieran problemas
de saturacién de la placa por un exceso de conjugado que produjeran valores de absorbancia
demasiado altos y no medibles por el lector, ni tampoco valores muy bajos (0.105) debido & una

] de en la reaccion.

INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE ELISA

Se calcul los p delasr negativa, positiva y de los sueras problema

en duplicado para cada placa.
El valor de adherencia en cada una de las placas fué mayor a 6.
El valor de corte de la primera placa fué 0.088, el de la segunda fué 0.114, el de la tercera

0.114 y el de [a Gitima 0.076.
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De las 88 muestras obtenidas a partir del rebafio de caprinos no vacunados, donde nunca

se han rep pr que la p de losis, 88 gati
(100 %), y de las 81 pi de rebafios de i donde se nfa casos
positivos a b y que positivas a la prueba de FC, 85 resultaron

positivas (80 %) a la prueba de ELISA.

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO
La dilucién 6ptima da para la lisina fué de 1/3000.

La dilucién 6ptima del complemento, donde se on las 2 del

complemento fué 1150.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA DE FIJACION DEL
COMPLEMENTO
Se consideraron como positivos aquellos sueros que presentaron una dilucién mayor a 1/8.

De los 88 muestras obtenidas a partir del rebafio de caprinos no vacunados donde nunca se han

reportado prob! que i la p ia de br is, 88 negativos (100 %). De
las 81 p! de fios de capri donde se reportaron casos clinicamente
positivos a b las 81 (100 %), positivas en esta prueba,

ANALISIS DE LOS DATOS
Los resultados del andlisis de los datos al utilizar el método de Galen et al. para

determinar la especificidad y sensibilidad, se muestran en el cuadro No. 1.



ELISA/FC
Sensibilidad = 65/81 x 100 = 80.2 %
Especificidad = 88/88 x 100 = 100 %
Valor predictivo positivo = 85/65 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 utilizada en este trabajo,
con relacién a la prueba de FC fué de B0 %, ya que 65 de los 81 sueros provenientes de
animales positivos a FC dieron reaccién positiva a la prueba de ELISA y 16 fueron falsos
negativos. Con relacién a la especificidad, ésta fué de‘| 100 % ya que el total de 88 sueros
negalivos a FC dieron reaccién negativa a la prueba de ELISA.

Al no existir ninguin suero considerado como falso positivo, el célculo del valor predictivo

positivo de la prueba fué del 100 % de llidad, sin b > la de 18 falsos

negativos nos dié un valor predictivo negativo de 84 %,

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



DISCUSION
Al correlacionar [a prueba de ELISA con FC se observé que la especificidad determinada
para ELISA en caprinos, fué de 100 % y la sensibilidad de 80 %, a diferencia de fo reportado en un
estudio realizado por Sutherfand (28) en donde ELISA resulté con una sensibilidad de 96 % y
especificidad del 81 %, la diferencia con los resultados obtenidos en el presente trabajo, puede
deberse a que Sutherand (28) utiliza el aislamiento bacteriano para determinar sensibilidad y
especificidad, y nosotros utilizamos como prueba de referencia a FC.

En otros estudios Hobbs (18) al igual que Dohoo (7), reportan que tanto FC como ELISA

tienen una especificidad muy similar para d imales v dos y no con
B.abodus.
Por su parte Heck (17) demuesira que ELISA es consider. mas le que los

métodos convencionales, entre ellos la prueba de FC.

Una explicacién en cuanto a las diferencias obtenidas entre este trabajo y lo repostado por
Hobbs (18), Dohoo (7) y Heck (17), es que ellos trabajaron con sueros de bovinos utilizando un
antigeno de B. abortus y nosotros ulilizamos sueros de cabras utilizando un antigeno de
B. abotus.

Lo anterior, como ya se menciond, con la finalidad de utilizar el equipo de ELISA disefiado

para el éstico de en

Al cabe los de (8) y Galen (15), qulenes afirman

que al aumentar la sensibilidad en una prueba serolégica disminuye su especificidad, y los criterios

para optar por mayor 6 menor de la p. ncia p en la

poblacién y del objetivo que se busque.



En condiciones normales, cuando existe alta prevalencia, la prueba liende a comportarse
mejor para detectar mayor nimero de positivos, a diferencia de donde existe baja prevalencia con
las mismas caracteristicas se obtiene un mayor nimera de falsos positivos, en consecuencia la

del positivo ye.

En el presente trabajo observamos que la prueba de ELISA es un método diagndstico

eficaz y méds especifico que FC para detectar brucelosis en cabras. Sin embargo, los resuitados

fueron bl en J p donde los sueros positivos y
negativos se utilizaron en un nu similar y si i de sita prevalencia, por lo
cual serla realizar p es trabajos pero bajo condiciones de campo, tanto en

zonas donde exista alta prevalencla, como en otras donde haya baja prevalencia, para asf

su p
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CUADRO {, RESULTADOS DEL ANALISIS DE LOS DATOS
PARA DETERMINAR L& ESPECIFICIDAD,
SENSIBILIDAD ¥ UALOR PREDICTIVO DE
ELISA/FC,



1 23 - s & 7 2 2 10 11 12

AL, B1,<C1 BOLO BUSBSTRATO

DL,E1.F1 SUSTRATO ¥ CONJUQADOD

~2,92,C2 SUKRC POBITIUD ELISA, SUSTRATO ¥ CONJUGADO
M”3,83.C3 SUERO POSITIVUO ELISA

f4, 4,04 BUERO NEGATIUO ELISA

Aé,Be,Cé BUERDO POSITIUO BOVINO

E?,F7,37 SUKRO UACUNADO

AP, BP,CP? SUERD NEGATIUO BOUIND

€10,F10,310® SUERO NEGATIUO CABRA

ALR,. VLA ANTIGENC, SUSTRATO ¥ CONJUGADO

FIG.1.1 DIARARANA DE LA PLACA PARA ENCONTRAR LA DILUCION
OPTIMA DE TRABAJO DEL ANTIOENO UTILIZANDO
COMJUGADO A UNA DILUCION 1-3200.
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AL,BL,C1 SOLO SUBTITRATO

Di,ELi1,F1i SUBTRATO ¥ CONJUGADO <1-330@>

AA,B2.Ca2 SUERD POSITIUO ELISA. SBUSBTRATO ¥ CONJUGADO <1.-3200>
D3,&€3,7 3 SUERO POSITIVC ELISA

H4,A9, B3 SUERO NESATIUD ELISA

D&.K&,# 6 SUERO POSITIUOC BOUINO

SUERO UACUNADOC

BUERO NEGSATIVUO BOUINOG

Mi®,R11,814 BUERO NEQATIUO CABRA

Cia,D1a ANTIGENO, SUSBTRATO ¥ CONJUGADO <41-320@>

FI3.1.3 DIAAGRAMA DE LA PLACA FARA ENCONTRAR LA DILUCION
OFTINA DE TRABAJO DEL ANTIGEMO UTILIZAaNDO
CONJUGADO A UNA DILUCION 1-6400.



27

1® 131 12

"l .BL,C2
Di,EL,FL
Az, ma,.ca
@I.HI, A8
C8.DB.&S
e, HE . AP
c7.D®. @

GP.HP.AL® SUKRO NEQGATIVO NOUINO

SOLO SUSTMATO
SUSTRATO ¥ CONJUGADO

sSUERO
sUNRNO
SUERC
sSUENO
sUERO

PORITIVO
rosITIVO
NEGRTIUVO
roBITIVO
UacCUNADO

ELISA .,
ELLBA
ELISA
BOUINO

ci-rz@0>

SUSTRATO ¥ CONJUGADO

€11,.,D14,.€11 SUKERC NEOGATIUO CARRA

Eim,m1a

ANTIAENO,

SUSTRATO ¥ CONJUGADOD <1.-3208>

<t-32@0>

FI@.1.3 DIAGRANA DE LA PLACA FARA ENCONTRAR La DILUCION

OPFTIMA DE TRABAJO DEL ANTIQGENO UTILIZANDO
CONJUGADO A UNA DILUCION 1-12000.
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AL,B31,C1 BOLO SUSTRATO

D1,£1,F1 SUSTRATO ¥ CONJUGADD <1-3300> .
A2,Wa2,c3 SUERO POSITIVUO EXLISA, SUSTRATO ¥ CONJUGADO <1-3a200>
B4,C4.,D4 SUERO POSITIUO ELISA

5,39 ,HS BUERO NEQOATIVUO ELISA

»?,C7,D7 SBUERO POSITIVO BOUINGD

F®,q08,H8 SUERO UACUNADO

®i®,.C1®,D1@ SUERO NEGSATIVO BOUINO

F14,014.HAL SUERO NEJSATIUO <ABRA

a1a,H1Z ANTIGEND, 3USTRATO ¥ CONJUGADO <1-3300>

F1G.2.4 DIARGRANA DE LA PLACA PARA ENCONTRAR LA DILUCION
OPTIMA DE TRABAJO DEL ANTIGENO UTILIZANDO
CONJUGADO A UNA DILUGCION 1-23600.
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o = B
a
»
g g
<
D
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«
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L]
H
A2,A3,B3.83 SUERO POSITIVO ELISA
€2.€3,D2, 03 SUERO NEGATIUD ELISA
€£a,%3,F3,73 BUERO NEGATIUDO DE CABRA
AG,.A?,.m8,B9% SUKRO FOSITIVUO DE PERRO
<®.<C9.,D8,D9 SUERD NEGATIUO DE PERRG
£8.E9,F0,.F % SUERO POSITIUD DE BOVINO
99,39, HE.H® BUERO NEGATIUG DE BOUINO

% DILUCION 13208
t%e% DILUCION 16400 DEL CONJUGADO

DEL COMNJUSADO

F1o.a DIAGRAMA DE LA PLACA FPARA ENCONTRAR
OPFT1INA DEL CONJUGADO

W mygpe,
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LA DILUGION
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AlL,B1L "PrPOZTOS BLANCOS™
TESTIO0O0®
C1,¢7,F1.F” TESTIGOS PARA DETECTAR L& UNION INEBPECIFICA
DEL CONJUGADO X2
D1,D? SUEROS TESTIGO FPOBITIUOS <+>
®1,E7 SUEROCS TESTIOGO NEJGATIUDS <—>
HUESTRASS
@1,H1 SUERO PROBLEMA
Ca,D2 SUKRO PRODLEMNA
=TC.

mXo.3 E£BQUENA DE LA FREPARACION DE LAS PLACAS
EN LA TECNIGA DE ELISA.
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