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RESUMEN

MIRANDA FLORES LILIANA. Comparacion de la prueba de Fijacion de
Complemento al 50% y 100% de hemdlisis en el diagnodstico serolégico de
brucelosis bovina y caprina. Bajo la direccion de: MVZ Myrna Alicia Vicencio
Mallén, MVZ PhD Andrés Ernesto Ducoing Watty y MVZ Martha Isabel Rosado
Rodriguez.

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa del ganado, que reduce de
manera importante el rendimiento reproductivo y productivo de los animales, por lo
cual es considerada como causa de grandes pérdidas econdmicas en la ganaderia
nacional, sin mencionar los gastos en salud publica y asistencia médica requerida
por las personas afectadas. El diagndstico para esta enfermedad es y ha sido una
limitante importante para la erradicacion y control de la misma. En México la
prueba de Fijacion de Complemento (FC) es una prueba confirmatoria oficial, de
igual manera para el comercio a nivel internacional; la prueba cuenta con dos
modalidades: al 50% de hemodlisis y al 100% de hemdlisis. En este estudio se
compard la técnica de FC al 100% de hemodlisis para el diangdstico serolégico de
brucelosis en bovinos y caprinos, con respecto a la técnica de FC al 50% de
hemolisis. Se realizd la prueba en 456 sueros de bovino y en 346 sueros de
caprino. Para comparar ambas pruebas seroldgicas se determiné la sensibilidad y
especificidad relativas (SR y ER), teniendo como resultado que la prueba de FC al
100% de hemodlisis tiene una SR para bovinos de 98.44% y una ER de 96.59% y
para los sueros de caprino una SR de 93.75% y una ER de 98.0%. Por lo cual este
estudio demostré que es altamente confiable en el diagnéstico de brucelosis,
ademas de ser una prueba menos compleja, dejando la oportunidad para que

pueda ser utilizada por mas laboratorios en México.




1. INTRODUCCION

La enfermedad conocida hoy en dia como brucelosis, fue descrita por Hipdcrates
en sus escritos de epidemia hace mas de 2000 afios (Currier, 1925) pero fue hasta
1887 cuando se llevaron a cabo investigaciones por parte del médico del ejercito
britanico David Bruce, quien identific6 un microorganismo denominado
Microccocus melitensis a partir del bazo de cuatro soldados enfermos que

combatieron en la guerra de Crimea (Vega et al., 2008).

A inicios del ano 1897 el médico veterinario danés Bernhard Bang, aislé de
animales enfermos de “aborto contagioso” un microorganismo, al cual llamo
Bacillus abortus mismo que fue denominado posteriormente Brucella abortus al
encontrar estrecha similitud con lo descrito por David Bruce (Vega et al., 2008;
Wyatt, 2013).

El Dr. Themistocles Zammit en 1904 realiz6 diversos experimentos, uno de los
mas importantes fue proporcionar leche de cabras infectadas con Brucella a
cabras sanas, con lo cual demostroé que a través de la leche se podia transmitir la

enfermedad a los seres humanos (Wyatt, 2005).

En 1905 en la Republica Mexicana, se identifico por vez primera el género

Brucella por los doctores Carvajal y Valenzuela (Vega et al., 2008; Wyatt, 2013).

En 1920, Alice Evans comprueba la semejanza entre los agentes aislados por
Bang y Bruce, decidiendo designarle al agente causal el nombre de Brucella (Vega
et al., 2008; Wyatt, 2013).

En 1930 comenzaron a cesar los casos de brucelosis en humanos, mejorando la
higiene en la practica de ordefio (Wyatt, 2013). Para este mismo ano, se desarrolld
una vacuna a partir de una cepa de baja virulencia llamada Brucella abortus cepa
19, la cual se ha utilizado durante décadas como el principal agente inmunizante

para el control de la brucelosis bovina (Rahman et al., 2006).




1.1 Situacion zoosanitaria de brucelosis en México

La mayoria de los sistemas de produccion agropecuaria en el medio rural de
México son de traspatio, con pastoreo en tierras comunales, poca tecnificaciéon y
deficiencias zoosanitarias, condiciones que propician el riesgo de contagio de
brucelosis en las personas (Garcia et al., 2014). Debido a esto y a las grandes
pérdidas economicas que genera en la ganaderia del pais, se pretende erradicar
la brucelosis por medio de las medidas de diagndstico y control establecidas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZO0O-1995. Camparia Nacional Contra la
Brucelosis en los Animales, ademas de estar sujeta esta enfermedad a vigilancia
epidemiologica y a notificaciones por parte de médicos cirujanos y meédicos
veterinarios; asi como por los laboratorios autorizados por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA). A
pesar de 20 afios de esfuerzos por erradicar la brucelosis de la Republica
Mexicana, éstos no han sido suficientes, ya que tan sélo una entidad federativa se
encuentra libre de esta enfermedad. En el cuadro 1 se describe la situacion
zoosanitaria de la brucelosis en México (SENASICA, 2015).

Cuadro 1. Situaciéon zoosanitaria de la brucelosis en México
(Senasica, 2015)

ESTADO SITUACION ZOOSANITARIA :  DESDE EL ANO
Sonora Libre 2003
Yucatan 2002
Baja California Sur : 2010
Campeche 2011
Quintana Roo 2012
Colima Erradicacion 2013
Nayarit 2014
Guerrero 2015
Chiapas 2015
Regién I_-Iuasteca de : 2015

Hidalgo : :
El resto del pais se encuentra en fase de control

Del periodo comprendido del afio 2000 al 2011 se registraron 12, 214 casos de

brucelosis en humanos siendo Sinaloa el estado mas afectado con una incidencia




de 21 casos por cada 100,000 habitantes (Chertorivski et al., 2012). En el cuadro 2
se muestran los estados de la republica mexicana mas afectados por brucelosis
en humanos.

Cuadro 2. Estados la Republica Mexicana con mayor incidencia de brucelosis
humana, para el afio 2011 (Chertorivski et al., 2012).

ESTADO INCIDENCIA POR 100,000 HABITANTES
Sinaloa 21.0
Tlaxcala 14.3
San Luis Potosi 12.6
Guanajuato 8.2
Zacatecas 7.0
Nuevo Ledn 55
Michoacan 5.1
Puebla 4.6
Chihuahua 4.5
Coahuila 4.4
1.2 Caracteristicas del género Brucella spp

Las bacterias del género Brucella son pequefios cocobacilos inmdéviles, Gram
negativos de bordes rectos o ligeramente convexos y de extremos redondeados,

que miden 0.5-0.7 ym de ancho por 0.6-1.5 ym de largo (Corbel y Morgan, 1982).
1.2.1 Membrana externa

La membrana externa es relativamente hidrofobica, resistente a algunos
bactericidas presentes en lisosomas y fluidos corporales. Esta membrana no
protege a la bacteria de agentes hidréfobos como sales biliares, detergentes o
ciertos colorantes, lo cual explica que no puedan desarrollarse en medios
selectivos que contienen tales compuestos como el medio McConkey (Corbel y

Morgan, 1982). La Figura 1 muestra la estructura de la membrana externa.




Figura 1. Estructura de la membrana externa de Brucella spp (Castro et al., 2005).
1.2.2 Lilpopolisacarido (LPS)

El LPS es el mayor determinante de virulencia, se encuentra en la membrana
externa (Vega et al.,, 2008). Esta compuesto por una parte glucolipidica (lipido A),
misma que se encuentra inserta en la membrana externa y otra
heteropolisacaridica dirigida hacia el exterior. Esta ultima se divide en dos
secciones: el nucleo y la cadena O la cual proporciona la caracteristica lisa (LPS-
S), como se muestra en la figura 1 (Romero et al., 2010). La cadena 6 antigeno
“O” es el antigeno inmunodominante, capaz de inducir una respuesta serologica
en la mayoria de los animales ( Plommet, 1988). En el Cuadro 3 se detallan las
especies animales afectadas por brucelas lisas. (Xavier et al., 2009; Spickler,
2009).

Cuadro 3. Especies animales afectadas por brucelas lisas
(Spickler, 2009; Xavier 2009; Siadat, 2010; Castillo, 2015).

Especie Animales afectados

B. melitensis borregos y cabras

B. abortus vacas, bufalos de agua, bisén, bufalo africano, alce y camellos
B. suis cerdos

B. neotomae ratas del bosque

B. pinnipedialis lobos marinos, osos marinos, focas, elefantes marinos y morsas
B. ceti ballenas delfines y orcas

B. microti ratdbn de montana , zorro rojo

B. inopinata desconocido

B. papionis babuinos




En cambio el LPS de las especies rugosas (LPS-R), no cuentan con la cadena “O”
(Romero et al., 2010). En el Cuadro 4 las especies afectadas por el género
Brucella de tipo rugoso. (Xavier et al., 2009; Ficht, 2011; Doganay y Doganay,
2013).

Cuadro 4. Especes afectadas por brucelas rugosas
(Xavier, 2009; Ficht 2010, Doganay, 2013).

BRUCELAS CON LPS RUGOSO (R) Animales que afecta
B. ovis borregos
B. canis perros

1.2.3  Hapteno nativo (HN)

Ademas de la cadena “O” del LPS, las brucelas contienen otro polisacarido que es
quimicamente idéntico a la cadena O, denominado hapteno nativo (HN); sin
embargo éste no se encuentra unido al nucleo (Castro et al., 2005). Su papel
biolégico podria ser diferente, pues el HN podria presentar una molécula de
superficie que al estar inserta entre los LPS-S contribuiria a dar a la superficie
caracteristicas de tipo liso sin incrementar la cantidad del lipopolisacarido y sus

secreciones internas (Diaz et al, 2001).
1.3 Enfermedad en el hospedero

Las bacterias del género Brucella pueden ingresar al organismo por via
nasofaringea, conjuntival, cutanea o vaginal, pudiendo ser fagocitada por
polimorfonucleares (PMN) y/o macréfagos para ser transportada a los linfonodos
regionales y ahi poder multiplicarse en un periodo de 14 a 180 dias. Se transmite
principalmente cuando un animal infectado aborta o pare, las secreciones durante
dichos sucesos contaminan alimento y agua contagiando asi a otros animales
(Adams, 2002; Carvalho et al., 2010). Debido a que son bacterias intracelulares
facultativas, propiedad que las mantiene a salvo de la accién de los antibidticos y
de los mecanismos de defensa por largos periodos de tiempo, ademas de poder
multiplicarse dentro del fagocito, logran con esto la diseminacién de la infeccion a
diferentes 6rganos con abundante trama linforreticular como el bazo, el higado o la




médula o6sea, provocando sucesivas ondas bacterémicas que generalmente
producen un periodo febril en el hospedador (Adams, 2002; Carvalho et al., 2010;
Comerci, 2002; Diaz et al., 2001).

1.3.1 Enfermedad en el humano

Se considera que el 90% de los casos de brucelosis en humanos se deben a B.
mellitensis (Martinez, 2009), siendo en menor proporcién la infeccion por B.
abortus y B. suis (Diaz et al., 2001). Su transmisién se da por medio de la ingesta
de carne cruda de animales infectados, asi como leche y sus derivados cuando no
existe un proceso de pasteurizacion efectivo o al estar en contacto con animales
infectados (Ritchie, 2011), asi como por manipulacion de desechos o tejidos de
animales enfermos, por inoculacion de brucelas o inhalacién de polvo de corrales
o mataderos donde éstas se encuentran (NOM-022-SSA2-1994). Debido a la
presencia de sintomas inespecificos tales como: fiebre intermitente o irregular,
cefalea, debilidad, sudor abundante, escalofrios, pérdida de peso y dolor
generalizado, el diagnéstico se vuelve dificil (Comerci, 2002; Sbriglio et al., 2007,
Ritchie, 2011). La brucelosis cronica puede presentarse varios meses o afos
después de la infeccibn manifestandose complicaciones osteoarticulares,
endocarditis, abscesos hepatoesplénicos y desordenes neurolégicos (Comerci,
2002).

1.3.2 Enfermedad en los animales

En los animales gestantes la bacteria coloniza el utero y los cotiledones
placentarios manifestandose como placentitis (Comerci, 2002), logrando con esto
atravesar la placenta e invadir al feto, principalmente en pulmén, bazo, higado,
miocarido y contenido abomasal; alterando la nutricién y respiracién del feto, lo
cual provocara la muerte y expulsibn del mismo, generalmente los partos
posteriores son normales, pudiendo colonizar posteriormente la glandula mamaria

y con ello disminuir la produccién de leche (Ritchie, 2011).




Si el animal no esta gestante, la localizacion usual es la ubre, donde se produce
mastitis intersticial, afectando a los linfonodos adyacentes. También se pueden
localizar en higado, pulmén y bazo donde se producen focos granulomatosos,

quedando las hembras infectadas de por vida (Diaz et al, 2001).

Después del parto la bacteria se elimina por medio del calostro y la leche sobre
todo en la primera etapa de lactancia disminuyendo su eliminacion a medida que
ésta avanza, pudiendo expulsar bacterias de manera intermitente hasta la tercera

semana (Vega et al., 2008).

En el macho, la infeccion genital es inaparente en la mayoria de los casos, pero
puede estar localizada en testiculos, epididimo o vesiculas seminales, siendo una
secuela comun la formacion de abscesos originando infertilidad (Diaz et al, 2001;
Martinez et al., 2009; Ritchie, 2011). El pronédstico no es favorable debido a que al
ser una bacteria intracelular, el tratamiento es ineficiente por lo que se recomienda
el sacrificio de los animales (Diaz et al, 2001). Generalmente los machos nacidos

de madres infectadas, nacen débiles (Ritchie, 2011).
1.4 Respuesta inmune

Los antigenos de la Brucella pueden dividirse en dos gupos principales: el LPS
que induce anticuerpos aglutinantes y las proteinas responsables de la inmunidad
celular protectora. El ingreso de Brucella spp. al organismo induce la activacion de
mecanismos de defensa de la inmunidad innata como el sistema del
complemento. La activacién de la via clasica y alterna (por medio del LPS) del
complemento, puede iniciarse con bajas concentraciones de IgM e IgG anti-LPS
logrando la lisis bacteriana (Castro et al. 2005). La opsonizacién de las bacterias
por los anticuerpos y el sistema del complemento facilita la fagocitosis efectiva
(Rivers et al. 2006). El ingreso de la bacteria a los macrofagos se produce por la
interaccion de la molécula CD-14 con el LPS, lo que origina la produccién de
Interleucina IL-12, la cual estimula a las células asesinas naturales (NK) y a los
Linfocitos T Cooperadores o helper (LTH) CD4+ quienes secretaran Interferén

gamma (IFN-y), favoreciendo el desarrollo de la respuesta inmune




predominantemente mediada por LTH1 (Vitry et al., 2014); éstos estimulan una
respuesta de tipo celular por medio de la secrecion de IL-2, IL-3, IL-6, IL-12, Factor
de Necrosis Tumoral alfa (FNT-a) e IFN-y, este ultimo activa a macréfagos con

mayor capacidad bactericida (Castro et al., 2005; ).

Las proteinas de las bacterias son procesadas dentro de las células presentadoras
de antigeno y sus péptidos asociados a Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH) clase | y Il, son presentadas a los LTH, CD4+ y LT Citotoxicos (LTC) CD8+,
los cuales son capaces de lisar macréfagos y otras células infectadas (Martinez y
Martinez, 2002; Castro et al., 2005; Vitry et al., 2014). Los LPS se consideran
como antigenos T-independientes, capaces de activar linfocitos B sin la
participacion de LTH (Castro et al., 2005). Los primeros anticuerpos que se
producen son de clase IgM, seguidos de IgG e IgA. La supervivencia de Brucella
dentro de las células esta mediada por sustancias oxidantes y la produccion de
AMP y GMP ciclicos que inhibiran la fusion de los fagosomas con los lisosomas,
asi como la activacion del FNT-a, la degranulaciéon y la activacion del sistema

mieloperoxidasa (Diacovich y Gorvel 2010; Vega, 2008).
1.5 Diagnéstico

Existen diferentes pruebas de laboratorio para llevar a cabo el diagndstico de
brucelosis en los animales. En el Cuadro 5 se muestran las pruebas
frecuentemente utilizadas para el diagnéstico de brucelosis en medicina

veterinaria.

Cabe hacer notar que tanto la NOM-041-ZO0O-1995 Camparia Nacional Contra la
Brucelosis en los Animales como la NOM-056-ZO0-1995 Especificaciones
técnicas para las pruebas diagnésticas que realicen los laboratorios de pruebas
aprobadas en materia zoosanitaria, consideran como pruebas oficiales para el
diagndstico de brucelosis en México, el aislamiento bacterioldgico y las pruebas

seroldgicas (Aglutinacion, FC e Inmunodifusion en Gel Agar)




Cuadro 5. Pruebas de laboratorio para el diagndstico de brucelosis en los
animales (OIE, 2015).

e Aislamiento, identificacion vy tipificacion bacteriologica

Pruebas Directas . ,
e Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

e Pruebas de Aglutinacion
e Fijacion de Complemento (FC)
Pruebas Indirectas o Ensayoinmunoenzimatico (ELISA)

(Serologicas o Fluorescencia Polarizada (FPA)
Inmunolégicas)

e Pruebas de Inmunodifusion que utilizan como
antigeno el hapteno nativo (IDGA, IDR)

Otras e Pruebas de intradermorreaccion (Brucelina)

1.5.1 Diagnostico de brucelosis por pruebas directas

La infeccion por Brucella spp se comprueba de manera indiscutible a través de su
aislamiento, identificacién y tipificacion bacteriologica mediante el cultivo 6
utilizando pruebas que detectan una secuencia especifica del ADN como la
prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (OIE, 2015); sin embargo
esto no siempre es posible debido a que muchos laboratorios no cuentan con la
infraestructura, instalaciones y personal capacitado para llevar a cabo estas
pruebas, ademas de presentar el riesgo de contraer la enfermedad (Alton, 1988;
Mejia y Lemus, 2012).

1.5.2 Diganostico de brucelosis por pruebas indirectas

Las pruebas indirectas son aquellas en las que se busca una reaccion antigeno-
anticuerpo (Ag-Ac). El diagndstico serolégico basado en detectar la presencia de
anticuerpos anti-Brucella en el suero de animales sospechosos, desempefia un
papel fundamental para el diagnéstico y control de la enfermedad. La prueba
serologica perfecta seria aquella que detectara la infeccion temprana, durante el
periodo de incubacion de la enfermedad y antes de que haya ocurrido el aborto;
ademas de que discriminara entre anticuerpos vacunales de anticuerpos de origen

infeccioso (Diaz et al, 2001). Hasta el momento no se cuenta con alguna prueba
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que posea estas caracteristicas, pero si hay una serie de pruebas que en conjunto

ayudan a tener un diagndstico mas certero.
Las pruebas serologicas oficiales se dividen de la siguiente manera:
- Diagnéstico de brucelas rugosas

Prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar para el diagnostico de epididimitis ovina
causada por Brucella ovis. Detecta anticuerpos del isotipo IgG dirigidos contra el
HN de la membrana externa (Diaz et al., 2001; OIE, 2015).

- Diagnéstico de brucelas lisas
Se dividen en:
1.5.2.1. Prueba de vigilancia epidemiologica

a) Prueba de anillo en leche: esta prueba seroldgica es sencilla, detecta
anticuerpos en leche de isotipo IgG e IgM y todos los hatos productores de leche
estan obligados a participar en el programa de monitoreo en leche (NOM-041-
Z00-1995).

1.5.2.2. Pruebas Tamiz

a) Prueba de Tarjeta: debido a su alta sensibilidad (93%) segun Chothe (2014),
es considerada como tamiz en el diagnostico serolégico de brucelosis, ya que
reacciona con muestras que presenten anticuerpos contra brucelas lisas o con
cualquier otra bacteria que presente reaccidn cruzada con ésta (Diaz et al., 2001).
Esta prueba seroldgica detecta anticuerpos de isotipo IgM e IgG contra cepas lisas
de Brucella (Mejia y Lemus, 2012).

El antigeno tiene dos concentraciones celulares, al 3% se utiliza para el
diagndstico en sueros de ovinos y caprinos; al 8% se utiliza en sueros de bovinos
(Alton, 1988; Diaz et al., 1999).
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1.5.2.3. Pruebas Complementarias

a) Prueba de Rivanol: esta prueba fue desarrollada en 1964 por Anderson. Es un
meétodo cuantitativo, rapido y complementario cuando resultan sueros de bovino
positivos a la prueba de tarjeta al 8% (Diaz et al., 2001). En esta prueba, se
precipitan en una primera etapa la albumina y los anticuerpos del isotipo IgM, los
cuales predominan en el caso de vacunacion o infeccién primaria, quedando libres
en el sobrenadante anticuerpos de isotipo IgG cuya presencia esta ligada a un
fuerte estimulo antigénico; asi como a un estado de infeccion activo o con
enfermedad crénica (NOM-056-Z00-1995).

b) Prueba de Fijacion de Complemento (FC): es la mejor prueba serolégica para
identificar animales infectados, también es capaz de diferenciar entre los titulos de
animales infectados y vacunados con ayuda de la historia clinica (Dajer et al.,
1995). Se fundamenta en la activacién del complemento por la via clasica. Esta
prueba serologica ayuda a determinar el titulo de anticuerpos fijadores de
complemento contra cepas lisas de Brucella spp. presentes en el suero de

bovinos, ovinos y caprinos (Diaz et al., 2001).

Es una prueba altamente sensible y especifica, ademas de ser cuantitativa ya que
permite medir la presencia de anticuerpos del isotipo IgG1 contra cepas lisas de
Brucella spp. presentes en el suero de animales infectados o vacunados, es una
de las principales pruebas utilizadas para el comercio internacional (Alton, 1988;
OIE, 2015).

En México la prueba de Fijacion de Complemento (FC) se considera oficialmente
como una prueba confirmatoria; cuenta con dos modalidades: al 50% de hemdlisis
y al 100% de hemdlisis. El Centro Nacional de de Servicios de Diagndstico en
Salud Animal (CENASA) dependiente de la DGSA de la SAGARPA, trabaja una
modificacion de la técnica del 50% de hemodlisis descrita por Alton (Hennanger,
2011) y que difiere en algunos aspectos con la descrita en la NOM-056-ZO0-
1995, esta situacion ha permitido que algunos laboratorios oficiales que realizan la

prueba de FC, utilicen la técnica del 100% de hemodlisis.
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1.6 Tratamiento

De acuerdo a la NOM-041-ZO0O1995 todos los animales reactores bajo el
programa de hatos libres y los que se encuentren en programas de control-
erradicacion que no vayan a unidades de produccion controlada, deben ser

sacrificados en un rastro autorizado por la SAGARPA.
1.7 Profilaxis y control

La forma mas comun para el control de la brucelosis en ganado bovino y caprino
es mediante la prevencion a través de la vacunacion. En México las vacunas
disponibles son la cepa S19 y la RB51 de B. abortus para su uso en bovinos y la
Rev 1 de B. melitensis para su uso en cabras (Blasco, 2010). Tanto la vacuna S19
y la Rev 1 basan su buena capacidad inmundgena en su elevada persistencia en
los animales, dando como resultado una respuesta seroldgica de gran intensidad y
elevada duracion frente a los antigenos de caracter liso usados en las pruebas
serologicas con la subsiguiente interferencia en el diagndstico, es por ello que es
importante que la interpretacion de resultados de las pruebas serologicas se
realicen tomanto en cuenta el calendario de vacunacion para diferenciar

anticuerpos vacunales de aquellos anticuerpos de campo (Diaz et al., 2001).

Al no existir ningun procedimiento totalmente efectivo para prevenir el contagio
humano, la unica posibilidad de evitarlo pasa obligatoriamente a la erradicacion de
la enfermedad en los animales. Hasta ahora, el unico procedimiento conocido para
lograrlo consiste en la deteccién de los animales infectados a través de pruebas
de diagnodstico adecuadas y su inmediata eliminacion mediante la eutanasia (Diaz
et al, 2001).

En México existen 179 laboratorios autorizados por la SAGARPA para realizar el
diagndstico seroldgico de brucelosis (SAGARPA, 2015), de los cuales 13 realizan
la prueba de FC y de éstos, siete trabajan la técnica al 50% de hemolisis, mientras
que seis laboratorios realizan la técnica al 100% de hemodlisis. La Norma Oficial
Mexicana NOM-056-Z00-1995, menciona el uso de la técnica al 50% de
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hemolisis, pero no descarta utilizar la técnica al 100% de hemdlisis, mientras que
la NOM-041-ZO0-1995 no especifica qué técnica es la que debe utilizarse. Con
base en lo anterior se puede interpretar que los reultados que emiten los
laboratorios que utilizan la técnica al 100% de hemodlisis no serian oficiales. El
presente trabajo pretende demostrar que ambas técnicas funcionan de la misma
manera no interviniendo en los objetivos de la campafia y dando pauta a utilizar

cualquiera de estas técnicas para el diagndstico de brucelosis.
2. HIPOTESIS

No existe diferencia significativa entre los titulos de anticuerpos obtenidos con la
prueba de fijacion de complemento (FC) al 50% y al 100% de hemdlisis en el
diagnostico serologico de brucelosis tanto en bovinos como en caprinos, con base

en los criterios oficiales de interpretacion.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Comparar los resultados de la prueba de FC al 100% de hemdlisis con respecto a
la técnica de FC al 50% de hemodlisis, tanto en sueros de bovinos como de
caprinos.

Establecer con base en los resultados obtenidos en la comparacion, la validez de
ambas pruebas con el fin de instaurar su pertinencia en los laboratorios

autorizados.

3.2 Objetivos especificos

a) Obtener muestras de sueros de bovinos y caprinos procedentes de hatos
infectados, asi como de hatos considerados como libres por la SAGARPA.

b) Realizar las pruebas tamiz en los sueros de bovino y caprino.

c) Realizar la prueba de Rivanol, como prueba complementaria en sueros de

bovino.
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d) Llevar a cabo la prueba de FC con la técnica al 50% de hemolisis en sueros
de bovinos y caprinos.

e) Llevar a cabo la prueba de FC con la técnica al 100% de hemodlisis en
sueros de bovinos y caprinos.

f) Comparar los resultados de la prueba de FC por medio del coeficiente

Kappa, tanto en los sueros de bovino como en los de caprino.
4. MATERIAL Y METODOS

Es un estudio: observacional, prospectivo, transversal y comparativo (Hernandez
et al., 2000).

4.1 Obtencidén de muestras serolégicas de ganado bovino

Para este trabajo se colectaron muestras que fueron divididas en tres grupos

como se describe en el cuadro 6.

i) Muestras seroldgicas con antecedentes de positividad, procedentes de
diferentes laboratorios, como el “Laboratorio de Patologia Animal” que
se encuentra en el municipio de Calamanda, Qruerétaro; también del
laboratorio de serologia del Centro Nacional de Servicios de Diagnéstico
en Salud Animal (CENASA) perteneciente a SENASICA-SAGARPA y
por ultimo del laboratorio de serologia de la Unidad de Servicios de
Diagnéstico y Constatacion (USEDICO) del Centro de Ensefanza,
Investigacion y Extension en Produccién Animal en Altiplano (CEIEPAA-
FMVZ-UNAM). ElI numero de muestras proporcionadas por cada

laboratorio se describe en el cuadro 6.

ii) Muestras serolégicas sin antecedentes. Se realizd un muestreo
intensionado en el CEIEPAA-FMVZ-UNAM que cuenta con certificado

de hato libre de brucelosis desde hace siete anos.

iii) También se realizaron muestreos intensionados en el municipio de

Colon perteneciente al estado de Querétaro, donde se presume de
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antecedentes de positividad. Los animales de este grupo no cuentan

con calendario de vacunacion.

Todas las muestras provinieron de hembras mayores de 22 meses de edad
(NOM-041-Z00-1995).

4.2 Obtencidén de muestras serolégicas de ganado caprino
Los sueros de ganado caprino que fueron obtenidos se dividieron en tres grupos

como se describe en el cuadro 7.

i) Sueros con antecedente de positividad, los cuales fueron otorgados por
el Laboratorio General de Diagnéstico Angel Usabiaga Villanueva, que

se encuentra en Celaya Gto.

i) Sueros sin antecedentes, los cuales fueron obtenidos mediante un
muestreo intencionado en el municipio de Pénjamo Gto. Los animales

no cuentan con un calendario de vacunacion.

iii) Sueros de hato libre, se obtuvieron mediante un muestreo intencionado
del CEIEPAA-FMVZ-UNAM

Todas las muestras provinieron de hembras mayores a 14 meses de edad (NOM-
041-Z00-1995).

La toma y envio de muestras se llevo a cabo con base en lo descrito en el Manual
de Pruebas de Diagndsitco y de las Vacunas para los Animales Terrestres
(mamiferos, aves y abejas) de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE,
2015).

CUADRO 6. Origen y numero de muestras serologicas de ganado

bovino
Ante_c_ec_jente de Antecedente de hato libre Sin
positividad antecedentes
Lab.Calamanda 80
Lab.CENASA 100 CEIEPAA 146 Mpio.Colén 50
Lab.USEDICO 80
Total 260 146 50
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CUADRO 7. Origen y numero de muestras serologicas de ganado

caprino
Antecedente de Antecedente de .
e . Sin antecedentes
positividad hato libre

Mpio. Penjamo 100
Lab. Celaya 100 CEIEPAA 97 Mpio. 49

Tequisquiapan
Total 100 97 149

4.3 Procesamiento de las muestras

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de serologia perteneciente al
Centro Nacional de Servicios de Diagndstico en Salud Animal (CENASA) de la
Direccion General de Sanidad Animal (DGSA) de la SAGARPA, donde se realizo
la técnica al 50% de hemdlisis; también se trabajé en el laboratorio de serologia de
la Unidad de Servicios de Diagnéstico y Constatacion (USEDICO) que se
encuentra en el Centro de Ensefianza Investigacion y Extension en Produccion
Animal en Altiplano (CEIEPAA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) donde se realizé

la técnica de FC al 100% de hemodlisis.
4.4 Pruebas de Tarjeta y Rivanol

Para la realizacion de las pruebas de tarjeta y rivanol, se procedié de acuerdo a
las técnicas establecidas en la NOM-056-Z00-1995. Cabe aclarar que dicha norma
sefala que el diagndstico de brucelosis se realiza por medio de pruebas en serie
es decir, las muestras con resultado positivo pasan a la siguiente prueba
(confirmatoria), sin embargo en este trabajo no se procedié de esta manera, ya
que se considerd observar el resultado en todas las muestras de todas las
pruebas.

Los reactivos fueron provistos por la Productora Nacional de Biologicos
Veterinarios (PRONABIVE®).
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4.5 Prueba de Fijacion de Complemento

Ambas técnicas se fundamentan en la activacion del complemento (C) por la via

clasica, es decir cuando ocurre una reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac).
La prueba consta de dos fases:

i.  Fase invisible o fase de reaccion. Se lleva a cabo un primer sistema Ag-Ac,
al enfrentar el suero sospechoso (elemento desconocido), el antigeno
especifico (elemento conocido) y el complemento (Corona, 2007; Cobos,
2005).

i. Fase visible o fase indicadora. Se agrega un segundo sistema Ag-Ac
conocido como sistema indicador o sistema hemolitico, formado por
glébulos rojos de ovino y anticuerpos especificos contra éstos llamados
hemolisina (Corona, 2007; Cobos, 2005).

Si el suero contiene anticuerpos contra el antigeno, se forma un complejo Ag-Ac y
el complemento se une a este complejo, por lo tanto no habra o habra menos
complemento disponible para lisar los eritrocitos sensibilizados, observandose
sedimentacién de éstos lo que equivale a una reaccion positiva (Hennanger, 2011;
Cobos, 2005).

4.5.1 Elementos utilizados en la prueba

a) Sueros problema: sueros de los cuales se desconoce la presencia de
anticuerpos contra Brucella spp.

b) Sueros control positivo: suero con una concentracibn conocida de
anticuerpos contra Brucella spp., se utilizd un antisuero contra B. abortus
elaborado en conejo existente en la USEDICO.

c) Suero control negativo: suero sin ningun anticuerpo contra Brucella spp, se
utilizaron sueros procedentes de animales negativos del CEIEPAA.

d) Antigeno (Ag): se utilizé el antigeno oficial producido por PRONABIVE®,

elaborado con Brucella abortus cepa 1119-3 sin tedir, con pH de 6.8 a 7.0 y
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f)

g9)

concentracion celular de 4.5%. Para el procedimiento, este antigeno se diluyo
1:200.

Hemolisina: es un antisuero contra los receptores de membrana de los
eritrocitos elaborado en conejo, se utilizd hemolisina comercial (Colorado

Serum Company®).

Glébulos Rojos de Ovino (GR): los eritrocitos fueron obtenidos de ovinos
clinicamente sanos con anticoagulante Alsever y se almacenaron en
refrigeracion a 4° C. La técnica de FC al 50% requiere una concentracion de

GR al 3%, mientras que la técnica al 100% requiere una concentracion al 2%.

Sistema Hemolitico (SH): es una suspension de GR de ovino mezclados con

anticuerpos anti-globulos rojos de ovino previamente estandarizada.

Complemento: se utilizé complemento comercial Guinea Pig Complement®
(Lyophilized). La técnica al 50% demanda 4 unidades de complemento,
mientras que la técnica de FC al 100% de hemdlisis utiliza 2 unidades de

complemento.

Soluciéon Buffer: para la titulacidon, estandarizacion de los elementos y la
realizacion de las diferentes técnicas de FC, se utilizd Solucion Buffer
Veronal® (SVB).

4.5.2 Técnica de Fijacion de Complemento al 100% de hemdlisis

Se utilizé una modificacion de lo descrito por Cunningham (1971). Esta técnica

utiliza 2 unidades de complemento al 100% de hemodlisis, 2 unidades de

hemolisina, una suspensién de GR de ovino al 2% y SVB como diluente. Se llevd
a cabo en el laboratorio de serologia de la USEDICO-CEIEPAA-FMVZ-UNAM.

4.5.3 Técnica de Fijacion de Complemento al 50% de hemolisis

La prueba de FC al 50% de hemdlisis corresponde a una modificacion de lo

descrito por Alton (1988). Esta técnica utiliza 4 unidades de complemento al 50%,
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5 unidades de hemolisina, una concentracion de GR de ovino al 3% y el diluente

que se utilizé fue SVB.

4.5.4 Técnica en microplaca de FC

En ambas técnicas se utilizaron diluciones dobles seriadas a partir de 1:5 hasta

1:320 para los sueros de bovino y 1:4 hasta 1:256 para los sueros de caprino, en
un volumen final de 0.025 mL (NOM-056-Z00-1995). En el Cuadro 7 se indica el

orden de los reactivos agregados en cada técnica.

Cuadro 8. Técnica de Fijacién de Complemento en microplaca.

CONTROL
. DILUCIONES DE LOS SUEROS ANTICOMPLEMENTARIO
Reactivo
Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo 4 Pozo 5 Pozo 6 Pozo 7 Pozo 8
Dilucién 14 1/8 1116 1132 1/64 11128 11256 114
caprinos
Dilucién
bovinos 15 1110 1120 1/40 1/80 1160 11320 15
Diluente 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL
Suero 0.050mL | e | e | e | e | e | e 0.025 mL
Transferir | 0.025mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL Desechar Desechar
: : : : : : 0.025 mL 0.025 mL
Ag 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025mL | =
c 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL | 0.025 mL
INCUBAR 60 MINUTOS A 37°C EN BARO SEROLOGICO (Técnica al 100%) o 30 MINUTOS (técnica al 50%)
INCUBAR EL SISTEMA HEMOLITICO A 37°C EN BANO SEROLOGICO
SH
(FC 100%) | 0050mL 0.050 mL 0.050 mL 0.050 mL 0.050 mL 0.050 mL 0.050 mL 0.050 mL
SH
(FC 100%) | 0025mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL 0.025 mL

INCUBAR MAXIMO 30 MINUTOS A 37° C EN BANO SEROLOGICO

LECTURA

4.5.5 Interpretacion de los controles de la prueba

La lectura final se realizé cuando en los controles anticomplementarios, Ag, Ag-Ac

y SH se observo la reaccion esperada para cada caso. En el cuadro 8 se muestra

la interpretacion de los controles utilizados en la prueba de FC al 100% de

hemdlisis y en el cuadro 9 se muestran los controles utilizados en la técnica de FC

al 50% de hemalisis.
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Cuadro 9. Interpretacion de controles de la prueba de FC al 100% de hemdlisis

Control de antigeno (Ag)

Debe observarse sedimentacion

Control de Antigeno-Complemento (Ag-C)

Debe observarse hemolisis

Control de Complemento (C)

Debe observarse hemolisis

Control de Sistema hemolitico (SH)

Debe observarse sedimentacion

Cuadro 10. Interpretacion de controles de la prueba de FC al 50% de hemdlisis

Control de antigeno (Ag)

Debe observarse sedimentacion

Control de Antigeno-Complemento (Ag-C)

Debe observarse hemolisis

Control de Sistema hemolitico (SH)

Debe observarse sedimentacion

Control de Complemento (C)

Debe observarse hemolisis

Control de Complemento -l dilusién

Debe observarse hemolisis

Control de Complemento -l dilusion

Debe observarse hemolisis

Control de Complemento -lll dilusiéon

Debe observarse hemolisis

Control de glébulos rojos Debe observase sedimentacion

4.5.6 Interpretacion de la lectura

Para cada una de las muestras se determind su titulo, el cual es la ultima dilucion

en la que se observo reaccion positiva con base en lo siguiente:

v" Reaccidn positiva: habra una reaccion Ag-Ac-complemento, por lo tanto el
complemento no sera capaz de unirse al sistema hemolitico (segundo
sistema Ag-Ac), observandose sedimentacion de éste.

v Reaccién negativa: el suero no tiene anticuerpos contra el antigeno, por lo
tanto el complemento quedara libre y sera capaz de unirse al segundo
sistema antigeno-anticuerpo (sistema hemolitico), produciéndose una

hemolisis de dicho sistema.
4.5.7 Interpretacion de resultados

Con base en lo establecido en la NOM-056-Z00-1995 y la NOM-041-ZO0-1995
asi como de acuerdo a los autores Dajer et al. (1995), Yohannes et al., (2012),

Diaz et al. (2001) y Martinez et al. (2009), se consideraron como:
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v’ Positivo a brucelosis: un suero positivo a brucelosis en bovino cuando
exista un titulo >1:10;asi como un punto de corte un suero positivo a
brucelosis en caprinos cuando exista un titulo >1:8.

v Negativo a brucelosis: aquel suero de bovino que presente un titulo <1:5y

para caprinos <1:4

4.6 Analisis de la informacion

Para definir la validez y confiabilidad de la prueba de FC al 100% de hemdlisis, se
utilizaron metodologias de analisis para tablas de contingencia como lo describe
Greenberg (2005), considerando como Gold Standard la técnica de FC al 50% de
hemodlisis, ya que estudios previos por Dajer (1995), Bustamante (2000), Martinez
(2009) y Yohannes et al., (2012) mencionan que esta técnica es altamente
sensible y especifica, ideal para confirmar el diagnéstico serolégico de brucelosis;

ademas de ser la prueba estandarizada y utilizada por la NOM-056-Z00-1995.
La tabla de continguencia es como se muestra a continuacion:

Estandar de oro

Positivo ~ Negativo

Resultado de la Positivo a b
Medicion “X”

Negativo c d

a: Verdaderos positivos
b: Falsos positivos
c: Falsos negativos
d: Verdaderos negativos

Permitiendo asi calcular los siguientes valores

e Sensibilidad Relativa (SR), capacidad de la prueba para detectar
verdaderos enfermos.
SR = a/(a+c)
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e Especificidad Relativa (ER); permite identificar hasta que punto es buena la
prueba de FC al 100% de hemodlisis para identificar a aquellos animales sin
la enfermedad.

ER = d/(b+d)

e Valor Predictivo Positivo (VPP); se refiere a la probabilidad de que un
animal con resultado positivo tenga en realidad la enfermedad determinada
por el estandar de oro.

VPP = a/(a+b)

e Valor Predictivo Negativo (VPN); probabilidad de que un animal con
resultado negativo no tenga en realidad la enfermedad de acuerdo al
estandar de oro.

VPN = d/(c+d)

e Eficiencia Global (EG); se refiere al porcentaje de animales clasificados
correctamente por la prueba.
EG = (a+d) / (a+b+c+d)

Para determinar la SR, ER y EG de los titulos obtenidos en la técnica de FC al
100% de hemolisis, tanto de bovinos como de caprinos, se les asigno un valor

representativo:

- de “1” a todos los sueros que tuvieron un titulo > 1:10 en el caso de bovinos
y > 1:8 para caprinos,
- mientras que los sueros considerados negativos se les dio un valor

representativo de “0”

Se determiné la concordancia entre la técnica de FC al 100% y la técnica de FC al
50% através del estadistico de Kappa y su significancia estadistica (Cerda y
Villarroel, 2008). El indice Kappa resume la concordancia entre dos medidas de
una variable, cuando esta en escala cualitativa, eliminando la fraccion de

concordancia debida al azar.

Para el caso de una medida dicotdémica:

Kappa= (Po —Pe)/ (1 - Pe)
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Po= (a +d)/IN

Pe=(a+b) X (a+c)+ (c+d ) X (b +d)
N N N N

Donde:
Po : Proporcion total de concordancia observada.

Pe : Proporcion de concordancia esperada por azar.

De acuerdo a la concordancia obtenida Kappa se consideran los resultados de la

siguiente manera:

Cuadro 11. Valores de concordancia de Kappa.
(Cerda y Villarroel, 2008)

Concordancia
Muy débil Inferiores a 0.20
Débil Entre 0.21 y 0.40
Moderada Entre 0.41 y 0.60
Buena Entre 0.61 y 0.80
Muy buena Si es superior a 0.80

Se utilizdé una hoja de calculo de Excel Windows® para poder llevar a cabo los
calculos anteriormente mencionados, asi como el paquete estadistico JMP
Version 12.0 (SAS Institute, Inc., 2015).

5 RESULTADOS
5.1 Resultados de las pruebas realizadas en los sueros de

bovino

Todos los sueros fueron evaluados con metodologias descritas en este trabajo.

Prueba de Tarjeta: en la cual se tom6 como resultado positivo aquellos sueros
cuyas reacciones presentaron cualquier grado de aglutinacion (NOM-056-ZO0-
1995; NOM-041-Z00-1995; Diaz et al., 1999).

Del total de muestras obtenidas y analizadas (456) con la prueba de tarjeta al 8%,
198 resultaron positivas y 258 negativas. Las muestras que contaban con
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resultados previos de positividad, mostraron titulos similares es decir, sélo hubo
una dilucién de diferencia con respecto al reportado, dichos resultados se
muestran en los anexos 1, 2 y 3; mientras que las muestras con antecedente de
hato libre fueron en todo momento negativas. Por otro lado los sueros procedentes
de Pénjamo Gto, Colon y Tequisquiapan Qro, resultaron negativos y dado que no

hay mayor dato que reportar, dichos resultados no se muestran en este trabajo.

Prueba de rivanol: se consideraron como positivos aquellos sueros que
presentaron aglutinacion a partir de la dilucion 1:25. Tomando como criterio lo
descrito por Peniche et al., (2009) y Mejia y Lemus (2012), los cuales consideraron
que este valor es util cuando se trabaja con individuos que no han sido vacunados,
a demas de ser un criterio de positividad de acuerdo a la normatividad vigente
(NOM-041-Z00-1995). En esta prueba, del total de sueros analizados (456), 212
presentaron titulos de anticuerpos. En el cuadro 12 se muestran los diferentes

titulos obtenidos en esta prueba.

Cuadro 12. Nimero de muestras de sueros de bovino de acuerdo al titulo obtenido
en la prueba de Rivanol.

Titulo Ninguno 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400
Num de 244 18 30 29 38 97
Muestras

5.2 Resultados de las pruebas realizadas en sueros de caprino

Las muestras obtenidas de ganado caprino (346), fueron analizadas con la prueba

de tarjeta al 3%.

Prueba de tarjeta: del total de muestras trabajadas (346) con la prueba de tarjeta

al 3% 100 resultaron positivas y 246 negativas.
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5.3 Resultados de la prueba de FC

Independientemente de los resultados obtenidos en las pruebas de tarjeta al 3% y
8% asi como la prueba de rivanol, se realizé la prueba de FC al 50% y 100% de

hemolisis a todas las muestras, tanto de ganado bovino como caprino.

5.3.1 Resultados de la Técnica al 50% de hemodlisis

Bovinos: Del total de sueros obtenidos (456) se trabajo con la técnica de FC al
50% de hemolisis y con base en los criterios de interpretacion mencionados en el
numeral 4.4.6, 192 muestras fueron positivas, mientras que 264 resultaron

negativas.

Caprinos: Del total de sueros obtenidos (346) se trabajo la técnica de FC al 50%
de hemodlisis, 100 muestras presentaron titulos de anticuerpos de las cuales 96
presentaron titulos consideradas como positivos, mientras que 250 muestras

resultaron negativas.

5.3.2 Resultados de la prueba de FC al 100% de hemodlisis

Bovinos: Del total de sueros obtenidos (456) que fueron sometidos a la técnica de
FC al 100% de hemodlisis, 198 fueron positivos, mientras que 258 resultaron

negativos.

Caprinos: Del total de sueros obtenidos (346), 93 sueros fueron positivos,

mientras que 253 muestras resultaron negativos.
5.4 Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico se realizaron tablas de contingencia como
se muestra en el Cuadro 13 en el caso de bovinos y Cuadro 14 en el caso de
caprinos; en los cuales se compararon los resultados de ambas técnicas para
determinar el VPP, el VPN, la SR, la ER y la EG.

Bovinos: la técnica de FC al 100% mostré tener una sensibilidad de 98.44% y una

especificidad de la prueba de 96.59%.
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El VPP de la prueba de FC al 100% de hemdlisis en bovinos fue de 0.9545 que
quiere decir que de un total de 198 animales que fueron diagnosticados como
positivos, el 95.45% fueron correctamente diagndsticados por la prueba, mientras
que el VPN fue de 0.9884 lo cual quiere decir, que de un total de 258 animales
diagnosticados como negativos el 98.84% de los animales fueron correctamente

diagnosticados como sanos por la prueba.

La EG de técnica de FC al 100% de hemdlisis fue de 97.37%, lo cual quiere decir
que dicha prueba tiene un 97.37% de efectividad para clasificar correctamente a

los animales entre positivos y negativos.

Cuadro 13. Comparacion de los resultados de las pruebas de Fijacion de

Complemento en muestras de ganado bovino.

Resultados de la técnica de FC al 50% de hemolisis

Positivo Negativo Total

Resultados de la Positivo 189 9 198
técnica de FC al

100% de hemdlisis Negativo 3 255 258

Total 192 264 456

Caprinos: la técnica de FC al 100% mostré tener una sensibilidad de 93.75% vy

una especificidad del 98%.

El VPP de la prueba de FC al 100% de hemdlisis en caprinos fue de 0.9677 que
quiere decir que de un total de 93 animales que fueron diagndsticados como
positivos, el 96.77% de los animales enfermos correctamente diagndsticados por
la prueba. En cambio el VPN quiere decir que de un total de 253 animales
diagnosticados como negativos, el 97.62% de los animales fueron correctamente

diagndsticados como sanos por la prueba.

La EG de la técnica de FC al 100% de hemdlisis tiene la capacidad de diferenciar

en un 97.39% correctamente a animales enfermos de sanos.
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Cuadro 14. Comparacion de los resultados de las pruebas de
Fijacion de Complemento en muestras de ganado caprino.

Resultados de la prueba de FC al 50% de hemdlisis

Resultados de Positivo Negativo Total
la técnica de FC Positivo 90 3 93
al 100% de Negativo 6 247 253
hemolisis Total 96 250 346

Coeficiente Kappa

Se determind la concordancia que existe entre ambas técnicas de acuerdo a la
especie por medio del coeficiente Kappa (Crewson, 2005). La magnitud de
concordancia de ambas técnicas de Fijacion de Complemento es de 0.989
(p<0.01) para el caso de bovinos y 0.978 (p< 0.01) para caprinos, lo cual segun
Landis y Koch (1977) ambas corresponden a una fuerza de concordancia “Muy

Buena”.
5 DISCUSION

El diagndstico oportuno y confiable de las zoonosis es una prioridad para el éxito
de cualquier politica o accion dirigida a su prevencion y control. En el caso del
control y erradicacion de brucelosis existen diversas pruebas de laboratorio, que a
excepcion del aislamiento ninguna es totalmente efectiva (Diaz et al, 2001), sin
embargo aislar el agente es un verdadero reto en la practica, ya que las bacterias
del género Brucella son exigentes en su desarrollo sin mencionar, que el medio de
cultivo debe ser especifico y el desarrollo debe llevarse a cabo a una temperatura
y condiciones de CO, determinadas, aunque pueden utilizarse medios
bacterioldgicos convencionales para su aislamiento, no es recomendable ya que
existe el riesgo de contamiacion con otro tipo de bacterias, debido a su lento
crecimiento (Corbel y Morgan 1982; Diaz et al., 2002) y por ultimo se requiere
encontrar al animal en estado de bacteremia y esto es dificil aun en casos de
abortos. (Yohannes et al., 2012). Por otro lado, existen pruebas seroldgicas, pero

estas deben utilizarze siempre con pruebas complementarias. Como la prueba de
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tarjeta, una prueba cualitativa usada tanto en bovinos como en caprinos. Esta no
puede ser la unica herramienta con la cual se determine el estado de salud o
enfermedad del animal, ya que como lo mencionan Yohannes et al., (2012) tiene
una sensibilidad de 82.6% y una especificidad de 77.6% con respecto a la prueba
de FC, recomendando en dicho estudio que el diagnostico de brucelosis por medio
de pruebas seroldgicas, debe realizarse con dos o mas pruebas. Por su parte
Dajer (1995), menciona que la prueba de tarjeta es altamente sensible pero poco
especifica (38%) sobre todo si hay antecedentes de vacunacién. La prueba de
rivanol resulta ser también una prueba confirmatoria ya que tiene una sensibilidad
de 86% (D3jer et al., 1995), sin embargo en aquellos resultados en los que el titulo
es bajo se mantiene la incertidumbre de ser realmente un animal infectado o solo
presenta anticuerpos por exposicion. (Cantu et al., 2007). La prueba de FC ha
mostrado ser una herramienta util en el diagnostico de burcelosis animal y es lo
mas cercano a una prueba serologica perfecta, ya que es capaz de detectar
cuantitativamente anticuerpos producidos por una infeccién. Es importante no
perder de vista el calendario de vacunaciéon de los animales (en caso de que
fueran vacunados), para la interpretacién de los resultados. Debera tomarse en
cuenta la edad de aplicacién, el tipo de vacuna y fecha de aplicacién de la misma,
con respecto a la toma de la muestra sérica, ya que el titulo de anticuerpos puede
estar influenciado por este factor, pudiendo interpretarse como sueros positivos y

ser realmente negativos.

Con base en las diferencias encontradas entre las técnicas de FC que llevan a
cabo los diferentes laboratorios autorizados en el pais y, a que no se han realizado
estudios del comportamiento de un suero sometido a ambas técnicas , el presente
trabajo se realizé para determinar la concordancia entre las técnicas de FC, dando
como resultado que dicha concordancia es buena, es decir la técnica de FC al
100% de hemdlisis arroja resultados muy similares a los que arrojaria la técnica al
50% de hemodlisis si se realizaran ambas técnicas a una misma muestra
serolégica, lo cual la hace una técnica confiable. Ademas se pudo determinar la
SRy la ER de la técnica de FC al 100% de hemodlisis en el diagndstico seroldgico

de brucelosis. Los resultados obtenidos indican que esta técnica tiene una SR de
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98.44% y una ER del 96.59% para el diagndstico de brucelosis en bovinos. El
diganostico por medio de la técnica de FC al 50% ha sido estudiado por diversos
investigadores de varios paises como Dajer et al. (1995), quienes determinaron
una SR de 86% y una ER de 100% en el diagndstico de brucelosis en ganado
bovino, Yohannes et al. (2012), mencionan que la prueba de FC tiene una SR de
82.6% y una ER de 77.6%; en el caso de ganado caprino, los resultados indican
una SR de 96.88% y una ER de 100% en el diagndstico de brucelosis, Nielsen
(2002), refiere una sensibilidad de 97% y una especificidad del 100%, los cuales
no representan una diferencia significativa con respecto a los resultados obtenidos
en el presente trabajo, lo que demuestra que el titulo de un suero que es sometido
a cualquiera de las dos técnicas, caera dentro del mismo rango de interpretacion

que marca la normatividad vigente.

En México existen 110 laboratorios que realizan el diagndstico de brucelosis, pero
unicamente 13 laboratorios realizan la prueba de FC, de éstos siete realizan la
técnica al 50% de hemodlisis y seis laboratorios la técnica al 100% de hemdlisis. El
hecho de que sean pocos los laboratorios que realizan la prueba de FC en
cualquiera de sus modalidades se debe a que se requiere de personal capacitado
para favorecer la confiabilidad de los resultados emitidos por los laboratorios. Sin
embargo en el presente estudio se pudo confirmar que la técnica al 100% de
hemolisis es mucho mas facil de implementar, ya que la metodologia para la
estandarizacién de los reactivos como el complemento y la hemolisina, es mas
sencilla de realizar que la definida en la técnica al 50% de hemdlisis, ademas para
la obtencién de resultados en la estandarizacidon de ésta técnica se requiere el uso
de papel logaritmico encontrandose el inconveniente que en las zonas donde se
trabajé (Querétaro, Estado de México y Distrito Federal) ya no es factible
encontrar este tipo de papel por lo que se usan copias fotostaticas de una hoja
que tienen como reserva los laboratorios, en cambio en la técnica al 100% de
hemolisis se utiliza el titulo obtenido tanto en el complemento como en la
hemolisina y por medio de reglas de tres, se obtiene la dilucién en la que se
encuentran las 2 Unidades de Complemento y Hemolisina. Finalmente en la

técnica al 50% de hemdlisis para determinar la concentracion de hemolisina y de
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complemento, se utilizan concentraciones de hemoglobina estandarizadas, lo cual
no es de facil adquisicion para la mayoria de los laboratorios, ademas de

representar un gasto extra en comparacién con la técnica del 100% de hemdlisis.
6 CONCLUSION

El presente estudio confirma que la prueba de FC al 100% es tan efectiva y
confiable para el diagnostico de brucelosis como la técnica de FC al 50% de
hemolisis, tanto en bovinos como caprinos y aunque sigue siendo una prueba
compleja, la técnica al 100% de hemdlisis se puede considerar mas sencilla y
confiable dejando la oportunidad a que mas laboratorios puedan implementar esta

herramienta de diagndstico.
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Anexo 1. Sueros de bovino con antecedentes de positividad, procedentes del
resguardo del Laboratorio de Patologia Animal de Calamanda, Querétaro.

Tubo

Tarjeta

Tarjeta

8% Rivanol | FC 50% | FC 100% Tubo 8% Rivanol | FC 50% | FC 100%
1 Positivo 1:25 1:10 1:10 45 Positivo 1:400 1:160 1:160
2 Positivo 1:400 1:320 1:320 46 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
3 Positivo 1:400 1:160 1:160 47 Positivo 1:200 1:160 1:320
4 Positivo 1:400 1:80 1:40 48 Positivo 1:400 1:80 1:80
5 Positivo 1:200 1:80 1:40 49 Positivo 1:400 1:320 1:320
6 Positivo | Negativo 1:40 1:10 50 Positivo 1:400 1:320 1:320
7 Positivo 1:25 1:10 1:10 51 Positivo 1:200 1:20 1:20
8 Positivo 1:400 1:320 320 52 Positivo 1:25 Negativo | Negativo
9 Positivo 1:400 1:160 1:160 53 Positivo 1:25 Negativo | Negativo
10 Positivo 1:400 1:80 1:40 54 Positivo 1:400 1:320 1:320
11 Positivo 1:200 1:80 1:40 55 Positivo 1:200 | Negativo | Negativo
12 Positivo 1:200 1:40 1:20 56 Positivo 1:200 Negativo 1:10
13 Positivo 1:200 1:20 1:20 57 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
14 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo 58 Positivo 1:400 1:320 1:320
15 Positivo 1:400 1:80 1:80 59 Positivo 1:400 1:320 1:320
16 Positivo 1:400 1:80 1:80 60 Positivo 1:400 10 1:10
17 Positivo 1:400 1:80 1:40 61 Positivo 1:400 160 1:320
18 Positivo 1:400 1:320 1:320 62 Positivo 1:400 320 320
19 Positivo 1:400 1:20 1:20 63 Positivo 1:400 1:160 1:160
20 Positivo 1:25 1:40 1:20 64 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
21 Positivo 1:400 1:160 1:320 65 Positivo 1:400 1:80 1:80
22 Positivo 1:400 1:40 1:40 66 Positivo 1:400 1:320 1:80
23 Positivo 1:400 1:160 1:160 1:8067 | Positivo 1:400 1:80 1:80
24 Positivo 1:400 1:320 1:320 68 Positivo 1:400 1:80 1:80
25 Positivo 1:400 1:160 1:160 69 Positivo 1:400 1:80 1:80
26 Positivo 1:400 1:320 1:160 70 Positivo 1:400 1:160 1:80
27 Positivo 1:400 1:160 1:320 71 Positivo 1:400 1:320 1:320
28 Positivo 1:100 1:20 1:20 72 Positivo 1:400 1:80 1:80
29 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo 73 Positivo 1:400 1:80 1:80
30 Positivo 1:100 1:40 1:20 74 Positivo 1:200 1:40 1:20
31 Positivo 1:200 1:40 1:80 75 Positivo 1:400 1:160 1:160
32 Positivo 1:400 1:320 1:320 76 Positivo 1:200 1:80 1:40
33 Positivo 1:400 1:160 1:320 77 Positivo 1:200 1:40 1:20
34 Positivo 1:400 1:160 1:320 78 Positivo 1:400 1:160 1:160
35 Positivo 1:200 1:320 1:320 79 Posotivo 1:200 1:40 1:20
36 Positivo 1:400 1:320 1:320 80 Positivo 1:400 1:320 1:320
37 Positivo 1:400 1:320 1:160
38 Positivo 1:400 1:80 1:80
39 Positivo 1:400 1:160 1:160
40 Positivo 1:100 1:40 1:20
41 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
42 Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
43 Positivo 1:400 1:320 1:160
44 Positivo 1:50 1:80 1:10
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Anexo 2. Resultados de sueros de bovino con antecedentes de positividad,
procedentes del resguardo del Laboratorio de Serologia del Cetro Nacional de

Servicios de Diagnostico

Tubo| T30 | Rivanol | FC50% | FC 100%
221 | Positivo 1:400 1:80 1:80
222 | Positivo 1:400 1:160 1:160
223 | Positivo 1:400 1:320 1:320
224 | Positivo 1:400 1:160 1:160
225 | Positivo 1:100 1:20 1:20
226 | Positivo 1:50 1:10 1:10
227 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
228 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
229 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
230 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
231 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
232 | Positivo 1:200 10 160
233 | Positivo 1:400 Negativo 1:80
234 | Positivo 1:25 Negativo | Negativo
235 | Positivo 1:50 1:40 1:160
236 | Positivo 1:400 1:160 1:320
237 | Positivo 1:200 1:80 1:320
238 | Positivo 1:400 1:80 1:40
239 | Positivo | Negativo 1:40 1:320
240 | Positivo 1:400 1:160 1:160
241 | Positivo 1:50 1:20 1:160
242 | Positivo 1:100 1:10 1:320
243 | Positivo 1:100 1:160 1:40
244 | Positivo 1:100 1:160 1:160
245 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
246 | Positivo 1:400 1:160 1:320
247 | Positivo 1:50 1:320 1:320
248 | Positivo 1:400 1:320 1:320
249 | Positivo 1:400 1:160 1:320
250 | Positivo 100 1:20 1:40
251 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
252 | Positivo | Negativo 1:20 1:40
253 | Positivo 1:400 1:320 1:320
254 | Positivo 1:400 1:320 1:320
255 | Positivo 1:400 1:320 1:320
256 | Positivo 1:400 1:320 1:320
257 | Positivo 1:400 1:1600 1:320
258 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
259 | Positivo 100 1:40 1:80
260 | Positivo 1:200 1:40 1:160
261 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
262 | Positivo 1:400 1:160 1:320
263 | Positivo 100 1:40 1:160
264 | Positivo 100 1:80 1:160
265 | Positivo 1:400 1:160 1:320

—

en

Salud Animal (CENASA).
Tubo | 2%t | Rivanol | FC 50% | FC 100%
266 | Positivo 1:400 1:320 1:320
267 | Positivo 1:200 1:160 1:160
268 | Positivo 1:400 1:160 1:320
269 | Positivo 1:100 1:160 1:320
270 | Positivo 1:100 1:80 1:160
271 | Positivo 1:200 1:160 1:320
272 | Positivo 1:200 1:80 1:320
273 | Positivo 1:100 1:160 1:320
274 | Positivo 1:50 1:40 1:80
275 | Positivo 1:200 1:160 1:320
276 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
277 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
278 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
279 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
280 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
281 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
282 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
283 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
284 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
285 | Positivo 1:400 1:160 1:80
286 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
287 | Positivo 1:200 1:80 1:80
288 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
289 | Positivo | Negativo | Negativo 1:20
290 | Positivo | Negativo | Negativo 1:20
291 | Positivo | Negativo | Negativo 1:10
292 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
293 | Positivo 1:25 Negativo | Negativo
294 | Positivo 1:25 Negativo | Negativo
295 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
296 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
297 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
298 | Positivo 1:100 Negativo | Negativo
299 | Positivo 1:400 1:320 1:320
300 | Positivo 1:400 1:320 1:320
301 | Positivo 1:200 1:40 1:40
302 | Positivo 1:25 Negativo | Negativo
303 | Positivo 1:100 1:40 1:40
304 | Positivo 1:400 1:320 1:320
305 | Positivo 1:100 1:320 1:320
306 | Positivo 1:400 1:80 1:80
307 | Positivo 1:100 1:160 1:160
308 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo
309 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
310 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo

'




Tubo Ta;!,/eo‘a Rivanol | FC 50% | FC 100%
311 | Positivo | Negativo 1:10 1:10
312 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
313 | Positivo 1:400 1:160 1:160
314 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
315 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo

Tubo Tag{,/eota Rivanol | FC 50% | FC 100%
316 | Positivo 1:400 1:40 1:40
317 | Positivo 1:200 1:80 1:160
318 | Positivo 1:50 1:20 1:20
319 | Positivo 1:25 1:10 1:10
320 | Positivo 1:400 Negativo 1:10

ANEXO 3. Resultados de sueros de bovino con antecedentes de positividad,
procedentes del resguardo del Laboratorio de Serologia de la Unidad de Servicios
de Diagndstico (USEDICO), FMVZ. UNAM. Tequisquiapan, Querétaro.

Tubo| 308 | Rivanol | FC50% |FC 100% Tubo| T20°t2 | Rivanol | FC50% |FC 100%
321 | Positivo 1:400 1:320 1:320 359 | Positivo 1:200 1:40 1:80
322 | Positivo 1:400 1:320 1:320 360 | Positivo 1:400 1:320 1:320
323 | Positivo 1:400 1:80 1:320 361 | Positivo 1:400 1:320 1:320
324 | Positivo 1:400 1:160 1:320 362 | Positivo 1:50 1:80 1:160
325 | Positivo 1:200 1:80 1:320 363 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
326 | Positivo 1:400 1:160 1:320 364 | Positivo 1:100 1:20 1:20
327 | Positivo 1:400 1:160 1:320 365 | Positivo 1:200 1:40 1:20
328 | Positivo | Negativo | Negativo [ Negativo 366 | Positivo 1:400 1:160 1:160
329 | Positivo 1:400 Negativo | Negativo 367 | Positivo 1:200 1:40 1:80
330 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo 368 | Positivo 1:200 1:320 1:320
331 | Positivo 1:200 1:320 320 369 | Positivo 1:50 1:20 1:20
332 | Positivo | Negativo | Negativo [ Negativo 370 | Positivo 1:200 1:160 1:160
333 | Positivo 100 Negativo | Negativo 371 | Positivo 1:50 1:40 1:40
334 | Positivo | Negativo 1:20 1:40 372 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
335 | Positivo 1:50 1:80 1:80 373 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
336 | Positivo | Negativo 1:20 Negativo 374 | Positivo 1:400 1:320 1:320
337 | Positivo 1:400 1:40 1:40 375 | Positivo 1:50 1:80 1:80
338 | Positivo 1:50 1:40 1:40 376 | Positivo | Negativo 1:80 1:320
339 | Positivo 1:200 1:80 1:80 377 | Positivo | Negativo 1:10 1:20
340 | Positivo 1:400 1:80 1:40 378 | Positivo 1:100 1:160 1:160
341 | Positivo | Negativo 1:40 1:40 379 | Positivo 1:200 1:20 1:40
342 | Positivo 1:400 1:320 1:320 380 | Positivo | Negativo 1:80 1:160
343 | Positivo 1:400 1:320 1:320 381 | Positivo | Negativo 1:320 1:160
344 | Positivo 100 1:40 1:160 382 | Positivo 1:100 1:80 1:40
345 | Positivo 1:400 1:320 1:160 383 | Positivo 1:50 1:160 320
346 | Positivo 1:50 1:320 1:320 384 | Positivo | Negativo 1:20 1:40
347 | Positivo | Negativo 1:320 1:320 385 | Positivo 1:100 1:320 320
348 | Positivo 1:200 1:20 1:20 386 | Positivo 1:50 1:20 Negativo
349 | Positivo 1:400 1:320 1:320 387 | Positivo 1:50 1:80 1:160
350 | Positivo 1:25 Negativo | Negativo 388 | Positivo 1:400 1:320 1:320
351 | Positivo 1:25 Negativo [ Negativo 389 | Positivo 100 1:160 1:80
352 | Positivo 1:200 1:10 1:20 390 | Positivo 1:100 1:80 1:80
353 | Positivo 1:50 1:10 1:10 391 | Positivo 1:200 Negativo 1:80
354 | Positivo | Negativo | Negativo [ Negativo 392 | Positivo 100 1:320 Negativo
355 | Positivo 1:25 Negativo | Negativo 393 | Positivo 1:50 Negativo 1:10
356 | Positivo 1:200 1:320 1:320 394 | Positivo 1:100 1:10 1:10
357 | Positivo 1:25 1:80 1:80 395 | Positivo 1:400 1:320 1:320
358 | Positivo 1:200 1:20 1:10 396 | Positivo 1:100 Negativo 1:160
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Tubo Ta;!,/eota Rivanol | FC 50% |FC 100% Tubo Ta;{,zta Rivanol | FC50% |FC 100%
397 | Positivo 1:50 160 1:320 399 | Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
398 | Positivo 1:25 1:20 1:20 400 | Positivo 1:50 Negativo | Negativo

Anexo 4. Resultados de sueros de caprino con antecedentes de positividad,

procedentes del
Usabiaga Villanueva , Celaya, Guanajuato

resguardo del

Tubo | Tarjeta3% | FC 50% | FC 100%
1 Positivo 1:32 1:32
2 Positivo 1:16 1:16
3 Positivo 1:64 1:32
4 Positivo 1:8 1:8
5 Positivo 1:8 1:8
6 Positivo 1:32 1:16
7 Positivo 1:16 1:8
8 Positivo 1:16 1:16
9 Positivo 1:16 1:16

10 Positivo 1:256 1:256
1 Positivo 1:8 1:8

12 Positivo 1:16 1:16
13 Positivo 128 1:64
14 Positivo 1:64 1:32
15 Positivo 1:8 1:8

16 Positivo 1:32 1:16
17 Positivo 1:8 1:8

18 Positivo 1:32 1:32
19 Positivo 1:32 1:32
20 Positivo 1:32 1:32
21 Positivo 1:8 1:8

22 Positivo 1:8 1:16
23 Positivo 1:16 1:16
24 Positivo 1:16 1:16
25 Positivo 1:32 1:32
26 Positivo 1:16 1:16
27 Positivo 1:16 1:16
28 Positivo 1:16 1:16
29 Positivo 1:8 1:8

30 Positivo 1:8 1:8

31 Positivo 1:8 1:8

32 Positivo 1:32 1:16
33 Positivo 16 1:16
34 Positivo 16 1:16

——

Laboratorio General de Diagndéstico Angel

35 Positivo 16 1:8
Tubo | Tarjeta3% | FC 50% | FC 100%
36 Positivo 1:32 1:16
37 Positivo 1:16 1:16
38 Positivo 1:64 1:32
39 Positivo 1:16 1:8
40 Positivo 1:8 1:8
AN Positivo 1:8 1:8
42 Positivo 1:8 1:8
43 Positivo 1:16 1:16
44 Positivo 1:16 1:16
45 Positivo 128 128
46 Positivo 1:8 1:8
47 Positivo 1:64 1:32
48 Positivo 128 128
49 Positivo 1:64 1:64
50 Positivo 1:16 1:16
51 Positivo 1:64 1:64
52 Positivo 1:64 1:128
53 Positivo Negativo | Negativo
54 Positivo 128 128
55 Positivo 1:4 1:4
56 Positivo 1:8 1:8
57 Positivo 1:8 1:8
58 Positivo 1:32 1:32
59 Positivo 1:16 1:16
60 Positivo 1:8 1:8
61 Positivo 128 64
62 Positivo 1:8 1:8
63 Positivo 1:32 1:32
64 Positivo 1:8 1:8
65 Positivo 1:8 1:8
66 Positivo 1:8 1:8
67 Positivo 128 64
68 Positivo 1:16 1:16

'




69 Positivo 128 128
70 Positivo 1:32 1:32
Tubo | Tarjeta3% | FC 50% | FC 100%
7 Positivo 1:32 1:32
72 Positivo 1:8 1:8
73 Positivo 1:32 1:32
74 Positivo 1:16 1:32
75 Positivo 1:8 1:8
76 Positivo 1:16 1:16
77 Positivo 1:8 1:8
78 Positivo 1:16 1:16
79 Positivo 1:32 1:32
80 Positivo 1:4 1:4
81 Positivo 1:32 16
82 Positivo 1:32 1:32
83 Positivo 1:8 1:8
84 Positivo 64 64

——

85 Positivo 16 16
Tubo | Tarjeta3% | FC50% | FC 100%

86 Positivo 1:8 1:8
87 Positivo 1:64 1:64
88 Positivo 1:4 1:4
89 Positivo 1:16 1:16
90 Positivo 8 8
91 Positivo 1:32 1:4
92 Positivo 1:8 1:8
93 Positivo 1:8 1:8
94 Positivo 1:8 1:8
95 Positivo 1:8 1:8
96 Positivo 1:8 1:8
97 Positivo 1:8 1:4
98 Positivo 1:8 1:4
99 Positivo 128 1:64
100 Positivo 1:8 1:8
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