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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo determinar el porcentaje de efectividad de la
prueba de Rosa de Bengala (RB) al 3% comparando los resultados con las pruebas
de Fijacion del Complemento (FC), Inmunoensayo Ligado a Enzimas Indirecto
(ELISA-i) y Fluorescencia Polarizada (FP), al grupo problema formado por 126
muestras de suero de ovinos RB-positivas, reunidas en un periodo de seis meses en
el CENID-Microbiologia y provenientes de varios rebafios de los Estados de México,
Puebla, Querétaro, Jalisco y San Luis Potosi, también se emplearon 10 muestras de
suero de ovinos de los cuales se aislo B. melitensis biotipo 1 (grupo control positivo)
y 9 muestras de sueros de ovinos procedentes de un hato libre de brucelosis (grupo
control negativo). En la prueba de ELISA indirecta se usG como antigeno
lipopolisacérido liso (LPS-L) de la cepa lisa 16M de B. melitensis con un punto de
corte de 1.000 de Densidad Optica para considerar a los sueros positivos, la prueba
de FC fue realizada empleando la técnica en tubo, considerando positivas aquellas
muestras que presentaron hemodlisis del 50 % con un titulo 2 1:4 y la prueba de FP
se realiz6 usando como antigeno un complejo de polisacarido O de B. abortus
conjugado con isotiocianato de fluoresceina, con un punto de corte de 77 unidades
de milipolarizacion (mP). Se obtuvo con el coeficiente de contingencia el porcentaje
de efectividad de todas las pruebas. La prueba RB se considero 100 % efectiva
porque el total de muestras problema fueron RB-positivas y por dar resultados
esperados en los grupos control positivo y negativo, obteniendo para ELISA-I el
56.86%, para FC el 53.93% y por ultimo 22.21% para FP. Concluyendo que la
prueba de ELISA-i podria ser usada como prueba de escrutinio ya que es mas
confiable que la RB dando una menor cantidad de animales falsos positivos, por otro
lado la FC aunque su uso se ve restringido por su elevado costo, su dificultad técnica

aunado a que la realizan en cinco laboratorios de México, y por ultimo concluimos



que para evaluar la prueba de FP en ovinos se requiere la generacion de mas
investigaciones en esta especie, ya que hay pocos articulos cientificos de referencia

y los existentes estan basados en bovinos 0 en otras especies.



1. INTRODUCCION

1.1 Panorama de Brucelosis

La brucelosis esta incluida en la lista B de enfermedades de conformidad con
las disposiciones de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) que comprende
“enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista
socioecondmico y/o sanitario para las economias nacionales y cuyos efectos para el
comercio internacional de animales y productos pecuarios no son desdefiables”. (1)

La distribucion geografica en el mundo de Brucella melitensis se encuentra
principalmente en el Mediterraneo, la peninsula Arabe, Asia, algunas partes de
Africa, Latinoamérica y América del Sur. (26) Tradicionalmente México ha sido
reconocido como un pais endémico de brucelosis, impactando econdmicamente la
salud animal disminuyendo su produccion y la de sus productos derivados, siendo
objeto de restricciones en mercados locales y globales. Por otro lado, también
constituye un problema significante en salud publica causando una enfermedad febril
aguda (fiebre ondulante) que puede progresar hacia una forma crénica produciendo
serias complicaciones que afectan al sistema musculo esquelético, cardiovascular y
nervioso central (25), siendo B. melitensis el principal agente causal de brucelosis
humana en México vinculado principalmente con el consumo de leche cruda y sus
derivados, lo que se traduce en costos de diagnostico y tratamiento de

aproximadamente US $ 150,000 por afio. (13)



En México se han aislado cinco de las siete especies de Brucella, esto incluye
a B. melitensis biovariedades 1-3; B. abortus biovariedades 1, 2, 4-6; B. suis
biovariedad 1; B. canis y B. ovis. Algunos aislamientos se han hecho en especies
animales que no son su hospedero tradicional; por ejemplo una cepa de B. suis fue
aislada de queso de leche de vaca y algunas cepas de B. melitensis fueron aisladas
de leche de vaca. (15) También han sido observados casos esporadicos causados

por B. abortus o B. suis en ovinos y cabras. (24)

1.2 Estructura del Género Brucella

Los miembros del género Brucella son bacterias Gram (-) en forma de
cocobacilos cortos, capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de los fagocitos del
hospedador en el cual estimulan una respuesta celular y humoral, por lo que se

considera éste como el factor que le confiere su virulencia. (32)

La estructura mas caracteristica de la bacteria es su envoltura celular, formada
por una membrana interna, una membrana externa y un espacio periplasmico
intermedio que contiene algunas enzimas y proteinas relacionadas con el transporte
de solutos y un gel glucopeptidico denominado peptidoglicano que es responsable de
la forma e integridad osmoética de la bacteria. La membrana externa contiene
distribuidos asimétricamente fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacarido (LPS),
considerado el principal antigeno; que consta de una parte glucolipidica (lipido A), el
cual se inserta en la membrana externa, y otra polisacaridica dirigida hacia el

exterior, dividida en dos secciones: el nicleo mas interno y la cadena O. (32)



Las especies de Brucella que en forma natural carecen de la cadena O se
denominan especies rugosas (B. ovis y B. canis) y las especies que si la poseen son
llamadas especies lisas (B. melitensis, B. abortus, B. suis, y B. neotomae). Esta
diferencia es muy importante ya que las brucelas mas patégenas para el hombre son
B. melitensis, B. abortus y B. suis, que tienen LPS en fase lisa (LPS-S), con
excepcion de B. canis que a pesar de que es una especie rugosa también es

patogena para el hombre. (20)

1.3 Factores de virulencia de Brucella.

o La interferencia en la formacion del fagolisosoma ya que no se acidifica a un pH
bajo y la modificacion del transito intracelular al utilizar el citoesqueleto para el

movimiento y la diseminacion. (31)

o El LPS en fase lisa es portador de antigenos inmunodominantes y presenta en
su extremo terminal moléculas de manosa que favorecen la adherencia a los
fagocitos mononucleares, ademas de que induce la activacion de linfocitos B y la

respuesta inmune humoral. (3)

o Un componente externo de la membrana externa denominado lipido A del LPS
resiste a los péptidos cationicos bactericidas debido a las enzimas
superoxidodismutasa y proteasa, que son componentes de defensa contra la

respuesta oxidativa generada por el animal. (31)



o El peptidoglicano asociado con proteinas de la membrana externa de la
bacteria, interfiere con la capacidad bactericida del suero y permite a la bacteria

resistir a los mecanismos de lisis ejercidos por los anticuerpos y el complemento. (3)

1.4 Patogenia

Posterior a su entrada al hospedador a través de las vias digestiva,
nasofaringea, vaginal, conjuntival y cutdnea, la bacteria migra via linfatica hacia los
primeros nédulos linfaticos regionales donde se multiplica correspondiente al periodo
de incubacién, con una duracion de entre 14 y 180 dias, que depende de la etapa de
gestacion, edad, vacunacion asi como la cantidad y virulencia de las bacterias (9). A
partir de los nodulos linfaticos se produce una colonizacibn de muchos grupos
ganglionares y de o6rganos con abundante trama linforeticular como el bazo, el
higado o la médula 6sea, provocando, sucesivas ondas bacterémicas que,
generalmente producen un periodo febril en el hospedador (9). En ésta fase la
infeccién alcanza la placenta y se implanta, pero cualquier mecanismo inmune capaz
de reducir el nivel y/o duracion de la bacteriemia puede reducir las posibilidades de
colonizacion. En los animales totalmente receptivos, tanto gestantes como no
gestantes, B. melitensis esta presente en la sangre durante 30-45 dias después de la

infeccion. (9)

Al colonizar los cotiledones placentarios y el Gtero, Brucella se multiplica
activamente en el epitelio que reviste las vellosidades embrionarias del corion y la

mucosa uterina propagandose entre ellas y produciendo procesos inflamatorios, que



posteriormente son necréticos, alterando las conexiones entre la placenta fetal y
materna, finalmente atraviesan la barrera placentaria y se localizan en el feto,
principalmente en el pulmén, bazo, higado, miocardio y contenido del abomaso,
alterando la nutricidn y oxigenacion del feto, dando lugar a la muerte y expulsién del
mismo, pudiendo colonizar la glandula mamaria y reducir o cesar la produccion de

leche. (9)

En las hembras vacias puede presentarse la enfermedad en forma cronica
gue se caracteriza por la colonizacion del sistema linforeticular, quedando infectadas
de por vida, ya que después de una respuesta seroldgica inicial, es decir con la
produccion inicial de inmunoglobulinas del isotipo IgM permanece constante su
concentracion de una a tres semanas, dandose posteriormente la produccion de 1gG
incrementandose hasta ser dominante aun después de diez meses, convirtiendose la

infeccidon en inaparente, lo que puede dificultar el diagndstico. (9)

1.5 Epidemiologia

Los abortos se presentan con frecuencia en masa en el rebafio a lo largo del
primer y segundo afio de la introduccion de B. melitensis principalmente entre las
hembras primiparas durante el ultimo tercio de la gestacion. En contraste, las
hembras que pertenecen a rebafios con brucelosis cronica, son menos propensas a
abortar, siendo los productos procedentes del aborto (feto, membranas fetales,
secreciones vaginales) la fuente principal para infectar animales susceptibles por un

lapso de tres a ocho semanas. Por otro lado, la cantidad de brucelas excretadas en



la leche no suele ser importante para la transmision entre ovejas, pero si lo es para la

transmision de la infeccion a la especie humana. (27)

Algunos autores coinciden en sefalar que el proceso de “autocuracion” que se
atribuye a las ovejas por el hecho de que abortan solamente una vez y que hace que
disminuya el nimero de abortos en el rebafio hasta su aparente desaparicion, nunca

deberia considerarse como absoluto. (9)

1.6 Respuesta inmune contra Brucella.

1.6.1 Innata.

En animales resistentes, una vez que la bacteria ha sido fagocitada por un
macrofago, es expuesta a los compartimentos fagolisosomales pudiendo inhibir el
ensamblaje de la fusidon fagosoma-lisosoma. Una vez opsonizada, la bacteria induce
la liberacion de radicales de oxigeno en el macrofago produciendo también la
liberacion de enzimas hidroliticas presentes en los polimorfonucleares neutréfilos los
cuales utilizan sus granulos para destruir microorganismos invasores, en animales
susceptibles, la degranulacion de éstas células puede ser inhibida por Brucella. (31)
Los fagocitos mononucleares tienen en su superficie muchos receptores especificos
para muchos ligandos, uno de ellos son los ligandos de integrinas, por lo que se ha
sugerido que poseen especificidad de union para moléculas superficiales como el
LPS, lo que dispara la activacion de células inmunes inespecificas y sus mecanismos

efectores como la fagocitosis. (3)



1.6.2 Humoral

Posterior a la infeccion natural o la vacunacién, la respuesta inmune es
inducida por el LPS, que es el primer antigeno frente al que aparecen anticuerpos de
tipo IgM e IgG que son los anticuerpos que pueden opsonizar cepas patégenas y asi

pueden ser invadidas nuevas células fagociticas potenciando la infeccién. (31)

1.6.3 Especifica

Durante el curso de la infeccion Brucella se asocia principalmente a las
células, por consiguiente las células infectadas necesitan matar a la bacteria o morir
para que la bacteria pueda ser atacada por otros mecanismos de eliminacibn como
los mediados por anticuerpos. Las estructuras moleculares en la superficie del
microorganismo son primero reconocidas por los receptores llamados tipo tool los
cuales liberan sefiales para activar las células presentadoras de antigenos (APC) y
facilitar la fagocitosis de la bacteria, siendo ésta reacciéon dada por la inmunidad
innata. Las células NK juegan un papel importante en la fase temprana en respuesta
a la invasion del microorganismo. Las células que fueron internalizadas son muertas
y procesadas hasta reducirlas a péptidos los cuales se expresan en la superficie de
las APC en asociacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) 1y Il. Las
células T reconocen éste complejo por medio de receptores especificos de células T
(TCRs). Las APC usualmente poseen dos sefiales que se requieren para una 6ptima

activacion de las células T. (4)



Via union TCR/MHC-péptido y via moléculas coestimuladoras B7.1 y B7.2, de

las APC que se unen al receptor CD28 de las células T. (4)

Las células T activadas a su vez pueden activar APC por el ligando CD40 que
aumenta la produccion de APC y de Interferon gamma (INFy) que activa la
produccion de macrofagos, y potencia su actividad microbicida al estimular la sintesis
de intermediarios de oxigeno y 6xido nitrico, ademas que regula negativamente la
expresion de citocinas Th2 como la interleucina 10, que regula negativamente esos

mecanismos. (4)

La activacion de las T-CD4 puede resultar en su diferenciacion en células
efectoras o células de memoria, dependiendo probablemente de la naturaleza del

antigeno, las citocinas que secretan son:

Células Thl que secretan IL-2 e INFy

Células Th2 que secretan IL-4 e IL5

Las citocinas secretadas por las CD4 ayudan las células T-CD3 a
diferenciarse en células T citotoxicas y las células B en células B plasmaticas
(anticuerpos). Ademas las células B también son estimuladas por el ligando CD40
que es un importante promotor para iniciar la produccién de IgM y subclases de 1gG
como la IgG,, que tiene una mayor capacidad para reconocer antigenos microbiales
en la superficie de las células infectadas, atribuidas principalmente a la longitud y

flexibilidad de la region de bisagra. (4)



Al igual que las células T-CD4, las células TCD8 se diferencian de las células
T citotoxicas tipo 1 (Tcl), células citotdxicas tipo 2 (Tc2), las cuales se diferencian
por las citocinas producidas, sin embargo, las células Tcl predominan en caso de
una respuesta por células TCD8 que secretan INFy mas que IL-4, pudiendo asi
matar células blanco. En la mayoria de las infecciones causadas por Brucella, las
diferentes células del sistema inmune (APCs, NK, T y B) actian juntas para incitar

una respuesta coordinada. (4)

1.7 Respuesta Post-vacunacion.

La vacuna Rev 1 de B. melitensis es la mejor vacuna disponible, aplicada a
dosis completa (10)° por via subcutanea en animales de reemplazo de 3 a 6 meses
de edad, aunque puede producir abortos en hembras gestantes cuando se aplica
durante los primeros dos tercios de la gestacion, ya que induce una larga y duradera
respuesta serologica. En los animales infectados como en los vacunados, la
respuesta humoral incluye la sintesis de anticuerpos IgM e IgG sin embargo, en la
vacunacion el nivel de anticuerpos cae rapidamente de tal manera que a los seis
meses no se encuentra IgG, y solamente persisten bajos niveles de IgM e IgG; en
contraste, en los animales infectados persisten después de seis meses altos niveles
de 1gG; e 1gG,. (12) Por ello, es dificil encontrar una prueba seroldgica capaz de
distinguir entre animales infectados con cepas de campo de B. melitensis y animales
vacunados con Rev 1, y que ademas no impida la combinacion del uso de

vacunacion, pruebas seroldgicas y programas de sacrificio (5), por lo que algunos



autores recomiendan la administracion de la vacuna por via conjuntival ya que

produce una respuesta serologica de baja intensidad y corta duracion. (7)

En cabras joévenes, se ha observado que posterior a la vacunacion se
alcanzan titulos de aglutinacion alrededor de dos semanas, arriba de 1280 Ul, que
rapidamente caen pero que a los seis meses posvacunacion aun el 14 % de
animales son positivos con titulos de 800 Ul y a un afio el 2% de cabras. En
comparacion con la prueba de fijacion del complemento (FC) la caida subsecuente
es mas rapida y todas las cabras llegaron a ser negativas en el afio siguiente a la
vacunacion, con la excepcion de uno que presenté un titulo de 1/10. (21) En afios
subsecuentes, todas las cabras fueron negativas a FC, también fue establecida la
respuesta seroldgica en ovinos utilizando las mismas pruebas, resultando casi
idénticas, estableciendo mas reacciones persistentes en ovinos, reportando el 30%
de ovejas positivas un afio después de la vacunacion y el 10 % resultaron adn

positivas después de 20 meses. (9)

1.8 Diagnostico.

1.8.1 Métodos directos.

Se basan en aislar e identificar la bacteria a partir de tejidos infectados, leche
0 sangre mediante técnicas microscopicas, pero tienen la desventaja de ser
procedimientos laboriosos, y que ademas requieren medios selectivos para crecer.

(12, 18)
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Diagnostico bacterioscopico: Consiste en tomar una muestra de exudado
proveniente de un animal infectado en un frotis, usando la tincibn de Stamp la cual
hace que se observen las bacterias de forma cocoide tefiidas de color rojo sobre un
fondo verde del que se tifien los exudados o restos celulares, debiendo considerar
gue otras bacterias como Clamydia psitacci también se tifien de rojo solamente que
son mas pequefas que las brucelas, ademas de que son pleomorficas por lo que se
requiere una amplia experiencia para poder diferenciarlas ademas de que ambas
bacterias producen aborto. (17)

Identificacion del agente etioldgico: Se realiza analizando la morfologia de las
colonias bacterianas tomando la muestra de material del aborto o descargas
vaginales que se siembran en medios de cultivo ordinarios como agar sangre,

tripticasa soya o agar brucella, en una atmaosfera aerobia. (22)

1.8.2 Métodos indirectos.

Métodos alérgicos: Una prueba de intradermorreaccion conocida como
Brucelina consiste en la inoculacion de extractos proteicos de Brucella melitensis via
intradérmica observandose una reaccion cutanea local a 72 horas de su aplicacion,
en animales sensibilizados debido a infeccion o vacunacion con cepas del género
Brucella, por ello es util solamente en rebafios no vacunados, ya que la vacunacion

interfiere con el resultado de la prueba. (2,18)

Métodos serologicos: De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-041-

Z00-1995 Campafa Nacional contra la Brucelosis en los Animales, las pruebas

11



inmunoldgicas establecidas para el diagnéstico de brucelas lisas en ovinos son: la
prueba de tarjeta (rosa de Bengala) al 3% como prueba tamiz, es decir, que ésta
prueba solamente diferencia entre animales positivos de animales negativos por lo
gue es necesario que las muestras que resulten positivas a rosa de Bengala deberan
ser sometidas a Fijaciéon del Complemento como prueba confirmatoria. Por otro lado
el manual de la OIE menciona que ultimamente se han obtenido buenos resultados
con otras pruebas como el Inmunoensayo Indirecto (ELISA-I), que se emplea entre
otros antigenos, el LPS liso por haber sido hasta ahora el mas preciso y que ademas

ofrece igual o mayor sensibilidad que RB y FC. (24)

Otra prueba que ha obtenido resultados alentadores en la deteccion de
anticuerpos especificos de Brucella abortus en bovinos es la Fluorescencia
Polarizada (FPA), tan es asi que en paises como Estados Unidos y Canada ya es
una prueba oficial. En México aun se encuentra en experimentacion por lo que se

requieren mas estudios de investigacion especificamente en ovinos. (28)
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1.9 Descripcion de Pruebas seroldgicas

1.9.1 Prueba de rosa de Bengala (RB)

Es una prueba cualitativa y rapida en la cual se emplea como antigeno una
cepa lisa de B. abortus acidificado a un pH de 3.65 adicionando acido lactico, que
impide la actividad de los anticuerpos que aglutinan inespecificamente y tefiido con
un colorante (rosa de Bengala), haciendo que se unan los anticuerpos especificos de
los isotipos IgM e IgG; al LPS del antigeno, observandose una aglutinacion
macroscopica. Es una prueba muy sencilla y 100% sensible, que no presenta falsos
negativos aunque su especificidad es baja (77.6%), por lo que presenta alrededor de
32% de falsos positivos, ademas de que es la prueba menos capaz de diferenciar

entre animales infectados de vacunados. (12)

1.9.2 Fijacién del Complemento (FC)

Es la prueba confirmatoria mas utilizada, sin embargo es laboriosa, requiere
muchos reactivos, y no pueden ser probados sueros hemolizados. Esta se basa en
que los anticuerpos reaccionan con el antigeno, activando el complemento, algunos
de cuyos componentes actian como hemolisinas. Consta de dos etapas: reaccion
antigeno-anticuerpo que inicia cuando se produce la reaccion entre los anticuerpos y
la suspension bacteriana que se usa como antigeno, el complemento afadido en
cantidad previamente determinada se fija en mayor o menor grado, dependiendo de

la cantidad de anticuerpos especificos presentes. Y la visualizacion de la reaccion
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gue consiste en afadir anticuerpos antihematies de carnero y hematies de carnero.
Si queda complemento sin fijar en la primera fase, los hematies se hemolizaran y por
tanto la reaccion serad negativa. Por el contrario la ausencia de hemodlisis indica
presencia de IgM o IgG; especificas anti-LPS de Brucella. Esta prueba tiene una
sensibilidad del 95 al 100% y una especificidad del 100% en ovinos infectados por B.

melitensis. (12)

1.9.3 Inmunoensayo Enziméatico Ligado a Enzimas (ELISA).

La utilizacion de enzimas como una sefial de amplificacion en ensayos
primarios fue implementada en el inicio de 1970, desde entonces, ha llegado a ser la
técnica de inmunoensayo mas utilizada con aplicaciones en el diagndéstico serologico
en humanos y en animales. (6)

Una vez adsorbido el antigeno al fondo de los pozos de las placas, se incuban
con el suero problema, los anticuerpos retenidos por el antigeno se detectan por un
segundo anticuerpo conjugado a una enzima que después se revela adicionando un
sustrato, el resultado obtenido es una solucion coloreada siendo directamente
proporcional el anticuerpo fijado. (30)

En el diagnodstico de brucelosis ovina se ha encontrado que la prueba de
ELISA indirecta empleando LPS liso como antigeno ha obteniendo una sensibilidad

del 98.6 % y una especificidad del 100 %. (6)
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1.9.4 Fluorescencia Polarizada (FP)

Actualmente esta validada para bovinos y es capaz de distinguir animales
infectados de animales vacunados con la cepa S19 de Brucella abortus (excepto los
primeros tres meses post-vacunacion y para animales persistentemente infectados
con la cepa S19. También distingue animales infectados con bacterias Gram

negativas con reacciones cruzadas a Brucella en méas del 90% de los casos. (28)

Se fundamenta en que las moléculas fluorescentes al ser excitadas por un haz
de luz polarizada en un plano, emiten una fluorescencia en el mismo plano de
polarizacion, suponiendo que las moléculas permanecieran inmoviles, sin embargo,
si las moléculas estan excitadas estan rotando en desorden durante el periodo de
tiempo de fluorescencia o estado excitado (el tiempo que transcurre entre la
absorcion de la luz y la emision de la fluorescencia), entonces la fluorescencia es
emitida hacia diferentes planos en relacion al plano usado para la excitacion,
resultando en la despolarizacion de la luz emitida. Los valores de la polarizacion (P)
de la fluorescencia son medidos, usando las intensidades (I) de la luz polarizada
emitida ya sea paralela o perpendicular a la direccion del vector eléctrico de la fuente

de luz polarizada excitante. (28)

En un estudio realizado por Minas y col., 2005 (18) en el que se usaron 166
sueros de ovinos naturalmente infectados verificados por cultivo positivo y 851
sueros de animales de zonas libres de Brucella, obtuvieron una sensibilidad del

97.6% y una especificidad del 98.9%.
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2. JUSTIFICACION

El diagnéstico de brucelosis en ovinos causada por brucelas lisas se debe
realizar usando la prueba de rosa de Bengala al 3% (RB) como prueba tamiz y la
prueba de fijacion del Complemento (FC) como prueba confirmatoria. (23) Para
rebafios de ovinos infectados, la prueba de RB puede ser usada directamente como
prueba confirmatoria, (29) por otro lado, el uso de la prueba de FC es limitado debido
a que se realiza solamente en 5 de los 125 laboratorios aprobados, su elevado costo,
su lenta realizacion y su complejo procedimiento. (29) Por ello, de acuerdo con la
experiencia en el CENID- Microbiologia, la mayoria de los productores que remiten
sus muestras para diagndstico de brucelosis solamente solicitan la prueba de RB,
por ser ésta un requisito indispensable para la movilizacibn de los animales no

siendo asi para la prueba de FC.

En afos recientes, con la prueba de ELISA-i se han obtenido buenos
resultados como los que obtuvo Ferreira y col., 2003 (13) en el cual se usaron 219
animales cultivo positivo a Brucella melitensis biotipo 3 y 212 animales provenientes
de rebafios libres de Brucella, obteniendo una sensibilidad de 96.8 % y una
especificidad del 100%, empleando como antigeno LPS liso de la cepa 99 de
Brucella abortus siendo la prueba mas sensible la ELISA-I, en segundo lugar la

prueba de RB y por ultimo la prueba de FC.
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También se ha empezado a experimentar con la prueba de Fluorescencia
Polarizada (FP) para el diagnéstico de brucelosis ovina (excluyendo la causada por
Brucella ovis), recientemente en Grecia se obtuvieron resultados promisorios, en un
estudio realizado por Minas y col., 2005 (19), en el que se usaron 166 sueros de
animales naturalmente infectados verificados por cultivo positivo y 851 sueros de
animales de zonas libres de Brucella, obteniendo una sensibilidad de 97.6% y una

especificidad del 98.9% en la prueba de FP y 97.5% y 100% en la prueba de ELISA-i.

En México, un estudio realizado por Pfeiffer y col., 2005 (29) empleando la
prueba de Florescencia Polarizada en cabras, con un punto de corte de 89 mP
(unidades de milipolarizacion) en el que obtuvieron una sensibilidad de 82.2 %,
usando 1488 animales positivos a RB/FC y una especificidad de 82.2%, con 1094
animales RB negativo o RB positivos y FC negativos, pero al emplear 702 animales

de zonas libres aumento la especificidad a 95.8 %.

Por ello, hemos considerado necesario conocer si la prueba de RB es
suficiente para confirmar o descartar a una animal como positivo 0 negativo, ya que
dicha prueba es empleada como uUnica herramienta en la mayoria de los rebafios en

México.
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3. HIPOTESIS.

Si la prueba de RB es una opcion suficiente para el diagnostico de brucelosis
ovina, al emplear sueros RB-positivos y compararlos con pruebas mas sensibles y

especificas como FC, ELISA-i y FP, entonces resultaran verdaderos positivos.

4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo General.

Determinar la eficacia de la prueba de RB al 3%, aplicada a un grupo de 126
muestras de sueros de ovinos RB-positivos, para ver el porcentaje de efectividad de

las pruebas de FC, ELISA-iy FP.

4.2. Objetivos Especificos.

Someter a los sueros del grupo problema positivos a la prueba de RB a la

prueba de FC, segun la NOM 041 usando células completas de la cepa 1119.3 de

Brucella abortus para comparar el porcentaje de efectividad de ambas pruebas.

Implementar la prueba de ELISA-i usando como antigeno LPS de la cepa 16M

de Brucella melitensis para comparar el porcentaje de efectividad entre los resultados

obtenidos con RB, FC y FP.
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Realizar la prueba de FP usando como antigeno Polisacarido O de la cepa
1119.3 de Brucella abortus a los sueros problema RB-positivos para comparar el

porcentaje de efectividad de las pruebas RB, FC y ELISA-I.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Grupos Formados.

5.1.1 Grupo problema

Integrado por 126 muestras de sueros ovinos, que resultaron positivos a la

prueba rosa de Bengala al 3%, de un total de 540 ingresadas para el diagndstico de

brucelas lisas, en el periodo comprendido del 7 de octubre de 2004 al 27 de Marzo

de 2005, estas muestras no presentaban hemdlisis, contaminacion y provenian de

animales no vacunados.

5.1.2 Grupo Control Positivo.

Se seleccionaron 10 muestras de sueros de ovinos sin contaminacion ni

hemolisis de un total de 22 muestras, de animales con aislamiento positivo a Brucella

melitensis biotipo 1.
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5.1.3 Grupo Control Negativo

Se seleccionaron 9 muestras de sueros de ovinos provenientes de un hato y

una zona libre de brucelosis.

5.2. Estudio Serologico.

5.2.1 Prueba de Rosa de Bengala al 3 %.

Se retiraron los sueros y el antigeno de refrigeracion y se mantuvieron a
temperatura ambiente 30 min previos a la realizacion de la prueba. En una placa de
vidrio se depositaron 30 pl de suero por muestra, posteriormente se depositaron 30 pl
del antigeno amortiguado de la cepa 1119-3 de Brucella abortus con una
concentracion del 3%, imprimiendo un movimiento rotatorio durante 4 minutos.
Pasado éste tiempo, se procedid a realizar la lectura con la ayuda de un
aglutinoscopio, tomandose como positivos aquellas muestras que presentaran

cualquier grado de aglutinacion. (16)

5.2.2 Prueba de ELISA Indirecta.

Adsorcion del antigeno

A las microplacas de poliestireno de fondo plano se agregaron 100 pl de

antigeno (ver Anexos) en cada pozo incubando durante 24 horas a 37 °C. Pasado
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este tiempo se realizé un ciclo de tres lavados con PBS Tween-20 mediante un
lavador de microplacas (Immuno-wash NUNC). Se agreg6 una solucion de leche
descremada al 2% en PBS, con la finalidad de ocupar sitios en donde no hubo
adsorcion del antigeno, dejandola por 60 minutos a 37 °C. Posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20. Por dltimo se cubrieron las placas con

papel aluminio y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Procedimiento.

Se depositaron 100 pl de suero problema en cada pozo a una dilucion 1:200
en PBS, incubando a 37°C en una estufa bacterioldgica por espacio de 60 minutos,

posteriormente se realizaron tres lavados con PBS Tween-20.

Se agregaron 100 pl de conjugado Rabbit anti-sheep IgG en cada pozo a una
dilucion de 1:2000 en PBS, incubando 60 minutos a 37°C, se realizaron tres lavados
con PBS Tween-20 y se adicionaron 100 pl de sustrato (ABTS de Sigma Chemicals
Co.) manteniendo las placas en agitacion durante 15 minutos. Inmediatamente
después se realiz6 la lectura en un espectrofotdmetro multiple calibrado a 405 nm.

(EIA multi-well reader de Sigma Diagnostics) (6)

5.2.3 Prueba de Fijacion del Complemento.

Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, con la colaboracion de la Dra. Myrna
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Alicia Vicencio Mallén, de acuerdo a la técnica descrita en: Diaz-Aparicio E,
Hernandez-Andrade L, Valero-Elizondo G, Arellano-Reynoso B. “Diagnéstico de
Brucelosis Animal”’, empleando la técnica en tubo, considerando positivas las

muestras con un titulo 2 a 1:4 y con hemolisis del 50%. (10)

5.2.4 Prueba de Fluorescencia Polarizada.

Esta prueba se realiz6 en el INIFAP Noreste, con la colaboracién del Dr.
Carlos Ramirez Pfeiffer, de acuerdo a la técnica descrita en: Diaz-Aparicio E,
Hernandez-Andrade L, Valero-Elizondo G, Arellano-Reynoso B. “Diagnéstico de
Brucelosis Animal”. Empleando un punto de corte de 77 unidades de milipolarizacion

(mP). (28)

6 ANALISIS ESTADISTICO

La técnica estadistica usada en éste estudio fue la distribucion Ji2, que es util
en el andlisis de frecuencias de datos, para probar una hipétesis cuando los datos

estan en forma de frecuencias. (11)
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7 RESULTADOS.

En el grafico 1, se puede observar el comportamiento de las muestras en la
prueba de ELISA-i, en la cual se establecié que aquellas muestras > 1.000 se
considerarian como positivas y las muestras < 1.000 se considerarian como

negativas.

En los resultados del grupo control positivo de las pruebas RB y ELISA-i (tabla
1), todos resultaron positivos y los sueros del grupo control negativo, todos resultaron
negativos, no siendo asi en las pruebas de FC y FP, lo que indica posibles

deficiencias en la realizacion de las técnicas.

En la FP solo un suero del grupo control negativo fue negativo y en el grupo
control positivo 5 sueros fueron positivos, en la prueba de FC todos los sueros
control negativo resultaron ser negativos y de los sueros control positivo 8 fueron
positivos. En estas dos pruebas un suero del grupo control positivo resulté

anticomplementario para la prueba de FC y no concluyente para la prueba de FP.

La prueba con mayor nimero de muestras positivas en el grupo problema fue

la FP con 114 muestras, seguida de la ELISA-i con 92 muestras positivas y la prueba

con menos sueros positivos fue FC con solamente 22 muestras.

23



Gréfico 1 Distribucion de los valores de densidad Optica obtenidos de la prueba de ELISA | usando como antigeno LPS

de la cepa 16M de Brucella melitensis.
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Tabla 1 Resultados de las pruebas seroldgicas cuando se probaron los sueros de los grupos control positivo, control

negativo y problema,

# RB ELISA-i FP FC
Grupos
Sueros
Pos.* | Neg.? Pos.? Neg.? Pos.? Neg.? Pos.? Neg.?
Control 10 0 10 0 5 4 8 2
Positivo 10
(100) (0) (100) (0) (55.5) (44.5) (80.0) (20)
Control . 0 9 0 9 8 1 0 9
Negativo (0) (100) (0) (100) | (88.8) (11.2) (0) (100)
126 0 92 34 114 12 22 104
Problema 126
(100) (0) (73.1) | (26.9) | (90.5) (9.5) (17.5) | (82.5)

a = Numero, () = porcentaje, RB: Rosa de Bengala, ELISA-i: ELISA indirecta con LPS de la cepa 16M de Brucella

melitensis, FP: Fluorescencia polarizada, FC: Fijacién del complemento.
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Resultados del Analisis Estadistico.

Con los resultados obtenidos de la tabla 1, se realizo el analisis estadistico por
prueba, para determinar si las pruebas usadas son efectivas y cual es su porcentaje
de efectividad, para esto se realiz6 una tabla de contingencia como se observa a

continuacion:

Kespresta
la Prisha =
T3po (+) ) R 1
de Susro
Suero FO FO
Problema FE FE >
Suero Control | F0O FO s
@Positive (1) FE FE
Suero Control | o FO 5
Negativo (- FE FE
C ] b 2 n

Donde:

& O = Elndmero de sueros en la muestra que caen entre las categorias positivo o
negativo.

FE = Elndamero de sueros en la muestra que se esperaria observar y se obtiene
con la siguiente formula:

FE = R’,;C]
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Las hipétesis que se establecieron fueron:

Hipotesis Nula (Ho): La respuesta a la prueba es independiente del tipo de

suero. (La prueba no es efectiva)

Hipotesis Alterna ( Hi ): La respuesta a la prueba es dependiente del tipo de

suero. (La prueba si es efectiva)

La X 2t se obtuvo, usando grados de libertad (g.l) con un valor de 2 y un a del

0.05 %, y para obtener este valor se uso la siguiente formula.

g.l.= (# de renglones — 1) (# de columnas — 1)

La X 2c se obtiene con la siguiente formula:

1 7 11 )2
¥ =22 (Oij—€ij)
I ..
€1}
Donde:
O1y
Son los valores observados (experimentales) en el tipo de suero i-ésimo, con

la respuesta a la prueba j-ésima
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Son los valores esperados (teéricos) en el tipo de suero i-ésimo, con la
respuesta a la prueba j-ésima
Regla de decisién

Si X ?2c es < X 2t, entonces aceptar Ho. (La prueba no es efectiva)

Si X 2c es > X 2t, entonces aceptar Hi. (La prueba si es efectiva)

f(X)?

Rechazo Ho
X 2¢ X 2¢

F 9

Distribucion dela prueba estadistica
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Para conocer que tan efectivas fueron las pruebas se utilizé el coeficiente de
contingencia (Cc) el cual nos indica el grado de interrelacién, asociacion o
dependencia de las clasificaciones en una tabla de contingencia, cuanto mayor es
éste, mayor es el grado de asociacion. Tomando a la prueba RB como prueba

perfecta por obtener el 100 % de efectividad. La formula usada fue:

CC:/ '?C
X2¢c+n

Los resultados obtenidos de este analisis se pueden observar en la tabla 2, en

donde la X ?c de las pruebas de RB, ELISA-iy FC fueron mayores que la X ?t, por lo
gue se acepto la hipotesis alterna, mostrando ser estadisticamente efectivas con un
100%, 56.8 % y 53.9% de eficiencia respectivamente. Por el contrario la prueba de
FP, en donde la X % ¢ calculada fue menor que la X 2t, hizo aceptar la hipétesis nula,
no fue estadisticamente efectiva ya que su valores de porcentaje de efectividad fue

de 22.2%.
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Tabla 2 Comparacion del desempefio de las pruebas utilizadas.

C
Prueba X2t X?c Justificacion Decision Efectividad ¢
(% DE EFECTIVIDAD)
. 0.707
RB 5.99 145.14 145.14 > 5.99 Aceptar Hi SI
(100%)
_ 0.402
ELISA I 5.99 28.01 28.01 > 5.99 Aceptar Hi Si
(56.86%)
| _ 0.381
FC 5.99 24.59 24.59 < 5.99 Aceptar Hi Si
(53.93%)
0.157
FP 5.99 3.68 3.68 <5.99 Aceptar Ho NO
(22.21%)

Cc = Coeficiente de contingencia
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8. DISCUSION

Iniciemos por decir que hasta ahora, no hay una prueba serologica especifica
para el diagnostico de la infeccion por Brucella melitensis en ovinos y por ello se ha
supuesto ampliamente que las pruebas seroldgicas usadas para la infeccion por B
abortus en bovinos son también adecuadas para el diagnostico de B. melitensis en

ovejas y cabras. (5,9)

Desde el afio de1996 en que se ha implementado y aprobado la prueba de RB
al 3% que de forma experimental ha dado resultados de 98% de sensibilidad y una
especificidad del 100%, pero al utilizar sueros de animales de zonas endémicas y que
no han sido vacunados la sensibilidad baja a 92 % y su especificidad es de 98 % en
otro trabajo realizado por Blasco y col. 1994 (8) donde probaron 15 diferentes
antigenos usados en la prueba de RB en diferentes paises, obtuvieron una
especificidad del 100% usando animales de hatos libres, pero cuando probaron
animales cultivo negativo de hatos con diferentes condiciones epidemiologicas, la
especificidad disminuyé (43-60%), al modificar la proporcion suero-antigeno 3:1, para
disminuir la concentracion celular, algunos antigenos mejoraron su sensibilidad pero

no su especificidad.

En base a lo anteriormente citado la prueba de RB es sensible pero poco
especifica por lo que de los 126 sueros positivos a esta prueba usados en éste
trabajo, un porcentaje de ellos fueron falsos positivos lo cual se observa en el

resultado obtenido en la prueba de ELISA-i, donde se obtuvo un 26.9 % de animales
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negativos que se consideraron como falsos positivos a la prueba de RB debido a que
es una prueba mas sensible y especifica, como lo menciona Nielsen 2002 (22) que
dice que el rango de sensibilidad para la ELISA-i es de 92.5 a 100%, en comparacion
al de la RB que va de 21.0 a 98.3%, ocurriendo algo parecido con la especificidad. En
cuanto al grupo de sueros control positivo y negativo dieron el resultado esperado,

ademas de que estadisticamente fue una prueba efectiva.

También concuerda con lo obtenido por Ferreira y col (13) en una evaluacion de
la prueba de RB usando como antigeno la cepa 99 de Brucella abortus y de la prueba
de ELISA indirecta usando como antigeno LPS de la cepa 99 de Brucella abortus,
usando como conjugado Proteina G, en ovejas no vacunadas y con un estatus
bacteriologico conocido y su eficacia diagnostica fue comparada con RB y FC,
mostrando todas las pruebas una especificidad del 100% al probar un total de 212
ovejas libres de Brucella, al probar 219 ovejas cultivo positivo a Brucella melitensis
ambas la RB y ELISA-i fueron mas sensibles (98.6 y 96.8% respectivamente) que la
FC (92.7) los resultados fueron similares cuando se probo el grupo de sueros de 181

animales de rebafios infectados y bacteriolégicamente negativos.

No obstante, por lo observado en éste estudio y en los trabajos antes citados el
manual de diagndéstico de la OIE, menciona que la prueba de ELISA debiera ser
considerada mas como una prueba “tamiz” que como una prueba confirmatoria sobre
todo al probar animales vacunados o rebafios afectados por problemas de reacciones

falsas positivas. (25)
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La FC se ha usado como prueba confirmatoria por su especificidad del 100%,
por lo que los sueros positivos a RB deben ser confirmados con FC, para descartar los
animales falsos positivos dados por RB. En la prueba de FC solamente resultaron
positivos 17.5% de nuestros sueros problema, lo que indica posibles fallas en la
técnica, aunque estadisticamente si fue significativa, considerando como positivos
aguellos sueros que mostraran un 50% de hemoalisis a una dilucién igual o mayor a
1/4, este resultado se aleja de lo esperado, es decir que tuviera un desempefio similar

a la prueba de ELISA-i como se ha reportado en otros estudios (18, 22,13)

El no obtener el desempefio esperado por FC en éste trabajo, nos lleva a
suponer que se presento uno de los problemas que se han observado y es que sueros
gue son negativos a FC resultan positivos a RB (8). Cuando se prueba un numero
limitado de sueros obtenidos de B. melitensis cultivo positivo y animales libres de
Brucella, la prueba de FC, provee la misma sensibilidad que la prueba de RB y la
prueba de ELISA i, sin embargo, cuando es probada en ovinos en condiciones de
campo la sensibilidad ha sido baja (88.6%) en comparaciéon a RB (92.1%) y ELISA i
(100%). (14) Sin embargo, en éste estudio se obtuvo solamente el 17.5 % de
efectividad para la prueba de FC.

La prueba de FC a parte de ser compleja, tener variabilidad en los reactivos y
un aspecto importante es que los sueros probados presenten actividad
anticomplementaria, como lo observado en un estudio en donde muestrearon 2,235
ovejas de 14 hatos, obteniendo el 4.7% de animales positivos a RB presentaron esta
reaccion (18). Este fendmeno se presentd en una muestra de suero control positivo

(con aislamiento positivo), de éste trabajo, ésta reaccion consiste en la ausencia de
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hemolisis completa en el suero control anticomplentario en el tubo, indicando que el

suero bajo prueba tiene una actividad no especifica anti-complemento.

La prueba de Fluorescencia Polarizada es una prueba nueva para el
diagnéstico serologico por la infeccidn de Brucella spp en animales, ademas de que ya
ha sido validada para el diagndstico de la infeccion por B. melitensis en ovinos, uno de
los estudios mas recientes fué el realizado por Minas y col en 2005 (18), partiendo de
116 sueros de ovejas infectadas naturalmente (verificadas por cultivo) y 851 muestras
de animales sanos (criados en areas donde B. melitensis nunca ha sido aislada)
obteniendo 87 mP como el valor optimo de punto de corte que ofrecié la mas alta
sensibilidad y especificidad calculada en 97.6 y 98.9 % respectivamente, cuando se
evaluo usando un grupo de 587 sueros de animales criados en rebafos infectados que
resultaron positivos al menos en dos pruebas usadas para el diagnostico de B.
melitensis en ovinos (RB, FC, ELISA-i y ELISA-c), ofrecié una sensibilidad de 95.9% y
la especificidad permanecio igual. Con lo cual concluyeron y ademas es sustentado
por otros autores en que es una prueba experimental promisoria, que ofrece un
desempeiio semejante a la prueba de ELISA-i, otras ventajas que ofrece son: su
simplicidad, el corto tiempo en que los resultados pueden ser obtenidos (2-5 min),
capaz de discriminar resultados positivos debidos a la vacunacion y el punto de corte

puede ser ajustado a diferentes situaciones epidemioldgicas (22, 14, 29)

Por el contrario, en este trabajo la FP mostro ser la Unica prueba que no fue
efectiva estadisticamente debido al resultado obtenido en los grupos control positivo y

negativo, como se menciono anteriormente el punto de corte puede ser ajustado y ha
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sido establecido en otros estudios a 78, 87, 88, 89 mP, (18, 29) ,el punto de corte
empleado en este trabajo fue de 78 mP establecido por medio del analisis ROC
realizado por el Dr. Ramirez Pfieffer y al tratar de usar puntos de corte antes

mencionados, no se observo algun cambio favorable en el desempefio de esta prueba.

Los factores claves que pudieron haber interferido con los valores obtenidos de
mP es que los reactivos son afectados por la temperatura ya que a mayor temperatura
los valores de mP disminuyen, asi como la temperatura en la camara de lectura, es

decir, en el tiempo de relajacion de la molécula. (19)

Algo muy importante que afecta no solo a esta prueba sino que a todas las
pruebas usadas es el hecho de que los animales positivos resultado de un aislamiento
no representan todos los estadios de la enfermedad (periodo de latencia, incubacion y
cronicidad), por lo que los resultados de estas pruebas obtenidos de estos animales,
cuando se prueba en condiciones de campo las pruebas no alcanzan los niveles tan
altos de sensibilidad y especificidad que se observan en los estudios aislados, esto se
refleja en el estudio realizado en México por Pfieffer y col 2005 (29) en el cual
obtuvieron una sensibilidad de 83.5% y una especificidad de 82.5% en la prueba de

FP usada en cabras.
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9 CONCLUSIONES

La prueba de RB no es suficiente como prueba Unica para el diagndstico de

brucelosis ovina causada por brucelas lisas.

La prueba de ELISA-i usando como antigeno LPS de la cepa 16M de Brucella

melitensis podria ser incluida en el panel de pruebas autorizadas para el diagnoéstico

en ovinos como una prueba tamiz.

La prueba de FC es una prueba confirmatoria Gtil para el diagnéstico individual

en ovinos.

La prueba de Fluorescencia Polarizada es una prueba promisoria que requiere

de mas ensayos en ovinos para poder ser implementada.
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11 ANEXOS

1. Solucién Amortiguadora de Fosfatos 10 mM pH 7.2 (PBS)

Para un litro de solucién pesar:

Cloruro de Sodio 8¢
Cloruro de Potasio 129
Fosfato Dibasico de Sodio 1.44 ¢

Fosfato Monobasico de Potasio 1.024 g

Lo anterior se vacia en una botella de vidrio limpia y seca, se afora con un litro de

agua destilada y se mantiene en agitacion por 15 minutos.

2. PBS Tween 20

Para 1000 ml de PBS se agregaron 0.5 ml de Tween 20 y se homogeniza.

3. Antigeno para ELISA-I

Se utilizo LPS de Brucella melitensis 16 M liofilizado a una concentracion de 2.5 g

por 1 ml de agua destilada.
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