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as pruebas prescritas por la organiza-

cion Mundial para la Salud Animal

para el diagnostico de la brucelosis

en ganado son: las pruebas de
antigeno amortiguado (PAA) (Rosa de Bengala
[PRB] y la prueba de aglutinacién amortiguado
en placa [PAPA]), la prueba de fijacion del com-
plemento (PFC), la ELISA indirecta (IELISA), la
ELISA competitiva (CELISA) y la prueba de fluo-
rescencia polarizada (PFP). Las PAA, la PFC y la
IELISA, pero no la CELISA y la PFP, se afectan
significativamente con anticuerpos resultantes de
inmunizacién con Brucella abortus S19.21%1M17 En
cabras y ovinos, las pruebas aprobadas por la OIE
son la PRB yla PFC, aunque no se han evaluado
con un andlisis estadistico en forma similar al de
las pruebas realizadas en bovinos;* ademas, tie-
nen baja especificidad (probabilidad de identifi-
car correctamente como negativos aquellos ani-
males que son realmente negativos), y se afectan
con anticuerpos resultantes de vacunacién por
la cepa Rev. 1 de B. melitensis. ** Sin embargo, se
considera que su alta sensibilidad (probabilidad
de identificar correctamente como positivos aque-
llos animales que son realmente positivos)*' llena
los requerimientos para la vigilancia en areas a
nivel de rebafio, y que la PRB y la PFC deben
emplearse en procedimientos de pruebas seriadas
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para obtener una sensibilidad y especificidad
confiable en los programas de prueba y sacrifi-
cio.”” La PRB (prueba de tarjeta) es facil de desa-
rrollar, no es costosa y se realiza tanto en campo
como en laboratorio; en contraste, la PFC es pro-
blematica y relativamente costosa, y sus resulta-
dos son lentos; lo dificil del procedimiento difi-
culta que se utilice en paises como México,'® don-
de la enfermedad es endémica y la mayoria del
diagnostico se analiza con la PRB sola, causa el
sacrificio innecesario de cabras y aumenta el cos-
to beneficio de la erradicacion.

Los antigenos de PRB, PAPA y PFC se prepa-
ran a partir de B. abortus S1119-3.1" Para la PRB
las células se tiflen con rosa de Bengala, y se ajus-
tan a una concentracion de 8% células, lo que se
conoce como PRBS8, en un diluente amortigua-
do; para la PAPA se usan los colorantes cristal
violeta y verde brillante, y se ajusta a una concen-
tracion de 11% de células, con un diluente amor-
tiguado; para la PFC se usan las células sin tefir,
a una concentracion de 4.5%. Si la PFC no esta
disponible o si no es posible utilizarla simulta-
neamente con la PRB en programas de erradica-

*Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias,
Campo Experimental Rio Bravo, Rio Bravo, Tamaulipas, México.

**Laboratorio de Inmunologia y Virologia, FCB-UANL.
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cion,!” el antigeno PRB se puede modificar a un
volumen de 3% de células, lo que se conoce como
PRB3, para incrementar su sensibilidad,>*!” como
lo demostraron Diaz et al.’ al encontrar que la
PRB3 tenia 19% mas sensibilidad que la PRB8
en un estudio aplicado a cabras infectadas y no
vacunadas. Sin embargo, la baja concentraciéon
de células en el antigeno disminuye su especifici-
dad.

El lipopolisacarido (LPS) es el antigeno mas
relevante y se aplica en las pruebas convenciona-
les de brucelosis,' y por ello los anticuerpos deri-
vados de la vacunacién con la cepa Rev. 1 de B.
melitensis usualmente interfieren con el diagnos-
tico.>*!7 Para evitar esto, la CELISA se utiliza para
inhibir la deteccion de anticuerpos vacunales,
pero no anticuerpos derivados de cepas de cam-
po.5

Biancifiori et al.? encontraron que la CELISA
(usando las PRB y PFC como pruebas de selec-
cion) resultaba en una sensibilidad de 99.4% vy
una especificidad de 98.9% en muestras de ovinos
y caprinos, mientras que en muestras de vacuna-
dos la CELISA tenia valores de 89.0% de sen-
sibilidad y 90.3% de especificidad. En otro
estudio en cabras mexicanas con estado de vacu-
nacion desconocido, Nielsen et al." mostraron
que la sensibilidad y especificidad de la prueba
de IELISA era de 96.2% y 99.7%, mientras que
la CELISA tenia 93.6% y 99.4%, respectivamen-
te, relativas a PAPA y PFC. A pesar de esos resul-
tados promisorios, las ELISAs requieren
estandarizarse en forma apropiada para su apli-
cacion en cabras.

Entre algunos estudios para la deteccion de
anticuerpos contra brucelosis en cabras, relativos
a PAPA y PFC, se encuentran los de Nielsen y
Gall,”* quienes establecieron que la PFP tenia
94.9% y 99.4% de sensibilidad y especificidad,
respectivamente. De forma similar, en muestras
de cabras mexicanas, Nielsen et al."'® encontra-
ron 88.792.7% y 98.9-99.8% de sensibilidad y
especificidad, respectivamente; mientras que un
estudio con PFP®™® con muestras de una zona de
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alta prevalencia y vacunacion observo 83.5% de
sensibilidad, 82.2% de especificidad y 88.2% de
certeza, relativas a PRB3 y PFC. La PFP también
posee una mayor especificidad (84.1%) que la
PRB3 (65.7%), y mostré 95.8% de especificidad
con 702 muestras negativas de animales no vacu-
nados;™® se sugirié que la PFC no se empleara
como confirmatoria, y que la PRB3 no es apro-
piada para aplicarse en zonas de alta prevalencia
con vacunacion, y que el uso de la PFP podia
ayudar a disminuir el numero de diagnosticos
erroneos causada por falsos positivos.'

El presente estudio se llevo a cabo para com-
parar el desempefio de las pruebas aprobadas por
la OIE (PRB3, PRBS8, PAPA, PFC y PFP)" para
detectar anticuerpos contra Brucella en muestras
de cabras de una zona de alta prevalencia y vacu-
nacion, usando la combinacion de IELISA vy
CELISA (I/C-ELISA) para clasificar las muestras
y para evaluar la combinacién de pruebas en se-
rie con pruebas ficiles de aplicar como pruebas
de escrutinio y para las muestras positivas a las
pruebas de escrutinio secundarias.

Material y métodos

Se hicieron dos estudios para comparar el desem-
peno de las pruebas de la OIE con la PFP para el
diagnostico de la brucelosis. En el primero se eva-
lué la eficacia de las pruebas para confirmar mues-
tras clasificadas como positivas y negativas, por
cada combinacion de clasificacion. Para esto los
resultados de las pruebas mexicanas (PRB3, PRB8
y PFCC) y las canadienses (PAPA, PFCC y PFP)
se compararon con sueros de cabras clasificadas
como positivas y negativas por la combinacion
de I/C-ELISA. En el segundo estudio, con los
resultados del primero, se realizaron combinacio-
nes de pruebas seriadas. Para esto, las pruebas de
escrutinio, faciles de realizar y elevada sensibili-
dad, se siguieron por pruebas confirmatorias de
elevada especificidad para mejorar el resultado
final y determinar el procedimiento mas util que
se pudiera aplicar en forma rutinaria en campo y
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laboratorio en areas de alta prevalencia y vacuna-
cion. De acuerdo a los resultados del primer es-
tudio, las pruebas ficiles de escrutinio que se se-
leccionaron fueron las mexicanas PRB3 y PRB8
y las canadienses PAPA y PFP, y las muestras posi-
tivas a éstas se confirmaron a través de pruebas
de elevada especificidad.

Muestras de sueros. Para este estudio se obtu-
vieron 534 muestras de sueros del Banco de Sue-
ros del Laboratorio de Inmunologia y Virologia
(LIV) de la Facultad de Ciencias Biologicas
(UANL). Estas muestras formaron parte del pro-
grama de erradicacion en Nuevo Ledn, donde la
vacunacion puede alcanzar 80% de la poblacion
de cabras y le prevalencia de la infeccion por
Brucella se considera entre 2% y 4% (Muraira,
comunicacion personal). Resultados previos de
muestras de PRB3 y PFC también se obtuvieron
del LIV; sin embargo, no estuvieron disponibles
los datos de infecciones comprobadas y no se co-
nocia el estado de las vacunaciones.

Las muestras se clasificaron como positivas o
negativas, y se usaron pruebas en serie con IELISA
como prueba de escrutinio y CELISA como
confirmatorias, como se describid anteriormen-
te. Se identificaron parte de las muestras y se en-
viaron congeladas con entrega al dia siguiente al
Laboratorio Regional de Referencia y Expertos
en Brucelosis de la OIE en Ottawa, Fallowfield
(OLF), Nepean, Ontario, Canad4, para evaluar-
se mediante PAPA, CELISA y IELISA. Las mues-
tras remanentes se enviaron al Laboratorio Re-
gional Central de Monterrey (LRCM), laborato-
rio acreditado en brucelosis, en el cual se habian
practicado CT3 y PFCm, para que se evaluaran
mediante PRBS.

Pruebas serologicas

Se compararon pruebas mexicanas y canadienses;
las mexicanas (m) incluyeron las PRB3, PRB8 y
PFCm, mientras que las canadienses (c) fueron
las PAPA, PFCc, IELISA y CELISA. La pruebas
PRB3, PRB8 y PFCm se practicaron en el LRCM
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con antigenos y procedimientos descritos por la
NOM,® que son los mismos descritos por la
OIE." La PAPA y PFCc se realizaron en el OLF
con antigenos y procedimientos descritos previa-
mente por la OIE."

La PFP se realizo en el LIV, de acuerdo al pro-
cedimiento previamente descrito,! y se us6 como
marcador el polisacirido O de B. abortus conju-
gado con isotiocianato de fluoresceina, el cual se
preparo en el OLF. Brevemente, 25 puL de cada
muestra de suero de cabra se diluyeron en 1 ml
de 0.IM de amortiguador Tris. Después de mez-
clarlo, se realizé una lectura de blanqueo con un
analizador de fluorescencia polarizada (Sentry FP,
Diachemix LLC., Grayslake, IL); posteriormente
se anadieron 10 ml del marcador a la muestra
diluida y después de 2 min de incubacion, se
obtuvo una lectura final. Se prepararon muestras
combinadas de sueros de cabras (positivas fuer-
tes, positivas débiles y negativas), y se ajustaron
sus respuestas de lecturas respectivas con los sue-
ros estandares de PFP de la OIE y usados como
controles diarios. Las pruebas de IELISA vy
CELISA se realizaron en el OLF, conforme a lo
descrito por Nielsen et al.!

Para la IELISA, se utilizo el LPS liso extraido
de B. abortus, cepa 1119-3, inmovilizada en matriz
de poliestireno, como antigeno. Las muestras de
suero diluidas 1:50 fueron afadidas después de
lavar con PBST los pozos de las placas de 96 po-
z0s. La reactividad se determiné con un anticuer-
po monoclonal de raton especifico para la
inmunoglobulina G1 (IgG1) de bovino y conju-
gada con peroxidasa de rabano. Este anticuerpo
monoclonal tiene una fuerte reaccion con IgG
de ovinosy cabras.’ Para la CELISA se usé el SLPS
como antigeno; se diluyeron muestras de suero
(50 pL) 1:10, y se anadieron a cada pozo seguidas
de un volumen igual del anticuerpo monoclonal
especifico para una molécula del epitope del OPS
del LPS-iso. Se detecto la reactividad al anticuer-
po de ratdon con anticuerpo de cabra contra IgG
de ratén conjugada con peroxidasa de rabano,
disponible comercialmente. Se utilizaron el
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peréxido de hidrégeno y el dcido 2,2 ®-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS, Sigma-
Aldrich, San Louis, MO) como sustratos. Después
se incubaron muestras en reaccion contra IELISA
y CELISA por 10 min, y se determinaron las den-
sidades Opticas en un espectrofotémetro a 414 nm.
Las pruebas en OLF y LRCM se realizaron en
forma ciega y sus respectivos resultados se inclu-
yeron en una base de datos. No fue posible exa-
minar todos los sueros con todas las pruebas,
debido a la deplecion de los sueros.

Expresion de datos para las pruebas serologicas
y combinacion de pruebas

A. Las muestras probadas por I/C-ELISA se con-
sideraron como negativas, si los resultados de
IELISA eran negativos; o si fueron IELISA, posi-
tivos; y CELISA, negativos; y como positivas si
los resultados de ambos eran positivos.

B. Pruebas de escrutinio individuales. Para las
pruebas PRB3, PRBS8 y PAPA, los resultados po-
sitivos o negativos se determinaron, respectiva-
mente, por la presencia o ausencia de aglutina-
cion visible.!! Para la PFCcP los resultados posi-
tivos se determinaron con 50% de hemolisis de
las células indicadoras diluidas 1:5, mientras que
para la PFCm'® se usaron diluciones de suero a
una concentracion > 1:4, como valor de corte.

El punto de corte de la PFP se determino con
el andlisis de las caracteristicas del operador re-
ceptor (ROC)." Para el IELISA se calculo el por-
centaje de positividad de los datos basados en un
control positivo fuerte incluido como control en
cada placa; mientras que para el CELISA el por-
centaje de inhibicion (%) se calculé con un con-
trol de amortiguador (no inhibido), incluido en
cada placa. Todas las placas de ELISAs contenian
los siguientes sueros controles: positivo fuerte,
positivo débil y negativo y un control amortigua-
dor sin suero, la CELISA, ademas, contenia un
suero control de un animal vacunado.

C. Para las combinaciones de pruebas, PAPA,
PRB3 y PRBS se seleccionaron como pruebas de
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escrutinio y PFCm, PFCc, PFP y PAPA como
confirmatorias para los sueros positivos a las prue-
bas de escrutinio, relativas a I/CELISA. Los re-
sultados negativos se identificaron por pruebas
negativas a las pruebas de escrutinio o positivas a
las pruebas de escrutinio y negativas a las prue-
bas de confirmacion.

Analisis de datos

En el primer estudio se practicé el andlisis ROC
con la ayuda del programa MedCalc (Frank 15
Shoonjans, V.8.1.0.0), para evaluar la eficacia de
las pruebas en discriminar resultados positivos y
negativos previos a través de la combinacion del
criterio de clasificacion de pruebas. El andlisis
ROC grafica la relacion entre el rango de verda-
deros positivos y verdaderos negativos relaciona-
dos con diferentes puntos de corte, que pueden
seleccionarse para propositos de escrutinio o con-
firmacion,”® ademds proporciona informacion
sobre el mejor valor de corte de las pruebas, la
sensibilidad, especificidad y el area bajo la curva
ROC (AUC), que es un indicador de la certeza
de la prueba.'! Se calcul¢ el indice de desempeiio
(PI) de las pruebas sumando los valores de la sen-
sibilidad y especificidad para cada prueba vy las
combinaciones.®

En el segundo estudio, para obtener la espe-
cificidad final, se us6 el programa MedCalc para
realizar el andlisis ROC de las pruebas
confirmatorias (PFCc, PFP, PFCm y PAPA) reali-
zado a las muestras positivas a las pruebas de es-
crutinio (PAPA, PRB3 y PRB8). El valor de corte
optimo también se calculé a partir del programa
MedCalc; este valor calculado es diferente para
las pruebas, si éstas se utilizan solas o en combi-
naciones para incrementar la sensibilidad o espe-

cificidad (ver tablas I y II).
Resultados

Se comparo el desempeno de pruebas seroldgi-

cas, AUC, sensibilidad, especificidad y PI de dife-
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Tabla I. Resumen del desempefio de pruebas seroldgicas
individuales relativas a la combinacion IELISA y
CELISA. Se utilizaron muestras de sueros de cabras.*

Area )
Punto de  bajo la Sensibili-  Especifi- Indice de

Prueba corte curva dad % cidad % desempeiio
PFCc >1:5 0915 98.4 84.8 183.2
PAPA >0 0.897 98.4 81.0 179.4
PFP® >nlgg 0.868 57.7 97.1 154.8
PFP¢  >98 mP 0.868 78.1 89.3 167.4
PFP®  >88mP 0.868 87.6 57.3 144.9
RBTS >0 0.808 92.8 68.8 161.6
PFCm >1:4 0.805 83.7 65.5 149.2
PRB3 >0 0.661 99.7 325 132.2

*Ver los datos de expresion e interpretacion en la seccion de Material y méto-
dos.

Prueba de fluorescencia polarizada. El punto de corte >98 mP se selecciond
por el software como el valor en mP que maximiza la sensibilidad y especifi-
cidad.

¢Se presentan valores >100 y > 88 mP de la prueba de fluorescencia polariza-
da por razones de comparacion de diferentes puntos de corte.

rentes pruebas y combinaciones de pruebas con
sueros de cabra previamente clasificados con la
combinacion [/C ELISA. El namero de mues-
tras que se seleccionaron con 1/C ELISA se mues-
tra en la tabla III, mientras que la tabla I muestra
el desempeno de las diferentes pruebas evalua-
das. Se observa que las pruebas con mejores cer-
tezas (AUC x 100) fueron 91.5% para PFCc,
89.7% para PAPA, 86.8% para PFP, 80.8% para
PRBS, 80.5% para PFCm, y 66.1% para PRB3;
mientras que los Pls variaron con el orden del
desempenno PFC > PAPA > PFP > PRB8 > 15
PFCm > PRB3 (tabla D).

Comparacién de desempenio de pruebas seriadas

El numero de sueros de cabras positivos y negati-
vos que se seleccionaron por 1I/C ELISA para
determinar pruebas confirmatorias que
incrementen la especificidad de las pruebas de

escrutinio se observa en la tabla IV y los resulta-

Tabla II. Desempefio de las series de pruebas para detectar anticuerpos contra Brucella en muestras de suero de
cabras, relativas a I/C-ELISA. Se utilizaron pruebas primarias como de escrutinio y pruebas confirmatorias para
muestras positivas.

Prueba de escrutinio Prueba confirmatoria
P Intervalo
Prucha Sensibili-  Especifici- D Prueba Espe;;f;llclndad de m°
dad (%) dad (%) secundaria o confianza
(%) 0
95%
PFCc 91.7 73.0-98.7 190.1
PAPA 98.4 81 179.4
PFP >98 90 68.3-98.5 188.4
PFP >99 91.2 81.8-96.7 190.9
FC>8 90.5 77.8-93.3 190.2
RBT3 99.7 32.5 132.2 PAPA 73.5 63.6- 81.9 173.2
FC >4° 65.5 54.3-75.5 165.2
RBT8 63.1 0.2-74.7 162.8
FC>g¢ 94.7 73.9-99.1 187.5
RBT8 92.8 68.8 161.6 PFP > 97 91.3 71.9-98.7 184.1
PAPA 69 49.2-84.7 161.8
:;; 78.1 89.3 167.4 89.3 81.7-94.5 167.4

*ID = indice de desempeifio. Se obtiene mediante la suma de los valores de sensibilidad y especificidad de una prueba primaria.

"El indice de desempefio se obtuvo mediante la suma de los valores de sensibilidad de la prueba primaria y su valor final de especificidad.

¢Series de pruebas que se utilizan comtinmente para el diagnostico de brucelosis de cabras de acuerdo a la NOM (1996).

dSeries de pruebas que se utilizan cominmente para el diagndstico de brucelosis de bovinos de acuerdo a la NOM (1996).

¢La PFP se muestra como una prueba comparativa, como el resultado de una prueba. El punto de corte para cada prueba de PFP o series de pruebas fue
seleccionado por el software como el valor en que maximiza la sensibilidad y la especificidad.
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Tabla III. Numero de positivos y negativos para varias pruebas.
Se utilizaron muestras de sueros de cabras seleccionadas con la
combinacion de IELISA y CELISA (I/C-ELISA).

te de brucelosis.!® Se escogieron proce-
dimientos de pruebas seriadas, consis-
tentes en una combinacion de IELISA

Positivasa  Negativas a Pruebas Pruebas como prueba de escrutinio y CELISA
Muestras I/C-ELISA  I/C-ELISA  Prueba positivas negativas como pru eba confirmatoria para mues-
508 370 138 PFCc 364 116 tras positivas (I/C-ELISA), para clasifi-
518 371 147 PAPA 365 119 - -
s o 103 PEP 208 10 9 car las pruebas, Flado que el ailslam'len
316 223 93 RBTS 207 64 to de B. melitensis no estaba disponible
385 301 84 PFCm 252 55 : 2
3 81 hat RBT3 20 P y e.l estatus de vacunacién con B.
melitensis Rev.1 era incierto; los resulta-

Tabla IV. Numero de positivos y negativos para varias
series de pruebas. Se utilizaron sueros negativos por I/C-

ELISA.®
Negativos
a Positivos a Negativos
I/C- la prueba ala
ELISA  Prueba | 1 Prueba2 prueba 2
137 PAPA 27 PFCc 16
139 PAPA 20 PFP >8 18
103 RBT3 68 PFP >99 62
84 RBT3 84 PFCm>8 73
121 RBT3 72 PAPA 72
151 RBT3 102 PFCm>4 55
93 RBT3 65 PRB38 41
151 RBT8 101 PFCm>8 87
70 RBT8 23 PFP >97 2
91 RBTS8 29 PAPA 20

*Las muestras positivas a la prueba 1 se volvieron a probar (prueba 2) para
obtener muestras falsas positivas.

dos de la especificidad final, y el ID obtenido con
la prueba confirmatoria respectiva se observa en
la tabla II. Los ID variaron, siendo el orden de
desempeino de PRB3+PFP (>99 mP) >
PRB3+FC>4 (la combinacion oficial de la NOM)

> el resto de combinaciones (tabla II).
Discusion

Se comparé el desempefio del diagnostico de las
pruebas aceptadas por la OIE versus PFP y combi-
naciones de pruebas, con muestras de suero de
cabras obtenidas en un area de alta prevalencia y
vacunacion. Los sueros se obtuvieron para la cam-
pana de brucelosis en el noreste de México y al-
gunas de ellas se utilizaron en un estudio recien-
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dos de los indicadores del desempefio
de las pruebas evaluadas se obtuvieron en rela-
cion a los resultados de I/C-ELISA.

Se ha reportado que la IELISA es la prueba
mds sensible, pero menos especifica que la
CELISA, y ésta como mas especifica, pero menos
sensible que la IELISA, ademas de que sus resul-
tados no se afectan significativamente con anti-
cuerpos derivados de reacciones cruzadas y vacu-
nacion.” Los procedimientos de pruebas en serie
se utilizan para incrementar la especificidad del
diagnostico, en ellas la sensibilidad se obtiene por
la prueba de escrutinio cuya relativa baja especi-
ficidad se incrementa al aplicar la prueba
confirmatoria a los positivos. En el presente estu-
dio se observéd que las PFCc, PAPA y PFP obtu-
vieron mejor certeza (91.5%, 89.7% y 86.8%, res-
pectivamente) y PI (183.2, 179.4 y 167.4, respecti-
vamente) que las PRB8, PFCc y PRB3 (certeza
80.8%, 80.5%y 66.1%; P1 = 161.6, 149.2y 132.2,
respectivamente).

También se observo una diferencia significati-
va entre los resultados de las PFC mexicana y
canadiense, cuyos resultados fueron, respectiva-
mente, 98.4% y 84.9% para la PFCc contra
83.7% y 65.5% para la PFCm (tabla I). Publica-
ciones anteriores sobre la PFC**!? en donde ob-
tuvieron 88.5%, 85.9% y 95.9%, respectivamen-
te, apoyan nuestros resultados.

En contraste, Diaz et al.’ encontraron que la
PFC obtuvo 100% de especificidad en muestras
de sueros de animales no infectados. Ademas, se

encontrd que la sensibilidad y especificidad de la
PFP (>98 mP) relativa a I/C-ELISA fue de 78.1%
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y 89.3% (PI = 167.4), respectivamente, lo que fue
menor al 88.7% y 98.9% relativos a PAPA/PFCc
de un estudio previo® pero similar a 82.1% vy
82.2%, relativo a PRB3 y PFCc."®

Estos resultados conflictivos pueden explicar-
se por el hecho de que los resultados de la PRB y
de PFC se pueden afectar a partir de anticuerpos
inducidos por vacunacion con Rev. 1;*717 al res-
pecto, Ramirez-Pfeiffer et al.'® encontraron 35.9%
de falsos positivos de la PRB3 al compararse con
la PFCm en muestras de cabras con vacunacion
y elevada prevalencia de brucelosis en cabras.

Nuestros resultados muestran que de las prue-
bas que se evaluaron, la PRB3 tuvo el indice de
desempeio mas bajo. Ademas, las diferencias que
se observaron en las pruebas se pueden deber a
la forma de seleccion de las muestras;'® debido a
que cuando se comparan pruebas nuevas que di-
ferencian anticuerpos de animales infectados y
vacunados con la PRB y PFC y se usan sueros de
animales vacunados o revacunados, éstas pueden
resultar negativas, favoreciendo los resultados de
las pruebas convencionales.

Ademas, las diferencias entre los resultados de
las pruebas canadienses y mexicanas coinciden
con Gall y Nielsen,® quienes, al analizar 37 jue-
gos diferentes de resultados publicados entre 1969
y 2003, encontraron que el promedio de las Pls
para PRB y la PFCs fueron de 167.6 y 172.5, res-
pectivamente, con un coeficiente de variacion
mayor (14.8% y 14.1%, respectivamente) que el
resto de las pruebas incluidas en el estudio. Por
otro lado, en ese estudio, PAPA y PFP dieron los
Pls mas elevados y la menor variabilidad (193.1,
3.3% y 196.4, 4.4%, respectivamente).

Los resultados encontrados sobre el desempe-
o de pruebas sencillas muestra también que la
PFP > 98 mP ofrece 89.3% de especificidad, y que
al modificar el punto de corte a un valor de >108
mbP, se incrementa la especificidad a 97.1% (tabla I).
Este ajuste del punto de corte a las sensibilidades y
especificidades que se hace en diferentes situacio-
nes epidemioldgicas hace a la PFP una prueba con-
veniente para utilizarse en el diagnostico de
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brucelosis en cabras, cuando la sensibilidad no es
critica o cuando no se encuentran disponibles otras
pruebas, particularmente en areas de bajo desarro-
llo con alta vacunacion, como las encontradas co-
munmente en México. Las pruebas confirmatorias,
incluyendo las PFC y las ELISAs, son dificiles de
desarrollar en los laboratorios mexicanos, debido a
los programas de vacunacion.

Los resultado del presente trabajo concuerdan
con RamirezPfeiffer et al.™® en que la PRB3, a
pesar de su elevada sensibilidad (99.7%), tiene la
mas baja especificidad (32.5%), y es necesario que
todos los positivos se confirmen con otras prue-
bas para disminuir el sacrificio innecesario de
cabras por falsos positivos. Ademas, los resulta-
dos con pruebas de escrutinio sugieren el uso de
la PRB8 con menor sensibilidad, pero mayor es-
pecificidad que la PRB3; esto se apoya en el he-
cho de que la PRB ) con 82.9% de sensibilidad)
ofrece 68.8% de especificidad, lo que es todavia
mayor que 65.5% de especificidad obtenido por
la combinacion de PBR3+PFCm >1:4. Aunque
esto puede permitir la presencia de un pequefo
numero de animales infectados sin detectar en el
rebafio, podria ser econdmicamente mds desea-
ble cuando una prueba confirmatoria no esta dis-
ponible. En las combinaciones de pruebas se ob-
servo que cuando se utilizo la PFP como
confirmatoria para los positivos a las pruebas
PRB3, PRB8 y PAPA, la especificidad aumento de
68.8%, 32.5% y 16.81% a 91.3%, 91.2% y 90%,
respectivamente, que fue mayor que los valores con
otras combinaciones evaluadas (tabla II).

De hecho, la especificidad de las pruebas ofi-
ciales en México, PRB3+PFCm >1:4, aumento
de 32.5% a 65.5%, que representa el menor va-
lor para todas las combinaciones de pruebas eva-
luadas, y fue cercano al valor de 61.5% descrito
previamente para PAPA por Nielsen et al.,” en
cabras no vacunadas. Sin embargo, cuando se
empled la PFCm >1:8 como confirmatoria para
los positivos a PRB3, la especificidad aumento
de 32.5% a 90.5%; combinacion que se puede
adoptar facilmente de acuerdo a NOM para re-
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ducir el numero de falsos positivos. De forma si-
milar, cuando la PFCm >1:8 se usé como
confirmatoria para los positivos a PRB8, la espe-
cificidad increment6 de 68.8 a 94.7%, a pesar de
la relativa baja sensibilidad (92.8%) de la PRBS.

Es importante mencionar que la PFP (>98
mP), cuando se utiliza como prueba tnica, tiene
89.3% de sensibilidad, la que aumenta a 91.2%
(>99 mP) 0 97.1% (>108 mP) cuando se usa con
la PRB3 (tabla II). Los resultados del presente
estudio concuerdan con los de Nielsen et al.'*
quienes sugieren que la PFP se puede aplicar para
el diagnostico seroldgico de brucelosis en peque-
flos rumiantes y que en pruebas seriadas de I/C-
ELISA son mejores que el método convencional
de PRB3+PFC; es posible que una combinacion
de aglutinacion amortiguadas con la combinacion
de positivos por medio de PFP se pueda aplicar
de forma rutinaria como una prueba de diagnos-
tico de brucelosis caprina, particularmente en
laboratorios con pocos recursos.

Ademas, los resultados obtenidos favorecen el
uso de la PFP sola en zonas de bajos recursos con
alta vacunacién y prevalencia, ya que es posible
ajustar su valor de corte para aumentar o dismi-
nuir la sensibilidad o la especificidad en diferen-
tes situaciones epidemioldgicas. Por ejemplo, la
PFP con un valor de corte >88 mP provee 87.6%
de sensibilidad, a diferencia de 78.1% con un pun-
to de corte de >98 mP (tabla I); mientras que con
>108 mP provee una especificidad de 97.1%, en
lugar de 89.3% con >98 mP. El costo del lector
de fluorescencia polarizada se puede compensar
con la reduccién del sacrificio de cabras por erro-
res del diagndstico, y ademas se puede utilizar en
el diagndstico de brucelosis en bovinos y cerdos.”
Asimismo, se estan desarrollando otros marcadores
para diferentes enfermedades, haciendo a la PFP
una tecnologia de eleccion muy versatil.

Resumen

En el presente estudio las pruebas de diagndstico
de la Organizacion Mundial de Salud Animal se
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compararon con la prueba de fluorescencia
polarizada (PFP), sola y en combinacién, usando
las ELISA indirecta y competitiva como variable
de clasificacion para sueros de cabras obtenidas
en una zona de alta prevalencia y vacunacion. La
sensibilidad y especificidad relativas fueron,
respectivamente, 99.7% y 32.5% para la PRB3,
92.8% y 68.8% para la RBTS, 98.4% y 84.8%
para la PFC canadiense, 83.7% y 65.5% para la
PFC mexicana, y 78.1% y 89.3% para la PFP. El
uso de la PFP como prueba confirmatoria en
combinacion con otras pruebas aumento
significativamente la especificidad final de las
pruebas de escrutinio; PAPA, PRB3 y PRB8 mas
PFEP resultaron en 90%, 91.2% y 91.3% de
especificidad final, respectivamente, mientras que
las especificidades para las combinaciones PRB3+
PFC mexicana, PRB8+ PFC mexicana, y PAPA+
PFC canadiense, fueron 65.5%, 63.2% vy 91.7%,
respectivamente. Sugerimos que la PFP se puede
aplicar de forma rutinaria como una prueba de
escrutinio para el diagnostico de la brucelosis
caprina y como confirmatoria en pruebas seriadas.

Palabras clave: Brucelosis caprina, ELISA,
Fluorescencia polarizada, Cabras.

Abstract

In the present study, the World Organization for
Animal Health diagnostic tests were compared
with the fluorescence polarization assay (FPA),
alone and in combination, using the indirect
ELISA and competitive as variable classification
for goat serum obtained in a zone of high preva-
lence and vaccination. The relative sensitivity and
specificity were 99.7% and 32.5% respectively for
the complement fixation test 3% (CFT3), 92.8%
and 68.8% for RBTS8, 98.4% and 84.8% for the
Canadian CFTs, 83.7% and 65.5% for Mexican
CFTs, and 78.1% and 89.3% for the FPA. The
use of the FPA as a confirmatory test in combina-
tion with others significantly increased final speci-
ficity for screening tests; buffered plaque aggluti-
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nation test (BPAT), CFT3, and CFT8 plus FPA
resulted in 90%, 91.2%, and 91.3% final speci-
ficity respectively; whereas the specificities for
combinations CFT3 + FPA, Mexican CFT8 +
FPA, Mexican and Canadian BPAT + CFTs, were
65.5%, 63.2%, and 91.7% respectively. We sug-
gest that the FPA can be routinely applied as a
screening test for diagnosis of goat brucellosis,
and as confirmatory in serial testing.

Keywords: Goat Brucellosis, ELISA, Fluorescence
Polarization Assay (FPA), Goat.
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