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Evaluacion de una prueba de
ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas de competencia
(ELISA-C) para el diagnostico

seroldgico de la brucelosis
bovina.
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RESUMEN. para el total de los sueros, 93.86% (95% IC. 89.45-
Introduccidn. La brucelosis es una zoonosis a nivéd8.27) para sueros de animales no vacunados 'y 90%
mundial que ademas causa severas pérdidas @B IC. 83.43-96.57) para los vacunados. La
ganaderia por lo que es necesario tener pruebasgsigecificidad fue de 91.89% (95% IC. 89.56-94.21)
laboratorio especificas, sensibles y sencillas pgrara el total de los sueros, 94.26% (95% IC. 92.03-
establecer medidas de prevencién y control efective$.49) para sueros de animales no vacunados y
Material y Métodos. Se probaron 724 sueros d&3.04% (95% IC. 76.08-89.99) para los vacunados.
bovino del banco del Depto. de Inmunologia de Riscusién El punto de corte encontrado difiere del
FMVZ-UADY, con un kit experimental de ELISA- obtenido (30%) por el fabricante del Kit. La
C. El punto de corte se determind mediante un andlisencordancia de la ELISA-C y FC fue alta pero su
ROC y una gréfica de dispersion. La concordanaéspecificidad y sensibilidad con el PC de >47% de
entre la ELISA-C y Fijacién de complemento (FCinhibicion, no la hacen una mejor prueba que FC; sin
se determiné con la prueba de Kappa. La sensibilidahbargo, moviendo este PC se puede mejorar la
y la especificidad se determinaron usando un cuaéspecificidad o sensibilidad dependiendo de los
de contingencia. objetivos de la campafia para el control/erradicacion
Resultados.El punto de corte (PC) encontrado fuele la brucelosis bovina.

de 47% de inhibicion. La concordancia de la GRev Biomed 2003; 14:23-28)

ELISA con relacién a la prueba de FC fue de 0.80

para el total de sueros, 0.84 para sueros de anim&akbras clave:ELISA de competencia, fijacion de

no vacunados y de 0.72 para los vacunados. t@mplemento, brucelosis bovina.

sensibilidad fue de 92.27% (95% IC. 88.51-96.03)
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SUMMARY. INTRODUCCION.
Evaluation of a competitive enzime linked La brucelosis es una enfermedad que se
immunosorbant assay for the serological mantiene como una de las zoonosis de mayor
diagnosis of bovine brucellosis. distribucion en el mundo, aunque en pocos paises se
Introduction. Brucellosis is a worldwide zoonotic ha logrado erradicar y en muchos se encuentre bajo
disease, that causes losses to cattle production, soatgrol. El impacto econdmico que tiene en la empresa
necessary to have simple, sensitive and specifiecuaria es alto, debido a la reduccion en la fertilidad
diagnostic tests to establish effective prevention adél hato, gran nimero de abortos, nacimiento de
control measures. becerros débiles, bajo peso al destete y reduccion en
Material and Methods. 724 bovine sera were testeda produccion de leche (1,2-5).
with an experimental competitive enzime linked La Norma Oficial Mexicana para la campafa
immunoabsorbant assay (C-ELISA); the cut-off poimtacional contra la brucelosis en los animales (NOM)
was determined using a ROC analysis andvaente, establece tres pruebas seroldgicas oficiales:
scattergram. Agreement between the C-ELISA afitbsa de Bengala (RB), Rivanol y Fijacion de
the complement fixation test (CFT) was determinezbmplemento (FC) (4,5).
with the Kappa test. Sensitivity and specificity were Estas pruebas poseen caracteristicas de
also determined. elaboracion y/o de sensibilidad y especificidad que
Results. The optimum cut off-point was 47% hacen que se sigan buscando otras alternativas para
inhibition.Agreement between C-ELISA and CFT wasl diagndstico de la brucelosis bovina. La prueba de
0.8 for all sera, 0.84 for sera from non vaccinateRB aunque tiene una alta sensibilidad relativa (100%)
animals and 0.72 for sera from vaccinated animadd.compararla con FC, su baja especificidad la hace
Sensitivities were 92.27% (confidence intervals 95%olamente Gtil como prueba tamiz (4,5). En
(Cl) 88.51-96.03) for all sera; 93.86% (Cl 95%omparacion, la prueba de Rivanol tiene una
84.45-98.27) for sera from non vaccinated animat¢specifidad relativa alta (100%) comparada con FC,
and 90% (Cl 95% 83.43-96.57) for sera fromero una sensibilidad relativa de 86%, lo que la hace
vaccinated animals. Specificities were 91.89% (Citil como prueba complementaria (6,7). La prueba
95% 89.56-94.21) for all sera; 94.26% (Cl 95%le FC es considerada de gran valor diagnostico por
92.05-96.49) for sera from non vaccinated animads alta sensibilidad y especificidad (cercanas al 99%);
and 83.04% (Cl 95% 76.08-89.99) for sera frorsin embargo, es de uso limitado debido al tiempo que
vaccinated animals. se invierte en su estandarizacion, asi como su
Discussion.The optimum cut-off determined wascomplejidad técnica, que requiere de personal
different from that recommended by the kit produceralificado (6,8,9).
Agreement between C-ELISA and CFT was highbut  Enla actualidad es necesario laimplementacion
the sensitivities and specificities with the 47% inhibitiode pruebas seroldgicas sencillas y confiables que nos
cut-off point do not make the C-ELISA a better testyuden a discriminar los animales infectadosR:on
than CFT. However, moving the cut-off point cambortusde aquellos infectados con bacterias que
improve sensitivity or specificity depending on theeaccionan en forma cruzada y los vacunados con la
objectives of the control/erradication compaing farepa 19 dé. abortus lo cual se ha logrado con
bovine brucellosis(Rev Biomed 2003; 14:23-28) diferentes sensibilidades y especificidades
dependiendo del antigeno y anticuerpos monoclonales
Key words: Competitive ELISA, complement fixation utilizados en diferentes ELISA-C (10-12), ya que a
test, bovine brucellosis. pesar que esta cepa esta descontinuada en México
para vacunar a los bovinos, todavia quedan en el hato
bovino estatal y nacional animales que fueron
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vacunados. La obtencion de una prueba de estastodo descrito por el Laboratorio Central
caracteristicas permitiria la implementacion de medidésterinario de Weybridge, Inglaterra (CVL-

de control y erradicacion mas eficientes para edeybridge), con la Unica excepcion de que las
enfermedad. El objetivo de este estudio es evalumuestras se corrieron en diluciones dobles de 1:2 hasta
una prueba, que potencialmente puede diferencia256 debido al fuerte efecto de prozona encontrado
animales vacunados de los infectados con cepagpdeviamente con bajas diluciones (9). Las
campo, ELISA-C bajo condiciones del estado dmncentraciones de unidades internacionales se

Yucatan, México. derivaron de cuadros estandares. El antigeno y los
sueros control positivo y negativo se obtuvieron del

MATERIALES Y METODOS. CVL-Weybridge; el complemento y la hemolisina se

Sueros. obtuvieron de Tissue Culture Services, Bolton,

Se usaron 724 sueros de bovinos adulttrylaterra. La prueba de ELISA-C se realiz6 con un
(mayores de 2 afos de edad), de ambos sexos kiteliagnostico experimental, que utiliza como antigeno
banco del departamento de Inmunologia de éhlipopolisacarido liso dBr. abortusun anticuerpo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecniamonoclonal (M84), un suero control positivo fuerte
Universidad Autonoma de Yucatan (FMVZ-UADY)(inhibe la capacidad de union del M84 entre 95y
gue se recabo de septiembre de 1997 a marzad8é6), un suero control positivo débil de un animal

1998 con las siguientes caracteristicas: vacunado (positivo en ELISA indirecto pero que solo
1) Sueros de animales no infectados Bon inhibe el M84 entre 5y 20%), un suero control negativo
abortus gue no compite con el M84 (0-5% de inhibicién) y un

418 sueros provenientes de hatos libres dentrol de conjugado (solo diluyente), el conjugado
brucelosis y donde no se aplicaba vacuna contratmsistente en IgG anti-raton de cabra con peroxidasa
enfermedad. de rabano picante y una solucion de sustrato/

112 sueros provenientes de hatos libres deomdgeno (peroxido de hidrogeno/2,2’- azinobis
brucelosis y donde se aplicaba vacuna de la cepgd8&do tiazolino sulfénico-3 etilobenceno) [ABT]

contra la enfermedad. siguiendo el protocolo de los fabricantes (11,12).
2) Sueros de animales infectados &n
abortus Andlisis.

114 sueros provenientes de hatos infectados con  El andlisis de los resultados se llevé a cabo en
brucelosis (con por lo menos 2% de reactores agdigprograma Epi Info Version 6.1 (13), el punto de
prueba de FC y con la presencia de signos cormte de la ELISA-C se determind mediante un analisis
abortos), donde no se aplicaba vacuna contraR®C y una grafica de dispersion, utilizando los
enfermedad y resultados positivos a la pruebas de pBgramas de computo Excel Version 6.0 (14) para
y FC. windows 97 y Med Calc Version 3.0 (15).

80 sueros provenientes de hatos infectados con  En la evaluacion de la prueba de ELISA-C se
brucelosis (con por lo menos 2% de reactores adatermind su concordancia con la prueba de FC,
prueba de fijacién de complemento y con la presenaiglizando la prueba de Kappa, la cual indica el grado
de signos como abortos), donde se aplicaba vacuiegeconcordancia entre las pruebas, esto es, un valor
de la cepa 19 contra la enfermedad y que resultad@mKappa O indica no relacion entre las pruelessics
positivos a la prueba de RB y FC por lo menos 1 aébvalor 1 indicador de una correlacion perfecta (16).

después de aplicada la vacuna. La sensibilidad y especificidad de la ELISA-C
con sus intervalos de confianza, se determinaron
Pruebas seroldgicas. utilizando los sueros de las poblaciones descritas

La prueba de FC se realizé de acuerdo ahteriormente como el patrén de comparacion (16).
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Tanto la concordancia como la sensibilidad ge animales no vacunados y 83.04% (95% IC 76.08-
especificidad de la ELISA-C y FC se determinaroB9.99) para sueros de animales vacunados.

para los grupos de sueros provenientes de animales

vanunados, no vacunados y con el total, utilizando@ISCUSION.

programa de computo Episcope Version 1.0 (17). El punto de corte encontrado en el presente
estudio £ 47% de Inhibicién) es mas elevado que el
RESULTADOS. recomendado por el fabricante del kit que es del 30%de

El punto de corte para la ELISA-C sdnhibicién, esto probablemente puede explicarse por
determind en > 46% de Inhibicion, donde cualquiel hecho de que en un clima tropical como en el estado
suero con un valor 47% se consider6 comode Yucatan, la presencia de microorganismos que
positivo. El andlisis ROC y la dispersion de resultadpsieden tener una reaccion cruzada de anticuerpos con
de donde se obtuvo el punto de corte se puedg@nabortuscomo especies dgalmonellay Yersinia
observarenlas figuras 1y 2. (18-19) es mayor a la que se podria encontrar en climas

La concordancia de la ELISA-C con relaciotemplados como el de Canadé en donde se origina esta
a la prueba de FC fue de 0.8 para el total de lpsieba de ELISA-C.
sueros, 0.84 para los sueros de animales no Otra posible razon de la elevacién del punto de
vacunados y 0.72 para los de animales vacunadasrte es la inclusion de sueros de animales vacunados

La sensibilidad de la ELISA-C fue de 92.27%rovenientes de hatos libres. Esto mismo se refleja en
(95% IC 88.51-96.03) para el total de los sueros;

93.86% (95% IC 89.45-98.27) para sueros de POSITIVO NEGATIVO
animales no vacunados y 90% (95% IC 83.43-

96.57) para sueros de animales vacunados.
La especificidad de la ELISA-C fue de
91.89% (95% IC 89.56-94.21) para el total de los
. Jeros h
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0 20 40 6O 80 100 Figura 2.- Dispersion de los sueros positivos y negativos a
Figura 1.- Curva de analisis ROC para determinar el puntnticuerpos contr&rucella abortusde acuerdo a su por-
de corte con la mejor sensibilidad y especificidad, utilizarcentaje de inhibicién en la prueba de ensayo inmunoabsor-
do sueros de bovino (n=724) del estado de Yucatan, Mékiente ligado a enzimas de competencia (ELISA-C), elabora-
co, para la prueba de ensayo inmunoabsorbente ligaddapor el Animal Diseases Research Institute de Canada,
enzimas de competencia (ELISA-C), elaborado por el Anpara la determinacién del punto de corte de la misma con
mal Diseases Research Institute de Canada. sueros de bovino del estado de Yucatan, México.
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la concordancia entre la ELISA-C y FC donde &agner WC, editores. Fertilidad e Infertilidad en la practica
pesar que siempre se encontrd una alta concordaMgtgrinararia. 4a ed. México: Interamericana-McGraw-Hill;
(0.73, 0.80 y 0.83), la diferencia entre los suerg&®- PP-201-36.

obtenidos de animales vacunados (0.73) y de animajesgerugs A, Manrique E, Maza M. Economic evaluation
no vacunados (0.83) es considerable. of bovine brucellosis and tuberculosis erradication

La sensibilidad de ELISA-C comparada conrogrammes in a mountain area of Spain. Prev Vet Med 1997;
FC fue més alta para los sueros de los animalesd3/-4°-
vacunados con respecto de los anlr_nales vacun_ag_c_){épez MA, Lépez SR, Ocampo DA, Gonzalez DI.
aunque para los dos grupos fue relativamente bajag|Qcelosis avances y perspectivas. México: INDRE-
cual hace que la ELISA-C con el punto de corubsecretaria de Coordinacién y Desarrollo- SSA; 1991.
seleccionado no sea recomendable para las
condiciones del estado pues no identifica a_k‘:]unéSDiario Oficial . Norma_s dela (,Za_lmpaﬁfi Nacional contra la
animales infectados los cuales pueden mantenegglgerculoss y Brucelosis en México. México; 1996, pp. 45-
infeccion en el hato. '

La especificidad de la ELISA-C comparada.- Central Veterinary Laboratory (CVL). Standard Laboratory
con FC fue mas alta para sueros provenientesT@ghniques for Brucellosis Diagnosis. Inglaterra
animales no vacunados en relacién con los vacuna@iygypridge): Ministry of Agriculture, Fisheries and Food;
lo que puede ser indicativo de que los anticuerp%gsgl‘
vacunales por cepa 19 de algtin modo si pueden sefsejia T, Luna ME. Descripcion y generalidades de la
detectados por la ELISA-C en contraste con Igucelosis. En: Secretaria de Agricultura y Ganaderia Rural-
reportado previamente por los fabricantes; skscuela de Médicos Veterinarios Zootecnistas editores.
embargo  capacidad e s ELISA-C para detectifus o stiatisen e P o bacin o
alos verdaderos pQSItIVOS y nega_ltlvos S€ Incremen% erculosis bovina y brucelosis. México; 1996. p. 43-46.
conforme sean retirados los animales vacunados de
la poblacién (11). 8.- Dajer AA, Gutiérrez RE, Zapata VD, Villegas PS. Uso de

Es importante sefialar que a pesar de que dahpruebas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
el punto de corte seleccionado se obtiene la méxig,h@_lutinacién cqn Rivanql para el diagnéstico de Brucelosis
sensibilidad y especificidad combinadas lo cual es (tffV"2 " Yucatan.Vet Meéx 1998; 29: 167-71.
para la evaluacion, moviendo el punto de corte g€ pajer-abimerhi A, Gutiérrez-Ruiz E, Zapata-Villalobos D,
esta prueba se puede incrementar la sensibilidad adahold N, Villegas-Pérez S. Comparacién de cinco pruebas
especificidad, lo que permitiria usar esta prueba ggfologicas para la deteccion de anticuerpos cBriizella
diferentes etapas de la camparfia de controR _rt_usy reporte prel_iminar del p(?rcent,aj_e de reac_tores
erradicacion de la brucelosis bovina en nuestro esta?%g'_vgg . gohatos bovinos en Yucatan, Mexico. Rev Biomed
Desde luego es necesario volver a evaluar la prueba ™ '
en un futuro cuando ya no haya animales vacunadoswright PF, Nielsen KH, Kelly WA. Primary binding
con la cepa 19 dB. abortuspero si con la cepa techniques for the serodiagnosis of bovine brucellosis:

RB51. en el hato bovino estatal. Enzyme immunoassay. En Nielsen KH, Duncan JR, Editores.
’ Animal brucellosis. Boca Raton: CRC Press; 1990. p. 199-
235.
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