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ABSTRACT

An immunoenzymatic assay was developed on nitrocellu-
lose paper for diagnosing human and bovine brucellosis,
using lipopolysaccharide of Brucella melitenis 16M as an-
tigen. An indirect-ELISA was the gold-standard for calcu-
lating the epidemiological sensitivity and specificity and
positive and negative predictive values; the results bet-
ween both tests were analyzed with the kappa test with a
confidence level of 95%. The results for the human serum
samples were 64.86%, 71.23%, 53.33% y 80%, for clinical
sensitivity and specificity and positive and negative pre-
dictive values, respectively; there were low agreement bet-
ween both tests (kappa = 0.343; p < 0.05). The results for
bovine serum samples were 29.17%, 87.78%, 38.89% and
82.23%, respectively; showing inadequate agreement bet-
ween the tests (kappa = 0.187; p < 0.05). Additional sur-
veys are required for improving the immunological and
epidemiological features of this immunoenzymatic assay,
before it can be considered as an alternative to the diag-
nosis of brucellosis.

Key words: Brucellosis, human, bovine, immunoenzyma-
tic assay, avidin-biotin, nitrocellulose paper.

RESUMEN

Se desarrolló una prueba inmunoenzimática sobre papel de
nitrocelulosa para el diagnóstico de brucelosis humana y bo-
vina utilizando lipopolisacárido de Brucella melitensis 16M
como antígeno. Mediante una ELISA indirecta como prueba
de constatación, se calcularon la sensibilidad y especificidad
clínicas y valores predictivos positivo y negativo; la concor-
dancia entre ambas técnicas se evaluó mediante la prueba de
kappa con un 95% de confiabilidad. Los valores obtenidos
por la prueba desarrollada para las muestras de suero hu-
mano fueron de 64.86%, 71.23%, 53.33% y 80%, para sensi-
bilidad y especificidad clínicas y valores predictivos positivo y
negativo, respectivamente, con una baja concordancia pero
estadísticamente significativas entre ambas técnicas (kappa
= 0.343; p < 0.05). En los sueros bovinos se obtuvieron va-
lores de 29.17%, 87.78%, 38.89% y 82.23%, respectivamente,
presentando una concordancia inadecuada (kappa = 0.187;
p < 0.05). Se requieren estudios posteriores para mejorar las
características inmunológicas y epidemiológicas de esta
prueba inmunoenzimática antes de ser considerada como
una alternativa al diagnóstico de la brucelosis.

Palabras clave: Brucelosis, humano, bovino, prueba in-
munoenzimática, avidina-biotina, papel de nitrocelulosa.
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INTRODUCCIÓN

La brucelosis (Br) es un problema de salud pública
para las poblaciones que se encuentran en contacto
directo con animales infectados y/o consumen sus
productos. Además, debido a las pérdidas económi-
cas ocasionadas por la Br en animales se han imple-
mentado estrategias para su control y erradicación,
las cuales han contribuido con una disminución en
la incidencia de casos humanos.1 Sin embargo, el
éxito de cualquier estrategia, ya sea para el trata-
miento en humanos o para el control y erradicación
en animales domésticos, depende de la adecuada
identificación de los casos mediante técnicas de
diagnóstico confiables.2

El cultivo microbiológico es el diagnóstico definiti-
vo,2 a pesar de requerir de un tiempo prolongado para
obtener resultados y del riesgo de infección para el
personal que lo realiza.3 También se cuenta con técni-
cas moleculares altamente sensibles y específicas ba-
sadas en la identificación del ADN bacteriano; sin em-
bargo, representan un alto costo para diagnosticar
grandes cantidades de muestras, además de que sus
resultados pueden variar entre laboratorios.4

Las pruebas inmunológicas, el principal medio
diagnóstico de la Br,2,5 se basan en la identificación
de anticuerpos dirigidos en contra del lipopolisacári-
do (LPS) de la membrana de las cepas lisas de Bruce-
lla spp.1 Sin embargo, llegan a presentar reacciones
cruzadas con el LPS de otras bacterias Gram negati-
vas, como Yersinia enterocolitica 0:9, Salmonella
group N (0:30), Vibrio cholerae, Escherichia her-
mannii, E. coli 0157 y Francisella tularensis.6

La técnica de ELISA, la cual se basa en reacciones
inmunoenzimáticas, posee altos valores de sensibili-
dad (Se) y especificidad (Spe) clínicas, de 100% y
98%, respectivamente.5 Como alternativa a la ELISA
se han desarrollado variantes de las técnicas inmu-
noenzimáticas para el diagnóstico de diversas enfer-
medades infecciosas,7-11 incluyendo Br.1,12 Debido a
que las reacciones antígeno-anticuerpo (Ag-Ab) de es-
tas técnicas se llevan a cabo sobre papel de nitrocelu-
losa (PNC) y otras membranas, su uso se realiza de
manera más rápida y con un menor costo.1

Además de lo anterior, la Organización Mundial
de la Salud (OMS)2 ha sugerido la realización de es-
tudios enfocados a mejorar las características de las
técnicas inmunoenzimáticas para el diagnóstico de la
Br. Por lo tanto, el presente reporte describe la eva-
luación de una técnica inmunoenzimática (PIE) basa-
da en el sistema avidina-biotina sobre PNC como una
alternativa para el diagnóstico de esta enfermedad,

basada en las características de ELISA, pero que pue-
da realizarse sin la necesidad de equipo de laborato-
rio sofisticado y en laboratorios con una infraestruc-
tura mínima.

MÉTODOS

Muestras biológicas

La implementación de la PIE se realizó utilizando
como controles positivos dos muestras de suero de
origen caprino; dichos animales fueron infectados ar-
tificialmente con B. mellitensis y su estado de infec-
ción fue determinado mediante cultivo microbiológico
de muestras de leche y ELISA indirecta (i-ELISA). De
la misma manera, se utilizaron dos muestras de ori-
gen caprino de animales sanos respecto a la infección
con B. mellitensis, determinado mediante las mismas
técnicas de diagnóstico mencionadas anteriormente.

Para el desarrollo de la PIE, se utilizaron 110
muestras de suero de origen humano y 114 muestras
de bovino, con un estado desconocido respecto a la
infección y/o presencia de anticuerpos en contra de
Brucella spp. Estas muestras fueron utilizadas para
la evaluación de la validez diagnóstica de la PIE.

Antígeno

El antígeno utilizado fue LPS de la membrana exter-
na de B. mellitensis 16M del cual, una vez obtenido
mediante la metodología previamente reportada.1 Bre-
vemente, las células de B. mellitensis, previamente la-
vadas con solución salina, fueron suspendidas en una
solución de ácido acético al 2% y NaCl al 10% (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, EU) y sometidas
al autoclave a 120 °C por 30 minutos; después de re-
mover los detritos celulares por centrifugación
(12,000 g por 30 minutos) el LPS fue precipitado con
metanol y purificado mediante la digestión con lisozi-
ma, nucleasas y proteinasa K, seguido de la extrac-
ción con fenol, ultracentrifugación (100,000 g a 4 °C
por 18 horas) y filtración en gel.

Una vez obtenido, se diluyeron 2 mg de LPS en 1
mL de solución amortiguadora de Tris (TBS) (Tris-
ma hidroclorado + Trisma base) [Sigma Chemical
Company] en agua destilada, pH 7.5.

Desarrollo del sistema avidina-biotina

La PIE se desarrolló siguiendo los procedimientos
previamente descritos:1 como fase sólida se utilizaron
tiras de 10 x 5 mm de PNC (Applied Scientific Com-
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pany, Richmond, CA, EU), con una capacidad para
concentrar 80 μg proteína/cm2, depositando en ellas 5
μL de antígeno diluido.

Las muestras de suero fueron diluidas 1:2,000 en
solución bloqueadora (TBS + 0.5% v/v Tween 20 +
0.05% v/v gelatina de porcino + 0.5 mol NaCl [Sigma
Chemical Company); además de utilizarse como di-
luente de las muestras de suero y conjugados, esta
solución bloqueadora se utilizó para llenar los poros
del PNC no ocupados por los anticuerpos y evitar de
esta manera reacciones inespecíficas que alteraran
los resultados de la PIE. El segundo proceso de incu-
bación consistió en IgG biotinilada de conejo anti IgG
bovina (H+L) e IgG biotinilada de cabra anti IgG
humana (H+L) (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
California, EU), dependiendo del caso, diluidas
1:2,000 en solución bloqueadora. La última incuba-
ción consistió en conjugado de estreptoavidina-pe-
roxidasa (Sigma Chemical Company) diluida 1:500.
Entre cada proceso de incubación se utilizó una solu-
ción lavadora (TBS + 0.05% v/v de Tween 20 [Sigma
Chemical Company]) para eliminar los anticuerpos y
conjugados que no se unieron durante las reacciones.

La reacción Ag-Ab se reveló con un sustrato, prepa-
rado pocos minutos antes de su utilización, compuesto
por la mezcla de la Solución A (10 mL de metanol frío
+ 30 mg de 4-cloronaftol [Sigma Chemical Company]) y
la Solución B (50 mL de TBS + 30 μL H2O2 30% [Sig-
ma Chemical Company]);  con este sustrato las mues-
tras positivas desarrollaron un punto de coloración
azul oscura, el cual fue considerado como el punto de
corte de la PIE. La totalidad de las reacciones fueron
realizadas a temperatura ambiente (Cuadro I).

Evaluación del sistema avidina-biotina

La validez diagnóstica de la PIE se evaluó utilizando
una i-ELISA casera como prueba de constatación, la
cual fue previamente validada.5

Una vez obtenidos los resultados de ambas prue-
bas se calcularon la Se y Spe y los valores predictivos
positivo (VP+) y negativo (VP-) con un 95% de con-
fiabilidad (software Win Episcope 2.0). La concordan-
cia entre ambas técnicas se evaluó mediante la prue-
ba de kappa, con el mismo nivel de confianza.

RESULTADOS

Desarrollo del sistema avidina-biotina

Los procesos de la PIE fueron considerablemente
más rápidos (1 hora y 45 minutos) en comparación
con la i-ELISA, ya que esta última requirió de una
noche como periodo de incubación. Sin embargo, me-
diante la PIE se pudieron analizar visualmente 75
muestras de manera simultánea gracias a una cáma-
ra de incubación diseñada especialmente para el desa-
rrollo de la PIE, en contraste de las 96 muestras
analizadas en una placa de i-ELISA.

La PIE presentó el inconveniente de que una vez
agregado el sustrato, la reacción de coloración conti-
nuó desarrollándose sin detenerse, por lo que los re-
sultados de esta prueba tuvieron que ser interpreta-
dos de manera rápida, inmediatamente después de
finalizar el tiempo de tres minutos requerido para la
incubación del sustrato.

Evaluación del sistema avidina-biotina

La Se y Spe, y los VP+ y VP- obtenidos por la PIE en
las muestras de origen humano fueron de 64.86,
71.23, 53.33 y 80%, respectivamente (34 pares discor-
dantes: 21 falsos positivos y 13 falsos negativos)
(Cuadro II). Además, se presentó una concordancia
baja estadísticamente significativa entre los resulta-
dos de ambas técnicas (kappa = 0.343; p < 0.05; in-
tervalo de confianza [IC95%] 0.158 a 0.527). En el
caso del suero bovino, los resultados de la PIE fue-

Cuadro I. Procedimientos y tiempo requerido por una prueba inmunoenzimática basada en el sistema avidina-biotina sobre
papel de nitrocelulosa para el diagnóstico de brucelosis en muestras de suero de humano y bovino.

Procedimiento Cantidad o dilución Tiempo requerido (min)

Depósito del antígeno 5 μL ---
Incubación de la muestra de suero 1:2,000 40
Lavado de la tira de papel 6 mL 1
Incubación de IgG biotinilada anti IgG humana o bovina 1:2,000 30
Lavado de la tira 6 mL 1
Incubación de estreptoavidina-peroxidasa 1:500 30
Uso del substrato 6 mL 3
Tiempo total requerido 105
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ron de 29.17, 87.78, 38.89 y 82.23%, respectivamente
(28 pares discordantes: 11 falsos positivos y 17 falsos
negativos) (Cuadro III); de igual manera, se observó
una mala concordancia (kappa = 0.187; p < 0.05;
IC95% 0.006 a 0.367).

DISCUSIÓN

Las técnicas inmunológicas han sido ampliamente
utilizadas en el diagnóstico de la Br debido a su vali-
dez diagnóstica y capacidad para procesar una gran
cantidad de muestras.13 En el diagnóstico rutinario
de Br en humanos, generalmente se utiliza la prueba
de Huddlenson, la cual presenta una baja Se, del or-
den del 54.93%.14 Por otro lado, la prueba de rosa de
Bengala se utiliza como tamiz en las campañas para
el control y erradicación de la Br en bovinos en
México. La i-ELISA ha sido evaluada satisfactoria-
mente para el diagnóstico de la Br tanto en humanos
como bovinos, con altos valores de Se y Spe.13,15

Debido a su simplicidad y bajo costo, se han desa-
rrollado variantes de ELISA utilizando membranas
como fase sólida.2 Empleando una técnica similar para
el diagnóstico de Br caprina, Santellano-Estrada y
cols.1 reportaron una Se aceptable del 92%, pero una
baja Spe del 69%. De manera contraria, Olsen y cols.16

obtuvieron en sueros bovinos una Se del 53% y Spe del

100%; dicha prueba fue similar a la obtenida en este
reporte. Estos bajos valores de validez diagnóstica
probablemente fueron consecuencia de las reacciones
cruzadas mencionadas con anterioridad. La falta de
concordancia entre la PIE y las técnicas utilizadas
como de constatación también ha sido reportado pre-
viamente.12 Otras técnicas basadas en el sistema avidi-
na-biotina han demostrado altos valores de Se y Spe,
utilizando anticuerpos monoclonales como diferencia
con la PIE presentada en este reporte.7,9,10

A pesar del menor tiempo requerido para el desa-
rrollo de la PIE los resultados de esta última, en
comparación con la i-ELISA, son de valor diagnóstico
limitado. Además su especificidad inmunológica, es
decir la presencia de reacciones cruzadas, no fue eva-
luada. Por lo anterior, se requieren estudios posterio-
res para mejorar las características inmunológicas y
epidemiológicas de la PIE, antes de ser considerada
como una alternativa al diagnóstico de la Br.
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