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Abstract

Sensitivity and specificity of two different concentrations of the card test antigen for the diagnosis of Brucellosis in goats
was evaluated. Antigens used were the oficial antigen produced by a national laboratory in Mexico ("Productora Nacional
de Biolbgicos Veterinarios') with a cellular concentration of 8%, and an experimental antigen with a cellular

concentration of 3%. Both antigens were made using Brucella abortus strain 1119-3 in a lactate buffer with a pH of 3.6.
Sensitivity for the two antigens was determined using 53 sera from Brucella melitensis culture positive goats. Sera from
100 goats, negative to brucellosis and collected in a brucellosis free area were used for specificity determination.

Sensitivity for the 8% cellular concentration was 79%. When the concentration was of 3%, sensitivity was 98%.

Specificity for both antigens was 100%. It is concluded that the diagnosis of brucellosisin an 8% cellular concentration is
not adequate due to its low sensitivity. The use of a 3% cellular concentration in the card test antigen for goats is
recommended.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sensibilidad y la especificidad de dos antigenos para la prueba de tarjeta
utilizadas en d diagnéstico de la brucelosis caprina. Se usd el antigeno rosa de Bengala, que tiene una concentracion
celular del 8% y un antigeno experimental preparado a una concentracion celular del 3%. Ambos antigenos se prepararon
utilizando la cepa 1119-3 de B. abortus , con solucién amortiguadora de lactato con pH 3.6. La sensibilidad de la prueba
de tarjeta con ambos antigenos se determiné usando 53 sueros de caprinos con aislamiento bacteriol 6gico de B. melitensis.
Para determinar la especificidad se utilizaron 100 sueros de caprinos negativos a brucelosis, procedentes de zonas libres.
La sensibilidad del antigeno rosa de Bengala a 8% fue del 79% y la del antigeno a 3% fue del 98%. La especificidad
para los dos antigenos fue del 100%. El diagnéstico de la brucelosis en caprinos con la prueba de tarjeta usando el

antigeno rosa de Bengala al 8% es inadecuado en caprinos debido a su baja sensibilidad, por 1o que es recomendable la
utilizacién del antigeno rosa de Bengal a preparado a una concentracién del 3%.

PALABRAS CLAVE: CAPRINOS, BRUCELOSIS, PRUEBA DE TARJETA.

Introduccién

La prueba de tarjeta (PT) es reconocida por la Norma
Oficial Mexicana (NOM) como prueba tamiz para €l
diagnostico de la brucelosis e caprinos, como prueba
confirmatoria se recomienda la fijacion del complemento
(Fo) L.

Para larealizacion de la PT se utiliza antigeno preparado
con la cepa 1119-3 de Brucella abortus, la cua es (til

paraladeteccion de anticuerpos inducidos tanto por B.
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abortus como por B. melitensis, ya que estas especies
bacterianas comparten antigenos de superficie. Sin
embargo, éstos se encuentran en  diferentes
concentraciones en las mencionadas bacterias, 2 lo que
hace que la sensibilidad y especificidad varien cuando la
prueba se utiliza para el diagnéstico en bovinos que en
México son principa mente afectados por B. abortusy en
caprinos que se infectan sobre todo por B. melitensis°.

La PT tiene como base que los anticuerpos que aglutinan
en forma inespecifica con el antigeno de brucelaslisas
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se inhiben a pH 3.6, pero bago estas condiciones se
mantiene la actividad de |os anticuerpos especificos®.

En caprinos, como pasa con € resto de las pruebas
serolégicas, 10s ensayos comparativos de sensibilidad y
especificidad parala PT son muy limitados, |la mayoria de
los datos han sido obtenidos en cabras sin aislamiento de
Brucella; por lo tanto, son de un valor relativo® % 7.
Estudios realizados en otros paises en ovinos y
caprinos®® con el fin de determinar la sensibilidad y
especificidad de la PT, han demostrado la necesidad de
gjustar la concentracion celular del antigeno con €l fin de
optimizar la sensibilidad de la prueba, como un requisito
indispensabl e para contar con una buena prueba tamiz.

Por o anterior, se realiz6 el presente estudio, el cual tuvo
como objetivo determinar la sensibilidad y especificidad
para el diagnostico de la brucelosis caprina de la PT, con
el antigeno oficial que tiene una concentracion celular del
8% y con un antigeno experimental realizado a una
concentracion celular del 3%.

Material y Métodos

Estudio bacteriolégico

Se realiz6 a partir de 60 cabras de un hato de
aproximadamente 120 animales, con elevada
seroprevalencia de brucelosis a la PT a 8% de
concentracién celular y FC, estos animales se sacrificaron
y de ellos se obtuvieron las siguientes muestras. bazo,

Utero, glandula  mamaria, nédulos  linfaticos
supramamarios, retrofaringeos y submaxilares. Los
tejidos fueron colectados de manera aséptica guardandose
en congelacion, se realizd la diseccidn alas muestras para
remover la grasa y tejido excedente, se sumergieron en
alcohol a 70% y se flamearon, se cortaron en pedazos

pequefios y se depositaron en bolsas nuevas de plastico,

macerando las muestras. Se afladi6 solucion salina
fisiolégica estéril, procesandose en un macerador de
tgjidos, esta suspension se sembré en medio Farrell

utilizando hisopo, se dejaron incubando las muestras a
37°C en una atmosfera de 5% a 10% de CO,, durante 10

dias, la identificacion de las cepas aisladas se realizé
mediante tincion de Gram, prueba bioquimicas,
serotipificacion,  fagotipificacion, crecimiento  en
colorantes y antibioticos™.

Muestras seroldgicas

Para determinar la sensibilidad, se utilizaron sueros de 53
caprinos a partir de los cuales se obtuvo mediante un
estudio bacteriologico, €l aislamiento de B. melitensis.
Para evaluar la especificidad, se usaron 107 sueros de
caprinos negativos a brucelosis, procedentes de un hato
localizado en una zonalibre de brucelosis.

Para determinar la sensibilidad y especificidad relativa se
utilizaron sueros de 101 caprinos procedentes de dos
hatos no vacunados, procedentes de zonas endémicas de
brucelosis, los valores de sensibilidad y especificidad
relativa se calcularon comparando los valores obtenidos
con laPT conlosde FC.

Pruebas seroldgicas

Se llevaron a cabo la PT y la FC . La PT se realizo6
utilizando dos antigenos de rosa de Bengala, preparados
por la Productora Nacional de BiolGgicos Veterinarios,
ambos antigenos tenian pH de 3.6 y fueron preparados
con solucién amortiguadora de lactato utilizando la cepa
1119-3 de B. abortus . Uno de los antigenos que era el de
uso oficial tenia una concentracion celular referida del
8%. El otro antigeno de rosa de Bengala usado fue
preparado de forma experimental, a una concentracion
celular del 3%. La concentracion celular se determind
mediante el uso de tubos de Hopkins y la centrifugacién
Los valores de sensibilidad y especificidad se obtuvieron
siguiendo la férmula descrita en la literatura 2. Cabe
destacar que para determinar estos valores con precision
es necesario disponer de sueros testigos procedentes de
animales con bacteriologia conocida. En caso de no
conocerse el estado bacteriol6gico, la sensibilidad debe
obtenersede formarelativa comparando los valores de

Cuadro 1

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA DE TARJETA AL 8%, CON
BASE EN LOS RESULTADOS DE 53 SUEROS DE CAPRINOS CON AISLAMIENTO DE Brucella melitensis,
Y DE 100 SUEROS DE CAPRINOS PROCEDENTES DE ZONAS LIBRES DE BRUCELOSIS Y SIN
AISLAMIENTO DE Brucella melitensis

Aislamiento bacteriol6gico

Positivos Negativos Total
Prueba de tarjeta al 8%. Positivos 42 (a) 0 (b) 52(a +b)
Negativos 11 (c) 100 (d) 101 (c +d)
Totales 53 (a+¢c) 100 (b +d) 153(at+b+c+d )

Sensibilidad = al(a+ ©) = 42/(53) = 79 %
Especificidad = d/(b + d) = 100/(100) = 100 %

308




las pruebas a evaluar con la prueba que presenta la
sensibilidad mas alta.

Resultados

Se logré obtener aislamiento de B. melitensis en por o
menos un tejido de 53 de las 60 cabras trabgjadas, los
aislamientos fueron identificados como biotipo 1 cepa de
campo.

La sensibilidad de los dos antigenos utilizando los 53
sueros con cultivo positivo fue parala PT con el antigeno
al 8% de 42 reactores, dando una sensibilidad del 79%
(Cuadrol). La PT con el antigeno a 3% dio 52 reactores
con una sensibilidad del 98% (Cuadro 2). La FC present6
53 reactores mayores a una dilucién entre 1:4 a 1:340,
dando asi una sensibilidad del 100%.

Al calcular la especificidad de los 107 sueros negativos,
la PT con € antigeno a 8%, a 3% y la FC, no
presentaron ningun reactor; por lo tanto, la especificidad
paralastres pruebas fue del 100% (Cuadro 3).

En las cabras de zonas endémicas de brucelosis, de los
101 sueros, resultaron 47 positivosaFC, atitulos 1:4 o

mayores, la PT con antigeno a 8% encontrd 23 positivos
(sensibilidad relativa del 49%). La PT con el antigeno al
3% dio 43 positivos y 4 negativos, por lo que su
sensibilidad relativa fue del 92%. La especificidad
relativade la PT con antigeno a 8% fue del 100%, ya que
de 54 muestras negativas a FC la PT no present6 ningin
positivo. La PT con antigeno a 3%, dio 53 negativosy 1
positivo, dando, por tanto, una especificidad relativa del
98% (Cuadro 4).

Discusién

Las cepas identificadas fueron biotipo 1 de B. melitensis,
gue es el aislado con mayor frecuencia en caprinos de
México °.

Respecto del grupo de cabras negativo, se considerd asi
por resultar aguéllas seronegativas, pero sobre todo por
venir de una zona sui generis de México, donde en
estudios repetidos desde hace por 1o menos 10 afios no se
han encontrado animales positivos a brucelosis y, por lo
tanto, no se havacunado.*

Cuadro 2

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA DE TARJETA AL 3%, CON
BASE EN LOS RESULTADOS DE 53 SUEROS DE CAPRINOS CON AISLAMIENTO DE Brucella
melitensis, Y DE 100 SUEROS DE CAPRINOS PROCEDENTES DE ZONAS LIBRES DE BRUCELOSIS Y
SIN AISLAMIENTO DE Brucella melitensis

Aislamiento bacteriolégico

Prueba de tarjeta al 3%. Positivos Negativos Total
Positivos 52 (a) 0 (b) 52 (a + b)
Negativos 1(c) 100 (d) 101 (c + d)
Totales 53 (a+c¢) 100 (b +d) 153(a+b+c+d )
Sensibilidad = a/(a+ ¢) = 52/(53) = 98 %
Especificidad = d/(b + d) = 100/(100) = 100 %
Cuadro 3

COMPARACION ENTRE TITULOS DE FIJACION DE COMPLEMENTO Y DOS PRUEBAS DE TARJETA
CON DIFERENTE CONCENTRACION CELULAR DEL ANTIGENO ROSA DE BENGALA, UTILIZANDO 53
SUEROS DE CABRAS CON AISLAMIENTO DE B. melitensis.

Titulos de la Fijacion del complemento

Antigeno a una concentracion celular del 8%

Prueba de tarjeta

Antigeno a una concentracion celular del 3%

Negativo Positivo Negativo Positivo
1:4 3 0 1 2
1:8 2 4 0 6
1:16 3 7 0 10
1:32 1 14 0 15
1:64 2 17 0 19
Total 11 42 1 52
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Cuadro 4

COMPARACION ENTRE TITULOS DE FIJACION DE COMPLEMENTO Y DOS PRUEBAS DE TARJETA CON
DIFERENTE CONCENTRACION CELULAR DEL ANTIGENO ROSA DE BENGALA, UTILIZANDO 101
SUEROS DE CAPRINOS SIN AISLAMIENTO DE BRUCELAS

Prueba de tarjeta
Titulos de la Fijacion del Antigeno a una concentracion celular del 8% Antigeno a una concentracion celular del 3%
complemento
Negativo Positivo Negativo Positivo

Negativos 54 0 53 1
1:4 10 2 4 8

1:8 13 6 0 19
1:16 0 3 0 3
1:32 0 8 0 8
1:64 0 5 0 5
Total 77 24 57 44

L os resultados de este trabajo cuestionan la utilidad de la
PT a 8% como prueba tamiz, ya que la finalidad de este
tipo de pruebas es no dejar pasar ningin animal falso
negativo, o sea el ideal es tener 100% de sensibilidad, ya
gue los animales negativos a la prueba tamiz se dan sin
duda como tales, y solo se confirman mediante otras
pruebas a los animales positivos, por lo que la
especificidad no necesariamente tiene que ser muy alta 2.
La NOM de la campaia contra la brucelosis sefidlaba
anteriormente el uso ce la PT para caprinos, usando el

antigeno a una concentracion celular del 8%, pero este

antigeno no es adecuado, debido a su baja sensibilidad.
Es recomendable utilizar el antigeno a una concentracion
celular del 3% debido a que asi aumenta la sensibilidad
delaPT parael diagnéstico de labrucelosis caprina.

El hecho de que la sensibilidad relativade laPT a 8%y
al 3% resultasen inferiores a la encontrada para la FC,

coincide con los datos encontrados en otro trabajo, donde
de 407 cabras de 16 hatos infectados, 150 sueros fueron
positivos ala FC y de éstos 131 fueron positivos a la PT;
por lo tanto, la sensibilidad relativa de la PT fue del

87.7% *. Sin embargo, esta situacién de que los sueros
sean positivos ala FC y negativos ala PT es inusual, ya
gue lo mas comun es que los sueros de caprinos y ovinos
son en mayor proporcion positivos alaPT que alaFC 2.
En un trabajo con caprinos procedentes de hatos con
diferentes grados de prevalencia de brucelosis®, se evalué
la sensibilidad relativa de aiatro antigenos para la PT,

preparados a concentraciones celulares que fueron del 3%
al 9%, encontraron con todos ellos una sensibilidad
relativa del 100% con respecto a la FC, resultados que

difieren de los observados en este trabgjo donde la
concentracion celular tiene una relacion inversamente
proporcional con lasensibilidad relativa.

* Comunicacion personal del MVZ Jests Baez, Facultad de Medicina
Veterinariay Zootecnia, Universidad Auténomade Zacatecas

(Zacatecas, México).
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La idea de modificar la concentracion celular del
antigeno para aumentar la sensibilidad de la prueba parte
de dostrabajos, en uno de ellos al evaluar la PT en sueros
de ovinos con diversos antigenos, con concentraciones
celulares del 3% a 20%, a una proporcion suero-antigeno
de 3:1, se aumenta la sensibilidad de la prueba con
respecto a su uso normal de 1:1%. Esta modificacion fue
aplicada también al evaluar sueros de caprinos utilizando
un antigeno para la PT a una concentracion celular entre
4% a 5%, la sensibilidad fue del 90%, a la proporcion
normal de suero-antigeno 1:1, cuando la proporcién se
utilizdé de 3 partes de suero (75 ml) y una de antigeno (25
) la sensibilidad aumenté a 100% °.

Esta modificacion es similar al utilizar el antigeno a una
concentracion celular del 3%. Una sensibilidad del 100%
se obtuvo utilizando antigeno rosa de Bengala producido
por el Centro Naciona de Referencia para la Brucelosis
de Santa Fe, Granada, Espafia, a una concentracion
celular del 3% con pH de 3.65 en solucién amortiguadora
de lactatos, con lacepa S99 1°.

Al utilizar la PT para el diagnéstico de brucelosis en
bovinos y ovinos, el procedimiento de disminuir la
concentracion celular del antigeno rosa de Bengala del
8% al 5%, hace aumentar |a sensibilidad de la prueba **.
En bovinos, sin embargo, la PT con antigeno al 8%, ha
resultado ser una excelente prueba tamiz por su elevada
sensibilidad *°.

La NOM de la Campaiia contra la Brucelosis Animal,
sefiala en sus Ultimas versiones que se debe utilizar para
la PT en caprinos € antigeno preparado a una
concentracion celular del 3%, esto ultimo con base en los
resultados aportados por este trabajo de investigacion .
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