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Abstract

The goal of this study was to evaluate the rivanol test for the confirmation of the diagnosis of brucellosisin goats.
Sensitivity and specificity were also determined. The test was performed with a commercial antigen of Brucella
abortus. Dilutions used were 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 and 1:400. For the sensitivity determination, sera from 64
infected goats with a positive isolation of B.melitensis were used. Specificity was evaluated using 50 sera from
brucellosis free goats. Specificity in vaccinated goats was determined using sera from 22, 3 to 4 month old goats
vaccinated with Rev 1 (1” 10° cfu/ml), and 59 adult goats vaccinated with a reduced dose of Rev 1 (1~ 10° cfu/
ml). Sera were collected on days 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 after vaccination. In the infected group, 54
animals were positive. Titrers varied from 1:25 to 1:400; and sensitivity was 83%. There were no positive reactors
to the rivanol test in the Brucella free animals, resulting in 100% specificity. In the vaccinated group with the
standard dose, all animals reacted from days 7 to 90; 27% of the animals reacted on days 120 and 150, and 9% of
the animals from days 180 to 240 were positive. Sera from the goats vaccinated with the reduced dose reacted with
a100% on days 7 to 90; 35% on days 120 and 150, 21% on days 180, and 6% both on days 210 and 240. It is concluded
that the rivanol test does not offer advantages to be used as a confirmatory test for brucellosis in goats.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la prueba de rivanol para el diagndstico de brucelosis caprina,
determinando su sensibilidad y especificidad. La prueba se realizé con antigeno comercial de Brucella
abortus, utilizando las diluciones 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400. Para determinar la sensibilidad se utilizaron
64 sueros de caprinos con infeccion demostrada por aislamiento de B. melitensis, la especificidad se evalud
con 50 sueros de caprinos procedentes de hatos y de zonas libres de brucelosis. La especificidad en cabras
vacunadas se obtuvo usando sueros de 22 cabras jévenes de 3 a 4 meses de edad vacunadas con dosis clasica
(17 10° ufc/ml) de Rev 1 B. melitensis por via subcutanea y 59 cabras adultas vacunadas con dosis reducida
(17 10°ufc/ml) de Rev 1 por via subcutanea, a partir de los cuales se colectaron muestras serologicas los dias
7, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210 posvacunacién. Del grupo de animales infectados 54 sueros resultaron
positivos con titulos que variaron de 1:25 a 1:400, resultando la sensibilidad de 83%. El grupo de caprinos
procedentes de zonas libres de brucelosis no presentd ningun resultado positivo, por lo que la especificidad
fue del 100%. El grupo de cabras jovenes vacunadas con dosis clasica presenté de los 7 a los 90 dias 100% de
reactores; a los 120 y 150 dias, 27%; de los 180 a los 240 dias, 9%. Los sueros de cabras vacunadas con dosis
reducida reaccionaron 100% de los 7 a los 90 dias; a los 120 y 150 dias, 35%; a los 180 dias, 21%,; y a los 210
y 240 dias, 6% de positivos. Se concluye que la prueba de rivanol no ofrece ninguna ventaja para ser utilizada
en el diagndstico de la brucelosis caprina como prueba confirmatoria.
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Introduccion

La prueba de rivanol fue desarrollada en 1964 por
Andersony constituye junto con lafijacion del comple-
mento (FC), las pruebas confirmatorias oficiales para
el ganado bovino avaladas por la Norma Oficial Mexi-
cana (NOM) de la Campafna Nacional contra la
Brucelosis Animal.!

La prueba de rivanol se realiza a los sueros de
animales positivos a la prueba de tarjeta, con la finali-
dad de diferenciar una respuesta posvacunal de una
respuesta de tipo infeccioso.!

El rivanol es un colorante de acridina que tiene la
capacidad de sedimentar las proteinas del suero, entre
ellaslosanticuerposdetipo lgM que predominanenel
caso de unavacunacion o infeccion primaria, quedan-
do los de tipo IgG, que se encuentran en mayor canti-
dad s6lo en estimulaciones inmunogénicas posterio-
res. Para lograr una buena aglutinacion se utiliza una
solucion de rivanol al 1% junto con el suero del animal
a probar, en una proporcién de 1:1; esta reaccion
provocaralasedimentacionde IgMsy unsobrenadante
rico en IgGs, se emplea un antigeno de Brucella abortus
especialmente sensible para compensar el efecto de la
dilucion de los anticuerpos.?

Para la interpretacion de los resultados de la prueba
de rivanol en bovinos, se debe tomar en cuenta si hubo
vacunacion previa, ademas los animales no deben ser
muestreados hasta 10 meses después de lavacunacién.!

La prueba de rivanol es una util herramienta
diagndstica para la brucelosis en los bovinos; sin em-
bargo, su uso en caprinos no es recomendado por la
NOM de la Campafia Nacional contra la Brucelosis
Animal.! En estudios realizados por Mikolonetal.,2en
1998, se utilizaron 8 hembras y 2 machos caprinos,
inoculados con 108 unidades formadoras de colonias
(ufc) de B. melitensis biotipo 1, se encontré una sensi-
bilidad del 40% al 70%, dependiendo de la diluciény
de la semana de muestreo posinoculacion. La especi-
ficidad que se notifico fue del 99% al 100%.

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar la
utilizacién de la prueba de rivanol para el diagnostico
confirmatorio de brucelosis en caprinos, determinar su
sensibilidad usando sueros de cabras naturalmente in-
fectadas y con aislamiento de B. melitensis y la especifi-
cidad tanto en caprinos negativos como en vacunados,
utilizando diferentes protocolos, con B. melitensis Rev 1.

Material y métodos
Pruebas diagndsticas

La prueba de rivanol se realizé con antigeno comer-
cial de B. abortus* preparado a una concentracion celu-

* Productora Nacional de Biol6gicos Veterinarios (PRONABIVE)
** Productora Nacional de Biolégicos Veterinarios (PRONABIVE)
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lar de 4.5%, siguiendo la técnica descrita en la literatu-
ra,* utilizando las diluciones 1:25, 1:50. 1:100, 1:200 y
1:400. La prueba de tarjeta se realizé con antigeno de B.
abortus preparado a una concentracion celular del 3%°
y la prueba de FC se llevo a cabo como se menciona en
la literatura.*

Muestras seroldgicas

Para determinar la sensibilidad se utilizaron 64 sue-
ros de caprinos con infeccion demostrada por aisla-
miento de B. melitensis, la especificidad se evalud con
50 sueros de cabras procedentes de hatos y de zonas
libres de brucelosis, de las cuales no fue posible recupe-
rar B. melitensis a partir de muestras de leche de los
animales que se encontraron en lactancia. La especifici-
dad en cabras vacunadas se obtuvo usando los sueros
de 22 cabras jovenes de 3 a4 meses de edad, vacunadas
condosisclasica(l” 10°ufc/ml) de lavacunacomercial
Rev 1 B. melitensis** por via subcutanea y 59 cabras
adultas vacunadas con dosis reducida (1~ 10° ufc/ml)
de Rev 1 por via subcuténea, a partir de los cuales se
colectaron muestras serolégicas los dias 7, 15, 30, 60, 90,
120,150, 180, 210y 240 posvacunacion. Todos los sueros
se mantuvieron en congelacion a —20°C hasta el mo-
mento de realizar las pruebas.

Anadlisis estadfistico

Las ecuaciones para determinar la sensibilidad y la
especificidad son las descritas por Thursfield.®

La concordancia entre la prueba de rivanol y las
pruebas de tarjeta y FC para los resultados de los
sueros positivos y negativos fue medida con el indice
de Kappa.’

Resultados

Del grupo de 64 caprinos con aislamiento de B.
melitensis, 53 resultaron positivos a rivanol con titulos
que variaron de 1:25 a 1:400 (Cuadro 1), por lo que la
sensibilidad fue del 82.81% (Cuadro 2); la prueba de
tarjeta dio 59 sueros positivos, por lo que su sensibili-
dad fue del 92.18%; laFC present6 62 reactoresconuna
sensibilidad del 96.87%. De los 64 sueros de caprinos
con aislamiento de B. melitensis, fueron negativosa FC
s6lo 3.1% a diferencia del 15.6% de negativos arivanol
(Cuadro 3).

Los 59 sueros con aislamiento de B. melitensis que
resultaron positivos a tarjeta, al ser evaluados en las
pruebas confirmatorias, dieron los siguientes resulta-
dos: en rivanol 53 resultaron positivos y 6 negativos.
En FC todos fueron positivos.

Enelgrupode50suerosde caprinos procedentes de
zonas libres de brucelosis, las pruebas de rivanol,



Cuadrol
RESULTADOS DE 64 SUEROS DE CAPRINOS CON AISLAMIENTO DE Brucella melitensis, EVALUADQOS EN
LAS PRUEBAS DE RIVANOL Y TARJETA

Prueba de tarjeta

Prueba de rivanol Negativos a tarjeta Positivos a tarjeta Totales
Negativos a rivanol 5 6 11 (17.2%)
1:25 0 12 12 (18.8%)

1:50 0 9 9 (14%)

1:100 0 4 4 (6.2%)

1:200 0 3 3 (4.8%9

1:400 0 25 25 (39%)
Totales 5 (7.8%) 59 (92.2%) 64 (100%)

Cuadro?2
DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA DE RIVANOL, CON BASE EN LOS RESULTADOS DE 64
SUEROS DE CAPRINOS CON AISLAMIENTO DE Brucella melitensis Y DE 50 SUEROS DE CAPRINOS PROCEDENTES DE HATOS Y ZONAS
LIBRES DE BRUCELOSIS Y SIN AISLAMIENTO DE Brucella melitensis

Aislamiento bacteriolégico

Positivos Negativos Total
RIVANOL Positivos 53 (a) 0 (b) 53 (a+h)
Negativos 11 (c) 50 (d) 61 (c+d)
Totales 64 (a+c) 50 (b+d) 114 (a+b+c+d)

Sensibilidad =a/(a + ¢) = 53/(64) = 82.81%
Especificidad = d/(b + d) = 50/(50) = 100%

Cuadro3
RESULTADOS DE 64 SUEROS DE CAPRINOS CON AISLAMIENTO DE Brucella melitensis, EVALUADQOS EN LAS PRUEBAS DE RIVANOL Y
FIJACION DEL COMPLEMENTO

Prueba de rivanol Fijacion del complemento (FC)

Negativo a rivanol NegativoalaFC 1:4 18 1:16 1:32 1:64 1:128 Totales
3 4 3 1 0 0 0 11 (17.2%)
1:25 0 2 6 3 0 0 11 (17.2%)

1:50 0 1 2 2 3 1 0 9 (14%)

1:100 0 0 1 1 1 1 0 4 (6.3%)

1:200 0 1 1 1 0 0 0 3 (4.7%)
1:400 0 0 0 1 9 10 6 26 (40.6%)

Totales 3 (4.7%) 6 (9.4%) 9 (14%) 12 (18.8%) 16 (25%) 12(18.8%)  6(9.3%) 64 (100%)

tarjetay FC no presentaron ningun resultado positivo, siderando positivos los sueros reactores a cualquier
por lo que la especificidad para todas las pruebas fue dilucion, los siguientes resultados: de 7 a 90 dias
del 100% (Cuadro 2). posvacunacion se presentaron 100% de reactores; a

El grupo de cabras jovenes vacunadas con la los 120 y 150 dias, 27% de positivos; de 180 a 240
dosis clasica, presenté en la prueba de rivanol, con- dias, 9% de positivos.
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Cuadro4
CONCORDANCIAENTRE LAS PRUEBAS DE RIVANOL Y
TARJETA UTILIZANDO SUEROS DE 64 CABRAS CON
AISLAMIENTO DE Brucella melitensis Y DE 50 SUEROS DE
CAPRINOS PROCEDENTES DE HATOS Y ZONAS LIBRES DE
BRUCELOSIS Y SIN AISLAMIENTO DE Brucella melitensis

Prueba de tarjeta
Positivos  Negativos  Total

RIVANOL Positivos 53 0 53
Negativos 6 55 61
Totales 59 55 114

Ji-cuadrada de Mc Nemar (1) = 1.67 P> 0.1
Concordancia observada = 53 + 55 / 114 = 0.947
Concordancia esperada = 59 (53) + 55 (61) / 1142 = 0.4987

C. observada - C. esperada 0.947-0.4987
Kappa= = = 0.89
1- C.esperada 1-0.4987

Cuadro5
CONCORDANCIAENTRE LAS PRUEBAS DERIVANOL Y
FIJACION DEL COMPLEMENTO UTILIZANDO SUEROS DE 64
CABRAS CON AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO DE Brucella
Melitensis Y DE 50 SUEROS DE CAPRINOS PROCEDENTES DE
HATOS Y ZONAS LIBRES DE BRUCELOSIS Y SIN AISLAMIENTO
DE Brucella Melitensis

Fijacion del complemento
Positivos  Negativos  Total

RIVANOL Positivos 53 0 53
Negativos 11 50 61
Totales 64 50 114

Ji-cuadrada de Mc Nemar (1) = 1.67 P> 0.1
Concordancia observada = 53 + 50 / 114 = 0.903
Concordancia esperada = 64 (53) + 50 (61) / 114?=0.495

C. observada - C. esperada 0.903-0.495
Kappa= = = 0.80
1- C.esperada 1-0.495

En el grupo de cabras adultas vacunadas con dosis
reducida el rivanol presentd a los diferentes dias
posvacunacion los siguientes resultados: de 7 a 90 dias,
100% de reactores; de 120 y 150 dias, 35% de positivos;
alos 180 dias, 21%;y a 210y 240 dias, 6% de positivos.

La concordancia obtenida entre el rivanol con la
prueba de tarjeta fue de 0.89 (Cuadro 4) y la concor-
danciaentre los resultados de rivanol con laFC fue de
0.80 (Cuadro 5).
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Discusion

El rivanol es una prueba diagnostica confirmatoria
utilizada en bovinos, en los que la sensibilidad y la
especificidad son de 83% y 93%, respectivamente; sin
embargo, en caso de una revacunacién tnica o multi-
ple la prueba da gran cantidad de resultados falsos
positivos.10

La NOM de la Campafia Nacional contra la
Brucelosis Animal, indica que las pruebas serodiag-
nosticas recomendadas para caprinos son la prueba
de tarjeta como tamiz y la FC como prueba
confirmatoria,* no se utiliza la prueba de rivanol en
caprinos, debido a que los estudios que se tienen al
respecto son en un numero limitado de animales® y
no ha sido evaluada su eficacia en animales vacuna-
dos. En el caso de cabras vacunadas con Rev 1 a
cualquier dosis, la NOM de la Camparfia Nacional
establece que no deben realizarse las pruebas
serodiagnosticas de tarjeta y FC, hasta después de
ocho meses posvacunacion, esto es debido aque estas
pruebas no son capaces de discernir entre anticuerpos
debidos a la vacunacion y de infeccion.*

Existe unvacioenel diagndstico, yaque noexisteen
la NOM una prueba seroldgica que pueda diferenciar
tempranamente entre caprinos vacunados e infecta-
dos, en bovinos el rivanol cumple esa funcién, ya que
esta prueba es capaz de diferenciar bovinos vacuna-
dosdeinfectadosapartirde los 150 dias posvacunacion
con dosis clasica de cepa 19.°

Sin embargo, existen pruebas como son lainmuno-
difusionradial (IDR) con hapteno nativo que en diver-
sos trabajos ha demostrado su utilidad para diferen-
ciar entre animales vacunados recientemente de ani-
males infectados en bovinos, caprinos y ovinos.5 -4
Otra pruebaque sirve paraeste fines el ELISA compe-
titivo que ha demostrado su eficacia en bovinos y
caprinos.t> 1

Ellipopolisacarido por su localizacién externaen la
célula son los primeros antigenos contra los que apa-
recen inmunoglobulinas de tipo M y G, tanto en la
infeccién como en lavacunacion,'” larespuesta humo-
ral contra la brucelosis en cabras ha sido evaluada
recientemente y se observo que los animales infecta-
dos con cepas de campo de B. melitensis o vacunadas
conRev 1presentanengeneral unaligerarespuestade
IgM que alcanza su méaxima concentracion entre los
dias 20 a 30 y una mayor respuesta de IgG con concen-
traciones maximas entre los 30 a 60 dias después de la
infeccién o de la vacunacion, siendo el isotipo 1gG2 el
dominante.®® En bovinos la respuesta de inmuno-
globulinas tiene una cinética clésica en las primeras
etapas de la infeccidn, después de la primera semana
aparecen anticuerpos de clase IgM, que alcanzan su
nivel mas alto a las cuatro semanas, progresivamente



empiezaaelevarse el titulo de IgG. Los niveles de IgM
pueden permanecer altos por mucho tiempo.*

Lasensibilidad de la prueba de tarjeta con antigeno
de B. abortus a una concentracion celular del 3% fue
del 92%, resultando un poco menor este valor que los
notificados por otros autores;> sin embargo, al pre-
sentar una elevada sensibilidad cumple una de las
premisas para ser una buena prueba tamiz, donde los
sueros negativos se dan como tales sin necesidad de
pruebas confirmatorias.®

El hecho que de los 64 sueros con aislamiento, 59
resultasen positivos a tarjeta, y éstos al ser evaluados
en las pruebas confirmatorias, diesen en rivanol s6lo
53 positivos y que en la FC 62 sueros fueron positivos,
indica que lapruebaderivanol no detect6 al 14.51% de
animales, lo cual no es aceptable para una prueba
confirmatoria ya que en un programa de control o
erradicacion de la enfermedad estos animales negati-
vos permanecerian en el rebafio impidiendo el avance
del programa, lo que hace estos resultados cuestio-
nables para su uso como prueba confirmatoria en
caprinos. Los valores de sensibilidad del rivanol en
sueros de caprinos con aislamiento de B. melitensis
son menores que los encontrados para otras pruebas
diagnésticas como FC, tarjeta, inmunodifusion radial
con hapteno nativo, ELISA y contrainmunoelectro-
foresis.®

Los anticuerpos encontrados por la prueba de
rivanol persisten en 100% de las cabras vacunadas con
Rev 1 a dosis clasica y reducida hasta los 3 meses
posvacunacién, disminuyendo hasta presentar un bajo
porcentaje de reactores a los 6 meses; alos 8 meses que
son los que marcala NOM para realizar el diagnéstico
el porcentaje de positivos resulto entre 6 y 9; por lo
tanto, el rivanol cumple conloindicado porlaNOMde
gue puede realizarse el diagnostico 8 meses después
de vacunados con Rev 1, pero la funcién de la prueba
no se cumple yaque noes Gtil paradiferenciar tempra-
namente caprinos vacunados, y en caso de dejar pasar
los ocho meses posvacunacion es mejor usar pruebas
con mayor sensibilidad comotarjetao FC, yaque como
se demostré en este estudio estas pruebas mostraron
9.4% y 14.1% de positivos, que a la prueba de rivanol
son falsos negativos.

La prueba de rivanol presenta una buena concor-
danciaen los resultados de los sueros de cabras infec-
tadas y negativas con tarjeta y FC; sin embargo, como
se menciona anteriormente, esta similitud sélo podria
aprovecharse al probar animales sin vacunar u ocho
meses después de vacunados con Rev 1, lo que haria
que se utilizara la prueba de tarjeta por ser mas econo-
mica y sencilla que el rivanol.

No existen estudios previos sobre la sensibilidad y
especificidad de la prueba de rivanol en caprinos
vacunados con REV 1, s6lo existen escasos trabajos

gue evallan otras pruebas serodiagndsticas en esta

especie 0 en animales experimentalmente infecta-
dos_3,5,13,16,20-22

Estos resultados demuestran que el rivanol es una
prueba confirmatoria que funcionaria como tal en los
caprinos a los ocho meses posvacunacion; sin embar-
go, al no cumplir la funcién primordial de esta prueba
gue es diferenciar sueros de caprinos recientemente
vacunados, no funciona como prueba diferencial para
caprinos por lo que se concluye que la prueba de
rivanol no es adecuada para ser utilizada en el diag-
nostico de la brucelosis caprina.
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