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RESUMEN

Introduccion: La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa producida por bacterias del
género Brucella, que afecta a varias especies de animales. Es una de las principales zoonosis, con
mayor distribucion mundial. EI desarrollo de diagnosticadores inmunocromatograficos rapidos de
flujo lateral permite dar una respuesta mas precisa a la iniciativa de “Una sola salud” y reducir las
pérdidas econdmicas que ocasiona.

Objetivo: Evaluar 2 pruebas rapidas de flujo lateral de principios similares para la deteccion de
anticuerpos contra Brucella spp.

Métodos: Se evalud el desempefio de 2 pruebas rapidas con igual principio, la de un conjugado

de proteina A-oro coloidal y la de un conjugado de proteina G-oro coloidal, con 105 muestras de
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sangre y suero de trabajadores veterinarios y de un panel de referencia. Estas muestras se tomaron
en condiciones dptimas y se les calculo sensibilidad, especificidad, la eficiencia, indice kappa, los
valores predictivos positivos y negativos frente al ensayo de rosa de Bengala.

Resultados: Se obtuvieron valores de sensibilidad, especificidad y eficiencia superiores al 90 %,
y una concordancia muy buena; sin embargo, los parametros de desempefio fueron superiores con
el empleo de conjugado de proteina G-oro coloidal.

Conclusiones: Las pruebas rapidas de un conjugado de proteina A-oro coloidal y de un conjugado
de proteina G-oro coloidal, son herramientas Gtiles para el diagnostico de la infeccion por Brucella
spp.

Palabras clave: Brucella spp; brucelosis; diagnostico; pruebas rapidas.

ABSTRACT

Introduction: Brucellosis is an infectious disease caused by bacteria of the Brucella genus,
affecting several animal species. It is one of the major zoonoses, with the greatest distribution
worldwide. The development of rapid lateral flow immunochromatographic diagnostics allows for
a more accurate response to the "One Health™ initiative and reduces the resulting economic losses.
Objective: To evaluate two rapid lateral flow tests with similar principles for the detection of
antibodies against Brucella spp.

Methods: The performance of two rapid tests with the same principle, one using a protein A-
colloidal gold conjugate and one using a protein G-colloidal gold conjugate, was evaluated using
105 blood and serum samples from veterinary workers and a reference panel. These samples were
collected under optimal conditions, and their sensitivity, specificity, efficiency, kappa index, and
positive and negative predictive values compared to the rose Bengal assay were calculated.
Results: Sensitivity, specificity, and efficiency values exceeding 90% were obtained, along with
very good concordance; however, performance parameters were superior with the use of a protein
A-colloidal gold conjugate.

Conclusions: Rapid tests using a protein A-colloidal gold conjugate and a protein G-colloidal gold

conjugate are useful tools for diagnosing Brucella spp. infection.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa producida por bacterias del género Brucella,
que afecta a una variedad de especies de animales. Es una de las mayores zoonosis en el mundo,
ya que provoca graves pérdidas econdmicas en la produccién animal y el tiempo que se emplea en
el tratamiento del personal humano infectado.®?

La infeccidn por brucelosis en el humano provoca gastos en medicamentos, disminucion en el
rendimiento fisico e intelectual, e incluso puede conllevar a la muerte.®%

El pesquisaje seroldgico tiene gran relevancia en el diagndstico y control de esta enfermedad,
debido a lo engorroso que resulta el aislamiento y el cultivo de las bacterias de este género.® El
diagnostico en humanos, segun el criterio de la Organizacion Panamericana de la
Salud/Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS)® se realiza a través del aislamiento de la
bacteria a partir de muestras clinicas, y de ser probable, el empleo de métodos moleculares.®

En los dltimos afios se han disefiado y evaluado, para el pesquisaje y vigilancia de la infeccion por
Brucella, pruebas rapidas inmunocromatograficas de flujo lateral, que utilizan nanoparticulas de
oro coloidal como reactivo detector de color.(”) Estas contribuyen a la sensibilidad y especificidad
del ensayo, similar a los sistemas por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Tienen la
ventaja de no requerir conocimientos técnicos especificos, equipamiento especializado,
electricidad, ni refrigeracion; asi como la facilidad de realizar e interpretar, lo cual los hace ideales
para su aplicacion en paises de escasos recursos y en poblaciones animales ubicadas en zonas de

dificil acceso.®
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El empleo de este diagnosticador en Cuba permitird responder a la iniciativa “Una sola salud”,
promovida por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la OMS, la cual presupone
una labor de colaboracion interdisciplinaria destinada a reducir los riesgos para la salud humana
causados por microorganismos presentes en especies animales, capaces de transmitirse al hombre,
causarle enfermedades y afectar la economia. Ademas, posibilita contar con una herramienta para
el diagndstico rapido y preciso de Brucella spp.

El objetivo de este trabajo es evaluar el desempefio de 2 pruebas rapidas de flujo lateral de

principios similares, para detectar anticuerpos contra Brucella spp en humanos.

METODOS
Disefno

Se evaluo el desempefio con 2 pruebas rapidas con igual principio:

e Fase mdvil macroporosa con un conjugado de proteina A-oro coloidal; una fase fija que
contiene una linea de antigeno de Brucella spp y una linea control, con inmunoglobulina G
(IgG) de carnero y de Poli L-Lisina, asi como almohadillas absorbentes para la muestra y el
conjugado.

e Fase mdvil macro porosa con un conjugado de proteina G-oro coloidal; una fase fija que
contiene una linea de antigeno de Brucella spp y una linea control con inmunoglobulina G
(IgG) de carnero y de Poli L-Lisina asi como almohadillas absorbentes para la muestra y el

conjugado.

Sujetos y muestras
El estudio se realiz6 con muestras de sangre y suero en condiciones de laboratorio y de campo. En
el estudio se incluyeron 105 muestras de individuos humanos que cumplieron con los siguientes

requisitos:
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e Muestras de suero (n=26): 6 positivos y 20 negativos pertenecientes a un panel de referencia

del Laboratorio de Control de Calidad del Centro de Investigaciones Cientificas de la Defensa
Civil (CICDC).

e Trabajadores del sector veterinario en las provincias de Artemisa y Mayabeque: n=79.

Procedimientos
Las muestras de sangre se extrajeron mediante la canulacion de una vena periférica, se introdujo
una canula plastica en una vena periférica sobre una aguja. El suero se extrajo mediante la
incubacion de la sangre por 2 horas a 37 °C, 1 hora a 4 °C y centrifugacion por 10 min.©®
La ejecucion de ambas pruebas se realiz6 mediante la adicion 20 pL de suero o 1 gota de sangre
total o suero, y 4 gotas de tampon de corrida. La lectura se realizé entre 15 y 20 minutos despues
de aplicada la muestra. Se considerd positiva cuando aparecieron 2 lineas, una correspondiente a
la reactividad con el antigeno de Brucella abortus, cepa 99, y otra con la linea control. Fue negativa
cuando solo aparecio la sefial de la linea control.
Las muestras se analizaron con el empleo del ensayo de Rosa de Bengala (RB).

Procesamiento
Con los resultados de los ensayos se conformé una tabla de contingencia de 2x2, segun Vizcaino-
Salazar GJ.19 Se determin la sensibilidad, especificidad; se calcul6 el indice kappa, la eficiencia,
los valores predictivos positivos y negativos, frente al ensayo RB.11121%

Aspectos bioéticos

Este estudio se realizo bajo los siguientes procedimientos: se obtuvo consentimiento informado por
escrito de los participantes, se explico los riesgos de la extraccion sanguinea y se informé del uso
anonimo de los datos. Las muestras del panel de referencia del CICDC se emplearon bajo
protocolos previamente aprobados por el Comité de Etica. Los resultados positivos se comunicaron
a los trabajadores veterinarios, con recomendaciones de confirmacién mediante pruebas estandar;

se aseguro el acceso al tratamiento.
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RESULTADOS

De las 26 muestras resultaron positivas por la tira rapida conjugada con proteina A-oro coloidal,

solo 7; se identificé una muestra como falso negativo, que también fue positiva por RB. Con el
empleo del conjugado de proteina G-oro coloidal se detectaron las 8 muestras como positivas; no
se observaron falsos negativos. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 - Resultados de la sensibilidad, especificidad, kappa, Valor predictivo positivo (VPP), valor
predictivo negativo (VPN) y la eficiencia de cada especie estudiada con la tira rapida con proteina G-oro

coloidal y proteina A-oro coloidal frente al ensayo de RB

Tira Rapida con Proteina G-oro
Sensibilidad | Especificidad | kappa(k) | VPP VPN | Eficiencia
100 % 100 % 1 100% | 100 % 100 %
Tira Rapida con Proteina A-oro
Sensibilidad | Especificidad | kappa(k) | VPP VPN | Eficiencia
87,5 % 100 % 0,91 875% | 94,7 % 96,2 %

VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo.

Humano

En condiciones del campo con el conjugado de proteina A-oro coloidal de las 76 muestras
analizadas resultaron 28 reactivas, con 3 muestras falsas negativas y 1 como falso positivo.
Mientras que con el empleo del conjugado de proteina G-oro coloidal el sistema identifico 29
muestras reactivas, 2 falsas negativas y ningun falso positivo.

Los valores obtenidos de especificidad en este estudio con el empleo de muestras humanas fueron
de 97,78 % para el conjugado de proteina a-oro coloidal y un 100 % para el empleo del conjugado

de proteina G-oro coloidal se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2 - Resultados de la sensibilidad, especificidad, kappa, valor predictivo positivo, valor predictivo

negativo y la eficiencia de cada especie estudiada con la tira rpida con proteina G-oro coloidal y proteina
A-oro coloidal frente al ensayo de RB

Tira Répida con Proteina G-oro
Sensibilidad | Especificidad | kappa(k) | VPP VPN | Eficiencia
93,55 % 100 % 0,89 935% | 95,7 % 97,4 %

Humano

Tira Rapida con Proteina A-oro
Sensibilidad | Especificidad | kappa(k) VPP VPN | Eficiencia
90,32 % 97,78 % 0,89 90,3% | 936% | 947%

VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo.

DISCUSION

La sensibilidad fue del 87,5 %); la posible causa de este resultado es que la técnica de RB empleada
en este estudio se utiliza para el diagndstico veterinario y no en humanos. Por esta razén, el por
ciento de sensibilidad es bajo, mientras que con la proteina G-oro coloidal, los resultados
demuestran que ambos conjugados fueron especificos y mostraron buena concordancia con
respecto al ensayo empleado, los cuales son superiores los que se aprecian en la tabla 1. Autores
como Genc O vy otros,*? al evaluar un sistema rapido con muestras de humanos, obtienen un
90,5 % de sensibilidad con respecto al ensayo de RB. Sin embargo, en el presente estudio se obtuvo
que el empleo de los conjugados de proteina G-oro coloidal en los sistemas inmunocromatogréaficas
de flujo lateral, son mas sensibles y especificos, que los que emplean los conjugados de proteina
A-oro coloidal, debido a la capacidad que tiene la proteina G de unirse de forma especifica y con
elevada afinidad al fragmento Fc de las 1gG.*31415)

Diaz DF y otros*® evaluaron una tira rapida de flujo lateral, utilizando un conjugado de proteina
A-oro coloidal, con un panel de 26 muestras humanas. Obtuvieron 95 % de especificidad y 100 %
de sensibilidad.

Los resultados del presente estudio son superiores a los de Echeverria E y otros.* También Smits
HL y otros*® informan alta especificidad (99 %), con el uso de un conjugado de policlonal humano

especie-especifico-oro coloidal, en un sistema de flujo lateral, para detectar anticuerpos IgM e 1gG
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contra Brucella spp. Sin embargo, Rodriguez GO y otros® refieren que al evaluar un sistema de
ELISA DAVIH-BRU-1 para el diagnostico serologico de la brucelosis humana, obtienen un 99,7 %
de especificidad; inferior a la obtenida con el conjugado de proteina G-oro coloidal, que fue de un
100 %.

Aunque la eficiencia obtenida para ambos sistemas es elevada, la eficiencia 6ptima solo se logra
cuando el ensayo no detecta ninglin suero como falso positivo o falso negativo.”

Algunos autores®% plantean que los valores de especificidad de los sistemas de tiras rapidas
inmunocromatograficos de flujo lateral, son herramientas valiosas, ya que minimizan los resultados
falsos positivos en condiciones de campo.

En la practica habitual de los laboratorios de diagnostico serolégico de brucelosis se utilizan los
sistemas de pesquisa de anticuerpos, mediante la implementacion de métodos rapidos, sencillos y
sensibles, tales como los sistemas de aglutinacion. Estos dispositivos tienen mayor aceptacion, por
mostrar mejores resultados durante la fase aguda de la enfermedad, ya que detectan la IgM en fase
temprana y resultan mas econémicos. Sin embargo, la deteccion de IgA e 1gG no es posible, debido
al bajo poder aglutinante o no aglutinante de estas moléculas, lo que constituye la limitante
fundamental de su uso, al no reconocer el estado de cronicidad, las recidivas, ni las reinfecciones
por Brucella spp.©?%2)

En humanos, la produccion de anticuerpos incompletos, de forma no constante y durante cualquier
fase clinica de la enfermedad (aguda, subaguda y croénica), implica la necesidad de contar con
sistemas de laboratorio que posibiliten su hallazgo de forma rapida y precisa.?? Por eso, ademas
del ELISA IgM y el ELISA IgG, disponer de una tira rdpida inmunocromatografica de flujo lateral,
representa una conformidad para el diagndstico y seguimiento de los pacientes.®®

Los indicadores de desempefio alcanzados en esta investigacion, para cada especie y el humano,
son aceptables y coinciden con la mayoria de los trabajos publicados, que refieren niveles entre el
74 y 100 % de sensibilidad y entre el 59 % y 98 % de especificidad.??

En algunas normas internacionales,®® el término “sensibilidad analitica” se relaciona como la

pendiente de la curva de calibracion, que se obtiene al relacionar la media de las concentraciones
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registradas, con las concentraciones reales (conocidas). Mientras mas pendiente sea la curva, mas
sensible es el ensayo a cambios ligeros en la cantidad del analito.

La sensibilidad diagnostica corresponde con la proporcion de muestras positivas identificadas
correctamente por la prueba; mientras que la especificidad diagndstica representa la proporcion de
muestras negativas identificadas por el ensayo. Estos valores son imprescindibles para calcular
otros parametros, que a su vez permitan realizar inferencias a partir de los resultados. En
condiciones ideales ambos valores se obtienen a partir de muestras de referencia.

Aunque en la actualidad no se conoce el comportamiento global de la brucelosis humana y animal
en Cuba, existen notificaciones del Sistema de informacion y vigilancia epizootioldgica, en el
Instituto de Medicina Veterinaria, que establecen el grado de afectacion por brucelosis en entidades
ganaderas, fundamentalmente en bovinos.®?®

Se sefiala que la limitacion principal es la potencial inequidad en la generalizacion de los hallazgos,
dado que la poblacion estudiada fue especifica (trabajadores de riesgo); ademas, la posibilidad de
falsos negativos con estas pruebas rapidas, plantea un dilema ético en zonas endémicas, en las
cuales un error diagndstico podria agravar la salud de los pacientes.

Las pruebas rapidas de un conjugado de proteina A-oro coloidal y de un conjugado de proteina G-
oro coloidal, son herramientas Utiles para el diagndstico de la infeccion por Brucella spp.
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