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Resumen

La brucelosis es una enfermedad zoondtica que puede impactar fuertemente en
el ambito econdmico, ademas de representar un problema de salud publica. En
México, el diagndstico oficial obligatorio se realiza por serologia, mediante las
pruebas de tarjeta rosa de bengala, rivanol y fijacion de complemento,
considerandose el aislamiento y caracterizacion de Brucella spp como la “prueba
de oro”. En este estudio se compard el resultado de las técnicas seroldgicas de
tarjeta (RB) y rivanol (RIV) con la prueba de ELISA (Enzime Linked
Immunoabsorbent Assay) cualitativo y cuantitativo para el diagnostico de la
brucelosis. Se utilizaron sueros sanguineos de 50 hembras de bovinos adultos
procedentes del rastro municipal de las cuales 25 mostraron resultados
negativos a la prueba RB y 25 con resultados positivos a las pruebas RB y RIV
con diferentes titulaciones. Se determind la sensibilidad y la especificidad
relativa de las pruebas con respecto a ELISA-I. La concordancia se determino
mediante el andlisis kappa. RB mostré una sensibilidad de 96% y una
especificidad del 100%. RIV tuvo una sensibilidad del 88%. La concondancia
(kappa) entre RB y ELISA-I fue de 0.96, entre RIV y ELISA-I de 0.88; sin
embargo a la prueba de X? hay una significancia P < 0.07 al comparar la
sensibilidad de RIV, sugiriendo que las muestras con titulos bajos a RIV
pudieran representar anticuerpos vacunales que ELISA-I considera muestras
negativas. ELISA-I es una prueba complementaria para animales positivos que
puede mejorar la sensibilidad en el diagndstico de Brucella abortus.
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Abstract

Brucellosis is a zoonotic disease that can have a strong impact on the economy
and it represents a public health problem. In Mexico, the official diagnosis is
made mandatory by serology, using the card test, rivanol and complement
fixation, considering the isolation and characterization of Brucella spp as the
"gold standard". In this study serological techniques card test (CT) and rivanol
(RIV) viceverse ELISA (Enzyme Linked immunoabsorbent Assay) were
compared, for the qualitative and quantitative diagnosis of brucellosis. It were
used sera from 50 female adult cattle from the municipal slaughterhouse of
which 25 showed negative test to CT and 25 showed positive test results to CT
and RIV with different titers. It was determined too the relative sensitivity and
specificity of the CT and RIV test with respect to ELISA test. Matching it was
determined using kappa analysis. CT showed a sensitivity of 96% and a
specificity of 100%. RIV it had a sensitivity of 88%. Matching of kappa test
between CT and ELISA it was 0.96; between RIV and ELISA of 0.88, but the
significance of X° test it was P < 0.07 when comparing sensitivity of RIV,
suggesting that samples with low titers of RIV could represents vaccine
antibodies, which ELISA it considers as a negative samples. ELISA is a
complementary test for positive animals that can improve the sensitivity in the
diagnosis of Brucella abortus.

Key words: Cattle | Brucellosis | ELISA | blood.

INTRODUCCION

La Brucelosis es una antropozoonosis de origen animal que por sus
caracteristicas epidemioldgicas y evolutivas, genera un importante impacto
social y econdmico; ocasiona enormes pérdidas a la industria pecuaria y
representa un verdadero riesgo ocupacional para las personas que trabajan con
derivados pecuarios o que consumen productos crudos provenientes de
animales infectados. La patologia en animales y humanos es de distribucién
cosmopolita y continda causando morbilidad en todo el mundo. Si bien se
desconoce su incidencia real, se sabe que puede ser hasta 26 veces mayor que
la reportada oficialmente (Mandell et al., 1995; Sauret y Vilissova, 2002;
Sbriglio et al., 2007).

Es una enfermedad infecto-contagiosa, que puede ser aguda o crénica, causada

por bacterias del género Brucella. Con frecuencia, cada especie del género esta

asociada con determinados huéspedes: B. abortus tiene como huéspedes

preferenciales el ganado bovino, vison y bufalo. B.melitensis es la especie mas

importante en ovejas y cabras, pero B. ovis también puede causar infertilidad
2
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en los carneros. B. canis causa enfermedad casi exclusivamente en perros, B.
neotomae se encuentra en roedores, B. suis se presenta en cerdos. Aunque la
mayoria de las especies pueden infectar a animales distintos de sus huéspedes
(Acha y Szyfres, 2003; Ergonul et al., 2004; Renteria et al., 2005).

La Brucelosis bovina, producida por Brucella abortus es una enfermedad que
causa grandes pérdidas econdmicas, expresadas en la disminucion de la
productividad en el rebafio bovino, se resumen en una menor produccion de
terneros por abortos, infertilidad en vaquillas, aumento del lapso interparto,
menor produccidn de leche, alta tasa de reemplazos y pérdidas de peso en
canales de carne (Nicoletti, 1994; Rodriguez et al., 2001). Debido a la
relevancia de esta enfermedad por afectar tanto la salud animal como la salud
publica, se realizan grandes esfuerzos a nivel mundial para lograr su control y
prevencién, siendo una enfermedad de comunicacion obligatoria (OIE, 2004;
Herrera-Lopez et al., 2007)

El diagndstico definitivo y confirmativo se basa en pruebas de laboratorio;
considerando como el método mas confiable el aislamiento e identificacién del
microorganismo mediante hemocultivo, este procedimiento es lento (hasta siete
semanas), tedioso y poco exitoso, por su contagiosidad; de gran riesgo para la
salud de los profesionales encargados del estudio. Por estas razones el examen
bacterioldgico no siempre es practicable (MacMillan, 1990; Sbriglio et al., 2007).

Actualmente, el esquema de diagndstico de la brucelosis en México, se basa en
pruebas seroldgicas que determinan la presencia de anticuerpos mediante
pruebas de aglutinaciéon (Norma Oficial Mexicana 2003). Las mas utilizadas en
suero sanguineo son: Prueba de tarjeta o Rosa de Bengala (RB), que detecta
anticuerpos IgG1 e IgM contra cepas lisas de Brucella; puede ser realizada como
prueba tamiz en bovinos, caprinos y porcinos ademas de ser un procedimiento
cualitativo y rapido. Prueba de precipitacién con rivanol (RIV), detecta
anticuerpos especificos IgM y otras macroglobulinas contra cepas lisas de
Brucella, su realizacion se sugiere para efectos de campafia, en sueros de
bovinos que previamente resultaron positivos a la prueba de tarjeta; por lo que
se considera una prueba complementaria cuantitativa (Nicoletti, 1994; Norma
Oficial Mexicana 2003; Bouza et al., 2005).

Prueba de fijacion de complemento (FC), determina titulos de anticuerpos
fijadores del complemento contra cepas lisas de Brucella spp. Esta prueba sirve
como prueba confirmatoria en sueros de bovinos, caprinos, ovinos u otras
especies, es la técnica de referencia internacional. La OIE sugiere su uso asi
como ELISA (Enzime Linked Immunoabsorbent Assay) por considerarlas
pruebas sensibles y especificas (Norma Oficial Mexicana 2003; OIE, 2004;
Bouza et al., 2005).
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Las multiples comparaciones de técnicas inmunoenzimaticas realizadas
(MacMillan et al., 1990; Wright et al., 1990 y 1993; Marifio et al., 1990, y Gall
et al., 1998) con respecto a las convencionales han demostrado en su mayoria,
gue su aplicacion agilizaria programas de control y erradicacién de la infeccion y
garantizaria el comercio internacional, sugiriendo la utilizaciéon del ELISA
indirecto como prueba tamiz de elevada sensibilidad con respecto a RB y del
ELISA competitivo con respecto a la FC como prueba confirmatoria y diferencial
del estatus de infeccién o vacunacién de los animales reactores positivos en la
prueba indirecta (Nielsen, 1998; OIE, 2004).

Dada la importancia del diagndstico confiable de esta enfermedad y la reciente
aparicién de nuevas pruebas diagndsticas aun no validadas en nuestro pais, el
presente trabajo tiene como objetivo determinar la eficiencia de una prueba de
ELISA indirecto en el diagndstico de la brucelosis bovina, a partir de muestras
de suero, comparandola con los resultados de las pruebas de tarjeta rosa de
bengala y rivanol.

Material y Métodos

Fueron utilizados 50 sueros sanguineos de hembras de bovinos adultos
procedentes del rastro municipal, de las cuales 25 resultaron negativas a la
prueba de tarjeta rosa de bengala (RB) (Alton et al., 1975) y (Morgan et al.,
1987) y 25 resultaron positivas a las pruebas de RB y rivanol (RIV) (Morilla y
Bautista 1986) con diferentes titulaciones (de 1:25 a 1:400), posteriormente
todas las muestras se sometieron a la prueba de ELISA indirecto (ELISA-I).

En el muestreo se extrajo sangre sin anticoagulante para la obtencién de suero.
Para su extraccion se utilizo un sistema comercial de tubos con vacio y agujas
descartables que aseguraron la esterilidad de las muestras tomadas que fueron
mantenidas a una temperatura aproximada de 20°C y tras la formacién del
coagulo, se procedido a la extraccién de los sueros por centrifugacién de la
sangre a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos, después
fueron trasvasados a tubos eppendorf y congelados a -20°C hasta el momento
de su procesamiento.

Para la prueba de ELISA-I se realizd lo descrito por el fabricante del kit DRGR
(Brucella IgG Ab ELISA bovine EIA-2497), que utiliza microplacas previamente
sensibilizadas con el antigeno inactivado. Se depositaron 100ul de cada suero
diluido 1:100 en cada uno de los pocillos de la microplaca por duplicado, asi
como también controles negativo y positivo, el control positivo se utilizo a
diferentes concentraciones: 1:30, 1:60, 1:120, 1:240, 1:480 y 1:960.
Posteriormente las muestras fueron incubadas por 60 minutos a 37°C. Luego de
la fase de lavado, se depositaron 100ul del conjugado monoclonal Anti-IgG
peroxidasa bovino diluido 1:100 en cada uno de los pocillos se incubo por 1
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hora a 37°C. Posteriormente del segundo lavado, se agregaron 100pl del
cromégeno y a los 15 minutos 50ul de la solucién de paro, todos los reactivos
fueron proporcionados por el kit. Los resultados fueron leidos en un lector de
microplacas (Biorad modelo 680) a 450nm (nandmetros). Las densidades
opticas (DO) de las muestras problemas por duplicado fueron promediadas y
corregidas por sustraccion de la DO del blanco. Los resultados de las DO de las
muestras problema, fueron utilizados de dos formas: Cualitativamente;
considerando una muestra negativa si su DO es inferior 2X a la DO del control
negativo, una muestra entre 2X y 3X de la DO del control negativo se considero
como positivo débil y una muestra superior a 3X de la DO del control negativo
se considero como positiva. Cuantitativamente, transformando las unidades
ELISA en unidades de aglutinacion (IU). El valor de las muestras se calculd
comparando su DO con los valores de las DO del control positivo a diferentes
concentraciones, considerandose los valores inferiores a 12.5 IU como negativos
y los valores arriba de 32 IU como positivos. Valores entre 12.5 y 32 IU se
consideran como dudosos.

Tabla 1. NIVELES USADOS PARA LA INTERPRETACION DE PRUEBAS
SEROLOGICAS EMPLEADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE BRUCELLA ABORTUS
Pruebas Negativo Positivo débil Positivos
RB No reaccién Reaccidn Reaccién
RIV No reaccién Dilucion < 1:25 | Dilucién > 1:50
(no vacunados) | (vacunados)
ELISA-I < 2X de la DO |Entre 2X y 3X|> 3X de la DO
Cualitativo control negativo |de la DO del | del control
control negativo | negativo
ELISA-I Menor de 12.5 Mayor a 32 IU
Cuantitativo IU

DO= Densidad 6ptica

Ul = Unidades Internacionales

RB= Tarjeta rosa de bengala

RIV= prueba de Rivanol

ELISA-I =Enzime Linked Immunoabsorbent Assay Indirect

La ecuacidn con la que se calcularon las unidades de aglutinacion fue el
exponencial de la DO de cada muestra menos el intercepto de la curva entre el
factor exponencial de ajuste. En la construccion de la curva se establecid la
ecuacién: Y= 0.4687 In (x) + 0,095 (R?> = 0.96). Para analizar las diferencias
entre los resultados positivos o negativos de las pruebas seroldgicas evaluados
(RB, RIV, ELISA) se uso la prueba de X?, se considerd significativo un valor de
(P < 0.05). Se utilizé el “software” SAS, 2002. Se establecid la sensibilidad y

especificidad para RB y RIV con respecto a ELISA-I, considerando a ésta ultima
5
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como la prueba confiable (D'Pool et al., 2004; Samartino et al., 2007). La
concordancia entre pruebas se calculé mediante la formula para el andlisis
kappa (Lépez de Ullibarri, 1999). Se utilizaron las medidas de tendencia central
(media) y de dispersion (desviacidn estandar) para conocer su ubicacidon dentro
de un conjunto de datos.

La base para la interpretacion de cada prueba se muestra en el cuadro 1. Para
las pruebas RB y RIV, se utilizd el criterio proporcionado en las referencias. Para
la prueba de ELISA se tomo del instructivo del kit utilizado (Brucella IgG Ab
ELISA bovine EIA-2497).

Tabla 1. NIVELES USADOS PARA LA INTERPRETACION DE PRUEBAS
SEROLOGICAS EMPLEADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE BRUCELLA ABORTUS
Pruebas Negativo Positivo débil Positivos
RB No reaccién Reaccién Reaccién
RIV No reaccién Dilucion < 1:25 | Dilucién = 1:50
(no vacunados) | (vacunados)
ELISA-I < 2X de la DO |Entre 2X y 3X|> 3X de la DO
Cualitativo control negativo |de l|la DO del|del control
control negativo | negativo
ELISA-I Menor de 12.5 Mayor a 32 IU
Cuantitativo IU

DO= Densidad 6ptica

Ul = Unidades Internacionales
RB= Tarjeta rosa de bengala
RIV= prueba de Rivanol

ELISA-I =Enzime Linked Immunoabsorbent Assay Indirect

RESULTADOS Y DISCUSION

Comparacién cualitativa. Para el analisis de las diferencias entre los resultados
negativos y positivos de las pruebas serolégicas RB y ELISA-I cualitativa, no se
considerd estadisticamente significativo la comparacidén entre los resultados de
la prueba (X?, P > 0.05).

En el cuadro 2, se muestran los resultados de sensibilidad (96%) y especificidad
(100%) para la prueba de RB comparados con los de ELISA-I cualitativo, tanto
para animales negativos como positivos. De las 25 muestras de suero negativas
a la técnica de RB, todas fueron confirmadas como negativas a la técnica de
ELISA-I cualitativa. De las 25 muestras de suero positivas a la prueba de RB,

una resulté negativa a la prueba de ELISA, variando la sensibilidad de RB en un
6
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4%. Se determino la concordancia para el ELISA-I y RB el valor de kappa fue de
0.96 (6ptimo).

Tabla 2. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA ROSA DE BENGALA
COMPARADA CON LA PRUEBA DE ELISA CUALITATIVA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA BRUCELLA ABORTUS

orueba segat"; SOS[‘)'E'E)’“ Eos't"’a Sensibilida Especificida
ELISA |aELISA |ELISA

RB 25 100%

NEGATIVO

RB POSITIVO | 1 1 23 96%

TOTALES 26 1 23 50

RB = prueba rosa de bengala

ELISA=Enzime Linked Immunoabsorbent Assay

Paulin et al., (2009) evaluaron cuatro técnicas seroldgicas para el diagndstico de
infecciones causadas por B. abortus en bovinos mostrando una sensibilidad
relativa de ELISA con RB de 93% vy especificidad relativa del 98%. Aparicio-
Bahena et al., (2003) realizo una evaluacidn seroldgica y bacteriolégica de un
hato bovino con brucelosis y revacunado con dosis de Brucella abortus cepa 19,
observando una similitud en resultados para sensibilidad 96.8%. Abalos et al.,
(1998) Utilizaron un ELISA para el diagndstico y estudio epidemioldgico de
Brucella abortus en Chile, calcularon la sensibilidad relativa de RB comparado
con ELISA (95.7%), resultado que coinciden con el nuestro, y una especificidad
relativa menor de (82.4%), considerando que RB es un andlisis muy sensible
que da algunos falsos positivos y que se tomaron en cuenta diferentes puntos
de corte referidos por la (FAO, 1991) y ajustados segun resultados obtenidos.

Dajer et al., (1995a) en un estudio en Yucatan donde compararon cinco pruebas
seroldgicas para la deteccién de anticuerpos contra Brucella abortus, mostraron
resultados muy diferentes a los nuestros, sensibilidad y especificidad relativas
RB 100% y 38% respectivamente, considerando que fue debido a que utilizaron
muestras de animales vacunados, no vacunados y sin historia de vacunacion en
hatos libres de infeccidn, razéon por la cual es dificil compararlos, ya que en
Yucatan la vacunacién es una practica muy comuUn y en nuestro estado no,
ademas en este estudio se comparo a RB con la técnica de fijacién de
complemento (FC), y se tuvo que realizar un ajuste a los valores para que
concordaran con los valores de FC ya que sin ello se produjeron algunos falsos
positivos en comparacion con FC.

Cuando el ELISA fue comparado con RB, Dajer et al., (1998a) determinaron el
7
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valor de kappa 0.95 y Paulin et al., (2009), 0.91 (6ptimo).

Puede observarse que la RB es una buena prueba tamiz, con tanto que una o
mas pruebas especificas y de sensibilidades relativas elevadas sean utilizadas
como confirmatorias (Norma Oficial Mexicana 2003; Bouza et al., 2005; Yildiz et
al., 2005). La RB es una prueba con alta sensibilidad; sin embargo, al momento
de diferenciar los animales vacunados de los infectados, su capacidad es mala,
lo que se acrecienta en bovinos revacunados (Aparicio-Bahena et al., 2003).

Comparacién cuantitativa. Se analizaron las diferencias entre los resultados
positivos de las pruebas seroldgicas RIV y ELISA-I cuantitativa (X3, P < 0.07),
donde se considerd que si hay diferencias entre los resultados de las muestras
para diferentes técnicas.

Se muestran en el cuadro 3, los resultados para la prueba de RIV comparados
con los de ELISA-I cuantitativo, para animales positivos, asi como su
sensibilidad comparada con ELISA-I.

De las 25 muestras positivas a RB y RIV solo 22 muestras resultaron positivas a
la prueba de ELISA y 3 muestras resultaron negativas, sensibilidad (88%). Cabe
mencionar que las muestras que resultaron negativas a ELISA presentaron los
titulos de dilucién mas bajos a rivanol (1:25). Se determino la concordancia
para el ELISA-I y RIV el valor de kappa fue de 0.88 (bueno).

Tabla 3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA RIVANOL
COMPARADA CON LA PRUEBA DE ELISA CUANTITATIVA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA BRUCELLA ABORTUS

Pruebas Negativo Positivo Total Sensibilidad
RIV positivo | 3 22 25 88%
RIV = rivanol

Dajer et al., (1998 b) utilizaron la prueba de ELISA para el diagndstico de
Brucelosis en el ganado compararon la sensibilidad y especificidad de la prueba
de RIV con la de ELISA-I dando como resultado una sensibilidad del 86.4% vy
una especificidad del 99.6%, resultado que es coincidente con los nuestros en
sensibilidad, ya que no se obtuvo especificidad, al no comparar los resultados
negativos a RIV con ELISA, en otro estudio de Dajer et al., (1995), compararon
cinco pruebas seroldgicas para la deteccidn de anticuerpos contra Brucella
abortus en Yucatan reportaron sensibilidad (86.%) y especificidad (100%)
comparando la técnica de RIV con FC.
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Abalos et al., (1998) Utilizaron un ELISA y calcularon la sensibilidad relativa de
RIV comparado con ELISA (100%) valor muy diferente al nuestro sugiriendo
que pudo haber sido debido a que utilizaron muestras de animales vacunados,
no vacunados y sin historia de vacunacion en hatos libres de infeccién, razén
por la cual es dificil compararlos con los nuestros.

ELISA fue comparado con RIV, Dajer et al., (1998 a) determinaron el valor de
kappa 0.90.

Cuando en la prueba de RIV los niveles de la muestra presentan una dilucién
1:25, la media de las IU (Unidades Internacionales) en la prueba de ELISA es
1.53, considerando segun la referencia que la prueba a ELISA es positiva,
siempre y cuando presente un valor mayor a 32 IU (cuadro 4).

Las muestras positivas a la prueba de RIV con titulos de dilucién mayor de 1:25
presentaron en la prueba de ELISA una media de 368.52 en donde ELISA tiene
valores minimos de 50.23 IU (Cuadro 4).

Tabla 4. CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS CONSIDERANDO LA PRUEBA DE
RIV COMPARADA CON DE LA PRUEBA DE ELISA

Prueb PO,SitiVOS Positivos
a Totales (n=25) Debiles (n=22)
(n=3) _
MEDIA | DE MIN MAX XIEDI DE | MEDIA |DE
RIV Dil1:33 | 140.2 | Dil1:2 | Dil1:40 | Dil1:2 |- Dil1:37 | 84.16
3 6 5 0 5 5
ELISA 324.48 %09.9 0.92 735.41 | 1.53 3.8 368.52 ;82.8

MIN = minimo

MAX= maximo

DE= desviacién estandar

RIV = rivanol (expresada en diluciones)

ELISA=Enzime Linked Immunoabsorbent Assay expresado en IU (Unidades internacionales)

La prueba de RIV ha sido propuesta como una técnica que puede diferenciar
entre titulos de anticuerpos por vacunacion e infeccién (Morgan et al., 1987),
este parece ser el caso a partir de nuestros resultados por lo que se sugiere que
estas muestras positivas a RB y RIV pudieran provenir de vacas vacunadas con
cepa 19, lo cual puede dar una reaccidn positiva a la prueba RB y con titulos
muy bajos a RIV, incluso con resultado negativo a la prueba; y por consiguiente
negativo a la prueba de ELISA, por lo que se considerarian titulos vacunales. En
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nuestro estado, la vacunacién no es comun por lo que era de esperarse que las
muestras positivas a RIV resultaran positivas a ELISA. Sin embargo, cuando la
muestra resulta positiva a RIV (1:25), se toma nuevamente y se observa el
resultado considerando que si se trata de un animal infectado pudiera presentar
titulos bajos a RIV hasta por un ano (Aparicio-Bahena et al., 2003; Rivers et
al., 2006).

Se ha mencionado que la prueba de RIV es una buena opcidén para diferenciar
vacas vacunadas con dosis reducida; sin embargo, no se refiere la especificidad
de la prueba. Otro trabajo sobre la prueba de RIV en becerras notifica una
especificidad del 95%a los 210 dias posvacunacién con dosis clasica de cepa. En
el caso de la revacunacion, la prueba de RIV fue poco efectiva al diferenciar
vacunados, ya que a los 270 dias se observé una especificidad del 74%. Esto se
debe a que la respuesta secundaria inducida por la segunda vacunacion,
provoca la produccién de anticuerpos de tipo IgG en grandes cantidades, y en
cantidades menores IgM. Por esta razén, la prueba de RIV que detecta
anticuerpos IgG, similares a los producidos por una infeccidén, puede reaccionar
ante los anticuerpos producidos por la revacunacion y provocar resultados falsos
positivos (Aparicio-Bahena et al., 2003)

Por otro lado, cuando son animales sin vacunar o vacunados con cepa RB51, y
se muestran estos resultados puede ser por las siguientes causas: Si los sueros
son del mismo hato, se indica que existe la enfermedad, por lo que animales
gue presentan una reaccion positiva a RB y RIV titulos bajos en 1:25, 1:50, o
negativos, son considerados sospechosos, por varias cuestiones; 0 van
empezando la enfermedad o simplemente estdn en contacto con animales
infectados y estan montando una respuesta secundaria por estar en contacto
con la bacteria, y de ahi que den negativos a la prueba de ELISA (Rivers et al.,
2006).

Se sugiere que seria necesario un segundo muestreo de estos animales
sospechosos y en un periodo de 28 dias, para poder determinar si estan en
periodo de incubacién de la enfermedad y de ser asi, los titulos a RIV
aumentarian y por consiguiente la prueba de ELISA resultaria positiva en el
proximo muestreo.

En ocasiones, algunos de estos casos vuelven a estar negativos incluso a la
prueba de RB, por que simplemente en el momento del muestreo los animales
estuvieron en contacto con la bacteria, pero no se llegaron a infectar, de ahi que
den negativos a ELISA, pero estos casos son muy pocos y casi siempre son en
hatos infectados.

Estos resultados pueden llevar a la retencién de animales infectados (falsos
negativos) en el hato si estas pruebas fueran usadas en campafas de control
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(Paulin et al., 2009; Aparicio-Bahena et al., 2003).

Es importante que cuando hay animales positivos a RIV titulos bajos debe
confirmarse con otra prueba confiable como ELISA o FC, pruebas que logran
diferenciar anticuerpos vacunales y anticuerpos infecciosos.

Conclusiones

Cualitativamente comparando RB con ELISA hay una disminucién de
sensibilidad del 4% en RB y en especificidad ambos son iguales con un
100%, sin diferencias en las proporciones (X3, P > 0.05) con éptima
concordancia (Kappa).

Cuantitativamente al comparar RIV con ELISA disminuye la sensibilidad al
12% en RIV con diferencias en las proporciones. (X%, P < 0.07) con buena
concordancia (Kappa).

Niveles bajos en RIV pudieran ser anticuerpos vacunales y que ELISA-I
considera animales negativos.

ELISA es una prueba complementaria en animales positivos que puede
mejorar su sensibilidad en el diagndstico de Brucella abortus.
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