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RESUMEN: Se desarrollé un sistema inmunocromatografico de flujo lateral para el diagnostico serologico
de la brucelosis en bovinos, porcinos, ovinos y humanos. En la evaluacion se emplearon 259 muestras de sueros
de las cuatro especies mencionadas, 67 positivos y 192 negativos por la prueba de Rosa de Bengala (RB). La
interpretacion del ensayo se realizo por inspeccion visual entre 15-20 minutos de aplicadas las muestras. La
prueba se considerd negativa si solo aparecia la linea de control, y positiva cuando aparecian la linea control y
la de prueba. Para cada uno de los grupos de sueros se determiné la sensibilidad y especificidad diagnosticas
y la sensibilidad y especificidad relativas a la prueba de RB. Ademas, se calcul6 el indice Kappa (k) para
estimar la concordancia entre ambas pruebas. Se obtuvieron 98,5% y 99,47% de sensibilidad y especificidad
diagnosticas, respectivamente. La sensibilidad y especificidad relativas a RB fue del 95,65% y 99,95%
respectivamente, con un valor de k de 0,95, lo que significé una concordancia muy buena con respecto a la
RB. La sensibilidad del sistema frente a sueros bovinos, porcinos, ovinos y humanos fue de 98,3%, 100%,
100% y 100%, respectivamente. De igual forma, el ensayo mostr6 altos niveles de especificidad en este
grupo de sueros. Los resultados satisfactorios de desempefio y la simplicidad del ensayo permiten recomendar
su empleo para el pesquisaje de anticuerpos contra Brucella sp. en las especies estudiadas como otra
herramienta para el diagndstico seroldgico de la brucelosis.
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Development and performance evaluation of a fastimmunochromatograpic test for brucellosis diagnosis

ABSTRACT: An immunochromatographic lateral flow assay for the serological diagnosis of brucellosis in
cattle, swine, sheep and humans was developed. The test evaluation was carried out with 259 serum samples
from the four mentioned species; 67 positive and 192 negative by rose bengal test (RB). Interpretation of the
test was performed by visual inspection after 15-20 minutes of the samples being applied. The test was
considered negative if only the control line appeared and positive when the test line also appeared. In general
and for each group of sera, sensitivity and diagnostic specificity and sensitivity and relative specificity to RB
test were determined. Kappa index (k) was also calculated to estimate the agreement between the two tests.
The diagnostic sensitivity and specificity obtained were 98.5% and 99.47%, respectively. The sensitivity and
specificity relative to RB were 95.65% and 99.95% respectively, with a k value of 0.95, which meant a very
good agreement with respect to the RB. The sensitivity of the system to sera cattle, pigs, sheep and humans
was 98.3%, 100%, 100% and 100% respectively. Likewise the test showed high levels of specificity in this
group of sera. The satisfactory performance and simplicity of this assay allow recommending its use as another
tool for the screening of antibodies against Brucella sp. in the serological diagnosis of brucellosis in the animal
species studied.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa
producida por bacterias del género Brucella que afec-
tan a varias especies de animales con alta relevancia
econoémica como el ganado bovino, porcino, ovino, equi-
no, caprino y a otras especies silvestres (1). Esta in-
feccidn es causa frecuente de abortos en la mayoria
de las especies domésticas y genera un impacto eco-
némico negativo en la industria ganadera debido a las
pérdidas originadas por la disminucién de la produc-
cion de carne, leche y en la disminucion en el valor de
reventa de los animales infectados (2). La brucelosis
se considera, ademas, una de las principales zoonosis
de mayor distribucion mundial que se transmite por
contacto directo con placentas, fetos y secreciones
uterinas, o por consumir alimentos contaminados, fun-
damentalmente leche y sus derivados (1, 2, 3).

El conocimiento de la propagacion y la prevalencia
de la brucelosis es esencial para tomar medidas de
control. En Cuba existe, desde 1964, el «Plan para el
Control y Erradicacion de la brucelosis bovinay, a tra-
vés del cual se han sacrificado todos los animales
positivos por las pruebas serolégicas y el saneamien-
to ambiental de las areas afectadas (4). En el afio 2012,
segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
en su informe sobre la situacion sanitaria animal y las
medidas de control por pais/territorio, en Cuba se in-
formaron 33 nuevos focos de brucelosis bovina, con
2287 casos de animales domésticos infectados y no
se reportaron casos de la infeccion en animales salva-
jes. Ese mismo afo se reportaron, ademas, 3 nuevos
focos de brucelosis porcina con 17 animales infecta-
dos (5).

De igual manera, en el Informe de Balance del IV
trimestre de 2013 del Instituto de Medicina Veterinaria
(IMV), entre los afios 2012 y 2013 se reportaron 160
focos de brucelosis bovina, localizados principalmente
en las provincias Camagiiey, Ciego de Avila, Las Tu-
nas, Granma y Pinar del Rio (6). Los casos de infec-
cion en humanos son poco comunes y por lo general
estan asociados a los focos en animales. Segun el
reporte de enfermedades de declaracién obligatoria del
Ministerio de Salud Publica (MINSAP), durante los afios
2012, 2013 y 2014 se reportaron 43, 55 y 28 casos,
respectivamente. La infeccidon fue mas comun en hom-
bres y en individuos entre los 25 y 59 afnos.
Coincidentemente, las provincias con mayor cantidad
de reportes anuales resultaron ser Pinar del Rio,
Camaguey, Granmay Las Tunas (7).

El diagndstico de esta infeccion en animales se
realiza con una bateria de pruebas seroldgicas, las
cuales estan prescritas por la OIE; entre las que se
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encuentran la Rosa de Bengala (RB), la Aglutinacién
Lenta en Tubo (SAL), el 2- mercaptoetanol (2-ME), la
Reaccién de Fijacion del Complemento (RFC), los
ELISAy el Ensayo de Polarizacion Fluorescente (EPF)
(2,8,9). En la actualidad, el algoritmo para el diagndés-
tico seroldgico de la brucelosis en Cuba se basaen la
Norma Ramal 586 del Ministerio de la Agricultura (9),
el cual se realiza con el empleo de las pruebas SAL y
RB para el pesquisaje de anticuerpos y el 2-ME y RFC
como pruebas confirmatorias (9,10).

Para el diagnoéstico de la infeccidon en humanos se
recomienda el aislamiento de la bacteria a partir de
muestras clinicas, seguido de un clasico analisis mi-
crobioldgico en tubo, la deteccidn de anticuerpos anti-
Brucella mediante diversas pruebas seroldgicas y, de
ser posible, el uso de métodos moleculares para de-
tectar el ADN de la bacteria (14). En sentido general,
estos ensayos son complejos de realizar, requieren de
personal capacitado, equipamiento especifico y labo-
ratorios con capacidades instaladas para el desarrollo
de los mismos, por lo que su empleo no se recomien-
da para la vigilancia ni para el diagnéstico de la
brucelosis en condiciones de campo. Por tal razén, en
la Ultima década se han disefiado y evaluado pruebas
rapidas inmunocromatograficas de flujo lateral, para el
pesquisaje y vigilancia de la brucelosis, tanto en ani-
males como en humanos (3, 11, 12, 13, 14).

Estos ensayos son similares en sensibilidad y es-
pecificidad a los sistemas ELISA, no requieren de co-
nocimientos técnicos especificos, equipamiento espe-
cializado, electricidad, refrigeracion, son faciles de rea-
lizar e interpretar, lo que hace a estos sistemas idea-
les para su uso en poblaciones animales y humanas
ubicadas en condiciones de dificil acceso. El objetivo
de este trabajo fue desarrollar y evaluar una prueba
rapida inmunocromatografica de flujo lateral para el diag-
néstico de la brucelosis en bovinos, porcinos, ovinos 'y
en humanos.

MATERIALESY METODOS

Componentes y disefio de la prueba

El ensayo inmunocromatografico de flujo lateral
(EIFL) para el diagndstico de brucelosis consistié en
una membrana de nitrocelulosa (NC) de 15 ym de poro,
flanqueada en un extremo por la almohadilla de conju-
gado y en el otro extremo por la almohadilla absorben-
te. La almohadilla para la aplicacién de la muestra
flanqued a su vez ala de conjugado (Figura 1A).

Sobre las membranas de NC de 15 ym se aplica-
ron dos lineas, una de prueba y una linea de control.
Lalinea de prueba se obtuvo al aplicar sobre la NC un



antigeno natural de Brucella abortus cepa 99, rico en
lipopolisacaridos (LPS) obtenido partir de un cultivo
celular inactivado por sonicacion y centrifugado. La li-
nea control consistié en una mezcla de inmunoglobulina
G humana (IgG h), purificada por cromatografia de afi-
nidad Proteina A-Sefarosa y poly L-lisina (SIGMA -
ALDRICH, SL, USA). Ambas lineas se aplicaron a 3
mm de ancho, separadas a 8 mm, con el equipo de
bioimpresion BioDot Quanti 2000 BioJet, Inglaterra.

El reactivo de deteccion del ensayo se obtuvo al
conjugar Proteina A (Sigma-Aldrich, SL, USA) a parti-
culas de oro coloidal de 40 nm de didmetro (British
Biocell International, England) segun el protocolo des-
crito por Beesley (15) y Hermanson (16). El conjugado
obtenido se ajust6 a una densidad 6ptica de 0.220, a
una longitud de onda 520 nm, determinada en un
espectrofotémetro Genesys 10S UV-VIS (Thermo
Scientific, USA). Posteriormente, se diluy6 en un tam-
pon de migracion y se aplicé sobre las almohadillas
con el dispositivo difusor de aerosoles «AirJet» del
equipo BioDot Quanti 2000_BioJet. El secado de las
almohadillas se realizé a 37°C durante 30 minutos.
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Las cantidades de antigeno y de conjugado aplicado a
las tiras reactivas se optimizaron con el empleo de
muestras de referencia positivas y negativas.

Para conformar las tiras reactivas se ensamblaron
los diferentes componentes , se cortaron en tiras de
4,5 mm con la guillotina Biodot Modelo CM 4000 (Va-
riable width cutter for Lateral Flow, Immunoblot,
Inglaterra)y se colocaron en un dispositivo plastico (Fi-
gura 1A). Acontinuacién se sellaron en sobres de alu-
minio plasticado, resistentes a la humedad con una
bolsa de silica gel y se guardaron a temperaturas en-
tre 2 y 30°C hasta su uso.

Procedimiento de ensayo

El ensayo se desarroll6 al adicionar 20 pl de sue-
ro o 40 pl de sangre total sobre la almohadilla de la
muestra, seguida de 130 pl del tampdn de corrida
compuesto por solucién salina fosfato, pH 7,6 que
contiene 1,67% de albumina sérica bovina y 3% de
Tween 20 (10).

La interpretacioén de los resultados se realizd por
inspeccion visual entre 15-20 minutos después de apli-

[ #Aﬁadir Tampon de corrida(2)

(3) Esperar entre 15 -20 minutos
(4) Interpretacion visual de los resultados
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Linea control
Linea de prueba

Positivo Negativo

FIGURA 1. Ensayo inmunocromatografico de flujo lateral (EIFL) para el diagnostico de brucelosis: presentacion, compo-
nentes y procedimiento./ Immunochromatographic lateral flow assay (ILFA) for brucellosis diagnosis: presentation,

components and procedure.

(A) Dispositivo plastico (izquierda) el cual contiene a una tira reactiva (derecha)./ (A) Plastic assay device (left) containing

a composite assay strip (right)

(@): orificio para la aplicacion de la muestra./ Sample application well

(b): ventana de prueba./ Test and control window

(¢): almohadilla de aplicacion de la muestra./ Sample application pad

(d): almohadilla de conjugado./ Conjugate pad
(e): membrana de nitrocelulosa./ Nitrocellulose membrane
(f): almohadilla de absorcion./ Absorption pad

(B) Procedimiento y resultado del ensayo./ Procedure and result of the assay
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cadas las muestras. La prueba se considerd negativa
si solo aparecia la linea de control y positiva cuando
aparecian las dos lineas. En todos los casos el ensa-
yo se considero valido si aparecia la linea control (Fi-
gura 1B). En el caso de las muestras positivas, la li-
nea de prueba puede observarse con diferentes inten-
sidades, en dependencia del titulo de anticuerpos es-
pecificos contra Brucella presentes en la muestra.

Evaluacion del desempefio

Para la evaluacion de la prueba se utilizaron 206
muestras de sueros de bovinos (50 positivos y 156
negativos), 10 sueros porcinos (8 positivos y 2 negati-
vos), 17 ovinos (3 positivos y 14 negativos) y 26 sueros
humanos (6 positivos y 20 negativos). Estas muestras
pertenecen a paneles de referencia del laboratorio de
control de calidad del Centro de Investigaciones Cien-
tificas de la Defensa Civil.

Para cada uno de los grupos de sueros se determi-
naron la sensibilidad y especificidad diagndsticas y la
sensibilidad y especificidad relativas a RB; ademas, se
calculd el indice Kappa (k) para estimar la concordan-
cia entre ambas pruebas. Se realizé la prueba Chi cua-
drado (+2) para analizar los resultados del EIFL frente a
los paneles de referenciay frente a RB. Adicionalmente,
se analizaron 60 muestras negativas de sangre y suero
de bovinos y se calculé el porciento de coincidencia
entre los resultados para ambos tipos de muestras. Se
uso la prueba de comparacion de proporciones para el
analisis de los resultados del EIFL y la prueba de RB en
las diferentes especies estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el protocolo empleado para la produccion del
conjugado proteina A-oro coloidal, se obtuvo la con-
centracién adecuada para su impresion en las almo-
hadillas. El tampon de migracién utilizado resulto efec-
tivo, asi como el tiempo de secado a 37°C. Con la
aplicacion de este conjugado, se garantizé que se de-
tectaran principalmente anticuerpos de tipo IgG, ya que
la proteina A tiene la capacidad de unirse de forma
especifica y con elevada afinidad al fragmento Fc de
las I9G y ninguna o muy baja afinidad por las IgM (17).

En la historia natural de la infeccion por Brucella,
los primeros anticuerpos que se forman son de tipo
IgM, seguido de IgG 1y posteriormente de IgG 2 e IgA
(2, 11). Las IgG son el isotipo de anticuerpos mas im-
portantes en el diagndstico seroldgico de esta infec-
cion (1, 11). Las IgM resultan importantes durante los
estadios iniciales de la infeccién, pero también son la
principal causa de las reacciones cruzadas con otros
LPS de estructura similar a los de Brucella presentes
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en algunas bacterias Gram negativas como:
Escherichia hermanni y Escherichia coli O:157,
Salmonella 0:30, Stenotrophomonas maltophilia,
Francisella tularensis, Vibrio cholerae O:1y Yersinia
enterocolitica 0:9 (1, 11,18, 19, 20 ).

En la actualidad, la mayoria de los sistemas
inmunocromatogréficos de flujo lateral que se utilizan
para el diagndstico de brucelosis en especies anima-
les y humanos emplean como conjugados, anticuerpos
especie-especificos unidos a oro coloidal, por lo que
se necesita un ensayo para cada especie a estudiar
(3, 11). Sin embargo, el sistema disefiado permitio la
deteccion de anticuerpos contra Brucella en cuatro
especies diferentes con un mismo conjugado, lo que
demuestra la versatilidad del mismo.

Otros autores, como Geng et al. (13), utilizaron un
principio similar al nuestro al emplear un conjugado
Proteina G -oro coloidal para el diagnostico de la
brucelosis en bovinos y ovinos. De igual forma, Jong et
al. (21) desarrollaron un sistema para la deteccion de
anticuerpos contra Brucella canis para lo cual utiliza-
ron un conjugado Proteina A-oro coloidal. Tanto la pro-
teina A, derivada de Staphyloccocus aureus, como la
proteina G, derivada de especies de Streptococcus,
tienen la capacidad de unirse de forma especifica al
fragmento Fc de las IgG de multiples especies (17).

El antigeno empleado en el sistema consistio en
un extracto rico en LPS preparado a partir de un cultivo
de Brucella abortus, el cual también ha sido utilizado
en la normalizacién y evaluacion de los sistemas DAVIH
Bru 1, DAVIH Bru 2, DAVIH Bru 3, y ABICAP Bru para
el diagndstico de brucelosis en humanos, bovinos y
otras especies (10, 22, 23, 24). Los LPS son los
antigenos inmunodominantes en todas las cepas lisas
de Brucella, tales como B. abortus, B. melitensis, B.
suis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis, y B.
microti. Estos antigenos comparten epitopes comu-
nes en su estructura, lo que ha permitido el empleo de
preparados antigénicos desarrollados en una de estas
especies para el diagnéstico serolégico de las otras
(1,2, 11). Los LPS son los antigenos mas importantes
desde el punto de vista del diagndstico de la brucelosis,
y a diferencia de los LPS de otras enterobacterias,
son capaces de producir una respuesta de anticuerpos
IgM e IgG muy fuerte (11, 20).

Enla Tabla 1 se muestran los resultados de la eva-
luacion de las 259 muestras de sueros de animales e
individuos infectados y no infectados, mediante el EIFL.
El sistema mostré una sensibilidad y especificidad
diagnosticas del 98,5% y 99,47%, respectivamente.
La especificidad obtenida fue superior a la descrita por
otros autores para las pruebas seroldgicas convenciona-



les y su sensibilidad fue similar (1, 2), lo que hace del
EIFL desarrollado un sistema factible y confiable para el
diagnéstico de la brucelosis en cualquiera de las espe-
cies estudiadas en este trabajo. Enla Tabla 2 se obser-
van los resultados de la comparacioén del EIFL con el
ensayo de referencia RB. La sensibilidad relativa fue del
95,65%, mientras que la especificidad relativa fue de
99,95%. El valor de k fue de 0,95, lo que significa una
concordancia muy buena con respecto a la prueba de
RB, que es uno de los ensayos, mas empleado en nues-
tro pais, para el pesquisaje de la brucelosis (4,10) y a
nivel internacional (2, 14, 18). La prueba de <2 mostro
una alta relacion entre los resultados del EIFL frente a
los paneles de referencia y frente al ensayo de RB.

TABLA 1. Resultados de la evaluacion del EIFL frente
a muestras de sueros de paneles de referencia./ Results
of ILFA against serum samples from reference panels

Paneles de Referencia
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inmunocromatografico, basado en particulas de latex
para el diagndstico de brucelosis en bovinos, ovinos 'y
caprinos en Egipto. De igual manera, Abdoel et al. (11)
obtuvieron resultados similares en la evaluacién de un
sistema de flujo lateral para la deteccion de brucelosis
en bovinos, el cual se comparé con la RB y la RFC.
Elshemey et al. (3), en la evaluacion de un sistema
inmunocromatografico rapido para la deteccién de
anticuerpos contra B. abortus obtuvieron 94,44% y
100% de sensibilidad y especificidad, respectivamen-
te, en sueros bovinos.

TABLA 3. Resultados de la evaluacion del EIFL y RB
frente a muestras de sueros de cuatro especies
diferentes./ Results of ILFA evaluation and RB against
serum samples from different species.

Cantidad de muestras
positivas y negativas

Especie animal y
estatus sanitario

( porciento sensibilidad)
(porciento especificidad)

A - Total RB EIFL
+ 66 1 67 Bovinos
- 1 191 192 positivos (N=50) 51 (100) 49 (98,3)
EIFL | Total 67 192 259 negativos (N=156) | 155 (99.3) 157 (100)
¥’= 248,68 p<0,0001 Porcinos
positivos (N=8) 8 (100) 8 (100)
negativos (N=2) 2 (100) 2 (100)
TABLA 2. Resultados de la evaluacion del EIFL con OVinO.S.
respecto a la prueba de Rosa de Bengala./ Results of positivos (N=3) 3 (100) 3 (100)
ILFA evaluation respecting the rose bengal test negativos (N=14) 14 (100) 14 (100)
Humanos
Rosa Bengala positivos (N=6) 8 (100) 7(100)
+ ) Total negativos (N=20) 18 (90) 19 (95)
B 66 1 67
- 3 189 192 ) )
EIFL Total 60 190 759 En el caso de los sueros ovinos y porcinos, la sen-

¥’= 238,85 p<0,0001

Como se puede apreciar en la Tabla 3, al evaluar
el EILF y RB frente a las cuatro especies estudiadas,
la mayoria de las muestras fueron correctamente
identificadas y no se apreciaron discrepancias
estadisticamente significativas por comparacion de
proporciones entre los resultados de las muestras ana-
lizadas por ambas pruebas. El sistema obtuvo 98,3%
de sensibilidad, 100 % de especificidad y k de 0,98,
en sueros bovinos. El EIFL, a pesar de haber sido
menos sensible que la RB, fue mas especifico y mos-
tr6 una concordancia muy buena con este ensayo.
Estos resultados son similares a los obtenidos por
Montasser et al. (25), al evaluar un ensayo

sibilidad y especificidad del sistema fue 100%. Estos
resultados coincidieron con Silva et al. (23) y Ortiz et
al. (24) cuando evaluaron el sistema DAVIH BRU 3
para el diagndstico de brucelosis con muestras de
suero de estas especies. Para los sueros humanos la
sensibilidad fue 100%, la especificidad 95% y k de 0,9
(concordancia muy buena). Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Smits et al. (13) cuando
evaluaron un sistema de flujo lateral para el diagnésti-
co de anticuerpos IgM e IgG contra Brucella en huma-
nos y obtuvieron una sensibilidad y especificidad del
96% y 99%, respectivamente.

El porciento de coincidencia entre los resultados
por sangre y suero fue 100%, lo que demuestra, de
forma preliminar, que el sistema pudiera emplearse
tanto para sangre total como en suero y que podria
utilizarse como una prueba de campo para la identifi-
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cacion y rastreo de animales infectados cuando se
evalle con muestras positivas; esto resultaria de mu-
cha utilidad para el control de la infeccion, ya que las
acciones de intervencion epizootioldgica pudieran to-
marse de manera inmediata y se reduciria la probabili-
dad de transmision y propagacion de la enfermedad.

Poder realizar en un mismo diagnosticador el estu-
dio de las especies animales mas afectadas por esta
enfermedad y de humanos, sin dudas resulta una ven-
taja. Los resultados obtenidos indican que el EIFL de-
sarrollado es una alternativa simple, rapida, sensible y
especifica para la deteccion de la brucelosis en espe-
cies animales de alto valor econémico y en humanos,
particularmente en zonas donde puedan existir brotes
de la enfermedad. En Cuba, segun reportes del
MINSAP y del IMV durante los afios 2012y 2013, las
provincias con mayor cantidad de casos en humanos
resultaron las mismas con el mayor nimero de anima-
les afectados (6,7). La carencia de equipos, medios y
reactivos en muchos laboratorios municipales y pro-
vinciales que no permiten arribar a conclusiones
diagnésticas es, segun el IMV, una de las principales
vulnerabilidades del programa de control de la brucelosis
(6), de tal manera que el posible empleo del
diagnosticador rapido desarrollado seria util en el con-
trol de esta infeccion.

Los EIFL tienen varias ventajas practicas sobre las
pruebas convencionales para el diagnostico de la
brucelosis, que pueden hacerlo el método ideal para el
pesquisaje de la infeccion en animales localizados en
zonas remotas o del personal asociado a estos. Den-
tro de estas ventajas practicas estan que no requiere
una formacion especifica para su ejecucion, experien-
cia, electricidad ni equipos costosos y los dispositivos
pueden almacenarse sin necesidad de refrigeracion,
brindan resultados casi instantaneamente vy la inter-
pretacion se realiza por inspeccion visual.

Se desarrollé un sistema inmunocromatografico de
flujo lateral para el diagndstico seroldgico de la
brucelosis en cuatro especies diferentes, que puede
emplearse en condiciones de campo. Los resultados
satisfactorios de desempeno y la simplicidad del en-
sayo permiten recomendar su empleo para el
pesquisaje de anticuerpos contra Brucella sp. en las
especies estudiadas, como otra herramienta para el
diagndstico serolégico de la brucelosis. No obstante,
recomendamos aumentar el niumero de muestras a
estudiar para cada una de las especies y evaluar la
correlacién de los resultados por sangre y suero en
poblaciones afectadas.
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