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Resumen. A objeto de mostrar el desarrollo y alcance de un método de
analisis seroldgico basado en la técnica de tluorescencia polarizada (FPA) a
partir de una gota de sangre obtenida mediante puncién capilar, se realizé la
determinacién de anticuerpos antibrucelosis de un conjunto de 321 personas
de alto riesgo laboral. Los resultados se compararon con la data proveniente
del andlisis de sueros sanguincos mediante FPA e inmunoanalisis enzimatico
competitivo (ELISA-¢). El namero de concordantes fue 318 (99,06%), los 3
discordantes (0,93%) resultaron negativos con fluorescencia polarizada en
suero (FPAs) y ELISA-¢, pero positivos con FPA capilar (FPAc). Los resultados
comparativos de FPAc fueron: sensibilidad: 100%; especificidad: 99,05%; valor
predictivo positivo: 66,67%; valor predictivo negativo: 100,0%; proporcion de
falsos positivos: 0,95%; proporcion de falsos negativos: 0%; exactitud: 98,0%;
razén de probabilidades: 203,00. La J de Youden para ambos métodos de FPA
fue de 0,667. La determinacion se consideré confiable y la concordancia de
ambos procedimientos de FPA y ELISA-c resulté sin diferencias estadisticas
(P>0,05%), lo que permite recomendar ampliamente la implementacion del
estudio de la brucelosis humana con sangre proveniente de puncién capilar
como método preliminar.
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Development and evaluation of a serological protocol of
fluorescence polarization for the preliminary study
of Brucella spp antibodies in humans.

Invest Clin 2011; 52(1): 48 - 57
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Abstract. In order to show the development and scope of a serological
analysis method based on fluorescence polarization assay (FPA) from a drop of
blood obtained by the capillary technique, a Brucella antibody assay was per-
formed on a group of 321 high-risk workers. The results were compared with
data from the analysis of blood serum by FPA and a competitive enzyme
immunoassay (ELISA-c). The number of concordance was 318 (99.06%), and
discordant 3 (0.93%), which were negative in serum by fluorescence polariza-
tion (FPAs) and ELISA-c, but positive with capillary FPA (FPAc). The compara-
tive results FPAc were: sensitivity 100%; specificity: 99.05%; positive predic-
tive value 66.67%; negative predictive value 100.0%; false positive rate: 0.95%;
false negative rate: 0%; accuracy: 98.0%; odds ratio: 203.00. The youden J for
both FPA methods was 0.667. The identification was considered reliable and
the correlation of both procedures, FPA and ELISA-c, was no statistically dif-
ferent (P> 0.05%), which allows to highly recommend the study implementa-
tion of human brucellosis with capillary blood as a preliminary method.

Recibido: 30-01-2010. Aceptado: 19-01-2011.

INTRODUCCION

La brucelosis (BRC) es una enferme-
dad zoonética centenaria, que afecta a la
mayoria de las especies domésticas, de la
cual el hombre es solo un huésped secunda-
rio accidental (1-3). Es de difusion cosmo-
polita, y aunque ha sido erradicada en algu-
nos paises industrializados, continda siendo
hoy en dia, un grave problema para la salud
publica, la produccién animal y las econo-
mias de muchas regiones (4-6).

Pese a ser una enfermedad de notifica-
cion obligatoria, las estadisticas oficiales no
reflejan el nimero real de personas infecta-
das, por lo que se estima que la verdadera
incidencia es 10 a 25 veces mas alta que la
reportada internacionalmente (3, 6, 7). Los
casos a menudo no son reconocidos clinica-
mente, ni considerada la patologia en el

diagnostico presuntivo del paciente (3, 6).
Esto responde, entre otras deficiencias, a la
inexistencia de una prueba preliminar, que
facilite su identificacién inmediata, lo que
impide el seguimiento, tratamiento oportu-
no y la intervencion epidemiolégica adecua-
da. Incluso, cuando se despierta la sospecha
clinica en un paciente, el diferimiento de
un apropiado procedimiento de descarte o
confirmacion, y el temor a someterse a un
proceso invasivo, bloquea la posibilidad
cierta del despistaje (6-8).

Aunque el aislamiento de Brucella es
evidencia irrefutable de infeccién, los méto-
dos serolégicos prueban indirectamente la
presencia del germen (2, 9). De las técnicas
convencionales usadas como tamiz en el
diagnostico de BRC humana, sélo han sido
recomendadas la prueba rosa de bengala
(RB) y la del antigeno tamponado en placa
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(BPA) (10, 11); aunque importantes limi-
tantes han sido descritas (12). De las deno-
minadas pruebas confirmatorias tradiciona-
les, tinicamente resulta atil la prueba de fi-
jacion de complemento, aunque pruebas
como: lenta en tubo (Wright) y 2-mercap-
toetanol, siguen utilizindose en algunos
paises, pese al rechazo desde el ano 2004,
por parte de la Organizacion Mundial en Sa-
nidad Animal (OIE) (11). Si bien se recono-
ce que fijacion de complemento es una
prueba sensible y especifica, capaz de de-
tectar inmunoglobulinas G (IgG) que pre-
dominan en los casos cronicos, tiene el in-
conveniente del alto poder anticomplemen-
tario que presentan algunos sueros, siendo
ademas muy laboriosa y poco apropiada en
casos agudos (13).

Las pruebas de unién primaria, de mas
reciente desarrollo, tienen la ventaja de po-
seer alta sensibilidad y especificidad, detec-
tan anticuerpos asimétricos comunes en los
pacientes humanos crénicos y reducen la
reaccion cruzada con otros gérmenes gram
negativos. El inmunoanalisis enzimatico de
competencia (ELISA-¢) ha demostrado te-
ner una sensibilidad del 98,3% y una especi-
ficidad de 99,7%, y detecta casos agudos y
cronicos (14). La téenica de fluorescencia
polarizada (FPA) tiene la ventaja de reali-
zarse en pocos minutos y detentar una sen-
sibilidad del 96,1% y una especificidad del
97,9% y al igual que ELISA-c detecta casos
agudos y cronicos (15).

A pesar de los progresos logrados en el
diagnostico de brucelosis, es menester in-
corporar algunos procedimientos miniatura
a objeto de facilitar la extraccion de las
muestras y desarrollar protocolos de cuanti-
ficacién de anticuerpos, que permitan esta-
blecer acciones destinadas a identificar de
forma preliminar, rapida, sencilla y eficien-
te a los pacientes humanos infectados. En
tal sentido, este trabajo tiene como finali-
dad mostrar el desarrollo y alcance (en tér-
minos de epidemiologia clinica) de un mé-

todo de anilisis serol6gico basado en el en-
sayo de fluorescencia polarizada a partir de
una gota de sangre obtenida mediante la
técnica de puncion capilar.

PACIENTES Y METODOS

Dado los propésitos y objetivos traza-
dos y en virtud que la enfermedad bajo estu-
dio ha sido catalogada de riesgo profesional
o laboral (3, 4, 6, 16), la poblacién estuvo
conformada por cuatro subconjuntos de
personas que consintieron participar en el
estudio: profesionales de la medicina veteri-
naria o afines (n= 97; 30,2%); propietarios
y/o administradores de fincas (n= 18;
5,6%); trabajadores en tareas directas de sa-
crificio y/o beneficio de bovinos y cerdos
(n= 27; 8,4%); estudiantes de medicina ve-
terinaria o carreras afines (n= 179; 55,7%).
La investigacion se llevo a efecto durante
un afno en diferentes escenarios (reuniones
de profesionales del agro, ganaderos o estu-
diantes; en fincas; y en salas de beneficios).

La unidad primaria de analisis consis-
tié en una muestra de sangre capilar que se
obtuvo por puncién de la yema del dedo
pulgar derecho de los pacientes, previamen-
te desinfectada con alcohol de 70° para lo
cual se utiliz6 un lapicero especial (Accu-
Chek Softclix, Roche, Alemania) provisto de
aguja (lanceta). Con una micropipeta se re-
cogi6 una gota de 10 ul. de sangre que se
coloco directamente en un tubo de borosili-
cato de sodio contentivo de 1 mL de solu-
cion tampon previamente diluida (1:25) en
agua de-ionizada, segin instrucciones del
fabricante del estuche diagndéstico de FPA
(Diachemix, EUA). Finalmente, se empled
una torunda de algodén empapado de al-
cohol para mantener la asepsia del sitio y se
aplico ligera presion para contrarrestar el
sangrado. Los resultados provenientes de
esta gota de sangre a través del ensayo de
FPA se identifican como FPA-c.
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Fue necesaria una segunda muestra de
sangre para evaluar, comparar y corroborar
los resultados obtenidos con la muestra de
sangre capilar. De ese modo, sangre de la
vena cubital fue tomada por personal espe-
cializado mediante tubo al vacio, dejada en
reposo y posteriormente centrifugada (Clay
Adams, Serofuge 2002, EUA) a 1500 g por
6 minutos. El suero obtenido fue colocado
en tubos eppendorf de 1,6 mL y se congelo
hasta el momento de su evaluacion median-
te FPA-suero (FPA-s) y ELISA-c. Los sueros
controles positivo y negativo para BRC fue-
ron provistos por el fabricante del estuche.

Procesamiento

Prueba con fluorescencia polarizada.
El diagnéstico mediante FPA se realiz6
atendiendo las indicaciones del manual de
procedimiento de la OIE (11) y las observa-
ciones sobre validaciéon hechas para Vene-
zuela (17). Para la prueba se empled como
antigeno un fragmento de 22 kD de la por-
cion O del lipopolisacarido (sLPS) de B.
abortus (S1119-3) proveniente de Diache-
mix DLL, EUA. Las lecturas se efectuaron
mediante un lector portatil de fluorescen-
cia polarizada de tubo (Sentry 100, Diache-
mix DLL, EUA) (15, 18, 19). La prueba se
consider6 valida de acuerdo al criterio de
verificacion del fabricante, al encontrarse
que los sueros controles negativos y positi-
vos se¢ mantuvieron dentro de los valores
estandares.

ELISA competitivo. El ELISA-c utiliza-
do (SVANOVIR® Brucella abortus, Svanova
Biotech, Suecia) detecta anticuerpos espe-
cificos contra Brucella abortus. La metodo-
logia empleada a tal efecto ha sido descrita
con anterioridad (11, 20-22). La densidad
optica fue medida en un espectrofotémetro
modelo Elx 800 de Bio-Tek Instruments®,
EUA a 450 nm. La validez de la prueba se
estableci6 segiin criterios del fabricante, los
cuales se cumplieron satisfactoriamente.
Posteriormente se calcularon los valores de

densidad 6ptica (OD) para los controles y
las muestras, que conllevaron al porcentaje
de inhibicién (PI) de la siguiente manera:

PI= 100 - (OD del control o muestra * 100
/ OD del Control Conjugado)

De manera preeliminar y de acuerdo a
las instrucciones del fabricante del kit, todo
resultado con PI superior a 30, se consideré
positivo.

Determinacion de los valores umbra-
les. Ante la inexistencia de ensayos con
atributos para ser considerados prueba de
oro (14, 15, 21), la inexistencia de investi-
gaciones previas y la imposibilidad de utili-
zar el analisis de las caracteristicas del ope-
rador receptor (analisis ROC) (11, 21) para
determinar los valores umbrales (cut-off) y
describir directamente la sensibilidad y es-
pecificidad de las pruebas diagnoésticas
comparadas (23), se consider6 vilido proce-
der al estudio de un umbral diagnéstico
adaptado a las condiciones en la que se lle-
v6 a cabo la investigacion.

En esencia, los calculos se realizaron
tras un estudio preliminar con 35 pacientes
con estatus previo negativo a la enferme-
dad. Su obtuvo asi promedios y desviacion
estdndar para cada prueba. Los puntos de
corte se establecieron mediante la sumato-
ria de cada promedio mas tres veces la des-
viacion estandar de dicho computo (23,
24). Este punto de corte permitié inferen-
cias directas sobre el nivel de anticuerpos
presentes, diferenciado negatividad de en-
fermedad (24), facilitando la introduccion
preliminar de estas pruebas diagnoésticas en
la especie humana.

Anilisis estadistico

El estudio tuvo como base la aplica-
cion de principios y métodos estadisticos
dirigidos al diagnoéstico de problemas médi-
cos dentro de la doctrina de la epidemiolo-
gia clinica, para lo cual se utiliz6 ¢l paquete
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estadistico Win Episcope® version 2,0 de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad
de Zaragoza (Espaiia) y obtenido desde
http://infecepi.unizar.es/ratio/soft_sp.htm.
Las estimaciones fueron hechas con un
nivel de significancia de 0,05 admitiendo
un error del 5% y un intervalo de confianza
del 95%. Las informaciones procedentes de
la investigacion se organizaron, analizaron
y presentaron mediante elementos de esta-
distica descriptiva (25), lo que permiti6 de-
finir de forma precisa las variables estudia-
das. Se determiné la proporciéon de positi-
vos y negativos para cada prueba. Los datos
concernientes se presentaron en Tablas.

RESULTADOS

Los resultados generales de la investi-
gacion registran concordancia parcial entre
los ensayos de FPA-s y FPA-¢, Tabla I, donde
se evidencia que s6lo 6 de 9 pacientes pre-
viamente positivos a esta prueba, fueron
confirmados por ELISA-c y FPA-s. Encon-
trandose concordancia perfecta entre estas
dos ultimas, Tabla II. En esa misma Tabla
se engloba la data correspondiente a la vali-
dez, seguridad y coeficiente de verosimili-
tud, entre otros, de la técnica de FPA-¢ en
comparacion a los otros ensayos, destacan-
dose que la capacidad de deteccién de pa-
cientes positivos a BRC fue de un 100%.

DISCUSION

En general, al estudiar el alcance de
una pruecba diagndstica se espera, entre

otras caracteristicas, que posea alta sensi-
bilidad para poder captar a todos los enfer-
mos (26), aspecto que se demuestra res-
pecto a FPA-c. Pero, dado que la BRC es
una enfermedad de graves consecuencias y
de tratamiento dificil (6), es l6gico que
despierte gran interés determinar la ausen-
cia de la enfermedad, por lo que una alta
especificidad, también es necesaria. Varios
han sido los intentos en desarrollar una
prueba rapida para el despistaje de BRC
(27, 28) sin lograr satisfacer tales requeri-
mientos hasta el presente. Sin embargo,
los hallazgos presentados en este informe
avalan el establecimiento de la prueba
FPA-¢c como prueba tamiz. Pese a estas
cualidades, cabe destacar que tras el des-
pistaje se requieren pruebas diagndsticas
confirmatorias que, en especial, posean ex-
celente valor de prediccion positivo y de
especificidad.

El andlisis comparativo de los datos de
la Tabla II permite sostener que FPA-¢ po-
see un buen nivel de seguridad, representa-
do por los valores de prediccion positivo y
negativo (VP+: 66,67%;y, VP—: 100%,). Ello
refleja que un resultado positivo tiene una
probabilidad del 66,67% de resultar con
BRC y que uno negativo posee una credibili-
dad del 100% de estar realmente sano.
Estas cifras, aunque inferiores a las pruebas
con las que se compara, se consideran satis-
factorias y permiten gracias a la excelente
sensibilidad, simplicidad del método y bajo
costo econdémico, recomendar ampliamente
el uso de FPA-¢ cuando se requiera la pes-
quisa presuntiva de BRC.

TABLA I
RESULTADOS COMPARATIVOS DE BRUCELOSIS DE PACIENTES HUMANOS CON RIESGO
OCUPACIONAL MEDIANTE LOS METODOS DE FLUORESCENCIA POLARIZADA
EN SANGRE CAPILAR (FPA-¢) Y DE ELISA-c / FPA-s EN SUERO SANGUINEO

Pos ELISA-c /FPA-s Neg ELISA-c /FPA-s

Pos 3 9
FPA Capilar

Neg 312 312
Total 315 321
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TABLA II
VALIDEZ, SEGURIDAD Y VEROSIMILITUD DE LA TECNICA DE SANGRE CAPILAR
EN EL DIAGNOSTICO COMPARATIVO DE BRUCELOSIS HUMANA MEDIANTE EL ENSAYO
DE FLUORESCENCIA POLARIZADA

FPAc FPAs ELISA-c

Muestras 321
99,06%
Concordantes
100%
0,93%
Discordantes
0%
0,667
J De Youden
0,999
Promedio Limite inferior Limite Superior

Sensibilidad 100% 100% 100%
Especificidad 99,05% 97,98% 100%
Prevalencia V. 1,87% 0,39% 3,35%
Prevalencia A. 2,80% 0,99% 4,61%
Valor Predictivo Positivo 66,67% 35,87% 97,47%
Valor Predictivo Negativo 100% 100% 100%
Verosimilitud Positiva 105 34,05 323,81
Verosimilitud Negativa 0 0 0
Falsos Positivos 0,95% % %
Falsos Negativos 0% 0% 0%
Exactitud 98% 96,89% 99.97%
Razon de Probabilidades 203,00 28,73 1434,21

FPA= fluorescencia polarizada.

Es importante destacar que el concep-
to de valores predictivos presenta la limi-
tante de depender en gran medida de lo fre-
cuente que sea la enfermedad a diagnosti-
car en la poblacion objeto del estudio (29).
Cuando la prevalencia es baja (como en el
caso que se estudia) un resultado negativo
permitira descartar la enfermedad con ma-
yor seguridad. Por el contrario, un resulta-
do positivo no permitira confirmar el diag-
noéstico, traduciéndose en un bajo VP+.
Queda de esa forma establecido que, en vir-
tud que la prevalencia es un factor determi-

FPAc= FPA capilar. FPAs= FPA suero.

competitivo. Prevalencia V.= Prevalencia verdadera. Prevalencia A.= Prevalencia aparente.

ELISA-c= ensayo inmunoanalisis
1C95%.

nante de los valores predictivos de un test,
éstos no pueden ser utilizados como indices
a la hora de comparar dos métodos diagnos-
tico diferentes, ni tampoco a la hora de ex-
trapolar resultados de otros estudios a da-
tos propios, por lo que resulta necesario de-
terminar otros indices de valoracion que no
dependan de la prevalencia.

La razon de verosimilitud o de probabi-
lidad ofrece la ventaja de relacionar la sen-
sibilidad y especificidad de una prueba diag-
néstica en un mismo indice, que no varia
con la prevalencia, lo cual permite utilizar-
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lo como indice de comparacién entre dife-
rentes pruebas para un mismo diagnéstico,
en este caso BRC. Asi, la razén de verosimi-
litud positiva para el diagnostico de BRC
mediante FPA-¢ fue excelente. Este indice
sefala que una prueba de sangre capilar po-
sitiva es 105 veces mads probable en un pa-
ciente con BRC que en uno sano, y que un
resultado negativo es apenas probable en
uno saludable.

El valor de la J de Youden es otra me-
dida del grado de concordancia entre dos
pruebas diagnoésticas, de forma que los va-
lores préoximos a uno (1) o a menos uno
(-1), indican concordancia total, mientras
que los valores cercanos a cero (0) deno-
tan discordancia. De esa forma, la prueba
FPA-¢ mostré buenos valores de concor-
dancia (0,667) con FPA-s; mientras que en-
tre FPA-s y ELISA el grado de correspon-
dencia fue casi total (0,999). La medida
del error diagnostico corrobord la alta con-
fiabilidad de la prueba en el despistaje de
BRC, siempre y cuando las condiciones
que determinan la prevalencia se manten-
gan intactas.

Dado que los resultados reportados
provienen de una investigacioén sin prece-
dentes, una comparacion directa y extrapo-
lacion con otras indagaciones, como ya se
senald, no es posible. Otros trabajos se han
desarrollado a objeto de medir los logros y
alcances de FPA y ELISA-c individualmente
e incluso, su eficiencia ha sido comparada.
Lucero y col. (15) compararon la utilidad
potencial de FPA, ELISA-c y las pruebas se-
rol6gicas convencionales con los resulta-
dos de cultivos bacterioldgicos en ¢l diag-
nostico de BRC en un total de 587 sueros
de humanos. La sensibilidad de FPA se es-
timé en 96,1% y la especificidad fue de
97,9% con un valor de corte similar al utili-
zado en la presente investigacion. La vali-
dez reportada para ELISA-¢ fue similar,
aunque se identificaron algunas discrepan-
cias con FPA, las cuales se asociaron con

bajos niveles de anticuerpos en pacientes
en recuperacion (15).

Otras importantes razones que impi-
den una comparacion entre investigaciones
precedentes, tienen que ver con las caracte-
risticas epidemiolégicas propias de la BRC
humana y la forma sesgada en que han sido
manejados los grupos controles dentro de
muchas indagaciones. Martin-Moreno y col.
(30) indicaron que en la mayoria de los es-
tudios, los grupos controles estuvieron inte-
grados por individuos saludables o pacien-
tes con otras enfermedades o ambos y no
por pacientes que estaban expuestos por ra-
zones laborales a la BRC. Este sesgo lleva-
ria, en dreas endémicas, a desaciertos a cer-
ca de la validez y presunta seguridad de las
pruebas estudiadas (12), dado el caracter
oligosintomatico, o incluso asintomatico y
autolimitado de la enfermedad, la exposi-
cion madltiple a la infeccion (28), la persis-
tencia de anticuerpos —-IgG— durante mu-
chos meses después de la conclusion del
tratamiento y episodios de infecciéon comu-
nes (31). Lo cual explica la alta seropreva-
lencia de anticuerpos anti-Brucella en re-
giones endémicas y en los individuos. Este
tipo de razonamiento permitié a Ruiz-Mesa
y col. (12) advertir que la prueba RB no es
fiable como tnica herramienta de diagnos-
tico para BRC en zonas endémicas para per-
sonas que estan expuestas en repetidas oca-
siones a la enfermedad, y menos atn con
las personas que tienen una historia recien-
te de la enfermedad.

Las diferencias encontradas entre los
dos procedimientos de FPA (FPA-c y FPA-s)
puede solo deberse al origen primario de la
muestra. Si bien, la sangre capilar tiene
muchas ventajas, tales como ser relativa-
mente facil de obtener, también se han re-
portado desventajas (32): se obtiene poca
cantidad, las mediciones pueden resultar
inexactas, como electrolitos falsamente cle-
vados y valores de conteos sanguineos in-
consistentes. Ademas, de los riesgos asocia-
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dos con el procedimiento de extracciéon. Sin
embargo, estos aspectos se contraponen a
las caracteristicas intrinsecas que envuel-
ven la obtencién de suero sanguineo, que
resulta siempre un método invasivo y dolo-
roso, por lo que en general es rechazado
por las personas, especialmente aquellas de
bajo grado de instruccion (15, 22, 28).

Adicionalmente, la metodologia exigi-
da en la mayoria de pruebas diagnosticas
involucra procedimientos laboriosos que se
traducen en retraso en la condicion de sa-
lud de los pacientes (6, 15), aunque esta
afirmacion requiere de un andlisis mas pro-
fundo, ya que por las caracteristicas del
sLPS de Brucella, este agente patdégeno tie-
ne una capacidad muy baja para causar sep-
sis severa, shock y coagulacion intravascu-
lar diseminada (12), de modo que un retra-
so en el tratamiento durante unos pocos
dias puede no afectar el prondstico. Como
los resultados de las pruebas estan general-
mente disponibles dentro de las 48 h, no
cabria justificacion alguna para no usarlas
en pacientes en particular (12). Lo impor-
tante, en todo caso, seria reducir la carga
de trabajo y costo, al utilizar de manera pri-
maria una prueba tamiz como FPA-c.

En conclusion, pese a los importantes
avances realizados en el diagnostico de BRC
en humanos, el mismo adn depende de la
demostracién de anticuerpos especificos
por medio de diferentes técnicas seroldgi-
cas (8, 26, 28, 32). Esto se debe principal-
mente a la falta de una técenica ideal y por-
que la mayor incidencia se encuentra en los
paises subdesarrollados con pobres recursos
téenicos, asi como al hecho que la enferme-
dad tiende a ocurrir en las zonas rurales
(12, 30). Sobre este panorama, es induda-
ble que una prueba tamiz incruenta, minia-
tura, facil, rapida de ¢jecutar ¢ interpretar,
con excelentes indices de validez, seguridad
y verosimilitud comparada, podria ser facil-
mente asumida por entes puablicos y priva-
dos para el despistaje de BRC en zonas en-

démicas. Tras la identificacién de los pa-
cientes reaccionantes, pruebas confirmato-
rias como FPA y/o ELISA-c seran requeridas
para la confirmacion definitiva de la enfer-
medad.
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