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Resumen
El presente estudio, se realizó con la finalidad de

evaluar comparativamente la prueba de

Fluorescencia Polarizada (FPA) como prueba

confirmatoria para la brucelosis bovina en la provincia

del Carchi - Ecuador, comparándola con una prueba

inmuno-enzimática competitiva (cELISA), prueba

prescrita para el diagnóstico confirmatorio en el

Programa Nacional de Control de la brucelosis

bovina en el Ecuador. El estudio se llevó acabo en la

provincia del Carchi localizada al norte de Ecuador

en muestras de suero sanguíneo (n=1000) obtenidas

de bovinos hembras mayores de más de 2 años de

edad con estatus sanitario y de vacunación

desconocido, pertenecientes a 94 Unidades

Productivas Agropecuarias (UPAs). Los sueros fueron

analizados a través de la prueba Rosa de Bengala

(RB). Los resultados positivos fueron confirmados a

través de una prueba cELISA, y comparados con los

resultados de la FPA considerando como punto de

corte para esta última ≥ 89.9 mP. Mediante

distribución de frecuencias se determinó que del total

de muestras analizadas con RB (n=1000), 94 fueron

positivas. De estas muestras positivas 77 se

confirmaron como positivas tanto a cELISA como a

FPA. Además 11 muestras que fueron positivas a RB

y cELISA resultaron negativas a FPA. Asimismo 6

muestras positivas a RB fueron clasificadas como

negativas tanto a cELISA como a FPA. Para el

análisis de concordancia se utilizó el coeficiente

Kappa que permitió observar que existe una

moderada concordancia entre la prueba cELISA y la

FPA con un índice de 0,472 (IC 95% 0.179-

0.765) entre las dos pruebas.

Summary

Comparative Evaluation of Fluorescence

Polarization Assay as Confirmatory

Diagnosis of Bovine Brucellosis in the Carchi

Province, Ecuador

The present study was performed to evaluate and

compare the Fluorescence Polarization Assay (FPA)

as a confirmatory test for bovine brucellosis in the

province of Carchi - Ecuador, comparing it with a

immuno-enzymatic assay cELISA which is a test

prescribed as confirmatory diagnosis in the National

Bovine Brucellosis Control Program for Ecuador. The

study was carried out in the province of Carchi, which

is located in the north of Ecuador in blood serum

samples (n= 1000) obtained from female bovines

older than 2 years with unknown health status and

vaccination, belonging to 94 Agricultural Production

Units. The serum was analyzed by the Rose Bengal

test (RB) and the positive results were confirmed

through cELISA, and then compared with the FPA

considering as cutoff ≥ 89.9 mP. Of the total samples

analyzed with RB, 94 were positive. Of these positive

samples 77 were confirmed for both cELISA and FPA.

In addition, 11 samples that were positive for RB and

cELISA were negative for FPA. Likewise, 6 samples

positive for RB were classified as negative for both

cELISA and FPA. The concordance analysis showed

that there is a moderate concordance between the

cELISA and the FPA with an index of 0.472 (95% CI

0.179-0.765) between the two tests.
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Introducción

La brucelosis es una enfermedad infecciosa de
distribución mundial ocasionada por bacterias del
género brucela, que afecta a las ganaderías desde el
punto de vista productivo y reproductivo, en donde su
signo característico es el aborto en hembras, y la
orquitis y epididimitis en machos (25). Además al ser
una zoonosis tiene consecuencias desde el punto de
vista de salud pública (1 ).
Económicamente para América Latina la brucelosis
bovina ocasiona pérdidas de sobre los 600 mil lones
de dólares al año (1 ), mientras que la brucelosis
humana causa pérdidas económicas que en
Argentina fueron estimadas en 24 mil lones de
dólares al año según García (4).
La importancia productiva, reproductiva y de salud
pública que ocasiona la brucelosis a nivel mundial ha
l levado a que ésta haya sido controlada y erradicada
en muchas partes del mundo, pero permanece
endémica en otros; como es el caso del Ecuador el
mismo que en el año 1 999 fue dividido en regiones
epidemiológicas en función a la prevalencia de la
enfermedad quedando: región de alta prevalencia
con valores de 4% a 1 0.62%, provincias de la costa y
sierra norte; regiones de baja prevalencia con valores
de 1 .2% y 2.6%, provincias de la sierra sur y
amazonia; y Región l ibre de la enfermedad las Islas
Galápagos (1 0).
Bajo esta realidad en el año 2009 el Ministerio de
Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca
(MAGAP), a través de la Agencia Ecuatoriana de
Aseguramiento de la Calidad del Agro
(AGROCALIDAD) implemento el Programa Nacional
de Control de la brucelosis bovina, el mismo que
tiene como estrategias: la sociabil ización del
problema, la vacunación masiva, diagnóstico e
identificación de animales positivos, sacrificio de
reactores positivos, y vigi lancia epidemiológica (1 1 ).
Uno de los principales objetivos de las estrategias de
control y erradicación de la brucelosis bovina a nivel
mundial ha sido la identificación de animales
reactores positivos, mediante el uso de pruebas
diagnósticas. Para el caso de la brucelosis existen
numerosas pruebas serológicas, sin embargo la
aplicación de una sola prueba no sería apropiada
para el diagnóstico, ya que se producen reacciones
falso positivas por reacciones cruzadas por bacterias
que comparten el mismo epítope de brucela o por
vacunación como es el caso de la brucelosis bovina
cuando se vacuna con S1 9 (3, 1 3, 21 ); o también
reacciones falso negativas por el uso de pruebas de
baja sensibi l idad, infecciones tempranas o tardías,
así como también de problemas durante el muestreo,
por el lo la Organización Internacional de Sanidad
Animal (OIE) recomienda al menos dos pruebas
serológicas para la identificación de animales
seropositivos, una como tamizaje y otra como
confirmatoria. Para el caso del Ecuador de manera

operativa ésta estrategia se realiza mediante la
prueba Rosa de Bengala (RB) y la prueba de ELISA
competitivo (cELISA) como prueba confirmatoria (1 1 ).
La prueba de cELISA ha sido usada ampliamente
para el diagnóstico confirmatorio de la brucelosis
bovina, ya que es una prueba que tiene la capacidad
de distinguir entre animales vacunados de aquellos
naturalmente infectados (3). Su principio se basa en
el uso de un anticuerpo monoclonal específico para
uno de los epitopes (Lipopolisacarido O) de Brucella
sp. para competir con el anticuerpo presente en el
suero problema. Esta prueba presenta características
de sensibi l idad y especificidad de 97.5-1 00 % y 9.7-
99.8 %, respectivamente (1 8, 22) pero presenta el
inconveniente que es una prueba que requiere una
serie de equipos, reactivos y experticia técnica para
su desarrol lo (1 2).
La prueba de fluorescencia polarizada (FPA) es una
prueba homogénea de unión primaria que se
fundamenta en la emisión de luz polarizada en
función al tamaño de las moléculas en rotación, en
donde dicho tamaño depende de la habil idad del
anticuerpo de reaccionar con el antígeno, que uti l iza
una molécula reveladora (fluoresceína), Nielsen et al.
(1 7) además que es una prueba simple y que puede
ser realizada prácticamente en cualquier lugar, ya
que no requiere pasos repetitivos ni lavados como
otras pruebas de unión primaria (1 7). De igual forma
que cELISA es una prueba que permite discriminar
animales vacunados con S1 9 de aquellos
naturalmente infectados (3), además que es una
prueba que presenta características de sensibi l idad y
especificidad de 98.70% y 99,80% respectivamente
(23).
El presente estudio, se realizó con la final idad de
evaluar comparativamente el FPA como prueba
diagnóstica confirmatoria para la brucelosis bovina,
ya que ésta es una prueba que presenta buenas
características de sensibi l idad y especificidad, así
como también que es una prueba simple, a diferencia
de la prueba cELISA, que es una prueba que igual
que le FPA presenta buenas características de
sensibi l idad y especificidad, pero que requiere una
serie de equipos, reactivos y experticia técnica para
su desarrol lo, y que actualmente es usada para el
diagnóstico confirmatorio de la brucelosis. Además
que para el caso del Ecuador se han reportado pocos
estudios del uso de FPA para el diagnóstico de esta
importante zoonosis. La presente investigación se
realizó en la provincia del Carchi - Ecuador, ubicada
en la sierra norte del Ecuador, considerada una
provincia con aptitud ganadera ya que concentra el
8.74% del total de ganado lechero de la Sierra (5),
bajo un sistema de manejo extensivo, y que además
fue ubicada en una región de alta prevalencia para
brucelosis con valores que van de 1 .97 a 1 0.62% por
el MAG-SESA (1 0). Desde el punto epidemiológico de
la brucelosis se debe considerar que Carchi es una
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provincia de frontera con el sur Colombia, en donde
la brucelosis bovina también es endémica, y que al
igual que el Ecuador tiene un programa
implementado de control y erradicación de brucelosis
bovina y bufal ina, regulado por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA).

Materiales y métodos

El estudio se l levó acabo en la provincia del Carchi,
local izada al norte de Ecuador, considerada como
una zona de alta prevalencia de brucelosis bovina
(1 0), en muestras de suero sanguíneo (n=1 000)
obtenidas de bovinos hembra, mayores a dos años,
con estatus sanitario y de vacunación desconocido,
pertenecientes a 94 Unidades Productivas
Agropecuarias (UPAs).
El suero fue analizado siguiendo el proceso del
Programa Nacional de Control de la brucelosis
bovina del Ecuador (1 1 ) a través de la prueba Rosa
de Bengala (RB) como prueba tamiz, y confirmada a
través de una prueba inmuno enzimática competitiva
(cELISA), que sirvió para evaluar y comparara con la
prueba de fluorescencia polarizada (FPA) motivo de
estudio. La prueba RB y FPA fueron realizadas en el
laboratorio de diagnóstico veterinario de la
Universidad Politécnica Estatal del Carchi (UPEC),
mientras que cELISA se realizó en un laboratorio
externo certificado por AGROCALIDAD para el
diagnóstico de brucelosis.

RB

La prueba Rosa de Bengala fue realizada según la
técnica descrita por la OIE (21 ). El antígeno uti l izado
es una suspensión bacteriana de Brucella coloreada
con rosa de bengala, distribuido en Ecuador por la
casa Livexlab (lote 1 01 ). El antígeno y los sueros
fueron puestos a temperatura ambiente por un lapso
de 60 minutos, previo su uso. A continuación 30 µl del
suero a investigar fue colocado en una placa de
vidrio, a lo cual se agregó 30 µl del antígeno, y
mezcló. La placa fue homogenizada durante 4
minutos a temperatura ambiente, para luego
proceder a la lectura. La interpretación de resultados
fue: resultados positivos cuando exista la presencia
de aglutinación y negativo sin aglutinación. .

cELISA

La prueba inmuno enzimática competitiva (cELISA)
fue realizada por un laboratorio externo, que uti l iza el
Kit comercial “SVANOVIR® Brucella-Ab C-ELISA” de
la casa SVANOVA, y que al ser un análisis
confirmatorio realiza el diagnostico en duplicado.
Para la interpretación de resultados se consideró el
porcentaje de inhibición (PI), obtenido mediante la
substracción de 1 00 para la división del promedio de
densidades ópticas (DO) de las muestras con la DO
del conjugado, y su interpretación se realizó con un
punto de corte ≥30 % de inhibición.

FPA

La prueba de fluorescencia polarizada se realizó
según las especificaciones del Kit comercial “Brucella
Antibody Test Kit FPA” de la casa Ell ie (Lote B1 001 ).
El kit FPA uti l iza un extracto de polisacárido-O (OPS)
de la bacteria Brucella abortus conjugado con
fluoresceína. Los sueros y controles (20 µl) fueron
colocados dentro de tubos de boro-si l icato más un
diluyente (1 ml) e incubado por tres minutos a
temperatura ambiente para realizar una lectura
blanca de todas las muestras y controles. Luego se
adicionó 1 0µl del antígeno con fluoresceína en todos
los tubos, seguida de una incubación por tres
minutos a temperatura ambiente, para luego repetir la
lectura y obtener los valores de mil i-polarización (mP)
de todas las muestras y controles. La interpretación
de resultados se realizó considerando un punto de
corte de ≥89.9 mP (6).
La evaluación comparativa de las pruebas FPA y
cELISA se realizó mediante distribución de
frecuencias, y también mediante el coeficiente
Kappa, considerando un intervalo de confianza (IC)
de 95%, que permite definir la concordancia entre las
dos observaciones. El coeficiente Kappa puede
tomar valores entre -1 y+1 , mientras más cercano a
+1 , mayor es el grado de concordancia, mientras más
cercano a -1 , menor es el grado de concordancia. Un
valor de k=0 refleja que la concordancia es atribuida
al azar (9).
Para la interpretación de resultados de manera
cualitativa se uti l izó la tabla propuesta por Landis y
Koch (8) para expresar la fuerza de concordancia en
función al coeficiente Kappa obtenido, como lo
muestra la tabla 1 .

Tabla 1

Interpretación de resultados cualitativos del
coeficiente Kappa.
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Resultados

Del total de muestras de suero sanguíneo (n=1 000)
analizadas a través de la prueba Rosa de Bengala
(RB) se obtuvieron un total de 94 (9,4%) muestras
positivas, pertenecientes a 1 8 UPAs (1 9.1 5%),
mismas que fueron confirmados a través de una
prueba inmuno enzimática competitiva (cELISA), y
luego sometidas a la prueba de fluorescencia
polarizada (FPA), motivo del presente estudio. Para
la evaluación comparativa de FPA se consideró
únicamente las muestras positivas a RB (n=94) ya
que bajo esta modalidad funciona el Programa
Nacional de Control de la brucelosis bovina (1 1 ) en el
Ecuador.
De las 94 muestras positivas (Tabla 2) a la prueba
Rosa de Bengala (RB), se confirmaron como
positivas 77 muestras tanto para cELISA como para
FPA. Además 1 1 muestras que fueron positivas a RB
y cELISA resultaron negativas a FPA. Asimismo 6
muestras positivas a RB fueron clasificadas como
negativas tanto a cELISA como a FPA. No se
presentaron resultados positivos a RB y FPA y
negativos a cELISA.
Setenta y siete muestras positivas tanto a cELISA
como a FPA en los valores en función al punto de
corte se puede observar que las observaciones
cumplieron el punto de corte establecido para cada
una de las pruebas, siendo para la prueba cELISA
≥30 % de inhibición, y para la prueba FPA ≥ 89.9 mP,
como indica la tabla 3.
De las 6 muestras negativas tanto a cELISA como a
FPA en los valores en función al punto de corte se
puede observar que las observaciones presentaron
valores por debajo del punto de corte establecido
para cada una de las pruebas, siendo para la prueba
cELISA ≥30% de inhibición, y para la prueba FPA
≥89.9 mP, como indica la tabla 4.
Once muestras positivas a cELISA pero negativas a
FPA en los valores en función al punto de corte se
puede observar que las observaciones presentaron
valores por debajo del punto de corte establecido

para la prueba FPA ≥ 89.9 mP, mientras que para la
prueba cELISA mostraron valores ≥30% de inhibición,
establecido como punto de corte para
cELISA, como indica la tabla 5.
Once muestras positivas a cELISA pero negativas a
FPA en los valores en función al punto de corte se
puede observar que las observaciones presentaron
valores por debajo del punto de corte establecido
para la prueba FPA ≥ 89.9 mP, mientras que para la
prueba cELISA mostraron valores ≥30% de inhibición,
establecido como punto de corte para
cELISA, como indica la tabla 5.
CEl análisis de concordancia de la prueba cELISA y
FPA según el coeficiente de Kappa (Tabla 1 ) se
puede observar que existe una moderada
concordancia entre la prueba cELISA y el FPA con un
índice de 0,472 con un intervalo de confianza (IC)
de 95%, de 0.1 79-0.765.

Discusión

La prueba de cELISA ha sido prescrita por la OIE
como diagnóstico confirmatorio de la brucelosis
bovina a nivel internacional, sin embargo de acuerdo
a Marcin Weiner et al. (1 2) esta es una prueba que a
pesar de ser altamente específica, tiene el
inconveniente de que requiere una serie de equipos,
reactivos y experticia técnica.
De las 94 muestras positivas a la prueba Rosa de
Bengala (RB), se confirmaron como positivas 77
muestras tanto para cELISA como para FPA. Esto
atribuido a que las pruebas RB, cELISA, FPA tiene
como fundamento la detección de inmunoglobulinas
tipo IgG, a pesar que la prueba RB tiene como
principio la aglutinación, mientras que el cELISA y
FPA se basan en ensayos de unión primaria, tal
como lo describe Gall y Nielsen (3).
De las 6 muestras positivas a RB pero clasificadas
como negativas tanto a cELISA como a FPA, se
puede atribuir a que la prueba Rosa de Bengala (RB)
es una prueba altamente sensible, pero que tienen el
inconveniente de dar resultados falsos positivos,
atribuido a la presencia de anticuerpos vacunales de

Tabla 2

Resultado comparativo de las pruebas diagnósticas.

RB: Prueba Rosa de Begala; cELISA: Prueba ELISA competitivo;

FPA: Prueba de Fluorescencia Polarizada.
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Tabla 3

Resultados positivos para cELISA y positivos para FPA en función a puntos de corte.

cELISA: Prueba ELISA competitivo; %PI : Porcentaje de inhibición; FPA: Prueba de Fluorescencia Polarizada; mP: mil i-polarización.

Tabla 4

Resultados negativos para cELISA y
negativos para FPA en función a puntos

de corte.

cELISA: Prueba ELISA competitivo; %PI : Porcentaje de

inhibición; FPA: Prueba de Fluorescencia Polarizada; mP:

mil i-polarización.
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la vacuna S1 9, así como a reacciones cruzadas con
otro tipo de bacterias que presentan como epitope
dominante la cadena O del Lipopolisacárido, como lo
menciona Nielsen (1 9). Esto denota la ventaja que
tiene la prueba Rosa de Bengala (RB), para el
diagnóstico tamiz de animales, por ser una prueba
fácil y económica (1 9), así como también la
necesidad de uti l izar otra prueba diagnóstica más
específica para el diagnóstico confirmatorio de
brucelosis. Bajo esta realidad se pueden considerar
como pruebas confirmatorias las pruebas cELISA y
FPA que son pruebas altamente específicas, y
permiten discriminar entre animales vacunados con
S1 9 de aquellos naturalmente infectados (3, 1 3, 21 ).
Las 1 1 muestras que fueron positivas a cELISA pero
resultaron negativas a FPA. Esto imputado a que
cELISA permite discriminar entre animales
vacunados con S1 9 de aquellos infectados, pero
estos resultados positivos se puede asociar a
estados de vacunación previo el muestreo como lo
menciona Nilesen et al. (1 5) o infecciones tempranas
donde el cELISA presenta mejoras características de
sensibi l idad que el FPA, como lo describe
Konstantinidis et al. (7).
La moderada concordancia entre la prueba cELISA y
FPA, puede atribuirse al alto número de resultados
negativos y al tamaño de la muestra de resultados
positivos.

A pesar de ello es importante mencionar que
considerando el resultado de los rangos del índice
Kappa con un IC de 95% este puede llegar a valores
0,765, que se asemeja a estudios similares donde se
comparan estas dos pruebas y se muestran valores
de concordancia superiores a 0,81 denotando una
concordancia casi perfecta, así como también la no
existencia de diferencias estadísticas entre las dos
pruebas, tal como lo demostraron Nicola et al. (1 4);
Rojas et al. (24); y Nielsen et al. (20).

Conclusiones

Tomando como referencia los resultados
presentados, así como resultados de otras
investigaciones realizadas a nivel internacional la
prueba de Fluorescencia Polarizada (FPA) puede ser
considerada como prueba confirmatoria para el
diagnóstico de brucelosis bovina en la provincia del
Carchi-Ecuador, por ser una prueba simple y rápida,
que puede ser realizada prácticamente en cualquier
lugar.
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Tabla 5

Resultados positivos para cELISA y
negativos para FPA en función a puntos

de corte.

cELISA: Prueba ELISA competitivo; %PI : Porcentaje de

inhibición; FPA: Prueba de Fluorescencia Polarizada; mP:

mil i-polarización .
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