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molecular and serological test

Resumen: La brucelosis humana representa un problema sanitario relevante que
demanda diagndsticos precisos. Este estudio evalué métodos serolégicos y moleculares
para determinar avances en diagnoéstico de Brucella y la aplicabilidad clinica mediante la
revision de articulos cientificos publicados entre el 2020 y 2025 en bases de datos
cientificas indexadas (PubMed, ScienceDirect, Scopus). Se revisaron 133 articulos
siguiendo criterios especificos, de los cuales se seleccionaron 25 articulos, agrupandolos
segtn pruebas de referencia empleadas. Las técnicas moleculares, principalmente PCR y
sus variantes, mostraron elevada sensibilidad (hasta 85-90%) y especificidad, superando
a técnicas seroldgicas tradicionales como Rosa de Bengala, que, aunque mas accesibles,
presentan limitaciones en ciertos casos. La mayoria de los estudios fueron prospectivos
y reflejan disparidad regional en los métodos de diagnosis usados. Los resultados indican
que la integracién de procedimientos basados en serologia y analisis genéticos mejora la
precision diagndstica, especialmente en infecciones con baja carga bacteriana o formas
clinicas atipicas. La evidencia apoya la transiciéon hacia técnicas moleculares para
laboratorios clinicos de nivel II y III. Se concluye que la adopcién coordinada de estas
tecnologias y el desarrollo de protocolos estandarizados son esenciales para optimizar la
deteccion y vigilancia epidemiologica de la brucelosis humana, y se resalta la importancia
de combinar estos protocolos de andlisis para mejorar la detecciéon de la bacteria,
particularmente en casos negativos en serologia pero positivos mediante PCR y en la
identificacion especifica de especies de Brucella.

Palabras clave: Brucelosis humana, diagndstico molecular, pruebas seroldgicas, revisién
sistematica.

Abstract: Human brucellosis represents a significant health problem that demands accurate
diagnoses. This study evaluated serological and molecular methods to determine advances in
Brucella diagnosis, and clinical applicability by reviewing scientific articles published between
2020 and 2025 in indexed scientific databases (PubMed, ScienceDirect, Scopus). A total of 133
articles were reviewed according to specific criteria, from which 25 articles were selected and
grouped according to the reference tests used. Molecular techniques, primarily PCR and its
variants, showed high sensitivity (up to 85-90%) and specificity, surpassing traditional
serological techniques such as Rose Bengal, which, although more accessible, have limitations in
certain cases. Most studies were prospective and reflect regional disparities in the diagnostic
methods used. The results indicate that integrating serology-based procedures with genetic
analyses improves diagnostic accuracy, especially in infections with low bacterial loads or atypical
clinical forms. The evidence supports the transition to molecular techniques for level II and III
clinical laboratories. It is concluded that the coordinated adoption of these technologies and the
development of standardized protocols are essential to optimize the detection and epidemiological
surveillance of human brucellosis, and the importance of combining these analytical protocols to
improve the detection of the bacteria is highlighted, particularly in negative cases in serology but
positive by PCR and in the specific identification of Brucella species.

Keywords: Human brucelosis, molecular diagnosis, serological test, systematic review.
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1. Introduccion

La brucelosis es una enfermedad infecciosa reemergente causada por cocobacilos gramnegativos
intracelulares facultativos del género Brucella. Es considerada una de las siete zoonosis endémicas
desatendidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), incluida dentro de la lista B de
enfermedades animales por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) y reconocida como
una infeccidon de gran importancia socioecondmica por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), es prevalente en todo el mundo con un caracter endémico
observado en paises mediterraneos de Europa, Asia, Africa, América y el Caribe (Corbel, 2006).

Se estima que aproximadamente 3,5 mil millones de personas a nivel mundial tienen el riesgo
permanente de adquirir brucelosis (Bosilkovski et al., 2021); debido a ello, esta enfermedad tiene
importantes implicaciones para la salud publica y genera graves desafios econdmicos, especialmente en
regiones con medidas de seguridad alimentaria, normas de higiene y atencion veterinaria inadecuadas.
Esto se debe a que la transmision a los humanos ocurre mediante la ingestiéon de productos de origen
animal contaminados o el contacto directo con animales infectados (Qureshi et al., 2024). Estas rutas de
exposicion ponen en mayor riesgo a consumidores de lacteos no pasteurizados, propietarios de ganado,
trabajadores de mataderos y veterinarios dentro de zonas endémicas (Corbel, 2006).

Ademas, las mediciones precisas de la carga de la enfermedad se ven limitadas por un ntiimero
considerable de casos asintomaticos, dificultades para llegar a un diagnostico definitivo y la falta de
notificacion. Por esta razon, se estima un riesgo global aproximado de 500 nuevos casos por cada millén
de personas, siendo Africa la regién con mayor riesgo, seguida de Asia y otras regiones del mundo (Laine
et al., 2023).

Dado que los sintomas clinicos de esta infeccion son inespecificos y pueden confundirse con otras
patologias, el diagnostico clinico resulta poco confiable. Sin embargo, en los tltimos afios se han
desarrollado avances significativos que han permitido comprender mejor la fisiopatologia de la
enfermedad y mejorar los métodos diagnosticos (Di Bonaventura et al., 2021). Dentro de estos avances,
se ha identificado la presencia de huéspedes intermedios que contribuyen a la difusion de la infeccion.

Las especies de Brucella mas virulentas son: Brucella melitensis (ovejas y cabras), Brucella abortus
(ganado vacuno) y Brucella suis (cerdos), otras especies menos virulentas son Brucella canis (perros), asi
como especies emergentes como Brucella amazoniensis (collar/labios blancos), Brucella nosferati
(murciélagos), Brucella inopinata y Brucella microti (ranas, sapos, reptiles y peces) (Lavigne et al., 2025).
Brucella ceti y Brucella pinnipedialis (mamiferos marinos) (Centers for Disease Control and Prevention,
2017).

Esta patologia presenta formas agudas, subagudas, localizadas y croénicas, y puede causar sintomas
clinicos duraderos y complicaciones focales. Aun con tratamiento, las tasas de recaida oscilan entre el 6
%y el 11 %. Debido a la heterogeneidad e inespecificidad de los sintomas, la deteccion temprana presenta
multiples desafios, especialmente en centros de atenciéon médica y laboratorios en entornos de bajos
recursos (Lukambagire et al., 2021). El aislamiento del microorganismo se considera el estandar de oro
para el diagndstico de esta infeccion en humanos, dado que proporciona un resultado definitivo; no
obstante, presenta desventajas importantes, como el tiempo requerido, la complejidad en la obtencion,
manejo, almacenamiento y transporte de las muestras, la necesidad de personal especializado y
laboratorios de alta contencion (bioseguridad nivel 3), ademas de un prolongado periodo de respuesta
(Wormser & Stratton, 2008). Los métodos alternativos utilizados para su pronostico en humanos son los
ensayos serologicos, como la prueba de placa de Rosa de Bengala (RBT), las pruebas de aglutinacién
sérica (STAT), la prueba de fijacion del complemento, el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas y
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las pruebas de precipitacion en gel, y técnicas de biologia molecular como la reaccioén en cadena de la
polimerasa (PCR) (Waringa et al., 2023).

Sibien las pruebas moleculares pueden usarse como métodos directos de diagnostico, se ha reportado
que las técnicas de PCR permiten analizar solo pequefios volimenes de muestra en comparacion con el
cultivo del microorganismo. Sin embargo, las pruebas basadas en PCR son particularmente ttiles en
zonas de alta endemicidad. Por otro lado, los procedimientos basados en serologia se utilizan como
confirmacion de los cultivos de Brucella y, aunque la respuesta especifica de anticuerpos puede
proporcionar informacién diagnostica util, se han documentado reacciones cruzadas con anticuerpos
dirigidos contra F. tularensis, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica y Afipia clevelandensis. Ademas, estas
pruebas no suelen emplearse como tnica herramienta diagndstica (Wormser & Stratton, 2008). Con lo
anterior, actualmente no existe un consenso claro sobre cuél es la técnica mas eficaz, accesible y adecuada
para confirmar la brucelosis humana en diferentes contextos epidemiologicos, lo que genera
incertidumbre en la toma de decisiones clinicas.

Por consiguiente, el presente estudio buscd evaluar sistematicamente las pruebas seroldgicas y
moleculares aplicadas al diagnodstico de la brucelosis humana publicadas en bases de datos indexadas
(PubMed, ScienceDirect, Scopus) entre enero de 2020 y septiembre de 2025, mediante una revision
bibliografica de al menos 25 articulos cientificos, con el fin de caracterizar su distribucion geografica, las
pruebas de referencia empleadas, los avances tecnoldgicos y la capacidad de identificacion de especies
de Brucella.

Para ello, los objetivos especificos incluyeron: caracterizar la distribucion geografica de las
investigaciones y las pruebas de referencia utilizadas en diferentes regiones, identificar y clasificar los
métodos seroldgicos y técnicas moleculares, describir los avances tecnoldgicos en el desarrollo de
métodos diagnosticos, analizar las caracteristicas de los estudios incluidos segin el disefio de
investigacion, tamafo de muestra y pruebas de referencia empleadas, identificar las especies de Brucella
y sintetizar las principales limitaciones metodologicas.

2. Metodologia

Esta revision sistematica se adhirid a las directrices de los Elementos de Informe Preferidos para
Revisiones Sistematicas y Metaandlisis (PRISMA), con el fin de garantizar la calidad de los métodos
empleados en la identificacion, seleccion, evaluacion y sintesis de los estudios (Page et al., 2021). Este
estudio tuvo un enfoque descriptivo basado en sintesis cualitativa de estudios cuantitativos, disefio no
experimental de corte longitudinal. La pregunta de investigacion se formulé como una guia para la
revision sistematica: ;Cuales son las caracteristicas metodoldgicas, distribucion geogréfica y avances
tecnologicos de los métodos seroldgicos y moleculares utilizados para el diagndstico de la brucelosis
humana en la literatura reciente, y qué especies de Brucella se identificaron mediante estos métodos?

El proceso de seleccidon de los articulos se realizd siguiendo el modelo PICOS (Poblacion, Intervencion,
Comparacion, Resultados y Estudios/marco temporal), con los siguientes criterios de inclusion:

e P (Poblacién): Pacientes evaluados para diagnodstico de brucelosis humana en diferentes
contextos geograficos.

¢ I (Intervencion): Cualquier prueba diagnodstica de especies del género Brucella (prueba indice).

e C (Comparacion): Pruebas de referencia (microbioldgicas, serologicas y moleculares) para
detectar especies causantes de Brucelosis humana.

¢ R (Resultado): Distribucion geografica, tipos de métodos diagndsticos, pruebas de referencia,
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identificacion de especies de Brucella, disefio metodoldgico de los estudios, tamafio de muestra y
casos positivos, avances tecnoldgicos y limitaciones metodoldgicas como resultados primarios.

¢ S (Estudios): Estudios originales centrados en la precision diagndstica.
Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de exclusion se establecieron para estudios que carecian de informacion esencial sobre la
prueba indice o el estandar de referencia diagnostica, estudios fuera del periodo 2020 - 2025; y, estudios
en general que no se refirieron a la deteccion de especies causantes de Brucelosis humana. Ademas, se
excluyeron articulos de revision sistematica, documentos de conferencias, libros y capitulos de libros,
revisiones de conferencias, cartas al editor, notas, estudios retractados, articulos sin acceso a texto
completo y estudios sin resultados publicados.

Por otro lado, los criterios de inclusion se definieron como: articulos publicados desde enero de 2020
hasta septiembre 2025, que abordaron el uso de pruebas seroldgicas y moleculares para la deteccion
de especies del género Brucella y que contaron con una prueba estandar de referencia para el
aislamiento del microorganismo.

Estrategia de busqueda y procesos de seleccion

Se realizaron busquedas sistematicas de literatura en tres bases de datos: PubMed, ScienceDirect y
Scopus. Para cada base de datos, las palabras clave relacionadas con la brucelosis humana, pruebas
seroldgicas, diagndstico molecular se combinaron con operadores booleanos (AND, OR). Se incluyeron
articulos publicados entre enero 2020 y septiembre 2025, sin restricciones en las fechas de publicacion.
También se realizaron busquedas adicionales en las listas de referencia de los articulos incluidos.

Tabla 1

Operadores booleanos.

Base de datos Estrategia de busqueda Estudios

("brucellosis” OR "human brucellosis") AND ("serological tests" OR serology OR
"ELISA" OR "Rose Bengal") AND ("molecular tests" OR PCR OR "polymerase chain

P d 2
ubme reaction") AND (diagnosis OR diagnostic OR detection) Filters: in the last 5 years, o
Free full text, Full text
TITLE ("human brucellosis") AND ( "serological tests" OR "serology") AND
S ("molecular tests" OR "PCR") AND ( "diagnosis") AND PUBYEAR > 2019 AND 25
copus PUBYEAR < 2026 AND ( LIMIT-TO ( OA , "all" ) ) AND ( EXCLUDE ( DOCTYPE
,"le" ) OR EXCLUDE ( DOCTYPE, "tb" ) OR EXCLUDE ( DOCTYPE, "re"))
. . ("Human Brucellosis") AND ("serological” OR "molecular diagnosis") AND
ScienceDirect ("assay" OR "test" or "diagnosis") Year 2020-2025 16
TOTAL 133

Para el proceso de seleccion, los registros obtenidos de cada base de datos se importaron a Mendeley
Reference Management para identificar, y eliminar archivos duplicados, y posteriormente, se leyeron
los textos completos seleccionados para confirmar su elegibilidad, se extrajeron datos pertinentes y se
verifico que se aplicaran los criterios de exclusion.

Extraccion de datos

En lo que respecta a la extraccién de datos, se reconocid al aislamiento del microorganismo como el
estandar de referencia. Sin embargo, dado que el cultivo de la bacteria fue considerado como una
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prueba de referencia imperfecta también se consideré6 como prueba estandar la prueba de
seroaglutinacién (SAT), la Prueba Rosa de Bengala, ELISA y el serodiagndstico de Wright.

Con base en ello, se extrajeron de todos los articulos las principales caracteristicas del estudio, la
informacion relacionada con la poblacidn, intervencion, el comparador y el resultado. Los datos de
interés incluyeron el pais donde se realizo, los métodos de diagnostico utilizados, el nimero de
participantes evaluados, la prueba de referencia, el disefio del estudio, las especies de Brucella
involucradas y las caracteristicas de las pruebas incluidos los fabricantes, los antigenos y los titulos
utilizados para definir la positividad de la prueba.

3. Resultados

Busqueda de los articulos

En la btisqueda inicial se identificaron 133 articulos en las bases de datos, seguidos de un analisis y
selecciéon basados en los criterios de inclusién. Con el fin de comparar los métodos diagndsticos, los
estudios fueron agrupados de acuerdo con la prueba de referencia adoptada, que podia ser
“aislamiento”, “prueba de seroaglutinacion (SAT)”, “Prueba Rosa de Bengala (RBT)”, “ELISA” o
“serodiagndstico de Wright”. Los estudios que no presentaban una prueba de referencia fueron
excluidos, resultando en un total de 25 articulos incluidos. El diagrama de flujo PRISMA sintetiza el
proceso de seleccion de los estudios y las razones de exclusion (figura 1).

Figura 1

Diagrama de flujo sobre el proceso de seleccion de acuerdo con PRISMA

= Registros identificados:
?§ PubMed (n=92)
& Scopus (n=25)
= ScienceDirect (n=16)
=
Total: 133 resultados
ol Registros duplicados excluidos por
Ll
RayyanIA (n=7)
Registros cribados
(n=126)
T Registros excluidos por no cumplir
vy los criterios de inclusién (n=91)
o Publicaciones evaluadas para su
2 recuperacion
2 (n=35) )
o Registros no recuperados (n = 4)
¢ Registros excluidos por:
Idioma (n=1)
Publicaciones potencialmente
incluidos con diferentes
comparadores
(n=30) . .
Registros excluidos:
v »1 No presentan prueba de referencia
(0=5)
(2]
< Total estudios incluidos en la
5 revision
o
b (n=25)
—
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Analisis descriptivo y estudios incluidos

Las caracteristicas de los trabajos se presentan en la Tabla 2. Como se observa, la mayoria de las
investigaciones relacionadas al diagnostico de brucelosis se desarrollaron en Asia (n=19), seguido de
Africa (n=5) y América (n=1). Por otro lado, respecto a la prueba de referencia, esta varié entre regiones,
dado que se consideraron diferentes protocolos de identificacion de la bacteria. De los estudios
incluidos, cuatro utilizaron el cultivo microbiano como estandar diagndstico; cuatro emplearon el
cultivo combinado con SAT (n=1), con ELISA (n =4) y uno con las tres técnicas. De la misma manera,
diez estudios aplicaron tinicamente RBT como método principal, mientras que uno utilizé RBT en
conjunto con la prueba rapida Brucella Ab de Anigen (ARBT) y otro combin6 RBT con SAT. Finalmente,
dos investigaciones emplearon la prueba de Wright como referencia.

Tabla 2

Meétodos seroldgicos y moleculares utilizados en el diagnéstico de brucelosis

Prueba de Tamario de muestra Disefio de Especies de
Referencia Pais | Método (casos positivos / . .., Brucella
referencia investigacion . e
total) identificadas
. . 1) RT-qPCR .
(Liu et al., 2023) China RBT y SAT 2) dd-PCR 280/487 Retrospectivo No reportaron
1) In-house
(Bhartiya et al., 2020) India Cultivo ELISA 568/1142 Prospectivo No reportaron
y 7 . 2) Novatec p P
ELISA
8/225
(Stier et al., 2023) Turquia Cultivo y RBT ) . Prospectivo
2)iELISA 12/225 B. abortus
22/225
1) I-ELISA
Al ini et al., Arabi 2) CFT
( muzz ; 21;1)1 eta Saf(;)iltz RBT y ARBT 3; IE CR 17/100 Transversal No reportaron
convencional
harifif; L,
S arlz(l) ; ;‘)et a Iran RBT 1) PCR 85/90 Transversal No reportaron
1) SAT 73/120
(Rahbarnia et al., , . 2) C-SAT .
I 1 121 P
2021) ran Cultivo 3) 2ME 66/120 rospectivo No reportaron
4) PCR anidada 60/120
(Riyadh et al., 2022) Iraq RBT 1) PCR 5/100 Prospectivo B. abortus
(Beck;g ;‘;)T uon Brasil Cultivoy ELISA 1) qPCR 1/12 Prospectivo No reportaron
B. abortus
(Kumari et al., 2023) India Cultivoy ELISA 1) qPCR 23/200 Prospectivo
B. melitensis
. . Control de
(Ejaz et al., 2024) Pakistan RBT 1) gqRT-PCR 81/91 No reportaron

caso
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(Yousaf et al., 2021) Pakistan RBT 1)qRT-PCR 37/218 Prospectivo No reportaron
(Adabi et al., 2021) Iran Wright 1) PCR 63/145 Prospectivo No reportaron
(Qasmaoui et al., 1) IgG e IgM .
M RBT P
2025) arruecos ELISA 66/99 rospectivo No reportaron
1) IgG e IgM
L,
(Munz}z)l;)et a Kenia RBT ELISA 22/217 Retrospectivo No reportaron
2) PCR
; B. abortus
1) iELISA
(Shafqat et al., 2025) Pakistan SAT )iELIS 24/200 Transversal
2) PCR B. melitensis
(Waringa et al., . 1) FBAT
K RBT 44/1 T 1 B.

2023) enia 2) PCR /166 ransversa abortus
(Ferjani et al., 2025) Ttnez Cultivo 1) RT-PCR 36/36 Prospectivo B. melitensis
(Almashhadany et . o

al, 2022) Iraq Cultivo 1) SAT 31/325 Transversal B. melitensis
; B. abortus
(Vakili et al., 2021) Iran Cultivoy SATY 1 gpr 17/20 Prospectivo
ELISA B. melitensis
(Jafari et al., 2024) Iran Wright 1) CSF PCR 7/7 Prospectivo No reportaron
1) RBT
2) ELISA
(Dong et al., 2021) China SAT 3; Coosmbs 200/300 Prospectivo Brucella spp.
4) FPA
(Lita et al., 2025) Sudan RBT 1) gPCR 7/143 Prospectivo No reportaron
(Elelu et al., 2025) Nigeria RBT 1) gPCR 92/103 Transversal No reportaron
(Liu et al., 2020) China SAT 1) MLVA 107/1460 Prospectivo B. melitensis
(Akhtar et al., 2021) Pakistan RBT 1) PCR 122/300 Prospectivo B. melitensis

Nota. SAT (prueba de seroaglutinacion), RBT (Prueba Rosa de Bengala), ARBT (Prueba rapida de Brucella Ab de Anigen),, C-SAT (Prueba de Coombs
anti-Brucella), ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), Wright (prueba de Wright), RT-qPCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripeion inversa), dd-PCR (doble deteccion PCR), CFT (prueba de fijacion del complemento), 2-ME (2-Mercaptoetanol), FBAT/FPA (Prueba de
anticuerpos Brucella fluorescente), LSPR (resonancia de plasmones superficiales localizados), MLVA (Analisis de Ligacion de Multiples Loci-VNTR),
NR (No reportaron).

Entre los métodos de diagnostico reportados, 18 de los 25 articulos basaron sus investigaciones en
la deteccion molecular de genes asociados a Brucella spp., empleando PCR convencional o variaciones
de esta técnica, como se muestra en la tabla. Mientras tanto, 7 de los 25 estudios utilizaron ELISA o
alguna de sus variantes para la identificacion de antigenos asociados al patdgeno, 4 de los 25
compararon la prueba de referencia con diversos métodos seroldgicos como SAT, C-SAT, 2ME,
Coombs y FBAT/FPA. Por otra parte, 1 de los 25 compar6 la prueba de referencia con la técnica LSPR,
y 1 de los 25 utiliz6 el Andlisis de Ligacion de Multiples Loci-VNTR (MLVA).

Con respecto al tamario total de la muestra, la tabla detalla los casos positivos para antigenos de
Brucella y, en el caso de la deteccion molecular, los genes asociados a diversas especies causantes de
brucelosis. En relacion con el tipo de investigacion, 15 fueron estudios prospectivos, 6 transversales, 2
retrospectivos y 1 estudio de casos y controles. Las especies identificadas en estas investigaciones
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fueron Brucella canis (n = 1), Brucella abortus (n = 6), Brucella melitensis (n="7), Brucella spp. (n=1) y en 14
estudios no se reporto la clasificacion de especies.

Avances tecnolégicos identificados

El analisis de las 25 investigaciones mostrd una transicion progresiva hacia técnicas moleculares
como herramienta diagnodstica principal, donde 18 de 25 articulos (72%) se basaron en deteccion
molecular mediante PCR y sus variantes. Por lo tanto, se evidencia un avance significativo respecto a
la dependencia de los métodos serologicos tradicionales.

Entre los avances moleculares destaca la implementacion de PCR en tiempo real (RT-qPCR, qRT-
PCR) para una deteccion mas rdpida y especifica. Asimismo, se reporta la adopcién de PCR digital de
doble deteccion (dd-PCR), con mayor sensibilidad que la RT-qPCR convencional, especialmente en
muestras con baja carga genomica (Liu et al., 2023). Ademas, se empled PCR anidada para mejorar la
deteccion en casos con baja carga bacteriana (Rahbarnia et al., 2021), asi como el desarrollo de PCR a
partir de liquido cefalorraquideo para el diagndstico de neurobrucelosis en pacientes seronegativos
(Jafari et al., 2024).

En cuanto a tecnologias emergentes, se identificaron biosensores basados en resonancia de
plasmones superficiales localizados (LSPR) para deteccion rapida (Vakili et al., 2021), y el andlisis de
Ligacion de Multiples Loci-VNTR (MLVA) para la caracterizacion molecular epidemioldgica y el
rastreo de cepas circulantes (Liu et al., 2020).

Los métodos seroldgicos contintan teniendo utilidad clinica gracias a innovaciones significativas,
entre las cuales destacan: la implementacidon de ensayos ELISA “in-house” con antigenos de célula
completa (Bhartiya et al., 2020), ensayos de inmunoadsorcién indirecta (iIELISA) para la deteccion de
IgG e IgM especificas, y pruebas de anticuerpos fluorescentes (FBAT/FPA) para mejorar la deteccion
rapida (Dong et al., 2021).

A pesar de estos avances, se observé que mas de la mitad de los estudios (n = 14) no reportaron la
identificacion especifica de especies de Brucella, lo cual limita de manera importante la vigilancia
epidemioldgica molecular. Aquellos estudios que si realizaron identificacién emplearon
predominantemente técnicas moleculares, detectando principalmente B. melitensis (28%) y B. abortus
(24%), ademas de documentar la aparicion emergente de B. canis en entornos urbanos (Siier et al., 2023).

Por otra parte, la notable heterogeneidad en la seleccion de las pruebas de referencia evidencia la
ausencia de un consenso internacional, lo cual se refleja en el uso preferencial de RBT como estandar
en el 48% de las investigaciones, frente a solo el 16% que empled el cultivo microbiano de forma
exclusiva. Esto subraya las dificultades practicas asociadas al aislamiento bacteriano como método de
referencia definitivo.

4. Discusion

En la presente revision sistematica se evidencia el avance en el diagnostico de la brucelosis humana,
particularmente a través de la utilizacion de métodos seroldgicos y técnicas moleculares de mayor
sensibilidad y especificidad. Para ello se analizaron 25 estudios publicados entre 2020 y 2025, en los
cuales se refleja la heterogeneidad metodologica que caracteriza la practica diagndstica internacional.
Los resultados obtenidos indican no solo la evolucién tecnoldgica en este campo, sino también las
disparidades regionales en el acceso a herramientas diagndsticas y los desafios persistentes para la
estandarizacidon de protocolos.
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Se hall6 un predominio notable de investigaciones realizadas en Asia, Africa y América, lo cual
coincide con la distribucion geografica de la enfermedad considerada endémica, revelando asi las
prioridades de investigacion en salud ptiblica de cada region. Se destacan particularmente paises como
Iran, Pakistan y China, donde se concentra la mayor cantidad de estudios, lo que sugiere una elevada
carga epidemiologica y un fortalecimiento de sus capacidades de investigacion en los tltimos afios. En
el caso de América Latina se identifico un tinico estudio proveniente de Brasil, lo que podria indicar
una menor incidencia regional, pero también evidencia una brecha importante en investigacion que
podria explicarse por la subnotificacion de casos, recursos limitados para un diagndstico preciso o la
priorizacidn de otras enfermedades en las agendas de salud publica. Aunque América presenta menor
riesgo general, existe una variacién subregional més marcada que en Asia o Africa: Centroamérica
presenta el mayor riesgo, seguida de Sudamérica y finalmente Norteamérica (Laine et al., 2023).

En cuanto a la seleccién de pruebas de referencia, los estudios analizados mostraron una marcada
variabilidad. Solo un 16% empled exclusivamente el aislamiento bacteriano mediante cultivo, mientras
que otro 16% combino el cultivo con pruebas seroldgicas como SAT o ELISA. Las limitaciones propias
del cultivo de Brucella, como su baja sensibilidad (15-70%), el prolongado tiempo de incubacion, los
riesgos de bioseguridad y la dependencia de la fase de la enfermedad para su positividad, lo convierten
en un método poco adecuado para el diagnostico oportuno (Lavigne et al., 2025).

Por otra parte, la adopcion de la Prueba Rosa de Bengala (RBT) como referencia se observo en el
48% de las investigaciones, ya sea de forma individual o combinada. Aunque la RBT es valorada por
su simplicidad, rapidez y bajo costo, su sensibilidad puede verse afectada en casos crénicos o en fases
tempranas de infeccion, ademds de presentar riesgo de reacciones cruzadas con patégenos como
Francisella tularensis o Yersinia enterocolitica, comprometiendo asi su especificidad (Wormser & Stratton,
2008; Waringa et al., 2023).

Respecto a los métodos diagndsticos evaluados, el andlisis temporal revela un claro avance hacia el
uso de técnicas moleculares como herramientas primarias. El 72% de los estudios utilizaron alguna
variante de PCR, incluyendo qPCR, RT-qPCR, dd-PCR y PCR anidada. Estas técnicas han demostrado
elevada sensibilidad y especificidad, particularmente en casos con baja carga bacteriana o formas
localizadas donde la serologia puede resultar negativa, como sucede en la meningitis por Brucella
(Jafari et al., 2024). Por ejemplo, Liu et al. (2023) demostraron que la dd-PCR superd en sensibilidad a
la RT-qPCR en la deteccion de casos humanos, especialmente en muestras con baja carga gendmica.

Por otro lado, la persistencia de métodos seroldgicos, con un 28% de estudios que utilizaron ELISA
o sus variantes, subraya que estas técnicas mantienen relevancia clinica, particularmente para estudios
seroepidemioldgicos, casos crénicos y contextos con limitada infraestructura molecular (Qasmaoui et
al., 2025). Aunque resultan ttiles para el cribado poblacional, presentan limitaciones para distinguir
entre infeccion activa y exposicion previa, asi como para detectar infecciones por especies como
Brucella canis, que no siempre reaccionan frente a antigenos convencionales (Stier et al., 2023).

Cabe destacar la aparicion de tecnologias innovadoras como la resonancia de plasmones
superficiales localizados (LSPR), utilizada por Vakili et al. (2021), y el analisis MLVA (Liu et al., 2020),
que, si bien no se aplican rutinariamente en el diagnostico clinico, representan un avance significativo
en epidemiologia molecular, permitiendo el rastreo de transmision, la identificacién de brotes y la
caracterizacion genética de cepas circulantes.

El 56% de los estudios no identificé la especie de Brucella causante de la infeccion, lo que limita de
forma importante la vigilancia epidemiologica molecular, considerando que las especies presentan
factores de virulencia, manifestaciones clinicas y patrones de transmision particulares. Las especies
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reportadas fueron principalmente Brucella melitensis y Brucella abortus, reconocidas como las principales
causas de brucelosis humana a nivel global (Laine et al., 2022). El estudio de Siier et al. (2023) destacé
la presencia emergente de Brucella canis en Chipre del Norte, sefialando su relevancia como especie
zoondtica emergente, especialmente en contextos urbanos.

En cuanto a los disefios de investigacion, la predominancia de estudios prospectivos sugiere una
mejora en la calidad metodolodgica, permitiendo evaluaciones mas rigurosas del rendimiento de las
pruebas diagndsticas en condiciones reales. Sin embargo, varios trabajos presentaron limitaciones,
entre ellas: tamanos de muestra reducidos (en algunos casos <50 participantes), ausencia de calculos
justificativos de tamafio muestral, falta de andlisis de subgrupos por fase de enfermedad y
descripciones clinicas insuficientes. Estas limitaciones refuerzan la necesidad de estudios
multicéntricos con metodologias estandarizadas que permitan metaanalisis robustos.

A pesar de los avances documentados, persisten desafios significativos en el diagnostico de
brucelosis humana. La falta de consenso sobre el método mas adecuado segun el contexto clinico y
epidemioldgico dificulta la comparabilidad de estudios y la aplicacion de guias diagnosticas
universales. Aunque la Organizacion Mundial de Sanidad Animal ha propuesto algoritmos
diagnosticos combinando métodos directos e indirectos, su adopcion ain es limitada (Corbel, 2006).

Debe considerarse también el fendmeno de seronegatividad en casos confirmados por PCR, como
se evidencio en Jafari et al. (2024) en pacientes con meningitis por Brucella. Este hallazgo demuestra las
limitaciones de basar el diagnostico unicamente en pruebas seroldgicas, especialmente en
presentaciones atipicas o pacientes inmunocomprometidos. Esto refuerza la necesidad de enfoques
diagnosticos multimodales que integren hallazgos clinicos, epidemioldgicos, serologicos vy
moleculares.

Futuras investigaciones deberian enfocarse en:

(1) el desarrollo y validacion de ensayos multiplex que permitan simultaneamente la deteccion del
patogeno y la identificacion de especies;

(2) la implementacion de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion para la caracterizacion
gendmica diagnostica y epidemiologica;

(3) el desarrollo de biomarcadores del huésped que complementen la deteccion directa del
patdgeno;

(4) evaluaciones econdmicas comparativas de estrategias diagndsticas que consideren costos
directos y desenlaces clinicos; y

(5) el establecimiento de redes internacionales de laboratorios de referencia para la estandarizacion
de métodos y el control de calidad (Sharififar et al., 2023).

5. Conclusiones

La revision sistematica realizada identifico una amplia diversidad de métodos de diagnodstico
empleados en la deteccién de brucelosis humana, que incluyen técnicas serologicas como RBT, SAT,
ELISA, CFT, Coombs, Wright y FPA, asi como métodos moleculares como PCR convencional, RT-
qPCR, qRT-PCR, dd-PCR, PCR anidada y MLVA. Ademas, se identificaron tecnologias emergentes
basadas en nanotecnologia, como los biosensores LSPR. En conjunto, los resultados evidenciaron una
transicion progresiva hacia técnicas moleculares, especialmente variantes avanzadas de PCR, debido
a su mayor sensibilidad y especificidad en comparacion con las pruebas serologicas convencionales. A
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pesar del crecimiento en el uso de técnicas moleculares, la Prueba Rosa de Bengala mantiene una
utilidad clinica significativa para el tamizaje poblacional y la identificacion de casos agudos. No
obstante, presenta limitaciones importantes: su especificidad puede verse comprometida por
reacciones cruzadas con otros patdgenos y su sensibilidad disminuye en fases cronicas. Esta
heterogeneidad metodolodgica, junto con la variabilidad regional identificada, refleja los desafios
persistentes para la estandarizacion de los exdmenes diagndsticos en laboratorios clinicos de nivel Il y
1L

Se evidencia la importancia de combinar métodos seroldgicos y moleculares para mejorar la
precision diagnostica, especialmente en casos seronegativos que resultan positivos mediante PCR o en
situaciones que requieren la identificacion especifica de las especies de Brucells. Un enfoque
diagndstico que integre manifestaciones clinicas, antecedentes epidemiologicos, serologia adecuada
segun la fase de la enfermedad y confirmacién molecular cuando corresponda resulta fundamental
para optimizar el diagndstico de brucelosis humana. Por lo tanto, se recomienda impulsar la validacion
y adopcién de técnicas moleculares multiplex y el desarrollo de nuevos biomarcadores, asi como la
creacion de protocolos estandarizados que faciliten su aplicacion clinica y epidemioldgica. La
estandarizacidon internacional de métodos, junto con la incorporacion progresiva de tecnologias
moleculares avanzadas, permitird un diagndstico mas temprano, preciso y coste-efectivo en areas
endémicas, fortaleciendo la vigilancia y el control de la enfermedad.
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