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RESUMEN

El control eficiente de la brucelosis bovina requiere la detec-
cién oportuna de la enfermedad en los rebafos. Tradicional-
mente, la Prueba del Anillo de Leche (PAL) o Ring Test se ha
utilizado para realizar vigilancia epidemioldgica de brucelosis a
nivel de rebafos lecheros, no obstante, esta técnica presenta
resultados variables dependiendo del numero de animales que
aportan leche a la muestra y presencia de leche de vacas con
mastitis o de calostro en la muestra. Ademas, la PAL es una
prueba subjetiva producto de la apreciacion visual del analista.
Como método alternativo se han desarrollado diversos estu-
ches de ELISA indirecto (ELISAI) que permiten el diagndstico
de la brucelosis en muestras de leche. Los formatos de ELISAI
muestran una gran sensibilidad y sus resultados son medidos
por un espectofotémetro, lo que disminuye el error de aprecia-
ciébn humano. En Venezuela, la mayor parte de la produccién
de leche se obtiene a partir de animales mestizos de doble
propoésito, generalmente criados bajo condiciones sanitarias
deficientes y con gran variaciéon en el nUmero de animales que
componen los rebafos, aunado a importantes tasas de masti-
tis y un escaso control del periodo de retiro del calostro. Se
realizé un estudio para conocer el status de la brucelosis en el
estado Lara, Venezuela, tomando 510 muestras de leche en
258 Unidades de Produccion, para realizar PAL y ELISAI, en-
contrandose que el 27,25% eran No Negativas a la PAL y el
13,14% eran positivas a ELISAi. Ambas pruebas indican la
presencia de la enfermedad en los predios analizados. Se ob-
servd una sensibilidad relativa de la prueba de la PAL al com-
pararla con ELISAIi del 56,72%, mientras que la especificidad
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relativa alcanzé el 77,20%. La baja sensibilidad de PAL permi-
te que ocurra un alto nimero de muestras falsas negativas, lo
que conlleva a fallas del sistema de vigilancia epidemiologica.

Palabras clave: Brucelosis, prueba de anillo en leche, ELISA
indirecto, sensibilidad relativa, especificidad
relativa.

ABSTRACT

The efficient control of the Bovine Brucellosis needs the oppor-
tune detection of the disease in the herds. Traditionally the
Ring Test has served to realize epidemiological alertness of
Brucellosis to level of dairy herds, nevertheless, this technol-
ogy presents changeable behaviors depending on the number
of animals that contribute milk sample and presence of milk of
cows with mastitis or colostrum in the sample. In addition, the
Ring Test is a subjective test, product of the visual appraisal of
the analyst. As alternative method there have developed di-
verse kits of indirect ELISA (ELISAI) that allow the diagnosis of
the Brucellosis in samples of milk. ELISAi’s formats show a
great sensibility and results are measured by a spectropho-
tometer, which diminishes the human mistake of appraisal. In
Venezuela most of the milk production is obtained from half-
caste animals of dual purpose, generally raised under sanitary
deficient conditions and by great variation in the number of ani-
mals that compose the herds, united to important rates of mas-
titis and a scanty control the period of withdrawal of the colos-
trum. A study was realized to know the status of the Brucellosis
in the Edo. Lara - Venezuela, taking 510 samples of milk in
258 Units of Production, to fulfil Ring test and ELISAI, thinking
that 27.25% was Not Negative to the Ring Test and 13.14 were
positive to ELISAI. Both tests indicate that in the analyzed
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herds of the Lara State the disease exists. It was observed a
relative sensibility of the Ring Test on having compared it with
ELISAI of 56.72%, whereas the relative specificity reached
77.20%. This low sensibility carries in a high number of false
negative samples, which is translated in faults of the epidemiol-
ogical system of alertness.

Key words: Brucellosis, ring test, indirect ELISA, relative sen-
sitivity, relative specificity.

INTRODUCCION

La brucelosis es una patologia de amplia distribuciéon a
nivel mundial y constituye un importante problema de salud
publica [7, 13]. No obstante, en los paises en vias de desarro-
llo es donde se registran las mayores tasas de prevalencia,
constituyendo una de las principales zoonosis y ocasionando
cuantiosas pérdidas econémicas en la ganaderia [7, 11, 13].
En este sentido, si bien es cierto que en Venezuela no se han
estimado las pérdidas econdémicas producidas por la brucelo-
sis, éstas han sido estimadas para toda Sudamérica en 270
millones de délares al afio. De estas pérdidas, el 47% corres-
ponde a pérdidas en la producciéon de crias, 41% en produc-
cion de leche y 12% en costos de reposicion de vientres [14].

En el pais, la especie patbgena méas importante es Bru-
cella abortus Biovar 1, que afecta fundamentalmente, tanto a
los Bos taurus, como a los B. indicus, pero que también puede
infectar a otros mamiferos susceptibles incluyendo al hombre
[3]. En los bovinos, la patologia cursa con tasas variables de
aborto, retencion placentaria e infertilidad en machos y hem-
bras, asi como una disminucién en la produccion lactea, ade-
mas la brucelosis limita la movilizacion y comercializacién del
ganado, con las consiguientes pérdidas econémicas para los
productores y el pais [3, 6, 7, 10, 15].

Para lograr un control eficiente de la brucelosis bovina
se requiere la eliminacién de los animales positivos del reba-
fio, un adecuado programa de inmunizacion y un eficiente sis-
tema de vigilancia epidemiolégica en los rebafos [4, 11-13].
En este sentido, la Prueba del Anillo de Leche (PAL), comun-
mente conocida como Ring Test, ha servido para realizar vigi-
lancia epidemiologica de brucelosis a nivel de rebarios leche-
ros, no obstante, esta técnica presenta resultados variables
dependiendo del numero de animales que aportan leche a la
muestra y presencia de leche de vacas con mastitis o de ca-
lostro en la muestra, razén por la cual la Oficina Internacional
de Epizootias (OIE) no recomienda su aplicacion en predios
pequefios o cuando la muestra provenga de mas de 100 vacas
[8, 11, 14], debido a lo anterior, que se han sometido a evalua-
cion pruebas mas sensibles para detectar bajos niveles de an-
ticuerpos especificos. Ademas la PAL es una prueba subjetiva
producto de la apreciacion visual del analista [14].

Dentro de las pruebas mas sensibles evaluadas, se han
desarrollado diversos estuches de ELISA indirecto (ELISAI)

que permiten el diagnéstico de la brucelosis en muestras de
leche. Algunos de estos formatos comerciales de ELISAI han
sido validados y son usados ampliamente [11, 14, 17]. Los for-
matos de ELISAi muestran una gran sensibilidad, en este sen-
tido, Vanzini y col. [17], reportan una sensibilidad del 98,1% y
una especificidad del 88,1%. Por otro lado, como las lecturas
de color son medidas en espectofotometros, se disminuye el
error de apreciacién humano [14].

Segun Vargas [18], en los informes oficiales del progra-
ma de control y erradicacién de la brucelosis en el periodo
comprendido entre 1989-2001, los indices de positividad (IP)
se ubicaron entre 0,67 y 1,15%. Estos indicadores ubicarian al
pais en un nivel bajo de la enfermedad, relativamente cercano
al 0,2%, que segun la OIE es el valor de prevalencia adecuado
para declarar un area libre de la enfermedad. No obstante, al-
gunos trabajos de investigacion muestran evidencia experi-
mental que contradice la informacién oficial; en este sentido,
D’ Pool y col. [4] demuestran que en el estado Zulia la tasa
media de infecciéon es de 9,1% utilizando la prueba de cELISA,
asi mismo, Contreras [3] reporta que se han obtenido resulta-
dos equiparables o mas altos en otras regiones del pais. Al
analizar estos datos, Vargas [18], tomando en cuenta los re-
sultados controversiales sobre el estatus real de la brucelosis
en Venezuela, concluye que aun no se han realizado suficien-
tes estudios para dilucidar esta problematica.

Por todo lo antes expuesto, en Venezuela se requiere un
sistema de monitoreo de la enfermedad que resulte confiable,
oportuno y econémico, sobre todo, porque la mayor parte de la
produccién de leche se obtiene con animales mestizos de do-
ble propésito, generalmente criados bajo condiciones sanita-
rias deficientes y con gran variacién en el nimero de animales
que componen los rebafos, aunado a importantes tasas de
mastitis y un escaso control en el periodo de retiro del calostro.
Por esta razén se realizé un estudio para conocer el estatus
de la brucelosis en las muestras de leche de predios del esta-
do Lara, y comparar el comportamiento de PAL y la prueba de
ELISAI.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se realizaron las pruebas del Anillo de Leche (PAL) y ELI-
SA indirecto (ELISAi) a 510 muestras de leche, colectadas en
tubos de 50 mL con tapa de rosca y se almacenaron a + 5°C
hasta su procesamiento. Las muestras provenian de 276 Unida-
des de Produccién (UP) de doble propésito del estado Lara, y
fueron colectadas entre los meses de abril- agosto del 2007.

El estado Lara esta ubicado en el centro occidente de
Venezuela, entre las coordenadas geograficas 09° 23’ y 10°
45’ de LN y entre los 68° 52’ y 70° 58" de LO. Predominan dos
tipos de clima: el tropical, seco y muy seco, y el premontano,
también seco y muy seco, seguidos por el premontano hume-
do. Las precipitaciones alcanzan 650 mm de promedio anual,
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con lluvias que caen en épocas diferentes de acuerdo con el
lugar. La temperatura media anual fluctia entre 22 y 28°C, con
un promedio de 23,8°C [5].

Pruebas y reactivos empleados

Para la PAL se siguieron las recomendaciones estableci-
das por la OIE usando los antigenos fabricados por Fundagri-I-
NIA, Maracay, Venezuela.

Las pruebas de ELISAI se realizaron con el estuche co-
mercial BRUCELLOSE MILCH CHEKIT®Bommeli Diagnostic,
Suiza, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las den-
sidades opticas de las muestras analizadas fueron registradas
por un lector de ELISA u-Quant, BioTek, EUA, usando el
Sofware KC Junior, BioTek, EUA. Las densidades opticas re-
gistradas se sometieron a la prueba de validacion sugerida por
el fabricante, utilizando la hoja de calculo Excel 2003.

Analisis comparativo de pruebas diagnésticas

Se determind la sensibilidad de la técnica de PAL en
comparacién con ELISAI, mediante la formula descrita por Ma-
lorny y col. [9]. El porcentaje de sensibilidad relativa SR = 100
x (concordancia de positivos con ELISAi y PAL) / (concordan-
cia de positivos con ELISAi y PAL) + (falsos negativos por
PAL). El porcentaje de especificidad relativa ER = 100 x (con-
cordancia de negativos con ELISAi y PAL) / (concordancia de
negativos con ELISAiy PAL) + (falsos positivos por PAL). Para
representar los datos de estimacion de la sensibilidad y espe-
cificidad de PAL se utilizd la tabla de contingencia descrita por
Burkhard y col. [2]. Por conveniencia, se hace referencia a los
cuadrantes de la matriz con dos signos y una letra, donde el
primer signo corresponde a la prueba de referencia. El cua-
drante (a) es [(+)(+)] y representa el numero de muestras con
concordancia positiva; el cuadrante (b) es [(—)(+)] y representa
falsos negativos por PAL; el cuadrante (c) es [(+)(-)] y repre-
senta falsos positivos por PAL y el cuadrante (d) es [(-)(-)] ¥y
representa concordancia negativa entre las dos técnicas. Los
cuadrantes (a) y (d) de la matriz representan el numero de
muestras donde hubo coincidencia positiva o negativa en los
resultados. De este modo, la especificidad es la relacién por-
centual entre concordancias negativas y la sumatoria de la
concordancia negativa y los falsos positivos [(d)/(d+c) x 100],

TABLA |
RESULTADOS POSITIVOS O NO NEGATIVOS
Y NEGATIVOS DETECTADOS PORiELISAY PAL
EN 510 MUESTRAS DE LECHE ANALIZADAS /
POSITIVE OR NOT NEGATIVE RESULTS AND NEGATIVES
DETECTED BY iELISA AND PAL IN 510 MILK SAMPLES

también denominada predictibilidad negativa, que es el cocien-
te de concordancia negativa y resultados negativos totales por
prueba estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis comparativo de pruebas para el diagnéstico
de brucelosis

De las 510 muestras de leche colectadas en 258 UP,
para realizarle PAL y ELISAI, se encontré que 139 (27,25%)
eran No Negativas a la PAL y 67 (13,14%) eran positivas a
ELISAI (TABLA I).

Se registré concordancia positiva entre ELISAi y PAL en
sblo 38 de las muestras analizadas, sin embargo 101 resulta-
ron positivas a PAL y negativas a ELISAiI (TABLA Il). Por otro
lado, 29 muestras fueron positivas a ELISAi y negativas a la
PAL y 342 muestras fueron negativas en ambas técnicas (TA-
BLA Il). Como se explicé anteriormente, la SR es la relacion
porcentual de concordancia positiva entre muestras del cua-
drante (a) y la sumatoria del cuadrante (a) y (b). Expresado de
otra forma, la sensibilidad es un indicador de predictibilidad po-
sitiva (congruencia positiva/total de resultados positivos por
prueba estandar) [(a)/(a+b)] x 100]. Asi, la SR de la prueba de
PAL (comparada con ELISA indirecto) resulta en un valor de
56,72%. Esto implica que asumiendo, como lo indica la literatu-
ra, que como la prueba de ELISAI es mas sensible y especifica
que la PAL, ésta ultima sélo coincidiria en predicciones positi-
vas en el 56,72% de los casos. Estos resultados concuerdan
plenamente con la literatura revisada, de esta forma Rivera y
col. [14], encontraron en un estudio similar, que la sensibilidad
de la PAL era significativamente menor y concluyeron que la im-
plementaciéon del formato de ELISAI contribuiria mas eficiente-
mente al programa de vigilancia epidemioldgica al superarse las
fallas en sensibilidad y especificidad propias de la PAL.

Por otro lado, la ER de la prueba de PAL comparada con
el ELISAI derivada de los datos presentados en la TABLA I,
es del 77,20%. Este valor aceptable obedece a la concordan-
cia negativa (342 muestras) que fueron detectadas como ne-
gativas por ambas técnicas. Esta situacion también ha sido re-
portada previamente [8]

TABLA Il
TABLA DE CONTINGENCIA DE 2 COLUMNAS POR DOS
RENGLONES PARA LA COMPARACION DE ELISAi Y PAL
EN 510 MUESTRAS DE LECHE ANALIZADAS /
CONTINGENCY TABLE OF TWO RENGLONS AND TWO LINES
FOR THE COMPARISON OF iELISA AND RING TEST IN 510 MILK

ANALYZED SAMPLE ANALYZED
Prueba ELISA indirecto
Resultado iELISA PAL PAL Positivos Negativos
Positivos 67 (13,14%) 139 (27,25%) Positivos a (38) c (101)
Negativos 443 (86,86%) 371 (72,75%) Negativos b (29) d (342)
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En el mismo orden de ideas, Boraker y col. [1] reporta-
ron que las falsas reacciones negativas de la prueba de agluti-
nacién en leche, eran superadas al usar el formato de ELISAI.
Adicionalmente, otros paises de América han desarrollado es-
tudios para comparar el comportamiento diagnostico de ambas
pruebas, este es el caso del SENASA de Argentina, que en su
Resolucion 79/2003 adopta la técnica de ELISAI en leche para
el diagnéstico de brucelosis bovina en establecimientos leche-
ros, con los alcances propios de las pruebas de vigilancia epi-
demiolodgica, argumentando que la incorporacién de la técnica
de ELISAI en leche total del rebafo lechero, significara una
mejora en la sensibilidad y especificidad del diagnéstico apli-
cado a la vigilancia epidemiol6gica [16].

Por ultimo, la técnica de ELISAiI permite superar las
apreciaciones subjetivas propias de la PAL, aumentando signi-
ficativamente el numero de muestras analizadas por
hora/hombre y de esta manera reduciendo los costos del pro-
grama de vigilancia [14].

CONCLUSIONES

En vista de los resultados obtenidos, se puede observar
que el formato de ELISAI representa una herramienta valiosa
para el control de la brucelosis, al permitir una deteccion mas
rapida y precisa de anticuerpos contra Brucella en muestras
de leche de rebarios de doble propésito, criados bajo con con-
diciones sanitarias y de manejo precarias. En este sentido la
implementacion de ELISAi para el monitoreo de la brucelosis
constituye una herramienta diagnéstica mas sensible y especi-
fica que la PAL, contribuyendo a que el programa de control y
erradicacion de Brucelosis se veria favorecido al disminuir los
costos globales de la vigilancia y enfocar los esfuerzos sanita-
rios en las UP con problemas de brucelosis determinados de
manera precisa y oportuna. Adicionalmente, como lo reco-
mienda la OIE, la PAL pudiese emplearse como una metodolo-
gia alternativa cuando el formato de unidén primaria no esté
disponible.
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