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Resumen

Con el objetivo de evaluar el empleo del ELISA DAVIH BRU 2 en el diagndstico de la
brucelosis bovina en Cuba, se estudié su comportamiento en mezclas de suero frente a 872
muestras procedentes de una zona libre de la enfermedad y 14 sueros positivos bien
caracterizados. También se analizé su utilidad en el estudio de un foco comparativamente
con las pruebas convencionales, para lo cual se emplearon 347 muestras. Se realizé analisis
econdmico comparativo del empleo del ELISA DAVIH BRU 2 utilizando mezclas de sueros y
las pruebas convencionales de diagndstico, teniendo en cuenta la prevalencia. El ELISA
mostré una especificidad del 99,65 % al estudiarse en un area libre de brucelosis bovina
empleando mezclas de suero y sin que se afectaran la sensibilidad frente a los sueros del
panel estudiado. Presentd una concordancia del 100 % con la prueba Rosa de Bengala y
ambas técnicas fueron las que detectaron el mayor nimero de animales reactores en el
estudio del foco de la enfermedad. La combinaciéon del ELISA utilizando mezclas de suero
con la Reaccion de Fijacion del Complemento en el diagndstico de la enfermedad, resulto el
método mas econdmico hasta una prevalencia del 2 %. Los resultados permiten recomendar
la introduccién del ELISA DAVIH BRU 2 en el diagndstico seroldgico de la brucelosis bovina
en Cuba, empleando mezclas de sueros en zonas libres de la enfermedad o con prevalencias
hasta el 2 %.
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SUMMARY 2 ELISA, using pools of sera and
conventional diagnostics tests, taking into

With the aim of evaluating the use of the
DAVIH BRU 2 ELISA in the diagnosis of
bovine brucelosis in Cuba, the behavior of
pools of sera against 872 samples from a
free zone of the disease, and 14 very well
characterized positive sera were studied. The
usefulness of this system was also tested in
an affected area together with conventional
tests, 347 samples were employed. An
economic comparative analisis was
performed about the use of the DAVIH BRU

account the prevalence of the disease. The
DAVIH BRU 2 ELISA system showed an
specificity of 99.65% when it was applied to
a free area of bovine brucelosis, using pools
of sera, without affecting sensitivity against
the sera from the panel under study. It also
showed 100% of concordance with the
Bengale Rose test. The greatest number of
reactor animals were detected by these
techniques. The combination of the DAVIH
BRU 2 ELISA, using pools of sera, with the
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Complement Fixation Reaction test were the diagnosis of  bovine brucelosis in Cuba,
most economic methods, showing a using pools of sera, in free zones of the
prevalence of 2%. These results make disease, or in areas with a prevalence of up

possible to suggest the introduction of the to 2%.
DAVIH BRU 2 ELISA in the serologic

Introduccion

La brucelosis es una enfermedad ampliamente estudiada en el mundo, por el peligro que
representa para la salud publica (zoonosis), por las pérdidas econdmicas que ocasiona en la
produccién pecuaria y por las restricciones que origina en el mercado internacional.

En Cuba existian antecedentes disimiles de la prevalencia de la enfermedad, hasta que en
1962 se realiza una encuesta seroldgica a mas de 100 000 animales, en la que se detectd
una seropositividad del 3,2 % (Vera y col., 1999), se decidié entonces por primera vez en
1963 elaborar y poner en practica el “Plan para el Control y Erradicaciéon de la brucelosis
bovina”(IMV, 1967). La lucha contra esta enfermedad es una tarea dificil, en la cual el
problema fundamental es el diagnostico por las dificultades que entrafia el aislamiento e
identificacion del agente causal y por ser un procedimiento lento y costoso, principalmente
en el campo de la medicina veterinaria donde se investigan gran cantidad de animales
(Izquierdo y Col., 1998). Es por ello que el pesquisaje se realiza con una bateria de pruebas
serolégicas en las que el resultado aislado de una de ellas no es concluyente debido a su
baja especificidad, por esta razon se requiere de pruebas complementarias como la reaccion
de fijacién del complemento (RFC) para confirmar el diagndstico (NRAG 586., Cotrina y
Fernandez, 1991).

Como consecuencia del desarrollo cientifico-técnico de los ultimos afios, se han incorporado
nuevas técnicas en el diagndstico de la brucelosis (Argote y Rodriguez, 1995; Bercovich vy
Muskens, 1996; Nielsen y col., 19962 y b; Lannelli y col., 1998; Pérez y col., 1998; Manzini
y col., 1998). Los inmunoensayos del tipo ELISA se aceptaron desde 1994 por la
FAO/OIEA/OMS/OIE como una prueba de pesquisaje para este propodsito (OPS, 1994), esta
técnica a diferencia de las ya existentes, se caracteriza por su alta sensibilidad vy
especificidad (Argote y col., 1989; Dajer y col., 1998), por su productividad con bajos costos
(Thoen y col., 1995 Reviriego y Cermefo de Giles, 1997; Izquierdo y col., 1998) y su
capacidad para diferenciar entre la infeccidon producida por una cepa salvaje y los
anticuerpos derivados de la vacunacién (Abalos y col., 1993, Aparicio y vol., 1996).

En nuestro pais Argote y col en 1989 y Argote y Rodriguez en 1995 evaluaron el
comportamiento del sistema DAVIH BRU 2 en el diagndstico seroldgico de la brucelosis
bovina, se obtuvieron resultados satisfactorios al comparar los datos derivados de este
ensayo con los de las pruebas convencionales empleadas en el diagndstico de esta
enfermedad .

Teniendo en cuenta la baja prevalencia de la enfermedad en nuestro pais ( Seaoane, 2000)
y la existencia de estudios anteriores (Vera y col., 1999), nos proponemos en este trabajo
evaluar el comportamiento del ELISA DAVIH BRU 2 en el pesquisaje seroldogico de la
brucelosis bovina en una zona libre, empleando mezclas de suero, y en muestras

Cabrera Pérez, Carmelo; Silva Cabrera, Eladio; Izquierdo Marquez, Maricela; Garcia Montero, Consuelo. 2
Empleo del Elisa DAVIH BRU 2 en el diagnostico serologico de la Brucelosis Bovina. - Revista Electronica
de Veterinaria REDVET ®, ISSN 1695-7504, Vol. VI, n° 03, Marzo/2005. Veterinaria.org ® - Comunidad Virtual
Veterinaria.org ® - Veterinaria Organizacion S.L.® Espafia. Mensual. Disponible en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet y mas especificamente en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html



http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html

Revista Electrénica de Veterinaria REDVET - ISSN 1695-7504
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet

" ISSN 1655-7504

" Revista Electronica de Veterinaria
v eeiaTaorg

Vol. VI, N° 5, Mayo 2005 —
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html

individuales en el estudio de un foco. El analisis econdmico de los resultados nos permitira
elevar el conocimiento sobre este sistema diagndstico y evaluar la propuesta de su
aplicacién en el “Plan para el Control y Erradicacion de la brucelosis bovina”.

Hipétesis de trabajo

La alta sensibilidad y especificidad del ELISA DAVIH BRU 2, permite el empleo de mezclas de
sueros en zonas de baja prevalencia reduciendo los costos en el pesquisaje seroldgico de la
Brucelosis bovina y representa una herramienta certera en el estudio de focos de la
enfermedad.

I.1 Objetivos
Objetivo general

Evaluar el empleo del ELISA DAVIOH BRU 2 en el diagndstico de la brucelosis bovina en
Cuba.

Objetivos especificos

1. Evaluar la aplicacion del ELISA DAVIH BRU 2 ens mezclas de suero en el diagndstico
seroldgico de la brucelosis bovina, en una zona libre de la enfermedad.

2. Analizar el comportamiento del ELISA DAVIH BRU 2 en el estudio de un foco de la
enfermedad.

3. Realizar analisis econdmico- comparativo entre el empleo del ELISA DAVIH BRU 2
utilizando mezclas de suero vy las pruebas convencionales de diagnodstico.

I1. Revision bibliografica
I1.1 EPIZOOTIOLOGIA

La brucelosis bovina es generalmente causada por B. abortus, menos frecuente por b.
melitensis y raramente por b. suis (OIE, 1994). El reservorio natural de b. abortus el es
bovino (Boffil y col., 1989)

I1.1.1 SUSCEPTIBILIDAD

La patogenicidad del género Brucella esta relacionada a la produccion de lipopolisacaridos
que contienen una cadena O de poli N-formil-perosamina, una superoxido-dismutasa de
CuZn, la eritrosa fosfato deshidrogenasa, las proteinas inductoras de estres relacionadas con
la sobrevivencia intracelular y el monofosfato de adenina y guanina que inhiben la funcion
fagocitica (Corbel, 1997)

Estd demostrada la susceptibilidad de las diferentes especies de mamiferos domésticos:
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Bovinos, porcinos, equinos, ovinos-caprinos, caninos y esporadicamente los bufalo, yak,
camello, dromedario, alpaca; entre los silvestres ratas del desierto, liebre, caribd, zorro,
hurdn, antilope, bisonte americano, visén, etc. (Boffil y col , 1989), ademas, Bathke en 1981
incluye perro y gato, asi como numerosos representantes de los animales salvajes. El
aislamiento relativamente reciente de cepas de Brucella de mamiferos marinos ha extendido
su rango ecoldgico (Corbel, 1997).

Se refiere la existencia de una resistencia por la edad que puede demostrarse ya que la
enfermedad infecciosa ataca mas frecuentemente a adultos y es en ellos mas graves que en
los animales jovenes, en los que va aumentando la susceptibilidad hasta alcanzar la
madurez sexual (Bathke, 1981).

Especies de Brucellasy patogenicidad segin el huésped

Huésped B. abortus B. suis B. melitensis
Hombre + ++ +++

Vaca +++ + ++

Cerdo + +++ +

Cabra ++ - +++

Cobayo +++ +++ +++

Conejo +++ +++ +++

II.1.2 TRANSMISION

Como fuentes de infeccidn se plantean los fetos, envolturas fetales y descargas vaginales
gue contienen gran niumero de microorganismos pertenecientes al género Brucellas (Boffil y
col 1989), ademas de las heces fecales, leche y el esperma de los toros. Tienen también un
significado trascendental los alimentos de origen animal, productos y subproductos de
matadero no procesados correctamente. (Bathke, 1981)

La via de penetracion mas importante es el tracto gastrointestinal por ingestion de pastos,
forrajes y aguas contaminadas (Boffil y 1989), ademas de la costumbre de las vacas de
lamer otros animales y superficies contaminadas (Bathke, 1981)

Cotrina y Ferndndez en 1991 plantearon que la Brucella penetra al organismo por las
membranas mucosas, considerando la conjuntiva como via mas comun. En la transmision
mecanica se sefialan los perros y animales de rapifia que llevan fetos y envolturas fetales a
lugares no afectados, sin dejar de mencionar al hombre.

La transmision vertical-horizontal se plantea en un 5% y el semen de toros infectados
desempeiia un papel importante en la transmision (Cotrina y Fernandez, 1991)
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A pesar de que la incidencia y prevalencia de la enfermedad alcanzan valores variables y
parece no existir relacién entre formas de manejo o el tamafio de la explotacién (Bathke,
1981), en un estudio realizado en Sri Lanka se muestran como factores de riesgo para B.
abortus en bufalos y bovinos, la edad, la zona agroecoldgica y el sistema de manejo

empleado en las granjas para la seropositividad mediante un ELISA indirecto. Los bovinos
mayores de 3 afios de edad, mantenidos en una zona seca (precipitaciones anuales 20-25
pulgadas) y criados en un sistema de manejo extensivo presentan las mas altas tasas de
seropositivos. (Silva y col., 2000)

En Ghana, se realizaron investigaciones que mostraron que no existen diferencias por sexo y
razas, sin embargo la edad si influyd significativamente (Kubuafor y col., 2000)

Segun Isloor y col., 1998 una encuesta seroepidemioldgica en 23 estados de la India para
bufalos y bovinos muestra que no existen diferencias entre las seroprevalencias de ambas
especies (1.8 y 1.9% respectivamente) al utilizar la prueba en placa Rosa de Bengala.
Respecto al manejo se presentaron diferencias para el ganado bovino entre granjas
organizadas y granjeros individuales en el estado surefio Karnataka (4.1 vs 0.7% de
seroprevalencia). En granjas organizadas con historia de abortos, retencién de placenta y
vacas repetidoras la prevalencia fue de 17%.

Brown y Hernandez de Anda en 1998 describen diferencias significativas en diferentes
regiones de México con menor seroprevalencia con respecto a los otros, ademas fueron
diferentes significativamente entre la regién norte (0.22%), sur-central (3.18%) y el sur
costero (9.42 %). En Kenya, Kadohira y col en 1997 encontraron diferencias en la
seroprevalencia de la infeccidon entre granjas y zonas geografica en tres distritos diferentes
qgue se emplearon para un analisis multinivel mostrando que la edad avanzada, el libre
pastoreo y el mayor tamafio del rebafio (>0 = 31) estaban asociados con las mayores
seroprevalencias. Al aumentar el tamafio del rebafio se incrementa significativamente la
prevalencia (Kouba, 2000)

I1.-1.3 MEDIDAS DE CONTROL Y ERRADICACION

El objetivo fundamental de la estrategia de control de la brucelosis en el mundo es la
prevencion de la enfermedad en el hombre y obviamente en los animales. Se basa en el
arte de controlar y/o erradicar la enfermedad por lo que se necesita un eficiente diagndstico,
manejo de rebafios, sacrificio de reactores, esquema de profilaxis y bioseguridad capaz de
prever su transmisién dentro y fuera de la explotacion, asi como practicas de saneamiento
(Luna-Martinez y Mejias., 1998). Por razones socio-econdémicas en algunos territorios las
estrategias tienen cobertura regional, nacional o en ciertos tipos de crianza (Alvarez,1998) e
incluso por las caracteristicas propias de la enfermedad, régimen de explotaciéon y otras
condiciones (Bathke, 1981).

La determinacion global de la extension de la enfermedad es la condicidon mas importante
para la estrategia de la lucha antibrucelar e internacionalmente se han consagrado los
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siguientes principios que pueden emplearse aislados o mas frecuentemente en combinacion
(Bathke, 1981):

Inmunizacidon de animales jovenes con vacuna viva
Recria de terneras libres de brucelosis

Eliminacion y sacrificios voluntarios

Declaracién obligatoria y lucha antibrucelar estatales
Saneamiento de zonas controlado por el estado

SNENENENEN

Factores a considerar segun Cotrina y Fernandez, 1991:

Vacunacion

Saneamiento ambiental

Técnicas de manejo

Diagndstico

Aprovechamiento de los productos provenientes de hatos o animales infectados
Sistema de vigilancia

AN NN

En la Republica Checa se erradicé la enfermedad satisfactoriamente en 1964, mediante
exploracion seroldgica de todos los animales por pruebas de aglutinacion. La campafia se
basé primero en la eliminaciéon de los animales infectados y en la Ultima fase rebafios
completos donde existieron animales individuales positivos fueron eliminados vy
reemplazados (Kouba, 2000)

I1.1.3.1 METODOS EMPLEADOS PARA EL DIAGNOSTICO

El diagndstico de la Brucelosis se realiza mediante la utilizacion de distintos métodos, los
gue de acuerdo con las caracteristicas de la enfermedad, permiten determinar la
situacién de la misma en el hombre, los animales y en el medio ambiente.

II.1.3.1.1 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

La organizacion Internacional de Epizotias en 1996 acepté comopruebas de control para la
brucelosis en el intercambio de animales y productos de origen animal entre paises:

Especies Pruebas prescritas” Pruebas de sustitucién™"
Bovina Prueba de Ag Brucela Tamponado (PABT),
RFC, ELISA -
Porcina PABT ELISA
Ovina RFC ELISA
Ovino-caprina PABT, RFC Brucelina

*Se consideran las 6ptimas para determinar el estado sanitario de un rebafio
** No ofrecen el mismo grado de confiabilidad que las prescritas para la ausencia de
infeccién en los rebafios

En Cuba la RRAG 586 establece como prueba basica la Seroaglutinacion Lenta (SAL) y la
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Rosa de Bengala, como complementaria la prueba de Coombs (PC), Rivanol y el 2

Mercaptoetanol y como confirmatoria la Reaccién de Fijaciéon del Complemento. Como
ensayo colectivo la prueba de Anillo en leche.

Solamente describiremos los métodos que empleamos en nuestro trabajo.
II. 1.3.1.1.1 SEROAGLUTINACION LENTA EN TUBO. (S.A.L.)

El método de diagndstico de la Brucelosis mas antiguo y difundido esla S.A.L. y se
ha mantenido como prueba basica en los programas de control y erradicacidon de numerosos
paises no solo por su facil ejecucién que es su ventaja fundamental, sino también por sus
resultados uniformes, economia y estandarizacién a nivel internacional (Argote, 1984).
Fensterbank en 1973 expuso que la S.A.L. presenta dos inconvenientes: su falta de
sensibilidad que no permite una deteccidon precoz y la dificultad en interpretar los
resultados y en particular los titulos aglutinantes bajos. Cotrina y Fernandez en 1991,
también le confieren baja sensibilidad para detectar animales infectados, el hecho de
reaccionar fundamentalmente frente a las IgM hace que se presenten frecuentemente titulos
seroldgicos bajos por su comprobada inespecificidad. Estas desventajas han determinado la
necesidad de realizar pruebas diagnosticas complementarias.

Muchos investigadores han reportado el aislamiento de Brucellas en animales con
resultados negativos a la S.A.L. en el momento del parto o aborto. (Tablada y Abeledo,
1979).

Las reacciones con titulos bajos a esta prueba en poblaciones libres o con baja
incidencia carecen de significacidn epizootioldgica. La S.A.L. puede ser negativa en las
primeras etapas de la infeccion y en infecciones cronicas, ademds no es capaz de
diferenciar anticuerpos resultantes de la infeccion y de la vacunaciéon reciente (Raybcould vy
Chantler, 1980).

Garcia Carrilloen en 1982 manifestd que para el diagndstico seroldgico es necesario
emplear antigenos elaborados en fase lisa del crecimiento microbiano con caracteristicas
aglutinégenas estables deben contener un 0,045% de células suspendidas en solucién
salina fenolada al 0,5%.

Aunque este método ha sido el mas utilizado como procedimiento bdsico, se han
sefialado muchas deficiencias en cuanto a sensibilidad y especificidad.

Fernandez en 1982, resaltd la necesidad de emplear pruebas complementarias para
evaluar las reacciones que frecuentemente son detectadas en nuestro medio por S.A.L.
Las probabilidades de un resultado dudoso a la S.A.L. sea un animal enfermo es
directamente proporcional a la incidencia en la poblacién de procedencia.
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En los Ultimos afios la prueba se ha modificado por adicién al antigeno del acido
tetracético etileno diaminico (EDTA) y otros agentes catidnicos divalentes con el objetivo
de reducir el nimero de reacciones falsas positivas lo que seria conveniente para una
erradicacion mas econdmica y eficiente de la Brucelosis.

Nowlan y Gues, en 1985; Gues y Nowlan en 1988 recomendaron la modificacion para
excluir los factores inespecificos que afectan a la reaccidn clasica pero MacMillan y Buel en
1985, sefialaron que el fendmeno solo se observa en aglutinaciones con titulos muy altos
en los animales infectados y raramente este disminuye por la accién de EDTA y nunca por
debajo de 100 UI; afadieron que la modificacion debe ser usada e interpretada
solamente en asociaciéon con la R.F.C.

Atrape y col 1987, plantearon que la Seroaglutinacién Lenta en Tubo es efectiva, pero el
empleo de la microaglutinacién es mucho mas eficiente para demostrar la presencia de
brucelosis en el ganado bovino.

Cotrina y Fernandez en 1991 plantearon que su sensibilidad es menor para detectar
animales infectados y que el hecho de reaccionar fundamentalmente frente a IgM hace que
se presenten titulos seroldgicos bajos de escaso valor diagndstico.

I1.1.3.1.1.2 PRUEBA DE ROSA DE BENGALA. (R.B.)

Se trata de una aglutinacién en portaobjetos, con antigenos acidificados utilizada como un
método rapido de descarte (screening). Es muy sensible, siendo positiva en un 95-99% de
los casos, guarda una buena correlacién con la Seroaglutinacion. (Abarca y Martin, 1995).
Segun Alton y col 1976, la Rosa de Bengala es en realidad una modificacidon de la prueba
de la tarjeta empleada en E.U.A. y las variaciones en cuanto a su sensibilidad se deben
a modificaciones introducidas por diversos laboratorios.

Una de las dificultades que se ha senalado a la prueba es la falta de estandarizacién
internacional del antigeno lo que impide que los resultados obtenidos en diferentes paises
sean comparables. (Argonte, 1984), ademas de su extrema sensibilidad en animales
vacunados con la Cepa 19 (Cotrina y Fernandez, 1991).

Abeledo en 1981, en un estudio comparativo entre la RB y SAL, obtuvo mayor sensibilidad
en la primera frente a animales enfermos y una mayor especificidad en poblacion sana,
recomendando la misma en la vigilancia epizotioldgica en territorios libres de la enfermedad.
Jacobo en 1985 y Pfeifter en 1986 recomendaron emplearla como método de pesquizaje
atribuyéndole una sensibilidad semejante a la conferida por la R.F.C. En algunos sueros los
resultados de la R.B. y la R.F.C. son positivos cuando la S.A.L. es negativa o tienen
menos de 30 UI/mL.

Varios investigadores han sefialado la alta sensibilidad vy especificidad de la Rosa de
Bengala lo que unido a su facil manipulacion vy rapida lectura hacen que la misma sea de
gran utilidad en el diagndstico masivo de la Brucelosis.
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De este modo Plommet en 1972 y Priadi en 1992 recomendaron su utilizaciéon en el
programa de control y erradicacidon de la Brucelosis por ser simple, fiel y econémica.

La RB es muy utilizada para el diagndstico de la brucelosis porcina pues tiene la ventaja de
gue en piaras con titulos bajos e inesopecificos a la aglutinacién, los resultados son
negativos (Rahway, 1993) Se considera uno de los procedimientos mas practicos para el
diagnodstico de Brucelosis porcina (Cortina y Fernandez, 1991). Samartino y col en 1997,
aplicaron la técnica del antigeno buferado en placa (BPA) como prueba tamiz en el
diagnédstico de la Brucelosis y obtuvieron mayor sensibilidad al compararla con la Rosa de
Bengala aunque las dos fueron determinante para la condicion de animal reaccionante.

I1.1.3.1.1.3 REACCION DE FIJACION DEL COMPLEMENTO. (R.F.C.)

Se reconoce como la técnica mas confiable de las empleadas en la rutina para el diagnostico
individual. Es relativamente no reaccionante frente a Ac vacunales con Cepa 19.

Desde la publicacion del Tercer Informe del Comité de Expertos en Zoonosis
(F.A.0./0.M.S., 1986) se le ha sefialado como una de las principales limitaciones, la falta
de estandarizacién internacional del antigeno; posteriormente se recomendd evaluar
como positiva una actividad igual o mayor que 1/24 del patron internacional del suero
antibrucella.

Existen dos métodos para la ejecuciéon de esta prueba basados en el 100 y 50% de la
hemodlisis sefalandose que la R.F.C. al 50% es mas exacta y ofrece mejores resultados
(Abeledo, 1981).

La mayoria de los investigadores coinciden en sefalar la sensibilidad de esta prueba
sobre todo en aquellos casos en que la S.A.L. se muestra particularmente ineficaz, se
recomienda su utilizacion como método complementario cuando la S.A.L. es usada como
prueba basica (Fernandez, 1982).

Alonso en 1982, le confirié poca sensibilidad a la R.F.C. comparada con la R.B. y el
aislamiento bacterioldégico en nuestro pais; Argote en 1984, planteé que la R.F.C. muestra
poca efectividad como prueba complementaria y no es apropiada como prueba de base, por
ser un método mas costoso y de menor efectividad para clasificar animales positivos.
Algunos investigadores plantean que la R.F.C. es una prueba ligeramente sensible a las
IgM, sin embargo, se ha observado que la IgM es parcialmente inactivada cuando se
calienta el suero a 60 °C. (Stryszak, 1986).

Argonte en 1989, sefial6 que la mayor actividad fijadora del complemento estad asociada
con los anticuerpos de la clase IgG1 y que por otra parte la IgG2 no es buena fijadora del
complemento.

Alonso y col en 1990, compararon la prueba de Aglutinacion Rapida en Placa, la RB,
Rivanol y la R.F.C. con la técnica de Inmunoensayo en papel de celulosa, demostrando que
la mayor sensibilidad y especificidad se obtuvo a favor de esta Ultima prueba; pero muy
relacionada con la R.F.C., por lo que sugieren que se use conjuntamente la R.F.C. y la
técnica de Inmunoensayo.
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Adone y Ciuchini en 1999, evaluaron con una RFC modificada la respuesta inmune contra la
cepa RB- 51 y eliminaron previamente la actividad anticomplementaria de los anticuerpos, lo
gue permitié la diferenciacion de los Ac vacunales de los producidos por una infeccién de
campo.

La alta complejidad técnica de la prueba es su principal desventaja (Cortina y Fernandez,
1991)

I1.1.3.1.1.4 PRUEBA DE INMUNOENSAYO ENZIMATICO. (ELISA)

A finales de la década del 70 comienzaron a realizarse experimentos con la Prueba de
ELISA, para aplicarla al diagndstico de la Brucelosis en varias especies de animales y en el
hombre.

En un estudio realizado por Heck y col en 1982 comparando el ELISA con la prueba de la
tarjeta, Rivanol, Aglutinacion en tubo y RFC en animales vacunados y naturalmente
infectados, el ELISA detectd Ac en mas del 93% de animales con bacteriologia positiva y
menos del 55% con los otros métodos, similarmente fueron detectados ac en 82% de
animales con cultivo negativo.

Segun los resultados obtenidos por Hornitzky y Cerrazéon en 1986 la prueba es un
método sensible, especifico y econdmico. Mateo y Martin Castillo en 1993, aplicaron la
prueba de ELISA a 177 muestras de suero, con el objetivo de diagnosticar la Brucelosis
canina, comparandola con otras pruebas como la R.F.C., 2-ME. y S.A.L. la prueba de
ELISA resulté mas especifica con un 95% de efectividad.

Abarca y Martin en 1995 coinciden en plantear que esta prueba ofrece mayor
sensibilidad y especificidad detectando separadamente los anticuerpos IgG e IgM.

Segun Gall y col.en 1998 en un ensayo de campo en América Latina con dos ELISA
indirectos y 2 competitivos (CELISA) para la deteccidon de anticuerpos a B. abortus mostré
gue uno de los CELISA se comportd con mas precision en relacidon con la RB y la RFC, siendo
el porcentaje de reacciones positivas en el CELISA de 97.47% en los seleccionados positivos
ala RBy RFC y de 98.32% en los negativos en animales no expuestos y de 96.51% en los
vacunados con cepa 19. El mismo ensayo en condiciones canadienses ofrece una
sensibilidad de 100% y una especificidad de 99.9% en animales no vacunados, con una
especificidad de 97.7% en animales vacunados con cepa 19, lo que demuestra que en
algunas circunstancias el CELISA puede diferenciar ganado infectado del vacunado o con
microorganismos que tienen reacciones cruzadas.

La Prueba de ELISA es prometedora, sin embargo ain no se encuentra al alcance de
los Laboratorios de Diagndstico Veterinario a nivel provincial en Cuba, situaciéon que
ocurre en la gran mayoria de los paises del tercer mundo y aun en muchos paises
desarrollados (Seoane, 2000)
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I1.1.3.2 DIAGNOSTICO EPIZOOTIOLOGICO

En el bovino la enfermedad cursa generalmente en tres fases sucesivas: latente, septicemia
efimera y abortiva. Las dos primeras fases necesitan medios seroldgicos para demostrar la
infeccidn. En la abortiva, se produce el aborto en la segunda mitad de la gestacién (6-8
meses), suele ser espontaneo y generalmente hay retencién de placenta. En adultas no
gravidas el proceso es fugaz quedando infectadas de por vida. En toros la sintomatologia es
imprecisa y generalmente se asocia a orquitis y bursitis. En animales jovenes los gérmenes
desaparecen del organismo, lo que explica la rapida evolucion de la enfermedad en ellos.

Los cambios histolégicos mas significativos son la necrosis e inflamacion del Utero y la ubre.
En los ganglios linfaticos infectados se puede encontrar hipertrofia reticular e hiperplasia
linfoide.

En las alteraciones anatomopatoldgicas se aprecian cambios muy variables, con predominio
de abscesos en los tejidos, especialmente epididimo y vesicula seminal; también en la
mucosa uterina se asientan abscesos miliares. Las envolturas tendinosas y las capsulas
uterinas se afectan igualmente por abscesos. La lesion mas constante es la endometritis
catarral.

El Instituto de Medicina Veterinaria en 1996, en la nueva edicién del Plan de Control y
Erradicacion de la Brucelosis en los Animales Domésticos expresa que el diagndstico
epizootiolégico tiene una gran importancia en la lucha contra esta entidad, ya que permite
mediante este analisis, determinar o confirmar la presencia de la enfermedad, aun en
aquellos rebafos donde la sintomatologia clinica no esté definida, o donde el
resultado de las investigaciones del laboratorio no sean las suficientes y exista tendencia
al error. Por lo antes expuesto, es necesario que siempre se realice un analisis de
la situacidon epizootiolégica del rebano que se investiga, con el objetivo de poder
determinar cuales son los principales eslabones de la cadena epizoodtica y la forma en que
estos influyen para permitir el desarrollo y propagaciéon de la enfermedad.

El andlisis del riesgo epizootiolégico depende ante todo de la evaluaciéon de las
caracteristicas del proceso epizodtico amenazante, de la distancia entre los focos, del
grado de exposicion de estos y las fuentes préoximas a agente etiolégico y de sus
caracteristicas, de la posibilidad de contactos directos e indirectos con ellos, del grado
de resistencia y susceptibilidad de la poblacién animal, de las medidas contraepizoéticas
preventivas, etc.(Percedo y col., 1998)

I1.2 Inmunologia

Conocer la respuesta inmune de los bovinos ante la infeccion o vacunaciéon con Brucella
abortus revierte gran importancia para el diagnédstico y vigilancia de la enfermedad.

Los isotipos de inmunoglobulinas que intervienen en la respuesta inmune contra Brucella
abortus son las IgM, IgG1, IgG2 e IgA (Cortina y Fernandez, 1991) Algunas de las
caracteristicas mas importantes de estas son:
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IgM.
o No atraviesa la placenta
. Es termolabil

e Sensible al mercaptoetanol
e Es aglutinante
e Fija el complemento

IgG.
o Atraviesa la placenta
. Termoestable hasta 60 °C

¢ Resistente al mercaptoetanol
e Fija muy bien el complemento

IgA.

o No atraviesa la placenta
¢ No fija el complemento

o Abundante en | leche

Existen elementos que diferencian la respuesta de inmunoglobulina en la infeccion de
campo y durante la vacunacién, en esta Gltima también existen diferencias, principalmente
relacionadas con la edad del animal en el momento de la vacunacién. Para tratar sobre los
aspectos anteriores nos basaremos en los resultados de Nielsen y col, en 1992, el cual
estudié empleando la técnica de ELISA, animales infectados artificialmente con una cepa de
B. Abotus y vacunados con cepa 19 (terneros y adultos).

Vacunacion de terneros con cepa 19: Se Observé que los primeros anticuerpos en
producirse en gran cantidad fueron los del tipo IgM (alrededor del dia 5 ), sequido por los
del tipo IgG1, producidos en igual magnitud al dia siguiente. De 10 a 15 dias después de la
vacunacién, aparecio la respuesta de IgG2 en una magnitud de aproximadamente el 50% de
la respuesta de IgG1l. La IgG2 fue seguida de una pobre pero sustancial respuesta de IgA en
suero. La respuesta de anticuerpos se prolongd con estas caracteristicas hasta un periodo de
8 a 10 meses, a partir de este momento no fueron evidentes. Los animales adultos
vacunados de la misma forma siguieron el mismo patrén inmunoldgico, sin embargo, dos
aspectos fueron diferentes:

1. La respuesta de anticuerpos fue prolongada, detectandose anticuerpo posterior al afio
de vacunacion.

2. Una parte de los animales permanecieron persistentemente infectado por la cepa
vacunal, en estos la respuesta de anticuerpos fue similar a la de aquellos animales
con infeccién de campo.

En los animales que permanecieron cronicamente infectados la respuesta de IgG2 fue
considerablemente baja, incluso indetectable en algunos de ellos, mientras que la respuesta
de IgM e IgG1 fue de gran magnitud y sostenida. La carencia de anticuerpos 1gG2, puede
jugar un rol importante en la inhabilidad del animal para eliminar B. Abortus.
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Animales infectados experimentalmente: En estos animales la respuesta de IgM e
IgG1l comenzd simultdneamente alrededor del dia 5, incrementandose hasta alcanzar un
maximo a los 15 dias, manteniendo niveles elevados durante todo el afio de seguimiento
experimental. Se observd un declinar en la respuesta de anticuerpos IgM, pero no en la de
IgG1l. La respuesta de IgG2 e IgA comenz6 algo retardada con un pico cercano a los 4
meses después de la infeccion, manteniéndose en este nivel durante todo el tiempo
monitoreado. Ambas respuestas (IgG2 e IgA) resultaron considerablemente inferiores a la
de los animales vacunados.

Debido a la relacion existente entre reacciones cruzadas asociadas con el isotipo IgM, IgG1
se considera el indicador mas apropiado de exposicién a B. Abortus.

Relacion entre los isotipos presentes en la respuesta inmune contra la Brucella
abortus y las principales pruebas serolégicas que se emplean en el diagnéstico.

Pruebas serologicas IgM IgG1 IgG2 IgA
SAL X X

RFC X X

RB X X

2-Mercaptoetanol X X

ELISA X X

Coombs X X

Rivanol X X

Anillo X

II. 3. Situacion actual de la Brucelosis bovina en nuestro pais

Comparacion de la focalidad y masa entre los afios 1999-2000.

PROVINCIA FOCOS EN SITUACION MASA EN FOCOS
1999 2000 Dif. 1999 2000 Dif.
P. DEL RIO 16 18 2 38273 29228 (8745)
LA HABANA 1 1 0 14300 14300 0
CIEGO 11 8 (3) 21657 12668 (8989)
CAMAGUEY 67 68 1 49171 38206 (10965)
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TUNAS 56 44 (12) 29706 17593  (12113)
HOLGUIN 2 0 (2) 5649 2169 (3480)
GRAMMA 35 32 (3) 20406 20368 (38)
I. JUVENTUD 4 3 (1) 9222 8030 (1190)
TOTAL 192 174 (18) 188382 144862 (45520)

Dif. Diferencia ( ) disminuye

II. Materiales y Métodos.
III. 1. Muestras y procedencia.

En los estudios realizados se incluyeron muestras de suero de animales procedentes de un
area libre de bucelosis perteneciente al Municipio San José de Las Lajas y muestras de suero
de animales de un area focal de la enfermedad, ubicada en el Municipio de Consolacién del
Sur.

El criterio de seleccion utilizado para cada uno de los estudios fue el siguiente:

e Area libre de brucelosis: Muestras de suero negativas por las pruebas de diagndstico
convencional (SAL y RB).
e Area afectada: Muestras de suero positivas y negativas a la prueba de RB y SAL.

III1. 2. Ensayos de Laboratorio.
III1. 2 1. Prueba Rosa de Bengala.

Principio de la prueba: Consiste en la deteccién cualitativa de anticuerpos de tipo
aglutinante, presentes en el suero de animales infectados por Brucella. Se basa en una
reaccion antigeno - anticuerpo, en la cual se enfrenta el suero a investigar, a un antigeno de
Brucella abortus coloreado y a pH acido.

Procedimiento de la técnica: Sobre una placa de cristal cuadriculada se deposité 0,03 mL
de suero y antigeno, posteriormente se mezclé con un agitador de cristal. Finalmente se
movid la placa suavemente 6 veces en el mismo sentido, se dejo reposar durante 4 minutos
y se procedié a la lectura de los resultados, comenzando por los sueros de referencia
positivo y negativo.

II1. 2. 2. Seroaglutinacion Lenta.

Principio de la prueba: Consiste en la deteccién semicuantitativa de anticuerpos
especificos de tipo aglutinante presentes en el suero de animales infectados por Brucella. Se
basa en una reaccion antigeno - anticuerpo, en la cual se enfrentan diluciones seriadas del
suero a investigar, a un antigeno de Brucella abortus para aglutinacion lenta al 5% en
solucién salina al 0,85 %, conteniendo fenol al 0,5 %.
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Procedimiento de la técnica: Se depositaron en los tubos correspondientes volimenes de
0,08, 0,04, 0,02 y 0,01 mL de suero a examinar y se le afladieron 2 mL del antigeno diluido,
de esta forma quedaron diluciones del suero de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 respectivamente,
posteriormente se agitaron suavemente y se incubaron a 37 °C durante 18 a 20 horas.
Pasado este tiempo, se realizd la lectura sobre una superficie oscura con luz situada detras
de los tubos, por simple observacion de la transparencia o aglutinacion presente. Cada
dilucién fue leida de forma independiente como completa, incompleta o negativa, segun la
NRAG 586.

II1. 2. 3. Reaccion de Fijacion del complemento.

Principio de la prueba: Se basa en la propiedad del complemento de fijarse a los
inmunocomplejos, la reaccion comprende las siguientes etapas:

¢ Se enfrentan diluciones del suero con un antigeno de Brucella abortus para RFC al
1%, de estar presentes los anticuerpos, reaccionan, formandose los
inmunocomplejos.

e El complemento presente en el tubo de reaccion se fija al inmunocomplejo (antigeno
+ anticuerpo) en caso de que éste se haya formado (sistema bacteriolitico).

e Se agrega el sistema hemolitico incompleto (hemolisina + eritrocitos) con el objetivo
de evidenciar la reaccion antigeno - anticuerpo.

¢ Finalmente se leen los tubos de acuerdo a la presencia o no de hemdlisis.

Procedimiento de la técnica: Con los reactivos preparados de acuerdo a la NRAG 586, se
colocaron 3 tubos en una gradilla con las diluciones (1:5 y 1:10) del suero problema y un
control de suero (barbital). Se inactivaron a 60 = 0,5 °C en bafio de maria durante 30
minutos. Paralelamente se prepararon los controles positivos y negativos, el control de
antigeno, de complemento, hemolisina y control de hemolisina e isotonicidad de la solucién
fisioldgica. Se agregdé 0,25 mL de antigeno para RFC diluido al 1 % a los tubos que
contenian los sueros problemas y controles correspondientes, de igual forma se agregaron
0,5 mL de complemento diluido segun la dosis del titulo. Se incub6 a 37 + 0,5 °C en bafio
de maria durante 30 minutos y se agregd el sistema hemolitico incompleto (eritrocitos al 2
% y hemolisina diluida segun titulo), finalmente se incubd de igual forma antes de realizar la
lectura, comenzando por los controles, una primera después de dejar los tubos en reposo
durante 10 o 15 minutos y la otra al dia siguiente. Para la interpretacion de los resultados
seguimos estrictamente los criterios expresados en al NRAG 291.

III. 2. 4. ELISA DAVIH BRU 2

Principio de la prueba: Se basa en el principio de un ELISA indirecto y su aplicacion incluye
las siguientes etapas:

e Los sueros que se han de analizar asi como los controles se distribuyen en los pocillos
en la dilucidon indicada, si los anticuerpos estan presentes, se unen al antigeno
previamente fijado a la fase sélida.
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e En una segunda etapa los anticuerpos IgG que reaccionaron con el antigeno, son
detectados por una anti-IgG que se encuentra conjugada a peroxidasa (conjugado).

e Se revela la presencia de la enzima inmovilizada en los inmunocomplejos al afiadir un
sustrato cromogénico, tras la eliminacién por lavados de la fraccién del conjugado que
haya quedado libre.

e Finalmente la reaccion se detiene con acido sulfurico a una concentracion de 2 mole/L y
se efectya la lectura a 492 nm.

Procedimiento de la técnica: La prueba se realizd en muestras de suero, estos se
trabajaron diluidos 1: 200 en solucion de lavado y se depositaron a razon de 100 pL por
pocillo, incubandose durante 30 minutos a 37 ° C, posteriormente se realizaron 4 ciclos de
lavado con un volumen de 300 a 350 pL de solucién de lavado, para luego agregar 100 pL de
la inmunoglobulina anti IgG bovina marcada con peroxidasa e incubar durante 45 minutos a
37 ° C vy repetir los cuatro ciclos de lavado. Finalmente se afiadi6 100 uL del sustrato
cromogénico, se incubé a temperatura del laboratorio (de 20 a 25 °C) durante 15 minutos
teniendo el cuidado de proteger la microplaca de la luz. La reacciéon se detuvo con &cido
sulfarico 2 mole/L y la lectura se realizé en espectrofotometro a 492 nm y se realizaron los
calculos segun describe el manual de instrucciones del estuche. Las muestras con absorbancia
superior al valor limite se consideraron reactivas al sistema por lo que se repitieron por
duplicado, considerandose finalmente reactivas aquellas que mantuvieron sus valores de
absorbancia igual o mayor que el valor limite en al menos 1 de sus réplicas. Para el calculo de
los resultados se empled la siguiente férmula: VL = 2 (N) donde N = media de los valores de
los controles negativos.

II1. 3. Calculo de los parametros de desempeiio:
Para evaluar la utilidad del sistema ELISA en la deteccion de anticuerpos contra Brucella se
calculé la sensibilidad, especificidad y concordancia, agrupando los datos en tablas de

contingencia 2X2:

Tabla de contingencia 2 x 2 para el calculo de los indicadores de calidad.

INDIVIDUOS
PRUEBA Infectados Normales Total
Positivos a b a+b
Negativos C d c+d
Total a+c b+d n

Sensibilidad = a/ a + ¢ x 100 donde
a = Verdaderos positivos
¢ = Falsos negativos.

Especificidad =d/b + dx 100
d = Verdaderos negativos.
b = Falsos positivos.

Concordancia=a +d/ nx 100
n = Total de muestras en el estudio.
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Iindice Kappa: El indice kappa (k) es una prueba de concordancia que se basa en la
comparacion del indice de concordancia esperado (pe) con el indice de concordancia
observado (po). Se calculé de la siguiente manera:(OPS; 1994)

a+d/n

k= po-pe / 1-pe donde po

Concordancia de los positivos (P) =[(a+b)/nx(a+c¢c)/n] x n
Concordancia de los negativos (N) = (c+d)-{(a+c)-P}
Concordanciaenelcaso (pe)=(P+N)/n

Los resultados de este indice pueden clasificaron en 5 grupos:

Concordancia Kappa
Deficiente <0,2
Regular 0,21-0,4
Moderada 0,41 -0,6
Buena 0,61-0,8
Muy buena 0,81-1

III. 4. Analisis estadistico.

Se calculd el coeficiente de variacion (CV) para los resultados de los sueros positivos de las
tres mezclas, para lo cual se empled la siguiente formula:

CV = (SD / Media de los Valores) x 100, donde SD = desviacion estandar.
I1I. 5. Estudios realizados.

III. 5. 1. Evaluaciéon del comportamiento del sistema de ELISA DAVIH BRU 2 en
mezclas de suero en el diagnéstico seroldgico de la brucelosis bovina, en una zona
libre de la enfermedad.

Muestras: Fueron empleadas 872 muestras de suero bovino de animales procedentes del
Municipio San José de las Lajas y 14 sueros positivos a brucelosis bovina con diferentes
niveles de reactividad, pertenecientes al panel de sueros del Laboratorio de Control de la
Calidad, de Laboratorios DAVIH.

Mezclas de sueros: Las muestras de reactividad desconocida se agruparon en mezclas de
10 sueros en igual proporcion.

Se confeccionaron tres mezclas compuestas por 9 sueros negativos cada una. Las muestras
de suero positivo del panel fueron diluidas con cada una de estas mezclas en proporcién
1:10.

Procedimiento: Todas las mezclas de suero se estudiaron por el sistema de ELISA DAVIH
BRU 2, en el caso de las mezclas que resultaron reactivas, se ensayaron los sueros que la
componian de forma individual, se consideré6 una muestra positiva al ELISA cuando resultd
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reactiva en al menos dos réplicas. Las muestras positivas al ELISA se confirmaron por RFC.
Los resultados se expresaron graficamente y se analizaron los pardmetros de desempefio.
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III. 5. 2. Utilizacion del sistema DAVIH BRU 2 en el estudio de un foco de
brucelosis bovina comparativamente con las pruebas convencionales

Muestras: Se estudiaron 347 muestras de suero bovino de animales procedentes de un foco
de brucelosis del Municipio Consolacién del Sur.

Procedimiento: Todas las muestras se estudiaron por las pruebas de RB, SAL, RFC y por el
sistema ELISA DAVIH BRU 2. En todos los casos se siguid las instrucciones para la
interpretacion de los resultados de la NRAG 291 y del manual de uso del sistema de ELISA.
Los resultados se agruparon en tablas de contingencia para el calculo de los parametros de
desempefio.

II1. 5. 3. Analisis econémico comparativo del empleo del sistema ELISA DAVIH BRU
2 utilizando mezclas de suero y las pruebas convencionales de diagnodstico

El analisis se enfocd en dos direcciones:

1. Se realizd un andlisis matematico para determinar la factibilidad del empleo de mezclas
de suero con el ELISA DAVIH BRU 2, teniendo en cuenta la prevalencia de la enfermedad,
para esto se considerd que solo sera factible esta practica si MS < n donde:

MS = Numero de determinaciones a realizar en mezclas de suero, para una prevalencia
determinada.

MS = P (n/10) + n/10

P = prevalencia

n = numero de muestras.

2. Se calcularon las fichas de costo de los servicios de diagndstico serolégico de brucelosis
bovina empleando el Sistema DAVIH BRU 2 (usando mezclas de suero), RB, SAL y RFC, para
el calculo se tuvo en cuenta los gastos en materias primas, salarios y consumo de
electricidad de los equipos de laboratorio empleados en cada técnica. Se tomd como base de
calculo el andlisis de 30 000 muestras, teniendo en cuenta NRA 586 y el manual de
instrucciones del sistema de ELISA. El analisis de los datos se realizd mediante el empleo de
una hoja de calculos preparada al efecto en Microsoft Excel 2000. En el célculo de las
mismas, no se tuvo en cuenta los gastos comunes que afectarian en igual proporcion todos
los sistemas y se considerd laboratorios equipados para realizar las diferentes técnicas. Se
compararon los resultados del ELISA y las pruebas convencionales segin el costo por
muestra.

3. se realizd un andlisis de sensibilidad segun Carpenter en 1992 con relacién a la
prevalencia, para valorar hasta done es factible econdmicamente emplear las mezclas de
suero respecto a las pruebas convencionales. El analisis de los datos se efectué mediante el
empleo de una hoja de calculo en Microsoft Excel del Office 2000, con los datos de la ficha
de costo del acapite anterior. Se asumieron prevalencias inferiores al 9 %, sobre la base de
100 muestras.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 1. Evaluacion del comportamiento del sistema de ELISA DAVIH BRU 2 en
mezclas de suero en el diagnéstico seroldgico de la brucelosis bovina, en una zona
libre de la enfermedad.

De las 872 muestras estudiadas de areas libres, solo 3 fueron clasificadas como reactivas en
el ELISA DAVIH BRU 2, las cuales se confirmaron como negativas en la RFC para una
especificidad del 99,65 %.

La figura 1 muestra la relacidn densidad optica (DO) vs valor limite (VL) de los 14 sueros
positivos estudiados y la media de las DO de las 3 mezclas correspondientes, apreciandose
que el sistema DAVIH BRU2 fue capaz de identificar el suero positivo en sus mezclas,
independientemente del nivel de reactividad del mismo.

Puede observarse ademas que las diferencias entre las DO se hace mas evidente, en la
medida que disminuye la DO del suero estudiado individualmente. Si tenemos en cuenta que
la lectura es proporcional al titulo de anticuerpos presentes, estos resultados son esperados
debido a que en una muestra con estas caracteristicas, el factor de dilucién 1: 10 implica
que el uso de mezclas afecta mas el valor obtenido. Sin embargo, la metodologia empleada
es sensible para captar estos anticuerpos.

Reviriego y Cemefio de Giles (1997), Izquierdo y col., (1998) manifestaron las ventajas del

DO/VL
12 ~

10 -
M suero positivo

8 H media de las mezclas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

fig 1. Relacién de la densidad 6ptica y el valor limite de los sueros posittlr\'l'f)eSStFI%
media de las mezclas.
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empleo mezclas de suero, en campafias de saneamiento en areas de baja prevalencia de
brucelosis bovina, al observar que la sensibilidad y la especificidad de la prueba no se
fectaron al estudiar mezclas de hasta 10 sueros. Estos resultados coinciden con los de este
trabajo, donde se obtuvo un 99,65 % de especificidad y se identificd correctamente los
sueros positivos a Brucella en sus tres mezclas e individualmente.

Vol. VI, N° 5, Mayo 2005 —
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El ELISA con relacion a las pruebas convencionales empleadas en la detecciéon de
anticuerpos a Brucella tiene la ventaja de que tanto los procedimientos para su realizacion
como los reactivos que la conforman son estandarizados, su calidad es controlada, la
obtencion de sus resultados solo requieren de 2 a 3 horas y el costo por determinacion es
bajo. Ademas, esta prueba es capaz de identificar desde el inicid de la infeccién importantes
isotipos (IgG1, IgG2) de inmunoglobulinas especificas , las cuales juegan un importante
papel en la respuesta inmune del animal desde tapas tempranas en el curso de la
enfermedad. Las IgG1 adquiere niveles significativos en sangre después de transcurrir los
primeros 15 dias del contagio y mantiene niveles altos hasta la cronicidad, por otra parte, la
IgG2 a pesar de presentar niveles bajos en sangre comparativamente con la anterior, tiene
importancia durante lo ultimos meses de la gestacién, cuando los niveles del resto de las
inmunoglobulinas en sangre disminuye hasta niveles muy bajos (Argote y col., 1998 .,
Nielsen y col. 1992 ., Diaz, 1998 )

Las pruebas ELISA de tipo indirecto y competitivo son utilizadas con buenos resultados en el
ambito internacional como pruebas serolégica en el pesquisaje y confirmacion de la
brucelosis bovina, algunos paises como Canadd vya las tienen incorporadas de forma
sistematica en el diagndstico seroldgico de esta enfermedad donde forman parte de los
programas nacionales de vigilancia (OIE, 1996; Percy du Start y col, 1998).

La figura 2 muestra los resultados de los sueros positivos en las diferentes mezclas, el
coeficiente de variacion (CV) entre las tres mezclas que contienen un mismo suero positivo,
fue en todos los casos inferior al 30 %, so6lo las mezclas de un suero presentaron CV
superior al 25 %, a pesar de que como se expone en este trabajo, los sueros empleados
para la confeccion de las mezclas fueron diferentes, haciendo de esta forma mas
significativos estos resultados. Se observd una relacidon inversa entre el titulo del suero por
ELISA y el valor del CV. Consideramos que los resultados obtenidos demuestran un nivel
adecuado de repetibilidad, teniendo en cuenta las caracteristicas de este experimento. Este
aspecto es de gran importancia, pues contrario a lo sucedido en este estudio, es muy
probable que un ensayo intrinsicamente variable no pueda responder a los rigores que
conlleva un uso sistematico sobre muestras de la poblacién animal que se requiere estudiar
( Jacobson en 1998).

Si extrapolamos los resultados de este experimento al trabajo desarrollado en el Laboratorio
Provincial de Diagndstico Veterinario de Provincia La Habana, donde se realizaron 29 661
pruebas de pesquizaje y 82 pruebas confirmatorias para el diagnédstico seroldgico de
brucelosis bovina, pertenecientes al municipio San José de las Lajas durante el afio 2000
(Cepero, 2000).y tenemos en cuenta que el municipio es libre de brucelosis bovina y que
ninguna de las pruebas confirmatorias realizadas resultd positiva, estas muestras se

Cabrera Pérez, Carmelo; Silva Cabrera, Eladio; Izquierdo Marquez, Maricela; Garcia Montero, Consuelo. 20
Empleo del Elisa DAVIH BRU 2 en el diagnostico serologico de la Brucelosis Bovina. - Revista Electronica
de Veterinaria REDVET ®, ISSN 1695-7504, Vol. VI, n° 03, Marzo/2005. Veterinaria.org ® - Comunidad Virtual
Veterinaria.org ® - Veterinaria Organizacion S.L.® Espafia. Mensual. Disponible en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet y mas especificamente en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html



http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html

Revista Electrénica de Veterinaria REDVET - ISSN 1695-7504
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet

Vol. VI, N° 5, Mayo 2005 —
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html

pudieran analizar por ELISA utilizando mezclas de sueros, de esta forma los resultados se
obtendrian en menor periodo de tiempo, sin afectar de manera significativa el costo y con un
margen de sensibilidad y especificidad superior al de las pruebas convencionales. Dicho de
otra manera, el nimero de determinaciones a realizar se reduciria en un 10% vy el tiempo de
ejecucion disminuiria significativamente.

12

10

O Mezcla 1
B Mezcla 2
O Mezcla 3

DO/VL
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Sueros

Figura 2. Comportamiento de los sueros positivos estudiados en sus tres mezclas.

IV. 2. Utilizacién del sistema DAVIH BRU 2 en el estudio de un foco de brucelosis
bovina comparativamente con las pruebas convencionales

Varios investigadores han sefialado la alta sensibilidad y especificidad de la prueba Rosa
de Bengala lo que unido a su facil manipulacién y rapida lectura hacen que la misma sea
de gran utilidad en el diagndstico masivo de la Brucelosis. Es por ello que (Plommet en
1972., Abeledo, 1981 y Priadi en 1992) recomendaron su utilizacién en el programa de
control y erradicacion de la Brucelosis.

En la tabla 1 se puede apreciar que los resultados del sistema DAVIH BRU 2 y la RB, en el
estudio de muestras de un foco de brucelosis bovina, presentaron valores de concordancia
del 100 %, al identificar de igual forma el total de muestras ensayadas. Gall y col, en 1998
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encontraron resultados similares al evaluar el ELISA y la RB en poblaciones afectadas de
Ameérica Latina.

A pesar de esto, se le ha sefialado a la RB la falta de estandarizacion internacional del
antigeno, lo que impide que los resultados obtenidos en diferentes paises sean
comparables. (Argote, 1984), ademas de su extrema sensibilidad en animales vacunados
con la Cepa 19 que la lleva a reportar resultados falsos positivos al estudiar poblaciones con
estas caracteristicas (Cotrina y Fernandez, 1991).

Tabla 1. Comparacion entre el ELISA DAVIH BRU 2 y la prueba de Rosa Bengala
(RB) para la deteccion de anticuerpos contra Brucella en un foco de brucelosis

bovina.
n = 347 ELISA
Positivos Negativos Total

RB Positivos 215 0 215

Negativos 0 132 132

Total 215 132 347
C= 100 %
K=1

Otras de las pruebas utilizadas en el pesquisaje convencional para el diagnostico de esta
enfermedad es la SAL. Cotrina y Fernandez en 1991, plantearon que esta técnica presenta
dos inconvenientes: su baja sensibilidad que no permite una deteccion precoz y la
dificultad para interpretar los resultados, en particular los sueros que presentan bajos
titulos aglutinantes .

El hecho de reaccionar fundamentalmente frente a las inmunoglobulinas del isotipo IgM
(aglutinadoras por excelencia) hace que se reporten resultados positivos de bajo titulo que
son realmente falsos positivos de la prueba. En la tabla 2 se muestran los resultados
comparativos de esta técnica con el ELISA DAVIH BRU 2.

Tabla 2. Comparacién entre el ELISA DAVIH BRU 2 y la prueba de Seroaglutinaciéon Lenta
(SAL) para la deteccién de anticuerpos contra Brucella en un foco de brucelosis bovina.

n=347 ELISA
Positivos Negativos Total
SAL Positivos 204 0 204
Negativos 11 132 143
Total 215 132 347
C= 96,82 %
K= 0,93

El ELISA DAVIH BRU 2 detectd en el foco de brucelosis estudiado, un mayor nimero (11) de
animales positivos que la SAL, lo que se pudiera interpretar como una mayor sensibilidad, si
tenemos en cuenta los resultados de especificidad de este sistema, expuestos en el
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experimento anterior y su concordancia con la RB para esta misma muestra. Resultados
similares se describen en los estudios de Argote y col en 1989, Molnar y col, 1998,
Samartino y col; 1999, quienes encontraron mayores valores de sensibilidad en las pruebas
de ELISA, usadas comparativamente con la SAL en diferentes niveles de prevalencia de la
enfermedad.
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La elevada sensibilidad de las pruebas de pesquizaje, posibilitan la identificacion vy
saneamiento de los rebafios afectados en menor periodo de tiempo. Teniendo en cuenta los
resultados anteriores, si asumimos que el ELISA mostré una mayor sensibilidad que la SAL,
entonces resulté mas eficiente que la misma en el estudio del foco, no solo por la rapidez del
diagnéstico, sino también por la calidad de este.

La alta sensibilidad que presentan por lo general las pruebas de pesquisajes hace necesario
la utilizacién de pruebas complementarias mas especificas debido a que el aumento de un
parametro va en detrimento del otro. La R.F.C. es la prueba complementaria por excelencia
para la confirmacidon de la presencia de anticuerpos en los estudios serolégicos de la
brucelosis bovina., sin embargo, la altisima especificidad mostrada por esta técnica puede
afectar en ocasiones su sensibilidad si tenemos en cuenta las observaciones realizadas por
algunos investigadores que plantean que la RFC es una prueba ligeramente sensible a las
IgM, pero esta es parcialmente inactivada cuando se calienta el suero a 60 °C. Stryszak en
1986; Argote y col; 1989 sefialaron que la mayor actividad fijadora del complemento esta
asociada con los anticuerpos de la clase IgG1l y que por otra parte la IgG2 no es buena
fijadora del complemento. Estas observaciones se deben considerar al estudiar animales
procedentes de una zona afectada por la enfermedad, sobre todo si tenemos en cuenta que
un error de sensibilidad de una prueba confirmatoria, puede poner en peligro el éxito del
saneamiento del rebafo afectado.

Tabla 3. Comparacion entre el ELISA DAVIH BRU 2 y la prueba de Reaccion de
Fijacion del Complemento (RFC) para la deteccion de anticuerpos contra Brucella
en un foco de brucelosis bovina.

n=347 ELISA
Positivos Negativos Total
RFC Positivos 187 0 187
Negativos 28 132 160
Total 215 132 347
C= 91,93 %
K=0,83

Como se puede apreciar en la tabla 3, el sistema DAVIH BRU 2 detecté como positivos 28
animales mas que la RFC. Frente a estas muestras, la RFC resultdé la prueba que menos
animales reactivos identificd, esto puede estar relacionado con lo descrito anteriormente
sobre la sensibilidad de esta prueba teniendo en cuenta que el sistema DAVIH BRU 2
presenté valores de especificidad superiores al 99 % en el experimento anterior. Resultados
similares con este mismo sistema fueron informados por Argote y Rodriguez en 1995 e
Izquierdo y col; 1998. Otros investigadores, (Nielsen y Wright, 1984; OIE, 1996; Percy du
Start y col., 1998) sefialan que la prueba ELISA posee una sensibilidad similar y en algunos
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casos superior a la RFC, esta ultima tiene como desventaja la complejidad técnica que exige
su ejecucion, la constante estandarizacion de los reactivos que la componen y la practica
necesaria para interpretar sus resultados.
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En un estudio realizado por Argote y Rodriguez 1995 empleando el sistema DAVIH BRU2, la
SAL y la RFC en el pesquisaje de sueros bovinos pertenecientes a unidades con tres
categorias epizootiologicas : libre, afectada y vacunada con Brucella abortus cepa 19,
encontraron que el ELISA fue mas sensible que la SAL y la RFC y recomendaron la
utilizacion del DAVIH BRU2 como prueba de pesquisaje. Alonso; 1982; le confirié poca
sensibilidad a la R.F.C. comparada con prueba Rosa de Bengala y el aislamiento
bacteriolégico para nuestro pais. Argote; 1984; planteé que la R.F.C. muestra poca
efectividad como prueba complementaria y no es apropiada como prueba de base, por ser
un método mas costoso y de menor efectividad para clasificar animales positivos.

IV. 3. Analisis economico comparativo del empleo del ELISA DAVIH BRU 2
utilizando mezclas de suero y las pruebas convencionales de diagnodstico

Con el objetivo de optimizar el manejo y control de los recursos se impone la aplicacién de
instrumentos financieros en el proceso de administracion de la atencidn veterinaria para la
formulacidn de politicas y elaboracién de estrategias especificas (Erb, 1988; Astudillo, 1991;
Carpenter, 1992).

Dichos instrumentos permiten establecer las prioridades en la practica veterinaria, con el fin
de solucionar los problemas mas relevantes y evaluar diferentes opciones para su control,
sin perder de vista su viabilidad econdémica, para la eleccién de las alternativas mas
adecuadas con respecto al empleo de recursos disponibles por el nivel ejecutivo en la toma
de decisiones de programas de salud animal (Astudillo, 1991).

IV. 3. 1. Factibilidad del empleo del ELISA DAVIH BRU 2 para el diagnéstico de la
brucelosis bovina en mezclas de suero, teniendo en cuenta la prevalencia de la
enfermedad.

Si consideramos una prevalencia del 9 % en una poblacién a estudiar de 100 animales:
MS = 9 (100/10) + 100/10

MS =90 + 10

MS = 100

Por tanto, para prevalencias <9 %, MS < n

Los resultados del analisis matematico demostraron que prevalencias inferiores o iguales al
9 % no incrementan el nimero de determinaciones en relacidén al estudio individual de los
sueros. Esta afirmacion se hace mas evidente si tenemos en cuenta que en la practica
puede ocurrir que el suero de mas de un animal enfermo puede coincidir en una mezcla;
cada vez que esto suceda, se dejaran de estudiar 10 muestras en el ELISA de forma
individual , lo que hace esta practica aln mas atractiva. Estos resultados sugieren la
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factibilidad de emplear el ELISA DAIH BRU 2 en mezclas de suero siempre que se cumplan
estas condiciones, no obstante, un analisis de costo por determinacion debe argumentar
esto.
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IV. 3. 2. Calculo de las fichas de costo de los servicios de diagndstico serolégico de
brucelosis bovina empleando: el Sistema DAVIH BRU 2 (usando mezclas de suero),
RB, SAL y RFC

En la tabla 4 se aprecian los resultados del calculo de las fichas de costo para un grupo de
pruebas que se emplean en el diagndstico convencional de la brucelosis bovina y el ELISA
usando mezclas de suero, teniendo en cuenta tres indicadores econdmicos.

Tabla 4. Resultados del calculo de las fichas de costo por muestra, de diferentes
servicios de diagnéstico serolégico.

Indicadores econémicos ($)

Métodos Materias Recursos Energia Costo total
diagnéstico primas humanos eléctrica por muestra
RB 0,0052 0,0708 0,00004 0,076

SAL 0,0032 0,1416 0,0028 0,1476

RFC 0,033 0,2664 0,005 0,3044
ELISA 0,048 0,0262 0,0005 0,0747

El empleo de mezclas de suero resultd un método eficiente desde el punto de vista
econdmico de acuerdo con los indicadores estudiados, solo fue superado en un estrecho
margen por la RB. El indicador que determind estos resultados fue el relacionado con los
recursos humanos, al ser el ELISA la técnica que menos horas empled en el diagnodstico.

El indicador que mas afectd el costo de la prueba ELISA fue el de gasto por materia prima,
en este sentido debemos tener en cuenta que a los efectos del presente estudio utilizamos el
precio para el mercado internacional, su empleo en nuestro pais pudiera modificar este
indicador.

El elevado grado de laboriosidad de la RFC influyd significativamente en su costo por
recursos humanos (el mas elevado) y fue determinante en el alto costo por determinacion
de esta prueba.

En el diagnostico seroldgico de la brucelosis bovina se utilizan convencionalmente, un
ensayo de pesquisaje (SAL o RB) y una prueba confirmatoria (RFC). El ELISA se recomienda
en la literatura para el pesquisaje, a pesar de que ha mostrado una excelente especificidad y
sensibilidad en estudio previos, con valores superiores a la RFC. En consideracién se debe
analizar como influye los costo y la prevalencia en el empleo de las diferentes combinaciones
de pruebas incluyendo el ELISA.

Cabrera Pérez, Carmelo; Silva Cabrera, Eladio; 1zquierdo Marquez, Maricela;, Garcia Montero, Consuelo. 25
Empleo del Elisa DAVIH BRU 2 en el diagnostico serologico de la Brucelosis Bovina. - Revista Electronica
de Veterinaria REDVET ®, ISSN 1695-7504, Vol. VI, n° 03, Marzo/2005. Veterinaria.org ® - Comunidad Virtual
Veterinaria.org ® - Veterinaria Organizacion S.L.® Espafia. Mensual. Disponible en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet y mas especificamente en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html



http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html

Revista Electrénica de Veterinaria REDVET - ISSN 1695-7504
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet

" ISSN 1655-7504

" Revista Electronica de Veterinaria
v eeiaTaorg

Vol. VI, N° 5, Mayo 2005 —
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050505.html

IV. 3.3. Comparacion economica del ELISA y los esquemas diagnodstico
convencionales para diferentes prevalencias.

En la Tabla 5 se muestran los resultados del calculo de costo de los diferentes esquemas
diagnésticos para un grupo de pruebas que se emplean en el diagndstico convencional de la
brucelosis bovina y el ELISA usando mezclas de suero, teniendo en cuenta diferentes
prevalencias.

Tabla 5. Resultados de la comparacion entre el ELISA y las pruebas
convencionales, teniendo en cuenta diferentes niveles de prevalencia de la
enfermedad y el costo por determinacion

Esquema Prevalencia %

Diagnéstic 1 2 3 4 5 6 7

A 6.532 12.402 18.272 24.142 30.01 35.882 53.492
B 2.945 5.228 7.511 9.794 12.08 14.36 21.209
o 6.760 12.858 18.957 25.055 31.15 37.251 55.546
D 5.598 5.826 6.054 6.283 6.512 6.739 7.424
E 10.418 10.646 10.875 11.103 11.33 11.559 12.244

A: ELISA (usando mezclas de suero)+ELISA (usando las muestras individuales) B: ELISA
(usando mezclas de suero)+RFC  C: ELISA (usando mezclas de suero)+ELISA (usando las
muestras individuales) + RFC

D: RB + RFC E: SAL + RFC

La combinacion del ELISA DAVIH BRU2 utilizando mezclas de suero con la RFC, resulto el
método (B) mas econdmico con respecto al resto de las pruebas hasta una prevalencia del 2
%. En prevalencias del 3% o superiores, resulté la RB y la RFC la combinacion (D) mas
rentable desde el punto de vista econémico. Estos datos confirman lo antes expuesto, acerca
de la conveniencia del uso del ELISA en el pesquisaje seroldgico de la brucelosis bovina en
zonas libres o de baja prevalencia de la enfermedad como en el municipio donde se
desarrollé el trabajo, en el cual segin los datos epizootioldgicos, no se reportan casos de
brucelosis bovina desde hace més de 10 afos.

El ELISA como método de diagndstico en la brucelosis bovina, constituye una herramienta
de gran valor en las campafias de control y erradicacién de esta enfermedad, al disminuir
los costos sin afectar los indicadores de calidad de las pruebas diagndsticas.
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V. DISCUSION GENERAL

Desde el inicio del Plan para el control y erradicacién de la brucelosis bovina en Cuba en
1963 donde se detectd una seropositividad del 3,2 % (Vera y col., 1999), esta enfermedad
ha decrecido paulatinamente vy actualmente el 97,18 % de la masa total es libre, su
incidencia es de 0,19 % vy la prevalencia de 0,6 % (Seoane; 2000). Ademas las zonas
focalizadas estdn bien caracterizadas por provincias, lo que permite establecer una
estrategia diagnostica diferenciada de acuerdo a la situacion epezootioldgica.

A partir de 1965 se establecid en el laboratorio nacional y algunos provinciales o regionales,
el empleo de la seroaglutinaciéon lenta como la prueba de base conjuntamente con la
Reaccion de Fijacion del Complemento como confirmatoria. En 1970 con el objetivo de
esclarecer casos de interpretacion compleja se iniciaron de forma limitada los ensayos con
las pruebas 2-Mercaptoetanol (2-ME), Rivanol en placa, prueba de Coombs,
Inmunofluerescencia indirecta (I.F.I.) y Rosa de Bengala ( Fernandez 1982; Argote, 1989).
Desde entonces el diagndstico se realiza con estas técnicas, a pesar de que hace algunos
afos en el mundo se incursiona en la blusqueda de nuevas alternativas y que aun persisten
focos de la enfermedad en diferentes territorios del pais donde se ha hecho dificil erradicar
la brucelosis. El empleo de métodos de diagndstico seroldgico de alta sensibilidad para la
deteccion de animales reactores, tiene gran importancia epizootioldgica para mantener una
profilaxis sistematica y sanear rebafios afectados en el menor tiempo.

La necesidad de emplear técnicas diagnostica confiables, econdmicas y de facil ejecucion ha
sido un reto en los Ultimos afios (Argote y Rodriguez, 1995; Bercovich y Muskens, 1996;
Nielsen y col., 19962 y b; Lannelli y col., 1998; Perez y col.,1998; Manzini y col.,1998). En
este sentido la técnica de ELISA se aceptdé desde 1994 por la OIE, como prueba de
pesquisaje para el diagndstico seroldgico de la brucelosis bovina, por su elevada sensibilidad
y especificidad ( Argote y col., 1989; Dajer y col.,1998) por su productividad a bajos costos
(Thoen y col.,1995; Reviriego y Cermefio de Giles,1997; Izquierdo y col., 1998) , por ser un
método estandarizado con calidad controlada ( Ortiz y col., 2000) vy por diferenciar entre
una infeccion producida por una cepa salvaje y los anticuerpos derivados de la vacunacién.
(Abalos y col., 1993; Aparicio y col.,1996).

Los resultados de este trabajo demuestran que se puede emplear el ELISA DAVIH BRU 2
utilizando mezclas de suero en el diagndstico de la brucelosis bovina, sin que se afecte la
especificidad ni la sensibilidad de la técnica, coincidiendo con estudios citados anteriormente
en este trabajo. También este sistema al igual que la RB fue el que mas animales positivos
detecté en el estudio del foco de la enfermedad y se demostré matematicamente que los
costos por determinaciones son inferiores al resto de las pruebas en zonas donde la
prevalencia es menor o igual al 2%.

La informaciéon sobre los indicadores utilizados para la evaluacién de los medios diagnéstico
cualitativo es reducida. El andlisis de parametros de desempefio como la sensibilidad vy
especificidad de los medios diagndstico, se encuentran entre los aspectos mas estudiados
por muchos investigadores e incluso recomendado por organizaciones internacionales como
la Organizaciéon Panamericana para la Salud en su manual de procedimientos de control de
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calidad para los laboratorios de serologia de los bancos de sangre (OPS;1994; Argote y
Lopez.,1995) Jacobson; 1998, le confiere especial importancia a estos parametros en la
validacién de pruebas seroldgicas para el diagnédstico de enfermedades infecciosas.
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En términos generales la sensibilidad se define como el porcentaje de muestras que contiene
el analito conocido y que dan un resultado positivo, en tanto la especificidad como el
porcentaje de muestras en las cuales es conocida la ausencia del analito y que dan un
resultado negativo en la prueba que se esta evaluando ( Argote y Lopez.,1995; Jacobson.,
1998).

La especificidad mide la capacidad de la prueba para identificar anticuerpos que reconozcan
exclusivamente el agente etioldgico, y no otros cuya presencia pueda venir inducida por
antigenos de otros microorganismos (emparentados o no con el agente en cuestion)
provistos de reactividad cruzada ( Wright.,1998).

Por todo lo anterior, la técnica seroldgica ideal para el diagndstico de cualquier enfermedad
es aquella que presenta valores cercanos al 100% de especificidad y sensibilidad. En las
pruebas convencionales para el diagndstico de la brucelosis bovina, no se obtienen estos
valores para ambos parametros debido a las caracteristicas de sus reactivos y la complejidad
de la respuesta inmune de los animales contra la infeccion y frente a la vacunacién. Sin
embargo, el ELISA al ser capaz de identificar solamente los anticuerpos especificos de la
enfermedad, alin en momentos en que estos se encuentran en niveles bajos en sangre, ha
demostrado en reiteradas evaluaciones valores de sensibilidad y especificidad superiores a
los obtenidos por las pruebas convencionales.

El ELISA constituye una prueba de gran rapidez por ser su ejecucion semiautomatizada, esto
permite reducir errores que pueden ocurrir en el trabajo con las pruebas convencionales,
generalmente por malas practicas de laboratorio. Ademas, los resultados del ELISA
concluyen con la lectura de los resultados en un espectrofotémetro (informe cuantificable),
sin dejar espacio para la subjetividad de la interpretacion del técnico.

Teniendo en cuenta los datos de incidencia de la enfermedad en nuestro pais y el analisis de
los costos realizados en este trabajo, esta practica se pudiera emplear para el monitoreo de
la sangre en mas del 97 % de la masa bovina que incluye zonas libres y areas de
prevalencia menores o iguales al 2%, con esto, el plan nacional para el control y
erradicacion de la brucelosis bovina, ganaria en eficiencia sin elevar los costo del mismo.

Se conoce que muy pocos laboratorios de la red de diagndstico veterinario del pais cuentan
con la tecnologia requerida para el trabajo con diagnosticadores basados en el ELISA y que
este equipamiento es costoso porque en su mayoria debe ser adquirido en el mercado
internacional. Si se tiene en cuenta que el servicio que pudiera brindar un laboratorio con
esta tecnologia, no solo se limitaria al diagnostico de la brucelosis bovina, sino también de
otras enfermedades infecciosas para las cuales se han estandarizados esta tecnologia en
Cuba y en el ambito internacional.

Por todo lo antes expuesto consideramos que seria conveniente emplear el sistema DAVIH
BRU 2 en la vigilancia epizootioldgica de la brucelosis bovina en Cuba, usando mezclas de
suero en aquellas zonas libres de la enfermedad o donde la prevalencia sea inferior o igual al
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2%. Su uso sistematico en el estudio de los focos de la enfermedad ayudara a erradicar la
misma, al aportar al programa elevados valores de sensibilidad, especificidad asi como
ventajas técnicas que hacen de esta prueba una herramienta valiosa para estos fines.
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VI. CONCLUSIONES

1. El ELISA DAVIH BRU 2 mostré una especificidad del 99,65% al estudiarse un area
libre de brucelosis bovina empleando mezclas de suero.

2. El uso de mezclas de suero en el sistema, no afecto la sensibilidad frente a los sueros
del panel estudiado.

3. El ELISA presentdé una concordancia del 100% con la Prueba RB y ambas técnicas
fueron las que detectaron el mayor nimero de animales reactores en el estudio del
foco de la enfermedad.

4. Se demostrd que el empleo de mezclas de suero con el sistema DAVIH BRU 2 no
incrementa el nimero de determinaciones en relaciéon con el estudio individual de los
sueros en prevalencias iguales o inferiores al 9%

5. El empleo del ELISA con mezclas de suero en el pesquizaje seroldgico de la brucelosis
bovina result6 un método eficiente desde el punto de vista econémico, solo fue
superado por un estrecho margen por la RB.

6. La combinacién del ELISA utilizando mezclas de suero con RF en el diagndstico de la
enfermedad, resultd el método mas econdmico hasta una prevalencia del 2%

VII. RECOMENDACIONES

1. Introducir el ELISA DAVIH BRU 2 en el diagndstico seroldgico de la brucelosis bovina en
Cuba.

2. Emplear el sistema con mezclas de suero en zonas libres de la enfermedad o con
prevalencias hasta el 2%.
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