Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIV, N° 2, 168-176, 2004

PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA MEDIANTE ELISA
COMPETITIVO EN EL MUNICIPIO LA CANADA DE URDANETA,
ESTADO ZULIA, VENEZUELA

Prevalence of Bovine Brucellosis Using the Competitive ELISA Test
in La Caflada de Urdaneta Municipality, Zulia State, Venezuela

Gerardo D'Pool’, Sergio Rivera Pirela’, Teresita Torres’, Mario Pérez’, Arelis Garcia', Osiris Castejon’ y Nelda Rojas’

"Universidad del Zulia, Facultad de Ciencias Veterinarias. ®Servicio Auténomo de Sanidad Animal (SASA),
Zulia, Venezuela. Telefax: 0261-7596132

RESUMEN

Se realiz6 una investigacion seroepidemiolédgica en todos los
sectores (1 al 10) del municipio La Cafiada de Urdaneta del
estado Zulia en 1999 con el objetivo de medir, la prevalencia
de brucelosis bovina y evaluar los factores de riesgo que favo-
recen la presencia de la infeccion. De un total de 387 rebafios
bovinos con una poblacion de 47.421 hembras mayores de 24
meses de edad, se analizaron 384 muestras, con el uso de la
técnica de ELISA Competitivo en fase sdlida (C-ELISA), obte-
niéndose como resultado una seroprevalencia de 20,3% para
rebafios y 9,1% por animal. En lo que se refiere a factores de
riesgo, se determiné la existencia de una asociacion estadisti-
ca causal débil (P<0,025) entre: el tipo de explotacion, la asis-
tencia veterinaria y su frecuencia, el manejo reproductivo y el
manejo de becerras procedentes de vacas positivas relaciona-
do con la presencia de la infeccion.

Palabras clave: Brucelosis bovina, prevalencia; C-ELISA, Ve-
nezuela.

ABSTRACT

A seroepidemiological study was made in all of the sectors (1
to 10) of La Cafiada de Urdaneta municipality of Zulia state in
1999 with the purpose of determining the prevalence of bovine
brucelosis and evaluating the risk factors which promote the
presence of the disease. A random stratified proportional sam-
pling methodology was applied, including 387 herds with a
population of 47,421 females over 24 months of age; 384 sam-
ples from 143 selected herds were evaluated using a competi-
tive ELISA test in the solid phase (C-ELISA), determining a se-
roprevalence of 20.3% for herds and 9.1% per animal. In
reference to risk factors, a statistical association (P<0.025) be-

Recibido: 14 / 07 / 03. Aceptado: 06 / 02 / 04.

168

tween the type of farm, the veterinary attendance and the fre-
guency, the reproductive handling and the heifer calf handing
procedures were determined with positive cows related to the
presence of brucella infection.

Key words: Bovine brucellosis, prevalence, C-ELISA, Vene-
zuela.

INTRODUCCION

La brucelosis bovina es una enfermedad de amplia distri-
bucién geogréafica en la mayoria de los paises del mundo. Sin
embargo, la prevalencia mas alta se registra en los paises en via
de desarrollo. La infeccién tiene su origen en la poblacion animal
siendo el aborto una de las consecuencias de la enfermedad, el
cual se produce a mitad de gestacion, aunque puede provocar el
nacimiento de crias débiles, prematuras o de terneros muertos,
asi como orquitis e infecciones de las glandulas sexuales acce-
sorias en machos [14]. La enfermedad es conocida bajo diferen-
tes sinénimos: Enfermedad de Bang, aborto contagioso, aborto
infeccioso y aborto epizodtico. Como enfermedad zoonética, cli-
nicamente en el hombre la brucelosis es conocida como fiebre
ondulante, fiebre de Malta, fiebre recurrente [6, 20]. El reservorio
de la infeccion humana lo constituyen, el bovino, porcino, capri-
no, ovino y canino; y la transmisiéon de la enfermedad ocurre por
contacto directo con tejidos, sangre, orina, fetos abortados y en
especial, placenta y membranas fetales de animales infectados,
asi como también, por ingestién de leche cruda y productos lac-
teos no pasteurizados, y en menor nimero de casos por la ino-
culacion accidental con vacuna anti-Brucella [20].

La transmision de la enfermedad en los animales ocurre
por la ingestién de aguas y pastos contaminados con secrecio-
nes y membranas fetales y fetos abortados de vacas infecta-
das, por contacto directo mediante la inseminacién artificial
con semen infectado, igualmente las vacas gestantes pueden
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transmitir la infeccién a su cria en el Gtero dando origen a la in-
feccion congénita [2].

Como célula bacteriana, la Brucella puede ser dividida
en varias fracciones, todas mayoritariamente antigénicas, en
donde la fraccién lipopolisacarido (LPS), que forma parte de la
pared celular, es el principal elemento antigénico activo que a
su vez es usado para diferenciar las cepas de Brucellas lisas
de las rugosas [11] y el que produce la actividad biologica ca-
racteristica de las endotoxinas. El LPS estd compuesto por un
oligosacarido unido a un lipido A (el cual es parte de la mem-
brana celular) y a una proteina (antigeno M). El oligosacarido
tiene dos regiones distintas, un centro de polisacarido y un po-
lisacéarido de antigeno “O”, el LPS es una molécula que se en-
cuentra expuesta hacia el exterior de la membrana externa,
orientacion que facilita la inducciéon de anticuerpos dirigidos
contra el antigeno “O”, que es de gran valor en el diagnostico
de la brucelosis y en la identificacion serologica de las espe-
cies de Brucella. Ademas es inmunodominante, porque la ma-
yor parte de los anticuerpos en la respuesta humoral estan di-
rigidos hacia este antigeno [5, 12].

Después de la infeccion o posterior a una vacunacion con
cepa 19 se produce la activacion de la respuesta inmune humo-
ral que conlleva a la maduracion de las células B plasmaticas
productoras de anticuerpo contra el LPS. La célula B ya madura
comienza a secretar primeramente IgM especifica del antigeno,
lo que da un aumento en la produccién de esta inmunoglobulina
que se manifiesta en la curva de respuesta primaria con un pico
a los 13 dias posterior a la exposicion para luego declinar pro-
gresivamente. Después de unos dias de penetracion de la Bru-
cella en el organismo, ocurre un proceso de conmutacion por lo
gue estas células B comienzan a producir anticuerpos del tipo
IgG especifica del antigeno, los cuales se pueden ver en la cur-
va de respuesta humoral como un aumento posterior a la IgM
(28 a 42 dias) y que persiste en el caso de ser debido a infec-
ciones o declinan rapidamente en el caso de ser inducidos por
vacunacion con cepa 19. También se producen células B de
memoria que responden a una segunda exposicion en forma
mas rapida con la produccion de una concentracion alta de IgG
y en menor cuantia de IgA y IgE, esto es lo que se conoce
como respuesta humoral secundaria [21].

Existen variables epidemioldgicas que condicionan el
comportamiento de la brucelosis en la poblacion bovina, entre
las que se pueden citar: El tipo de explotacion, el tipo de ali-
mentacién, movilizaciéon controlada de los rebafos, asistencia
veterinaria, los programas reproductivos y programas sanita-
rios, el seguimiento de hijas de madres positivas y la realiza-
cion de vacunaciones periédicas [2, 24].

Posterior a la vacunacion de las becerras con cepa 19, a
una edad comprendida entre 3 y 8 meses de edad reglamenta-
ria de vacunacion en Venezuela [15] se produce una respues-
ta primaria con una produccion mayor de IgM que disminuye a
los 20 meses de edad. Si las mismas son expuestas a las ce-
pas de campo, desarrollan una respuesta secundaria con pre-

dominio de 1gG y muy baja cantidad de IgM. Pero cuando la
vacunacion con cepa 19 se realiza mas alla de los 8 meses de
edad se pueden encontrar niveles tanto de IgM como de IgG
que interfieren con los resultados de las pruebas seroldgicas
trayendo como consecuencia fallas en la interpretacion.

En Venezuela, segln el Reglamento de Lucha contra la
brucelosis bovina en su articulo 10 de la Ley de Sanidad Ani-
mal del afio 1974, designa a la Prueba Rapida en Placa como
prueba diagnostica oficial y como pruebas complementarias, la
técnica de aglutinacién lenta en tubo, Rosa de Bengala, Fija-
cion de Complemento, ELISA y Mercapto Etanol [1, 15, 28].
Con la utilizacion de estas pruebas, se ejecutan estudios que
se aplicarian a un grupo de poblacién para la identificacion
presuntiva de la enfermedad. Dentro de estos estudios se en-
globan los llamados Estudios de Prevalencia [9, 32, 33].

La prueba de ELISA o inmunoensayo enzimatico es ca-
paz de medir anticuerpos clase IgG1l, aunque éstos se en-
cuentren en muy bajos niveles en el suero y no sean percepti-
bles por otras pruebas. En el caso de la brucelosis bovina, la
técnica se ha desarrollado y utilizado con bastante éxito debi-
do a su alta sensibilidad y especificidad, particularmente la
ELISA competitiva (ELISA-C), que posee una alta especifici-
dad para diferenciar anticuerpos vacunales de los producidos
por la infeccion natural dado que utiliza el anticuerpo monoclo-
nal M-84 especifico para la cadena “O” del polisacarido [33].

En otra investigacion realizada en la Patagonia Argentina,
muestras de sueros provenientes de vacas mayores de 2 afios
(24 meses) fueron examinadas con ELISA-C; 235 resultaron se-
rolégicamente negativas, 501 eran sueros seroldgicamente nega-
tivos de vacas vacunadas con vacuna cepa 19 entre los 3 a 8
meses de edad y 186 muestras de suero eran de vacas positi-
vas. En las pruebas Rosa de Bengala y en placa del Antigeno
Buferado, la especificidad de ELISA-C fue de 99,6% para las va-
cas negativas no vacunadas y 99,4% para las vacas negativas
vacunadas y la sensibilidad de los animales positivos fue de
100%. Esto concluye que el ELISA-C es una herramienta util
para la determinacién de animales vacunados infectados [30].

Gonzalez (citado por Vargas) [31] sefialdé, segun repor-
tes del Servicio Autonomo Sanidad Agropecuaria (SASA) que
el indice de positividad para brucelosis en el pais era de 0,8 y
1,2% entre los afios 1990 y 1998 respectivamente, de acuerdo
a lo reportado por la prueba de seroaglutinacion rapida en pla-
ca. De igual manera, el Departamento de Sanidad Animal del
SASA-ZULIA, segun los resultados reportados por esta misma
prueba, sefiala que para 1999, el porcentaje de seropositividad
por rebafio fue de 0,58 para la Regién Zuliana, y para el muni-
cipio La Cafiada de Urdaneta de 0,20% [16].

El objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia
de la brucelosis bovina en el mencionado municipio de la Ca-
flada de Urdaneta del estado Zulia, utilizando la técnica de C-
ELISA, su comparacion con los resultados de la prueba Réapi-
da en Placa y la evaluacion de posibles factores de riesgo aso-
ciados a la infeccion.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion geogréfica

La presente investigacion se realiz6 en el municipio La
Cafada de Urdaneta del estado Zulia, Venezuela, ubicado en
la margen occidental del Lago de Maracaibo. Tiene una super-
ficie de 2.040 km?, lo que representa el 4,05% del territorio re-
gional, y sus limites son: al norte, con los municipios Jesus En-
riqgue Lossada y San Francisco; al sur, con el municipio Rosa-
rio de Perija y el Lago de Maracaibo; al este, con el Lago de
Maracaibo; y al oeste, con el municipio Rosario de Perija [7].

Dentro de sus principales caracteristicas se destaca la
calidez de su clima, cuya temperatura promedio anual se en-
cuentra entre 28° y 29°C. Su vegetacion comprende pastos
establecidos con dos zonas de vida como son el bosque muy
seco tropical y el bosque seco tropical. La evaporacion es de 2
a 4 veces superior a la precipitacion en la zona de bosques
muy secos tropical, mientras que en la zona de bosque seco
tropical es de 0,9 a 2 veces la precipitacion [7].

Las oportunidades comerciales para este Municipio es-
tan representadas por la explotacion ganadera y avicola con
tendencia a la industrializaciéon, que sumado a su privilegiada
posicion geogréfica, le permite comercializar sus productos
con el resto del Estado y de Venezuela [7].

Tipo y disefio de investigacién

La presente investigacion corresponde a un estudio epi-
demioldgico transversal y causal dado que, en una primera
oportunidad se determina la prevalencia de la enfermedad en
un momento establecido y luego se analiza la presencia de la
infeccion con diversos factores de riesgo y sin la manipulacién
de las variables estudiadas [10].

Instrumentos

Para la recoleccion de la informaciéon se elaboré una
encuesta epidemiolégica a través de la cual se recogieron da-
tos generales de los fundos, asi como lo relacionado con el
manejo sanitario y reproductivo del rebafio. Se utilizé ade-
mas, el protocolo del Laboratorio Regional de Diagnostico del
SASA-Zulia para registrar los resultados de los diagnoésticos
seroblogico.

Poblacién y muestra

La poblacion de referencia estuvo conformada por
47.421 hembras bovinas mayores de 24 meses de edad exis-
tentes en 327 fundos que conforman los 10 sectores agricolas
del municipio La Cafiada de Urdaneta.

El tamafio de la muestra se estim6 considerando desco-
nocida la prevalencia poblacional [13, 25], y para garantizar
que la misma fuera representativa de la poblacion de referen-
cia, se utilizé la siguiente formula:
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donde:
n = Tamafo de la muestra.
Z = 1,96 (Valor para el 95% de confianza)
e = Error maximo permisible = 0,05
a=  Nivel de significacion = 0,05

Bajo estas condiciones, la muestra qued6 conformada
por 384 animales procedentes de 143 fundos.

Muestreo

Se utilizé un muestreo estratificado proporcional en fun-
cion al total de hembras bovinas existentes en cada sector y la
seleccién de los animales, se hizo en forma sistemética en
aquellos fundos con mas de 5 animales de iguales caracteristi-
cas a la poblacién de referencia.

En la TABLA | se presenta el nimero de fundos, la po-
blacién bovina existente en cada sector y el nUmero de unida-
des elementales que participaron en el estudio.

Pruebas Serolégicas

A cada animal seleccionado se le extrajo 10 ml de san-
gre. Posteriormente esta muestra fue transportada al Labora-
torio Regional de Diagnostico del SASA Zulia del Ministerio de
Produccién y Comercio (MPC), donde se centrifugé a 3.500
rpm para la obtencion del suero y su inmediata conservacion a
-20°C, hasta el momento de su procesamiento en el laborato-
rio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad del Zulia.

TABLA |
FUNDOS, POBLACION BOVINA EXISTENTE Y TAMANO
DE LA MUESTRA SEGUN SECTORES. MUNICIPIO LA
CANADA DE URDANETA. ESTADO ZULIA. 1999

Sectores Fundos Poblacion Unidades
Existentes Bovina Elementales
N n
1 16 1.237 10
2 20 976 8
3 28 2.522 20
4 48 17.343 140
5 58 9.536 77
6 48 6.536 53
7 15 792 7
8 32 5.402 44
9 35 2.565 21
10 27 507 4
Total 327 47.421 384
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La prueba rapida en placa, fue utilizada por ser la prue-
ba oficial para el diagndstico de brucelosis en nuestro pais.
Esta es una prueba de aglutinaciéon que al igual que la prueba
lenta en tubo, mide principalmente anticuerpos clase IgM con-
tra el antigeno O del LPS de la bacteria. El procedimiento de la
prueba se llevé a cabo segun lo sefialado en el boletin técnico
de la FAO/WHO, 1972 citado por Casas [4]. Se consideraron
como reacciones sospechosas las aglutinaciones incompletas
a partir de la dilucion 1/50 y como positivas las aglutinaciones
completas a partir de una dilucion 1/100.

La prueba de ELISA empleada fue el Inmuno-ensayo en-
zimatico Competitivo en fase sélida (ELISA-C) que esta dise-
flado para detectar anticuerpos especificos contra brucelosis
en muestras de sueros de diferentes especies animales. El
procedimiento de la prueba tiene su basamento en que las
muestras de suero son expuestas a un antigeno lipopolisacari-
do de Brucella abortus lisa (S-LPS) unido al fondo de los po-
zos de una microplaca de poliestireno, conjuntamente con la
adicion de un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para
un epitope sobre una porcion del polisacarido o del antigeno
S-LPS (SVANOVA BIOTECH, Uppsala, Suecia).

La interpretacion diagnostica se realiz6 tomando en
cuenta los criterios establecidos por el fabricante LPS (SVA-
NOVA BIOTECH, Uppsala, Suecia), al respecto se diagnostico
como positivas aquellas muestras con un porcentaje de inhibi-
cion mayor del 30%, y negativas cuando el mismo fuera menor
del 30%.

A todos los animales positivos en RP y C-ELISA se les
practicaron pruebas confirmatorias Lenta en tubo y 2 Mercapto
Etanol realizadas segun los parametros establecidos en el bo-
letin técnico de la FAO/WHO, 1972 citado por Casas [4].

Para la determinar la sensibilidad y la especificidad se
utilizaron las férmulas siguientes [9]:

Positivas verdaderas .
Positivas verdaderas + negativas falsas

Sensibilidad =

Negativas verdaderas "
Negativas verdaderas +positivas falsas

Especificidad = 100

Determinacion de la prevalencia y factores de riesgo

En la presente investigacion, la prevalencia de la enfer-
medad se determiné de acuerdo al nimero de animales y re-
bafios seropositivos en los diferentes sectores que conforman
el municipio La Cafiada de Urdaneta. Se establecié una rela-
cion entre la presencia de la infeccién con los siguientes facto-
res de riesgos:

— Tipo de explotacién pecuaria: Se categorizaron como ex-
plotaciones lecheras aquellas destinadas exclusivamen-
te a la produccion lactea, y como doble propésito aque-
llas que se dedican a la produccion de leche y carne.

— Tipo de alimentacién: Este se caracteriz6 en pastoreo
exclusivo, cuando los rebafios son alimentados exclusi-
vamente con el pasto existente en los potreros, y como
pastoreo y suplementacion, cuando ademas del pasto se
suministra otro tipo de alimento para complementar la
racion.

— Asistencia veterinaria: Se refiere a la prestacion de servi-
cios por parte de profesionales de la Medicina Veterina-
ria y la frecuencia del servicio. Esta se categoriz6 en
permanente cuando la asistencia es continua, y eventual
cuando es solicitada con un fin especifico y en situacio-
nes de emergencia.

— Estado inmunitario: Es el grado de inmunidad que pre-
sentan los animales para el momento en que se realizé
el estudio, y estuvo medido por las vacunaciones anti-
brucélicas realizadas, fundamentadas éstas por las res-
puestas afirmativas o negativas concerniente a su reali-
zacion.

— Ingreso de Animales y Requisito de Ingreso: Este fue
analizado en funcién a las respuestas afirmativas y ne-
gativas sobre la exigencia o no de certificados de vacu-
nacion y realizacion reciente de las pruebas serolégicas
a los animales que se incorporan al rebafio.

— Manejo reproductivo: Se categoriz6 en inseminacion arti-
ficial, monta controlada y monta no controlada.

— Manejo de becerras de vacas positivas: Infiere al destino
que se les da, categorizados en: permanencia en el re-
bafio con separacion y permanencia en el rebafio sin se-
paracion.

ANALISIS DE RESULTADOS

La metodologia estadistica que se siguid es la citada
por Evans y Albornoz [9]. En aquellos casos en que se evi-
dencid significancia estadistica entre un factor de riesgo y la
presencia de la infeccidn se determin6 la Razén de Desigual-
dades (Rd). Asimismo, se empled la prueba Z para diferencia
de proporciones. Se procesaron los datos en el programa
STATISTIX version 1,0 para Windows 95. EI ANOVA se utili-
z6 para comparar los resultados obtenidos por las técnicas
RP y C-ELISA. Para el Rd se tomaron como asociacion los
resultados iguales o superiores a “1". La “P” se consideré sig-
nificativa cuando los resultados de las pruebas estadisticas
arrojaron un valor inferior o igual a 0,025 con un nivel de con-
fianza de 95%.

RESULTADOS

El uso de la técnica de ELISA Competitivo (ELISA-C)
permitid, para el municipio La Cafiada de Urdaneta, determinar
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la prevalencia de brucelosis en hembras bovinas y mayores de
24 meses de edad, en un 20,3% (TABLA II).

En la misma TABLA se presenta la prevalencia para cada
uno de los sectores que conforman el area de estudio, desta-
candose que los sectores 3, 4 y 5, refieren la tasa mas alta.

En lo que respecta a la prevalencia por animal, esta se
determin6 en 9,1% para el Municipio. Este resultado y los co-
rrespondientes a cada sector se observan en la TABLA III.

Los resultados inherentes a la asociacion entre los facto-
res de riesgos analizados en este estudio y la presencia de la
infecciéon se muestran en la TABLA IV. En este sentido, se de-
termind una asociacion entre el tipo de explotacion, la asisten-
cia veterinaria y su frecuencia, el manejo reproductivo, el mane-
jo de las becerras de vacas positivas y el estado inmunitario. En
la misma TABLA se presentan los resultados correspondientes
al Rd, los cuales indican una asociacién causal pero débil entre
dichos factores de riesgos y la presencia de la infeccion. Se de-
termind también la ausencia de asociacion causal con el tipo de
alimentacion, ingreso de animales y requisitos de ingresos. Es-
tos hallazgos se aprecian en la misma TABLA.

Con la finalidad de analizar el manejo sanitario de los re-
bafios con respecto a la realizacidon de pruebas serolégicas,
para detectar la infeccion de brucelosis bovina en el rebafio,
se analiz6 esta actividad y su frecuencia, lo cual permitié de-
terminar que en el 92,5% de los rebafios se realizan pruebas
serolégicas para brucelosis anualmente, pero mediante el em-
pleo del estadistico Z para proporciones permitié determinar
que no hubo diferencias entre la positividad a la infeccion y la
frecuencia de realizacion de las pruebas serologicas.

La prevalencia de brucelosis obtenida para el municipio La
Cafiada de Urdaneta en el estado Zulia, utilizando la prueba répi-
da en placa fue de 4,5% mientras que la prueba C-ELISA arrojo
9,11%, resultando esta diferencia significativa. Comparando las
pruebas seroldgicas Rapida en Placa (RP) y C-ELISA aplicadas
a los mismos animales, se observé una gran diferencia entre la
sensibilidad de ambas técnicas ubicandose la RP en 69% y la
C-ELISA en 88,71%. La especificidad también mostré diferencias
obteniéndose un 28% para RP y 31% para C-ELISA.

La prueba C-ELISA mostré una diferencia significativa P
= 0,0162 entre las muestras positivas de hembras vacunadas
(31/384) en comparacion con los resultados obtenidos en RP
(9/384), TABLAS Vy VL.

DISCUSION

Segun los datos obtenidos, la prevalencia de brucelosis
con C-ELISA para el estado Zulia se ubica en 9,11%. Trabajos
anteriores realizados en el Edo. Zulia [25], mostraron una gran
diferencia entre las prevalencias de brucelosis bovina segun los
resultados de las pruebas Répida en Placa y ELISA, reportando
también una diferencia significativa a favor de esta ultima.
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TABLA ||
BRUCELOSIS BOVINA: PREVALENCIA EN REBANOS
SEGUN SECTORES. MUNICIPIO LA CANADA
DE URDANETA ANO 1999

Rebafios Prevalencia
Sectores N n Positivos en %
1 16 06 01 17
2 20 04 - -
3 28 11 04 36
4 48 31 10 32
5 58 30 0.6 20
6 48 24 04 17
7 95 04 - -
8 32 17 03 18
9 35 12 01 08
10 27 04 - -
327 143 29 20,3

Prevalencia Esperada (I.C. 95%): 13 < P < 27.

TABLA IlI
BRUCELOSIS BOVINA. PREVALENCIA EN ANIMALES
SEGUN SECTORES: MUNICIPIO LA CANADA
DE URDANETA. ANO 1999

Animales
Sectores n Positivas Prevalencia
en %
1 10 1 10
2 8 0 0
3 20 4 20
4 140 14 10
5 77 06 8
6 53 05 9
7 7 0 0
8 44 04 9
9 21 01 5
10 4 0 0
Total 384 35 9,1

Esta diferencia fue particularmente significativa en los
animales vacunados con cepa 19, en los cuales, la técnica de
C-ELISA detect6 31 animales positivos en comparacion de 9
detectados por la rapida en placa. Sin embargo, ambas prue-
bas detectaron la misma cantidad de animales (4 animales po-
sitivo) entre los no vacunados.

De ser ciertos los datos aportados por las encuestas en
cuanto a la vacunacion, un alto porcentaje de animales vacuna-
dos estarian revelando anticuerpos de infeccion contra brucela.
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TABLA IV
BRUCELOSIS BOVINA: PRESENCIA DE LA INFECCION, FACTORES DE RIESGO Y RAZON DE DESIGUALDADES.
MUNICIPIO LA CANADA DE URDANETA. 1999

Factores de riesgo Relacion de asociacion Valor P significacion Rd
Tipo de explotacion Explotacion lechera 0,025 1,80
Tipo de alimentacién Sin asociacion - -
Asistencia veterinaria Con asistencia veterinaria 0,025 1,41
Frecuencia de la asistencia Asistencia veterinaria 0,025 1,43
veterinaria permanente
Estado inmunitario Vacunados 0,0179 3,42
Ingreso de animales Sin asociacion - -
Requisitos de ingreso Sin asociacion - -
Manejo reproductivo IA con MC (ASO) 0,025 2.48
IA con MNC (ASO) 0,025 1.96
MC con MNC (SIN) - -
Manejo de becerras Permanencia sin separacién 0,025 2,09

IA: Inseminacion artificial.  MC: Monta Controlada.

MNC: Monta no Controlada.

TABLAV
RESULTADOS DE LA PRUEBA RAPIDA EN PLACA PARA BRUCELOSIS EN SUEROS PROVENIENTES
DE BOVINOS DE LA CANADA DE URDANETA, ESTADO ZULIA

Muestras Negativas

Muestras Positivas

Sector Hembras Hembras Hembras Hembras
Vacunadas No Vacunadas Vacunadas No Vacunadas Total
1 1 9 - - 10
2 5 3 - - 8
3 17 2 1 - 20
4 110 28 1 1 140
5 46 26 2 3 77
6 34 18 1 - 53
7 5 2 - - 7
8 37 7 - - 44
9 10 7 4 - 21
10 2 2 - - 4
Total 267 104 9 4 384

En una investigacién donde se analizaron 6 técnicas de
ELISA para el diagnostico y epidemiologia de la brucelosis bo-
vina se conformé un banco de 1.251 sueros sanguineos de va-
cas adultas provenientes de tres niveles epidemioldgicos dife-
rentes: 244 de vacas infectadas, vacunadas cuando terneras
con cepa 19 de B. abortus; 507 vacas pertenecientes a fundos
libres de infeccién y vacunadas cuando terneras con cepa 19 y
500 libre de infeccion y sin vacunacion. Todos los sueros fue-
ron sometidos a los test rutinarios de Rosa de Bengala (RB),
Rivanol (RIV) y Fijacion de Complemento (FC) y adicionalmen-

te a tres enzimoinmunoensayo (ELISA); dos de ellos fueron
técnicas de ELISA-indirecto, uno utilizando anticuerpos policlo-
nales (I-ELISAp) y el otro, utilizando anticuerpos monoclonales
(I-ELISAm). El tercer ELISA fue de competencia (ELISA-C),
efectuado con antigeno LPSs, anticuerpo monoclonal M-84 y
anticuerpo anti-raton preparado en cabra, conjugado con pero-
xidasa de rabano picante (HRPO). Al detectar los reactores
positivos a partir del estrato de animales infectados se encon-
tré6 en RB 13,5%, RIV 11,9%, FC 12,7%, I-ELISAp 50,8% e I-
ELISAmM 22,9% y ELISA-C fue de 44,4%; observandose en la
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TABLA VI
RESULTADO DE C-ELISA. MUNICIPIO URDANETA

Muestras Negativas

Muestras Positivas

Sector Hembras Hembras Hembras Hembras
Vacunadas No Vacunadas Vacunadas No Vacunadas Total
1 3 6 1 - 10
2 5 3 - - 8
3 15 01 4 - 20
4 86 40 12 02 140
5 47 24 05 01 77
6 31 17 05 - 53
7 06 01 - - 07
8 33 07 03 01 44
9 14 06 01 - 21
10 02 02 - - 04
Total 242 107 31* 4 384

deteccién de reactores un porcentaje mayor en el ELISA de
competenciay el I-ELISAp [23].

Por otra parte, el ELISA de Competencia o C-ELISA, su-
per6 en especificidad al ELISA Indirecto (ELISA-I) por lo cual
puede ser ampliamente recomendado para ser utilizado en
areas endémicas donde es muy probable la exposicion a Bru-
cella sin el desarrollo de la enfermedad. En el campo se ha uti-
lizado el C-ELISA, para distinguir anticuerpos inducidos por
vacuna, de los anticuerpos inducidos por una infeccion natural
[25]. Por tal motivo, podemos indicar, que los animales vacu-
nados positivos a C-ELISA, los cuales no pudieron ser detec-
tados por la prueba rapida en placa estan infectados con Bru-
cella abortus. Este ensayo permite distinguir animales infecta-
dos con Brucella y animales vacunados con la cepa 19 y ade-
mas infectados con otros patdégenos que dan reaccién cruzada
con bacterias Gram negativas.

Siguiendo los resultados de la prueba C-ELISA, la preva-
lencia general de brucelosis bovina y la encontrada en los sec-
tores 1, 4, 5, 6 y 8 se considera moderada, y alta en el sector 3
dado que los indices de infeccion son mayores del 10% y del
35% respectivamente, segun los criterios establecidos por el
Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en brucelosis para Améri-
ca Latina [19]. Estos criterios infieren de niveles de infeccion ba-
jos en los rebafios con indices de infeccion menores del 10%;
de moderados en rebafios que tienen entre un 10% a un 35%
de infeccion y como altos cuando la positividad es superior al
35%. Asi mismo, la prevalencia fue menor a la positividad en-
contrada por Torres [29] de 18% en el municipio La Cafiada de
Urdaneta en 1996. De igual forma, fue mayor a la positividad re-
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portada de 0,58% para el estado Zulia y de 0,20% para el mu-
nicipio La Cafiada de Urdaneta por el SASA-ZULIA en el 1999.
Otros autores, como Silva y col. [26], en Sri-Lanka reportaron
un 4,7% entre los afios de 1992 a 1995. Cruz y D’'Onofrio [8],
en Argentina en 1995 obtuvieron un 2,4%. Estos datos difieren
de manera importante y son muy inferiores a las prevalencias
de brucelosis encontradas por Salgado y Jaramillo [25] de
52,38% en México en 1995; Boquis y Kjellgren [3] de 75% en
Guinea 1996; Rojas y Alonso [23] de 44% en Chile en 1995;
Navarro y col.; [17] de 36,3% en Argentina, a la de Spath y
Moreira [27] de 45% también en Argentina en 1997 y a la re-
portada por Omer [18] de 36% en Eritrea, Asmara en el 2000
las cuales pueden ser clasificadas como altas.

En lo referente a la prevalencia por animal, ésta fue mayor
a la encontrada por Rivera y Curiel [22] de 4,5% en el municipio
Rosario de Perija, estado Zulia, Venezuela en 1993. Spath y col.
[27] reportan un 7,2% en Necochea, Argentina en 1997; Navarro
y col. [27] de un 4,2% en la ciudad de Tandil, en Argentina en
1997. Sin embargo, Salgado y Jaramillo [25] obtienen un 16,72%
de prevalencia de brucelosis en Guerrero, México en 1995.

En cuanto a la prevalencia por animal, ésta se considerd
moderada en los sectores 1, 4, 5,6, 8 y 9, en virtud de que la
misma oscila entre un 5% y un 10%, y para el sector 3 como
alta, por ser mayor del 10%. Segun los criterios establecidos
por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Brucelosis [19],
gue sefiala como niveles de infeccién bajos una positividad por
animal menor del 3%, niveles de infeccion moderados entre un
3% a un 10% de animales infectados, y niveles de infeccién al-
tos cuando los indices de infeccién son superiores al 10%.
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Con respecto a los factores de riesgo estudiados no se
encontré ninguna asociacion entre el tipo de alimentacion con
la presencia de la infeccién. Este resultado difiere a los halla-
dos por Silva y col. [26] en Sri Lanka, quienes sefialaron me-
diante la razén de desigualdad (Rd) una asociacion entre el
pastoreo y la presencia de la infeccion de 1,8. Omer y col. [18]
en Eritrea en el 2000 reportan una asociacion entre la presen-
cia de la brucelosis bovina y el tipo de explotacion, ubicandose
la Rd en 5,2.

Evidentemente, los rebafios méas afectados son los le-
cheros. Ni la asistencia veterinaria frecuente ni la vacunacion,
siempre y cuando las encuestas revelen la situacion real de
las fincas, favorecen la erradicacion de la brucelosis. La pre-
sencia de machos, castrados o no, podrian considerarse como
fuentes de infeccion permanente dado que los mismos no son
vacunados.

Sin embargo, si la probabilidad de que un rebafio adolez-
ca de una enfermedad es casi siempre pequefia, como es el
caso del rebafio de La Cafada de Urdaneta, es muy probable
gue para detectar evidencias epidemiologicas de diferencias de
riesgos, se requieran analizar un nimero suficientemente gran-
de de rebafios, durante un periodo de tiempo razonable [13].

CONCLUSIONES

Se confirma la mayor sensibilidad de la prueba de C-E-
LISA comparada con la RP, pudiéndose detectar prevalencias
de brucelosis que duplican las anteriormente reportadas espe-
cificamente en el renglén de hembras vacunadas.

Los factores asociados a la enfermedad incluyen la ex-
plotacién lechera, la inseminacion artificial con o sin monta
controlada, la permanencia de becerras de madres positivas a
brucelosis y el estado inmunitario.

RECOMENDACIONES

Para detectar los animales positivos con infeccion bru-
célica se hace necesario monitorear con técnicas de ELISA,
preferiblemente con C-ELISA. Se debe reforzar el estado in-
munitario de los animales especialmente con cepas de Bru-
cella que no generen anticuerpos para facilitar el diagndstico.
Igualmente se recomienda la eliminacién de hembras hijas de
madres positivas y revisar los toros utilizados en las montas
controladas.
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