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RESUMEN

Se evalla la evolucion durante 5 afios (2003-2007) de la bruce-
losis bovina (Brucella abortus) en el municipio Machiques de
Perija. El estudio se realiz6 identificando en leche, tres veces
por afio, fincas reactivas a la prueba de anillo (PAL) y positivas
a un ensayo inmuno enzimatico indirecto (ELISA-i). Paralela-
mente, fueron analizadas muestras de sangre de la poblacién
bovina adulta, procedente de las explotaciones problemas, para
identificar animales positivos a Rosa de Bengala (RB) y confir-
mados, por un ensayo inmuno enzimatico competitivo (ELI-
SA-c). Adicionalmente, se analizan los alcances de la enferme-
dad a nivel de un matadero municipal. Los resultados del moni-
toreo epidemiolégico permiten evidenciar disminuciéon progresi-
va en la ocurrencia de la problematica. Asi, en el 2003, se de-
tectd la existencia de 32,3% (209/648) de fincas reactivas a la
PAL y 62,9% (404/583) positivas a ELISA-i, y se constato, la
presencia y beneficio de animales positivos a RB/ELISA-c sin la
identificacion pertinente, lo cual repercute sobre la salud de los
trabajadores. Para el 2007, se identifican 11,4% de rebafios
reactivos a la PAL y 27,2% a ELISA-i; con una positividad de
0,38% (158/41630) de animales infectados segun criterio diag-
néstico seriado de RB/ELISA-c, aunque se demuestra sesgo
importante en esa medicion. Ademas, se identificaron 178 ex-
plotaciones (27,0%) sin evidencia de la enfermedad, que pudie-
ran optar por una clasificacion o estatus de libres de brucelosis.
En el futuro préximo se hace necesario extender el monitoreo
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hacia fincas proveedoras de queseras artesanales, evaluar las
contribuciones individuales de PAL y ELISA-i, como ensayos
primarios en la vigilancia de la problematica, implementar provi-
dencias coercitivas de control y explorar nuevas técnicas diag-
nésticas para la identificacion rapida de animales infectados.
Estas medidas contribuiran, en mediano plazo, a la erradicacion
de esta enfermedad en esa regién del pais.

Palabras clave: Brucelosis bovina, monitoreo epidemiologico,
programa de control, prevalencia, factores de
riesgo, ganaderia doble propésito.

ABSTRACT

Bovine brucellosis (Brucella abortus) behavior in Machiques of
Perija County was evaluated for 5 years (2003-2007). The sur-
vey was undertaken through Ring Test and indirect ELISA
(iIELISA) performed on milk samples collected 3 times per year
from farms located in Machiques de Perija County. Moreover,
serum samples from the adult bovine population of those farms
were analyzed to detect reactors to Rose Bengal Test, which
were subsequently confirmed by competitive ELISA (CELISA).
Brucellosis prevalence was determined at a county slaughter-
house as well. Epidemiological surveillance results suggest a
progressive decrease in brucellosis prevalence. In 2003, 32.3%
(209/648) of farms were Ring Test reactors and 62.9%
(404/583) were iELISA reactors; also, RBT/CELISA positive ani-
mals were slaughtered without having been branded adequately
according to the law, which negatively affects slaughterhouse
workers’ health. In 2007, 11.4% of herds were Ring Test reac-

325



Monitoreo epidemioldgico para Brucella abortus en fincas doble proposito del municipio Machiques de Perija / Sanchez V., A. y col.

tors and 27.2% were iELISA reactors; 0.38% (158/41630) of
animals were infected according to RBT/cELISA results, there
is an important bias in this serial methodology though. Further-
more, 178 farms (27.0%) did not have reactors to the methods
used in this survey, which could be candidates to a
brucellosis-free status. In the near future, it would be neces-
sary to extend the epidemiological surveillance for brucellosis
to farms supplying traditional cheese making factories; to re-
place Ring Test for iELISA as the main test for milk; to imple-
ment compulsory control measures and to explore newer diag-
nostic tools for rapid identification of infected animals. These
measures will contribute, in a short term, to brucellosis eradica-
tion in this region of Venezuela.

Key words: Bovine brucellosis, epidemilogical surveillance,
control program, prevalence, risk factors, dual pur-
pose cattle.

INTRODUCCION

El control de la brucelosis bovina (Bos taurus-indicus) a
nivel mundial se basa en la vacunacién y en la eliminacion de
animales infectados [11, 12, 16, 17, 20, 25]. Sin embargo, es
fundamental apoyar estas medidas con un sistema de informa-
cion que sea activo y permanente [26, 28], dado que la sola
implementacion de las primeras, no permite alcanzar los obje-
tivos propuestos en los programas [20, 23, 25, 26]. El monito-
reo, asi concebido, debe ser una actividad de recoleccion,
analisis, evaluacion e interpretacion del comportamiento de la
enfermedad, y su funcion principal es informar permanente-
mente respecto de la dinamica de ésta en una poblacion con
el fin de contribuir con los planes de control y erradicacion [4,
23, 25]. Su objetivo principal es ubicar rebafios infectados, de-
purarlos y mantener la supervisiéon sobre los limpios.

Ello define que el éxito de un programa de control y erra-
dicacion resulta dependiente del desarrollo de sistemas de vigi-
lancia que, fundamentados en analisis claves de muestras es-
tratégicas, permita lograr los fines propuestos [11, 20, 23, 25], lo
cual representa -ademas-, una ventaja econémica importante
para todos los entes involucrados. Por estas razones en el afio
2003, los productores agropecuarios agrupados en la Sociedad
de Ganaderos de Machiques (GADEMA) y La Universidad del
Zulia (LUZ) establecieron un convenio que involucré a varias
instituciones gubernamentales, profesionales e industriales, a
objeto de iniciar un programa de monitoreo y control de la bru-
celosis bovina en su territorio. El convenio implanté una supervi-
sion de la enfermedad mediante la evaluacion de muestras de
leche de los productores coligado a las mas importantes proce-
sadoras de la region. Posteriormente, fueron evaluados los ani-
males proveniente de fincas reactivas para detectar anticuerpos
especificos mediante pruebas serologicas individuales.

Entre los ensayos diagnosticos disponibles para leche,
se contd con la prueba de anillo (PAL) y un inmunoensayo en-
zimatico indirecto (ELISA-i). PAL ha demostrado una serie de
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ventajas sobre otras pruebas serolégicas y ha sido de gran uti-
lidad en paises que han controlado o mantienen niveles muy
bajos de infeccion [4, 21, 26, 28, 29]. La prueba de ELISA indi-
recta (ELISA-i) ha mostrado ser relativamente sencilla y aplica-
ble para una utilizacién masiva [22, 28, 29]. Su uso ha demos-
trado eliminar o reducir la incidencia en fincas lecheras infecta-
das [4, 16, 17, 21, 24, 29], siempre y cuando se adopten las
medidas sanitarias necesarias.

Pese a la utilidad manifiesta de las muestras de leche, de
acuerdo a la legislacién vigente en Venezuela [7], el diagnéstico
de cada bovino se basa en la prueba rosa de bengala o card
test (RB), la cual requiere confirmacién a través de las pruebas
lenta en tubo, 2 mercapto etanol, fijacibn de complemento y/o
ELISA competitivo (ELISA-c), dado que las dos primeras po-
seen un alto grado de subjetividad [3, 8, 19] y que ELISA-c se
comporta igual o mejor que fijacién de complemento [8, 14, 15],
que tradicionalmente ha sido aceptada como técnica de refe-
rencia. A efecto de la investigacién, para definir el estatus sani-
tario definitivo se utilizd la dupla RB - ELISA-c, ya fuese en for-
ma individual o en conjunto (criterios en serie y en paralelo).

Motivado a que pocas veces se describen y discuten los
logros y conflictos que supone la implementacion y desarrollo
de sistemas de recoleccion de informacién y monitoreo epide-
mioldgico, los objetivos del presente reporte se fundamentan
en estudiar la evolucion de la enfermedad durante 5 afios de
vigilancia (2003-2007), analizando al mismo tiempo los dife-
rentes factores de riesgo asociados y el efecto de un programa
de control sobre la prevalencia de la brucelosis bovina causa-
da por Brucella abortus en el municipio Machiques de Perija,
estado Zulia, Venezuela, con el propésito de facilitar su oportu-
na utilizacién por quienes deben tomar decisiones de interven-
cion para el control de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

El municipio Machiques de Perija es una de las principa-
les zonas productoras de leche y carne del pais. Esta regién
cuenta con una poblacién bovina lechera estimada en 239.437
cabezas, que producen un volumen aproximado a 504.400 li-
tros de leche diarios [13]. Cerca del 70% de esta produccién
se acopia en las plantas industrializadas procesadoras de le-
che, la diferencia se comercializa informalmente y se destina a
la fabricaciéon de queso [6, 13]. Machiques de Perija posee ca-
racteristicas de vida de bosque seco tropical, hUmedo tropical
y muy humedo tropical, con temperaturas de 26 a 28°C, eva-
poracién con valores de 1900 mm, y suelos que varian consi-
derablemente [6, 9, 13].

Poblaciéon y muestra

La poblacién estuvo conformada por el conjunto de 652
fincas productoras de leche fresca ubicadas en ese Municipio
del estado Zulia, proveedoras de las mas importantes indus-
trias lacteas que hacen vida activa en la region. A efecto de la



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIX, N° 4, 325 - 333, 2009

investigacion, se consider6 oportuno evaluar a la totalidad de
las fincas (independiente de su participacion activa o no dentro
del programa) que conformaban la poblacion de estudio, en
periodos cuatrimestrales, con la finalidad de conseguir una in-
formacion global de la problematica. Las explotaciones fueron
clasificadas, segun el numero de animales en lactancia al mo-
mento de la toma de muestra, en tres grupos: estrato A (me-
nos de 100 vacas), estrato B (entre 101 y 200 vacas) y estrato
C (mayores a 200 vacas).

Unidad de analisis

La unidad de analisis primaria consisti6 en una porcién
(aproximadamente 100 mL) de leche fresca total extraida direc-
tamente del tanque de enfriamiento de cada una de las fincas.
Las muestras fueron tomadas por personal técnico de las em-
presas lacteas coparticipantes, debidamente entrenado para tal
fin y siguiendo las normas COVENIN [3]. Cada muestra fue
adecuadamente identificada con el cédigo de cada proveedor,
los datos referentes al nimero de vacas en ordefio y los litros
de leche producidos. Luego se procedi6 a su traslado bajo refri-
geracién hasta el laboratorio Roque Garcia en las instalaciones
de GADEMA, donde se almacenaron a una temperatura (LG®,
GM-T563QC, EUA) de 4°C por al menos 24 horas.

Las muestras sanguineas constituyeron otra unidad de
analisis. A las hembras bovinas mayores de 20 meses de edad
y al grupo de toros y toretes destinados a actividades reproduc-
tivas que fuesen mayores a 6 meses, se les practic6 un mues-
treo de sangre para la obtencidén de suero sanguineo; se extrajo
entre 4 a 6 mL de sangre, por puncioén de la vena coccigea. La
sangre se recolectd en tubos Vacutainer®, que se dejaron en
reposo en una gradilla inclinada, bajo sombra, a temperatura
ambiente, hasta la retraccion del coagulo. Dos horas después
fue sometida a centrifugacion (Clay Adams, Serofuge 2002,
EUA) a 1500 G, durante 10 minutos.

Procesamiento

Inicialmente, las muestras de leche fueron analizadas
para detectar anticuerpos contra brucella mediante la prueba
del anillo. Posteriormente, fueron descremadas y preservadas
hasta el momento de la evaluaciéon por ELISA-i. Dicha metodo-
logia permiti6 identificar las fincas problemas (reactivas a PAL
y/o positivas a ELISA-i), a fin de proceder al estudio individual
del rebafio, mediante el muestreo de sangre y analisis a través
de RB y/o ELISA-c.

Prueba de anillo de la leche

Para el diagnéstico de brucelosis a partir de las mues-
tras de leche recolectadas, se asumié -primariamente- la prue-
ba del anillo de la leche (PAL) o ring test, la cual se fundamen-
ta en la formacion de un complejo antigeno-anticuerpo, donde
los glébulos de grasa presentes en la leche desplazan (ascien-
den) dicha reaccion hacia la superficie de la mezcla, dando lu-
gar a la formacion de una capa (anillo) coloreada, indicativa de

la presencia de anticuerpos. En ausencia de ellos, el anillo
sera blanco [16, 17, 26, 28, 29].

Las muestras de leche se colocaron a temperatura am-
biente 30 minutos antes de su procesamiento. Luego se agita-
ron vigorosamente con la finalidad de homogenizar sus com-
ponentes, antes de extraer la cantidad necesaria para la prue-
ba. En vista de la variabilidad en el tamafo de los rebafios de
las fincas estudiadas y con la finalidad de preservar la sensibi-
lidad se adoptd un protocolo estandar donde la cantidad de le-
che variaba en funcién al nimero de vacas que contribuian a
su composicion [8], el cual se sefiala a continuacion:

Leche (cc) Estrato Vacas ordefio
1 A <100
2 B 101 a 200
3 C >200

Dicha porcion se tom6 con una jeringa estéril de 5 mL y
se vertié en un tubo de ensayo estéril.

El antigeno utilizado fue elaborado con la cepa de Bru-
cella 1119-3 biotipo 1, con una concentracion de 4%, ajustado
a un pH de 4 a 4,3 y una presentacion de frascos de 16 mL. El
mismo fue confeccionado por el Instituto de Investigaciones
Agricolas a través de BIOINIA de Venezuela. Este bioldgico se
mantuvo bajo refrigeracion (4°C), evitando su congelacion y
sin ser expuesto a la luz solar; antes de la realizacion de las
pruebas se coloc6 a temperatura ambiente durante 30 minu-
tos. El volumen utilizado fue 30 pL por cada mL de leche em-
pleado, cantidad que se agregd al tubo de ensayo con la
muestra de leche, se tap6 con papel parafinado y se mezclé
invirtiendo un par de veces. La mezcla obtenida (leche-antige-
no) se sometidé a incubacion en una estufa (Kalstein, YRH02-3,
Venezuela) a una temperatura de 37°C durante un lapso de 60
minutos [2, 26, 28].

A su término, se consider6 no reactiva (NR) cuando el
color de la mezcla original (azul-grisaceo) se mantuvo disperso
homogéneamente en la columna de leche y se formd en la su-
perficie un anillo de grasa de color crema. Se consider6 reacti-
va (R) cuando se form6 un anillo de color azul oscuro en la su-
perficie de la columna de leche y ésta ultima se torné de color
blanquecino [22, 26, 28, 29]. Todos los resultados intermedios
se consideraron reactivos débiles.

ELISA indirecto

Las muestras de leche colectadas para analisis median-
te ELISA-i requirieron ser previamente descremadas (centrifu-
gacién a 1500 g por 10 minutos). Para garantizar su preserva-
cion se utilizé acida sédica al 0,2%, previo a su congelamiento.
La técnica se realiz6 siguiendo las indicaciones del fabricante
(Boomelli-ldexx, EUA), utilizando microplacas previamente
sensibilizadas con el antigeno inactivado, monofasico de Bru-
cella abortus (cepa 1119) inmovilizado sobre policubetas de
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poliestireno de 96 pocillos. Se depositaron 200 pyL de las
muestras de leche en cada uno de los pocillos por duplicado.
Subsiguientemente, fueron incubados por 90 minutos a tempe-
ratura ambiente en camara humeda. Luego de la fase de lava-
do, se depositaron 200 yL de conjugado monoclonal Anti-lgG
peroxidasa bovino diluido 1:200 en cada uno de los pocillos e
incubado por 1 hora a temperatura ambiente [22, 26, 28, 29].

Posterior al segundo lavado, se agregaron 200 uL del
cromégeno proporcionado por el fabricante. Como controles
positivos y negativos se utilizaron los proporcionados por el
kit. Los resultados fueron leidos en un espectrofotémetro Elx
800 (Bio-Tek Instruments ®, EUA) a 405 nm. Las densidades
opticas (DO) de las muestras problemas en duplicado fueron
promediadas y corregidas por sustraccion de la DO del con-
trol negativo, estas fueron divididas por las DO de los contro-
les positivos por 100. Se consideraron positivas (POS) aque-
llas sobre 100%, positivas débiles o dudosas, entre 70% vy
100% y negativas (NEG), bajo 70%.

Rosa de bengala

La prueba RB se basa en una reaccion antigeno — anti-
cuerpo con inhibicién de algunas aglutinaciones inespecificas
a pH bajo. Se emple6 un antigeno coloreado corpuscular de
8% de concentracion celular en una solucion tope a pH 3,6,
proveniente de BIOINIA de Venezuela. En lineas generales, la
prueba se realiza colocando 30 pL del suero problema sobre
uno de los cuadrados de una lamina de vidrio. Se afiaden 30
ML de antigeno RB cerca de la gota del suero. Ambos se mez-
claron utilizando un mondadiente distinto para cada muestra.
Se tuvo el cuidado de garantizar que la mezcla ocupara un
diametro de 23 a 24 mm. Tras girar la lamina en forma manual
durante 4 minutos a razén de 10-12 movimientos por minuto,
se tapod y ley6 4 minutos después, sobre luz [2, 9, 15, 18, 19].
Las reacciones que presentaron grumos de aglutinacién, gran-
des o pequefios, se consideraron positivos. Los animales posi-
tivos a RB fueron evaluados mediante ELISA-c.

ELISA competitivo

El ELISA-c utilizado (SVANOVIR® Brucella abortus,
Svanova Biotech, Suecia) fue disefiado para detectar anticuer-
pos especificos contra Brucella abortus, pudiendo distinguir
entre animales infectados y animales vacunados con cepa 19.
Las placas tapizadas por un lipopolisacarido (S-LPS) de la
bacteria, junto con un anticuerpo monoclonal especifico para
un epitopo de la porcion O-polisacéarido del antigeno S-LPS,
proporciona esa especificidad. Una vez afiadidas las muestras
a los pocillos de la placa y después de una primera incuba-
cion, las placas se lavaron e incubaron con un anticuerpo an-
ti-raton IgG conjugado con peroxidasa. La aparicion de color
se debe a la conversion del sustrato por el conjugado, la den-
sidad optica fue medida en un fotémetro Elx 800 (Bio-Tek Ins-
truments ®, EUA) a 450 nm [2, 14, 19].

En ausencia de anticuerpos en el suero problema (suero
negativo), el anticuerpo monoclonal (mAb) se unira al epitopo
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de la porcién O-polisacarido del antigeno S-LPS, con la consi-
guiente apariciéon de color. Si la muestra contiene anticuerpos
especificos de Brucella (suero positivo), éstos competiran con
el anticuerpo monoclonal e inhibiran su unién al epitopo de la
porcién O-polisacarido del antigeno S-LPS y la consiguiente
no aparicion de color. Muestras procedentes de animales va-
cunados con la cepa 19 no competiran con el anticuerpo mo-
noclonal debido a su especificidad y baja afinidad, dando
como resultado una reaccion negativa [9, 14, 15, 19].

Posteriormente se calcularon los valores de DO para los
controles y las muestras, que conllevaron al porcentaje de inhi-
bicién (P1) para las muestras y para los controles de la siguien-
te manera:

PI= 100 — (DO del control o muestra X 100 / DO del Con-
trol del Conjugado)

Las muestras con Pl mayor o igual a 30% se consideraron
positivas. La validez de la prueba se establecié segun criterios
establecidos por el fabricante. Todos los animales positivos a
ELISA-c fueron considerados infectados por Brucella abortus.

Evaluacion a nivel del frigorifico industrial

La investigacion a nivel de matadero se dirigio al estudio
de la problematica en los semovientes bovinos previo al sacri-
ficio y su influencia directa sobre la salud de los trabajadores.
La poblaciéon animal estuvo constituida por 290 animales cuya
finalidad primaria en las fincas de origen eran las funciones re-
productivas (novillas, vacas, toretes y toros). La muestra fue
calculada mediante la siguiente férmula [27]:

n=(1-(1=NCY1/d )N —((d —=1)/2)

En donde, n= muestra requerida; N= poblacion; d= ani-
males enfermos estimado; NC= nivel de confianza (0,95).

El ndmero de animales enfermos fue estimado en
base a una prevalencia de 2,41% [30], lo cual refiere que
para un beneficio promedio de 290 reproductores semana-
les provenientes del Municipio en cuestién, el maximo nu-
mero de positivos a la enfermedad seria de siete animales y
definié -como resultado- que la fraccién de muestreo debe-
ria corresponderse con un 36,55% de la poblacion, que en
cifras absolutas se traduce en el muestreo de 106 animales,
que en el dinamismo propio de la accién, se convirtié en de-
finitiva en 109 muestras de sangre. Ello determina que la po-
sibilidad de encontrar un animal positivo en un estudio de ta-
les dimensiones es de 96,45%, lo que reflejo el nivel de con-
fianza de los resultados.

Por otra parte, con la finalidad de determinar la prevalen-
cia de brucelosis dentro de la poblacion humana industrial y su
posible asociacion con el tipo de tarea desarrollada, se decidiod
estudiar la totalidad de los trabajadores involucrados en las ta-
reas de beneficio de los bovinos. Para ello, la descripcién de
labor — area de trabajo se dividié en dos: con y sin contacto di-
recto con la matanza, visceras, ni animales vivos.
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La unidad de analisis se correspondié en ambas indaga-
ciones de una muestra de sangre venosa periférica tomada di-
rectamente por personal especializado de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de LUZ. Dicha muestra -de aprox. 5 mL- fue
recogida en tubos sin anticoagulante debidamente identifica-
dos vy trasladada, bajo refrigeracion, al laboratorio donde se
someti6 a centrifugacion (Clay Adams, Serofuge 2002, EUA) a
1500 G durante 10 minutos para retraer el coagulo, y poste-
riormente a conservacion bajo congelacion (Whirlpool®,
7EVO070FXRQ, EUA) a -20°C hasta el momento de su proce-
samiento. En los bovinos, la recoleccion de las muestras se
realiz6 diariamente a lo largo de una semana, dando a cada
dia una ponderacién similar. En el caso de los trabajadores,
dos jornadas continuas fueron necesarias. Sendas fichas fue-
ron disefiadas a propoésito de registrar la identificacion, edad,
sexo y procedencia de los animales, e identidad, antigiiedad,
tarea y capacitacion de los obreros.

Las muestras de suero sanguineo fueron evaluadas ini-
cialmente mediante las pruebas de RB, la cual fungi6 como
método de paneo o screening para la determinacion de reacto-
res positivos. Las técnicas: lenta en tubo, 2mercaptoetanol y
ELISA-i se aplicaron y analizaron con un criterio diagnéstico
individual y en paralelo.

Medidas de control

El programa de control se fundamenté en un esquema
de investigacion accion [1], partiendo de la notificacion prima-
ria a ganaderos y/o médicos veterinarios de los resultados ob-
tenidos a través de las muestras globales de leche, a objeto
que éstos tomasen las medidas para el diagnostico de la en-
fermedad en los animales mediante la utilizacion de RB y pos-
terior confirmacion a través de ELISA-c. Tras el diagnéstico in-
dividual definitivo, se procedi6 a la eliminacion de los reactores
y su cria, la reevaluacion cuatrimestral del rebafio y semestral
de los individuos, la revisién-redisefio del plan de vacunacién
contra brucelosis y la evaluacion-correccion de factores de
riesgo mediante la aplicacién de una encuesta epidemioldgica
disefiada para tal fin. Esta notificacion no tuvo caracter restric-
tivo alguno, por lo que el control qued6 bajo criterio y voluntad
de los directamente involucrados.

Analisis estadisticos

Las informaciones procedentes de la investigacién se or-
ganizaron mediante un software de aplicacion Web disefiado
con la finalidad de maximizar la eficiencia al momento de mane-
jar la base de datos sobre las fincas, caracteristicas epidemiolo-
gicas, resultados (globales e individuales) y generar informes de
forma automatica. Este sistema permitié automatizar los proce-
sos de almacenamiento y manejo de la informacion requerida
asi como generar sus respectivos informes o almacenar y ac-
tualizar de forma facil y sencilla resultados individuales. Ello per-
miti6 definir de forma precisa las variables estudiadas, que lue-
go fueron analizadas y presentadas mediante elementos de es-

tadistica descriptiva [1]. Los datos obtenidos fueron ordenados
y presentados en Tablas. Los célculos fueron realizados usan-
do el paquete estadistico Win Episcope 2,0 [27].

RESULTADOS Y DISCUSION

Problematica a nivel de los rebaiios (fincas)

Los resultados del monitoreo a nivel de fincas se mues-
tran en la TABLA |. Destaca una alta tasa de participacion pro-
medio en los muestreos y una clara tendencia hacia la reduc-
cion de la ocurrencia afio tras afio. Durante el tiempo del estu-
dio, el promedio de cobertura de los muestreos fue superior al
89% (con minimo del 76,4% para 2005), lo cual permitié cubrir
las expectativas y garantizar que todas las explotaciones fue-
ran evaluadas. En relacion al nivel de positividad de la enfer-
medad, si bien considerablemente alto durante el periodo, re-
salta una importante propension a la reduccion, aspecto este
demostrable no solo a través de los resultados de la PAL, sino
también mediante ELISA-i.

TABLA |
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE ANILLO Y ELISA-i
EN LECHE DE FINCAS DOBLE PROPOSITO DEL
MUNICIPIO MACHIQUES DE PERIJA/ RING TEST AND iELISA
RESULTS OF MILK SAMPLES FROM DUAL PURPOSE FARMS
LOCATED IN MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

Afos Fincas Reaccionantes  Positivos ELISA-i

Evaluadas PAL
2003 648 (99,4%) 209 (32,25%) 583 404 (69,29%)
2004 581(89,1%) 154 (26,51%) ne
2005 498 (76,4%) 81 (16,27%) 408 201 (49,26%)
2006 572 (87,7%) 75 (13,1%) 486 191 (39,30%)
2007 608 (93,3%) 69 (11,35%) 466 127 (27,22%)
Totales 652

ne = No evaluado.

Al inicio del programa en el afio 2003, con una participa-
cion del 99,4% de las fincas, se detectan 209 (32,25%) explo-
taciones reactivas a PAL y 404 (69,29%) positivas a ELISA-i.
Se comienza en ese momento una campafa de informacion,
divulgacion y educacion a fin de despertar interés de producto-
res y profesionales del agro en lograr el control de la enferme-
dad en la zona de estudio. Esta iniciativa se basé en la notifi-
cacion de los resultados y en un llamado a asumir la responsa-
bilidad sobre la problematica. Al mismo tiempo, se proyectaron
estrategias para identificar los factores de riesgo asociados a
la persistencia de la enfermedad.

Este resultado permiti6 finalmente, establecer unas reco-
mendaciones basicas acerca del control y erradicacion de la
enfermedad. Desde el afio 2004 y en los subsiguientes, se evi-
dencia la reduccion significativa y sostenida de la problemati-
ca, detectandose una tendencia de asociacion lineal (P<0,50)
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entre la implementacion del programa de control y las tasas de
ocurrencia de brucelosis para los afios 2005, 2006 y 2007. El
nivel de asociacion encontrado (r?=91) indica el alto grado de
confianza que puede otorgarsele a los mecanismos de control
ensayados en esta investigacion.

Areas geogréficas: Las Parroquias que componen el mu-
nicipio Machiques de Perija presentaron desde el momento de
la primera medicion (afio 2003), diferencias estadisticas impor-
tantes que sefialan una mayor tasa de ocurrencia en una de
ellas (TABLA 11). Asi, en San José de Perija se detecté una po-
sitividad mayor (P<0,05) al resto de los espacios que definen
el area de estudio. Esta diferencia se asoci6é directamente con
la idiosincrasia y apatia del agroproductor de esa zona. Cabe
destacar ademas, que durante el periodo de estudio, la evolu-
cion de cada Parroquia fue similar, lo que indica que para me-
diados del 2007, aun mantiene una relativa mayor seroreactivi-
dad, que sefala persistencia de la infeccion en el area, razén
por la cual -esta Parroquia- se considera critica a los fines de
la investigacion.

Explotaciones positivas reincidentes: Muy a pesar de las
notificaciones realizadas a los propietarios de las fincas pro-
blemas, un conjunto de 110 (16,87%) unidades de produccion
fueron identificadas como reincidentes en los distintos perio-
dos diagnésticos. Ello indica que, en muchos momentos, se
detectaban las mismas explotaciones, lo cual pone en eviden-
cia un alto grado de indiferencia a las recomendaciones y me-
didas recomendadas para el control de la problematica. Al es-
tudiar en detalle las caracteristicas de estas fincas resalta que
el 20% de ellas carecia de asistencia veterinaria especializa-
da, mientras el 85% no habia realizado un diagnéstico de bru-
celosis en los animales, individualmente, en al menos los dos
ultimos afios.

Explotaciones negativas a brucelosis: Caso contrario, me-
diante la vigilancia sostenida también ha sido posible identificar
170 (26,07%) fincas negativas a la enfermedad. Estas explota-
ciones, no reactivas a PAL y ELISA-i en leche, podran acceder
a una clasificacién de libre de brucelosis, una vez que demues-
tren la negatividad de sus rebafios. Sobre este punto, es nece-
sario resaltar que este logro representa un merito propio de los
productores y del sistema de vigilancia, dado que el reglamento
nacional [7], no contempla ningun tipo de bonificacion, ni com-
pensacion para los productores que alcancen dicha calificacion,
salvo el beneficio propio de explotar un rebafio sano. La impor-
tancia de estos subsidios ha sido reconocida por programas de
control y erradicacién de muchos otros paises del mundo donde
los alcances han sido manifiestos [10, 18, 23].

Tamario de los rebarios: La tasa de positividad de los re-
bafios no mostré relacion estadistica con el tamafio de los re-
bafios (nimero de vacas en ordefio), TABLA lll. Si bien, numé-
ricamente se observa mayor positividad a ELISA-i en el estrato
“A”, la misma responde proporcionalmente a la composicion
de la poblacion en estudio, aspecto que se repite en los otros
dos estratos. Aspecto que se demuestra desde el punto esta-
distico, dado que los valores calculados de Ji- cuadrado, resul-
taron inferiores a la distribucion Ji- cuadrado estandar, lo cual
descarta correlacion entre estos elementos.

Estos resultados discrepan de los presentados por Lo6-
pez y col. [10] en Chile, quienes encontraron mayor positividad
en las fincas con un volumen superior de animales (mas de
100 animales), lo que asociaron a las dificultades propias que
implicaria un manejo preventivo de las salas de maternidad.
Las diferencias se explican al entender que los resultados de
la provincia de Nuble, corresponden a un tipo de ganaderia
donde los partos ocurren en maternidades cerradas con piso

TABLA Il
RESULTADOS EN ATENCION A LA DISTRIBUCION GEOPOLITICA DEL MUNICIPIO MACHIQUES DE PERIJA/
RESULTS ACCORDING TO THE GEOPOLITICAL DISTRIBUTION OF MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

B. de las casas Libertad Rio Negro San José
Fincas R % Fincas R % Fincas R % Fincas R %
177 34 19,2 153 23 15,0 128 22 17,2 61 18 29,5
TABLA 1l

DISTRIBUCION DE LOS RESULTADOS DE ELISA-i (ANO 2003) DE ACUERDO AL TAMANO DEL REBANO/

DISTRIBUTION OF 2003 iELISA RESULTS ACCORDING TO HERD SIZE

Vacas en ordefio Fincas Estudiadas Negativas Fincas Positivas  Distribucion (%) Positividad (%)
Estrato “A” 272 (46.6%) 75 197 (48,8%) 72,4%
hasta 100
Estrato “B” 212 (36.4%) 66 146 (36,1%) 68,9%

101 a 200
Estrato “C” 99 (17.0%) 38 61 (15,1%) 61,1%
mas de 200
583 179 404 (100%) 69,3%
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de cemento y camas artificiales que requieren desinfeccion
constante, y no en condiciones de campo que caracterizan a la
ganaderia doble propoésito venezolana.

Problematica a nivel individual (animales)

El porcentaje de animales positivos a las pruebas RB y
ELISA-c se redujo desde el 0,639% (338/52876) detectado en
el 24,65% (106/430) de las fincas evaluadas durante el afio
2005, hasta alcanzar 0,380% (158/41630) en 16,67% (26/156)
de las explotaciones valoradas en el 2007, TABLA IV. Ello de-
termina una curva de ocurrencia con importante tendencia de-
creciente en ambas mediciones (59,47% en la positividad indi-
vidual y 67,63% en el numero de fincas involucradas). Ese ni-
vel de infeccién individual se considerd bajo y accesible a erra-
dicacion, pese a su amplia distribucion en el area de estudio.
Estos resultados en suero sanguineo coinciden con los datos
provenientes de las mediciones en leche y s6lo parcialmente
con investigaciones precedentes [5, 21, 30].

Las diferencias existentes obedecen probablemente- a un
sesgo producto de la participacién de un mismo conjunto de fin-
cas, que no incluye a pequefios productores de la region, y que
se acompafia de gran indiferencia por parte de otros, que pare-
cen no entender la necesidad de implementar medidas de con-
trol y erradicacion. En consecuencia, la tasa de ocurrencia indi-
vidual aqui mostrada pudiese no representar la realidad del mu-
nicipio Machiques de Perija, en virtud del bajo nimero de ani-
males probados anualmente, en comparacion con la poblacién
adulta estimada sujeta a diagnéstico, TABLA V.

Problematica a nivel de frigorifico

Los resultados sobre la indagacion en los reproductores
destinados al sacrificio en el principal frigorifico de la region se
engloban en la TABLA V. En ella se evidencia que el 1,83% de
los animales estudiados resultd positivo a Brucella abortus. Si
bien, esta cifra es casi 5 veces superior a la ocurrencia indivi-
dual aqui evidenciada, reafirma que los valores de prevalencia
de la enfermedad para la zona de estudio estan sesgados por

TABLA IV
ANIMALES REACTORES POSITIVOS A LAS PRUEBAS
ROSA DE BENGALA Y ELISA-c (CRITERIO SERIADO)/
POSITIVE REACTORS TO ROSE BENGAL TEST AND cELISA
(serial criterium)

Afo Numero de
evaluaciones

Reactores positivos
(RB + ELISA-i +)

Animales  Fincas Animales Fincas
2003 nd nd nd nd
2004 nd nd nd nd
2005 52876 430 338 (0,639%) 106 (24,65%)
2006 62065 327 290 (0,468%) 69 (21,10%)
2007 * 41630 156 158 (0,380%) 26 (16,67%)

* Resultados parciales enero — agosto 2007; nd= No disponible.

la escasa participacion de individuos sujetos a prueba. Los re-
sultados revelan también, que un apreciado niumero de anima-
les sacrificados carece de una apropiada identificacion diag-
nostica de la enfermedad a nivel de finca, lo cual pone en peli-
gro la salud de los trabajadores de esta industria. Tal asevera-
cion, es confirmada en la TABLA VI, la cual recoge los resulta-
dos del estudio de las muestras provenientes del personal del
frigorifico donde se demuestra fehacientemente la coexisten-
cia de la enfermedad dentro del personal.

El 16% del personal estudiado presenté niveles de titula-
cién a las pruebas seroldgicas lenta en tubo, 2 mercapto etanol
y/o resultaron positivas a rosa de bengala. De éstos, 2 (2%) al re-
sultar positivos a rosa de bengala y ELISA-i, se consideraron con
una infeccion activa a brucelosis. No se encontré diferencia esta-
distica para las medias de antigiiedad (P<0,05), lo que indica
que los trabajadores pertenecientes a cada grupo han sido ex-
puestos durante un tiempo promedio similar. En cambio, si se
evidenci6 diferencia estadistica (P<0,05) entre las tasas de ata-
que de los dos grupos de area — labor segun el contacto con el
proceso de matanza, visceras y animales vivos, lo que sugiere
un mayor riesgo de infeccion de los trabajadores con acceso di-
recto a esas tareas. El nivel de capacitacion de los trabajadores
del frigorifico mostré un riesgo homogéneo.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El analisis y evaluacion de los resultados presentados
permite sefialar que en el municipio Machiques de Perija, la

TABLA 'V
RESULTADOS DE LA INVESTIGACION SEROLOGICA EN
LOS REPRODUCTORES BOVINOS SACRIFICADOS EN EL
MATADERO INDUSTRIAL DE MACHIQUES/ SEROLOGICAL
SURVEY OF CATTLE (BOVINE BREEDERS) SLAUGHTERED AT THE
MACHIQUES COUNTY INDUSTRIAL SLAUGHTERHOUSE

Animales Rosa de Lenta Mercapto ELISA-i
en estudio  bengala en tubo etanol
109 2(1,83%) 3(2,75%) 2(1,83%) 2(1,83%)

TABLA VI
RESULTADOS SEROLOGICOS DE LA DETERMINACION
DE BRUCELOSIS EN EL PERSONAL DE MATANZA DEL
FRIGORIFICO INDUSTRIAL DE MACHIQUES/ SEROLOGICAL
RESULTS OF BRUCELLOSIS IN MACHIQUES COUNTY INDUSTRIAL
SLAUGHTERHOUSE WORKERS

Trabajadores Rosade Lentaen Mercapto ELISA-i
en estudio bengala tubo etanol
100 2(2,0%) 8(8,0%) 1(1,0%) 1(1,0%)
Area-Labor Tasa de ataque (%)  Antigliedad (meses)
Sin contacto 1,8 115,6
directo
Con contacto 26,4 90,4
directo
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brucelosis bovina posee una amplia distribucién geografica
con diferencias estadisticas significativas entre Parroquias y
mayor tasa para San José de Perija. Su ocurrencia interesa al
menos, al 27,22% de las fincas doble propésito de la region;
con resultados de positividad por animal inferiores al 1%, para
las fincas integradas al sistema de vigilancia, pero variable y
desconocido para el grupo de explotaciones que no han segui-
do las indicaciones dadas. Su evoluciéon, medida tras cinco
afios de trabajo, refiere una sustancial tendencia hacia la re-
duccién de casos individuales y fincas reactivas; pese a ello,
se demuestra el sacrificio de reproductores bovinos sin la debi-
da identificacion necesaria para garantizar la salud humana en
los grupos de riesgo, cuya ocurrencia también se evidencia.

El bajo interés mostrado por un importante grupo de pro-
ductores y profesionales de la medicina veterinaria, ponen en
peligro los alcances del programa multidisciplinario de control
y vigilancia, y evidencia las siguientes debilidades: dependen-
cia del diagnostico de pruebas tradicionales; falta de incentivos
para los agroproductores y necesidad de aplicacion de medi-
das restrictivas de control.

El monitoreo en leche es reconocido como herramienta
basica de trabajo; sin embargo, ante los progresos alcanzados
en la reduccién de la problematica, se vislumbra a corto plazo
la necesidad de evaluar la capacidad diagnostica operativa de
PAL y ELISA-i en la vigilancia. Urgencia similar es requerida
respecto la valoracion comparativa de RB, ELISA-c y la inclu-
sion del ensayo de fluorescencia polarizada en el diagnostico
individual de los bovinos.

La falta de incentivos economicos se identifica como
obstaculo para el seguimiento del programa por parte de los
ganaderos, que junto a la inexistencia de medidas restrictivas
de comercializacién y movimiento de animales para las fincas
problemas, debilita la participacion en el proyecto. Ello requie-
re del apoyo del Estado y sus instituciones, como rectores y
ejecutores del programa oficial, garantizando mediante ese
apoyo, el control y erradicacion de la brucelosis. Es asi mismo
necesario entender que, el sistema de vigilancia epidemiolégi-
ca debe extenderse a los pequefios productores de queso y
proveedores de queseras artesanales, como via expedida
para el control de la enfermedad en la regién.

Finalmente, las acciones y alcances del sistema de vigi-
lancia epidemiolégica para brucelosis del municipio Machiques
de Perija deberan ser consideradas como programa piloto e in-
centivar el establecimiento de similares programas municipa-
les, estadales e incluso a nivel nacional a objeto de dar dina-
mismo al programa nacional de control y erradicacion.
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