Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XIX, N° 5, 466 - 474, 2009

MONITOREO EPIDEMIOLOGICO PARA Brucella abortus EN FINCAS
DOBLE PROPOSITO DEL MUNICIPIO MACHIQUES DE PERIJA,
VENEZUELA. PARTE Il: VALIDEZ Y SEGURIDAD DE LAS PRUEBAS
ANILLO DE LA LECHE Y ROSA DE BENGALA

Epidemiologic Surveillance System for Brucella abortus in Dual Purpose Farms
from Machiques de Perija County, Venezuela. Part Two: Validity and Accuracy
of Ring Test and Rose Bengal Test

Alfredo Sanchez-Villalobos ', Regino Villarroel-Neri *, Ana Oviedo-Bustos 2, Gilberto Sandrea *, Julio Boscan-Ocando ’,
Roymi Pinto-Patifio %, Francisco Pirela-Larrazabal %, Luis Becerra-Ramirez * y Edgar Lopez °

" Universidad del Zulia, Unidad de Investigaciones Clinicas. E-mail: saucow33@cantv.net. 2 Instituto Nacional de Salud Agricola
Integral, edo. Zulia. 3 Colegio de Médicos Veterinarios del estado Zulia, seccional Machiques. 4 Policlinica Veterinaria Universitaria,
Servicio de Consulta Externa de Grandes Animales. 5 Sociedad Civil Ganaderos de Machiques.

RESUMEN

Se evalla la capacidad operativa de las pruebas diagnosticas:
anillo de la leche (PAL), inmunoensayo enzimatico indirecto
(ELISA-i), rosa de bengala (RB) y ELISA competitivo (ELI-
SA-c), utilizadas tras 5 afios (2003-2007) de vigilancia epide-
mioldgica para brucelosis bovina (Brucella abortus) en el muni-
cipio Machiques de Perija, partiendo de la revalorizacién de un
conjunto de muestras de leche y suero probados positivos y
negativos. La garantia de diagnéstico previamente positivo fue
alcanzada a través de evidencias epidemioldgicas y positivi-
dad comprobada en suero sanguineo al ensayo con antigeno
buferado en placa y confirmacién mediante fluorescencia pola-
rizada (FP); solo se consideraron negativos probados, los sue-
ros y leches globales provenientes de animales negativos a FP
que a lo largo del estudio no presentaron antecedentes serolo-
gicos alguno. Los resultados en leche muestran superioridad
de ELISA-i versus PAL, en sensibilidad, 98,55 contra 56,52%;
especificidad 99,41 y 98,82%; prediccion positiva 98,58 y
95,12%; prediccion negativa 99,49 y 84,84%; y cocientes de
probabilidad. El nivel de concordancia entre los resultados y el
verdadero estatus de las muestras fue también preferente para
ELISA-i, 97,8 contra 55,3%. Las evidencias sobre sueros pro-
bados dejan en duda la contribucion de RB en el diagnostico,
control y erradicacion de la enfermedad en el area de estudio,
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al demostrarse valores medios de validez (169,92 versus
197,21) y seguridad (171,74 versus 197,02), ademas de bajos
coeficientes de verosimilitud entre sus resultados. ELISA-c, en
cambio, mantuvo excelente capacidad diagnostica.

Palabras clave: Brucelosis bovina, monitoreo epidemiolégico,
validez, seguridad, coeficiente de probabili-
dad, doble proposito.

ABSTRACT

The performance of the following diagnostic tests: Milk Ring
Test (MRT), Indirect Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(iELISA), Rose Bengal Test (RBT) and Competitive ELISA (cE-
LISA) used for 5 years (2003-2007) in the epidemiological sur-
veillance system for bovine brucellosis (Brucella abortus) in Ma-
chiques de Perija County was evaluated. For this purpose, milk
and sera samples previously assessed through the abovemen-
tioned tests were reassessed to define their true condition (true
positive or true negative). Samples were considered as true
positive through epidemiological findings and a positive result in
Buffered Plate Antigen Test, which was confirmed through Fluo-
rescence Polarization Assay (FPA); samples were considered
as true negative only when they were taken from FPA-negative
animals that did not seroconvert during the study. Results from
tests in milk showed a higher performance of iELISA versus
MRT, in sensibility: 98.55 and 56.52%; in specificity: 99.41 and
98.82%; in positive predictive value: 98.58 and 95.12%; in nega-
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tive predictive value: 99.49 and 84.84%; and in coefficients of
probability, respectively. The level of agreement between test
and true status of samples was higher in iELISA: 97.8 versus
55.3%. Results from true positive and true negative samples
warrant a reappreciation of the contribution of RBT in diagnos-
tics, control and eradication of brucellosis in the studied area,
taking into account its medium values of validity (169.92 versus
197.21) and accuracy (171.74 versus 197.02), as well as its
low coefficients of probability. By contrast, cELISA showed an
excellent diagnostic performance.

Key words: Bovine brucellosis, epidemiologic surveillance, va-
lidity, accuracy, coefficient of probability, dual pur-
pose cattle.

INTRODUCCION

La vigilancia epidemiol6gica para brucelosis esta funda-
mentada en la recoleccion, analisis, evaluacion e interpreta-
cion del comportamiento de la enfermedad y su funcion princi-
pal es informar permanentemente respecto de la dinamica de
ésta en una poblacién con el fin de contribuir con los planes de
control y erradicacion [5, 31, 33]. Mundialmente, esos planes
se basan en la vacunacién de becerras y en la eliminacién de
animales infectados [17, 18, 24, 25, 28, 33]. Pero, se ha de-
mostrado que es imprescindible apoyarlas con un sistema de
informacién que sea activo y permanente [34, 36], dado que la
sola implementacién de esas medidas, no permite alcanzar los
objetivos propuestos en los programas [28, 31, 33, 34].

El objetivo principal del monitoreo es ubicar rebafios infec-
tados, depurarlos y mantener la supervision sobre los limpios. Es
por ello que la seleccion adecuada de las metodologias diagnos-
ticas sea de gran valia. Esa valoracién esta estrechamente rela-
cionada a la validez (sensibilidad y especificidad), seguridad (va-
lores de prediccion) y razéon de desigualdad de las pruebas a uti-
lizar segun la fase del problema existente [3, 16, 17, 21, 31], ya
que en medida que la prevalencia de brucelosis bovina disminu-
ye, la erradicacion dependera marcadamente de la capacidad de
los métodos de deteccion [11, 20, 24, 25, 28, 32, 33], requirién-
dose distinguir eficientemente y a nivel poblacional, aquellos re-
bafios con infeccion, por baja que ésta sea; de otra forma, los
progresos se interrumpen y las pérdidas se incrementan expo-
nencialmente. Se requiere ademas que esas pruebas sean sen-
cillas, de bajo costo y de facil interpretacion.

Por estas razones, los entes participantes del Sistema
de Vigilancia Epidemiolégica para brucelosis del municipio Ma-
chiques de Perija (SVE), se impusieron la necesidad de inves-
tigar la capacidad operativa de las pruebas diagnésticas hasta
ese momento implementadas a objeto de garantizar el conti-
nuo avance del programa de monitoreo y control de la brucelo-
sis bovina en su territorio. Para ello, se recurrié a la data de
mas de cinco afios de trabajo, condensada mediante un soft-
ware con aplicacion web disefiado por los investigadores para
el manejo automatizado de los procesos de almacenamiento,

manejo de la informacion y generaciéon de informes. De esa
forma y tras el re-anadlisis de las muestras necesarias fue posi-
ble conocer de antemano a este planteamiento, el estatus ver-
dadero de cada una de ellas frente a la brucelosis.

Motivado a que pocas veces se describen y discuten lo-
gros y conflictos que supone la implementacién y desarrollo de
sistemas de recoleccion de informacion y monitoreo epidemio-
l6gico que permitan disefar estrategias a futuro, los objetivos
del presente reporte se fundamentaron en evaluar la capaci-
dad diagnéstica (validez, seguridad y verosimilitud) de la prue-
ba de anillo de la leche (PAL), inmunoensayo enzimatico indi-
recto en leche (ELISA-i), card test o rosa de bengala (RB) € in-
munoensayo enzimatico competitivo (ELISA-c) en la deteccion
de rebafios y animales positivos a brucelosis, partiendo de un
conjunto de muestras con estatus conocido previo, todas per-
tenecientes al municipio Machiques de Perija, Edo. Zulia, Ve-
nezuela, a proposito de facilitar la toma de decisiones para el
control de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Machiques de Perija posee caracteristicas de vida de
bosque seco tropical, humedo tropical y muy humedo tropical,
con temperaturas de 26 a 28°C, evaporacion con valores de
1900 mm, y suelos que varian considerablemente [9, 14]. La
investigacion en su primera fase, retrospectiva y documental
[2], requirié de la revision exhaustiva de los resultados acumu-
lados por el SVE, que datan de mediados de 2003, en lo con-
cerniente a evaluacion de muestras globales de leche y desde
el afo 2005, para sueros sanguineos. En base a antecedentes
epidemiolégicos y resultados, se seleccion6 un conjunto de fin-
cas, leches y sueros problemas pertenecientes a las valoracio-
nes del 2006.

Poblaciéon y muestra

Con el fin de establecer la capacidad operativa diag-
nostica de las pruebas se reevaluaron muestras de leche y
suero sanguineo con estatus serolégico conocido. Por un
lado, 239 muestras de leche provenientes de igual nUmero de
fincas, entre las cuales 69 se consideraron infectadas por
Brucella abortus y 170, que se comprobaron negativas a esta
problematica. El segundo conjunto estuvo integrado por
muestras de suero sanguineo de 776 animales, de los cuales
338 se clasificaron positivos. Todas ellas fueron provistas a
partir del banco de muestras propio de la investigacion. A ob-
jeto de la evaluacion, la calificacién previa se realizd en base
a los siguientes criterios:

Sueros positivos: conjunto de sueros sanguineos prove-
niente de fincas y animales infectados, positivos al ensayo con
antigeno buferado en placa (ABP) [15, 22] y confirmados me-
diante fluorescencia polarizada (FP) [15, 22].

Rebafio positivo: conjunto de muestras individuales de
leche provenientes de vacas infectadas, positivas a FP en le-
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che y confirmadas mediante andlisis de su suero sanguineo a
través de las pruebas de ABP y FP.

Animal y rebafio negativo: fueron consideradas negati-
vas las muestras provenientes de fincas sin antecedentes epi-
demioldgicos ni seroldgicos de brucelosis, por al menos cinco
afios consecutivos.

Los criterios descritos se sustentaron en las recomenda-
ciones de la OIE [21, 24], que considera solo validas para la
confirmacion final de un diagnéstico de brucelosis, los resulta-
dos de las pruebas FP y ELISA-c, a las que considera superio-
res a cualquiera otra técnica, incluida fijacion de complemento,
que por afos fue considerada prueba de referencia.

Unidad de analisis

Las leches provenian de porciones (aproximadamente 5
mL) de las muestras de leche globales que en el afio 2006, ha-
bian sido extraidas directamente del tanque de enfriamiento de
cada una de las fincas pre seleccionadas. Estas, tomadas en su
oportunidad, por personal técnico entrenado siguiendo las nor-
mas COVENIN [4], adecuadamente identificada y procesadas
mediante PAL y ELISA-i, se conservaban bajo congelacién
(Whirlpool®, 7EV070FXRQ, EUA) a - 20 grados centigrados.

Los sueros sanguineos pre seleccionados provenian in-
distintamente de hembras bovinas mayores de 20 meses de
edad o de grupos de toros y toretes destinados a actividades
reproductivas, a los cuales se les habia practicado un mues-
treo de sangre en el afio 2006. La sangre recolectada en tubos
Vacutainer®, fue sometida a centrifugacion (Clay Adams, Se-
rofuge 2002, EUA) a 1500 G, durante 10 minutos. Los sueros
fueron congelados (Whirlpool®, 7EV070FXRQ, EUA) y proce-
sados en su oportunidad mediante RB y ELISA-c.

Procedimiento

Las leches globales seleccionadas, unas reactivas a PAL
y positivas a ELISA-i y otras negativas a ambas, habian sido
preservadas bajo congelacién, por lo que requirieron desconge-
larse a temperatura del laboratorio, para su procesamiento me-
diante FP. Los sueros se descongelaron de la misma forma
para su reprocesamiento mediante ABP y FP, pruebas que defi-
nieron su estatus frente a la enfermedad. Todas las muestras,
en base a los criterios establecidos en la investigacion se sepa-
raron en grupos: positivos y negativos a brucelosis.

Pruebas seroldgicas

Para la identificacion de las fincas positivas a partir de
las muestras de leche recolectadas, se asumié -prima-
riamente- PAL [5, 29, 34, 36, 37], la cual se fundamenta en la
formacion de un complejo antigeno-anticuerpo [3, 24, 30, 37],
donde los glébulos de grasa presentes en la leche desplazan
dicha reaccién hacia la superficie de la mezcla, dando lugar a
la formacion de una capa (anillo) coloreada, indicativa de la
presencia de anticuerpos [3, 25, 34, 36, 37]. En ausencia de
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ellos, el anillo sera blanco. El procedimiento de la prueba se
llevd a cabo segun lo sefialado en el manual de pruebas diag-
nosticas y vacunas para animales terrestres de la OIE [24].

Para su posterior andlisis a través de ELISA-i, las mues-
tras de leche requirieron ser descremadas (centrifugacion
(Clay Adams, Serofuge 2002, EUA) a 1500 g por 10 minutos).
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
poliestireno de 96 pocillos [23-25, 29, 31, 32, 34, 36, 37]. Los
resultados fueron leidos en un espectrofotometro Elx 800
(Bio-Tek Instruments ®, EUA) a 405 nm. Las densidades 6pti-
cas (DO) de las muestras problemas en duplicado fueron pro-
mediadas y corregidas por sustraccion de la DO del control ne-
gativo, estas fueron divididas por las DO de los controles posi-
tivos por 100. Se consideraron positivas aquellas sobre 100 y
negativas bajo 70%.

La prueba RB se basa en una reaccion antigeno-anti-
cuerpo con inhibicién de algunas aglutinaciones inespecificas
a pH bajo. Se empled un antigeno coloreado corpuscular de
8% de concentracién celular en una solucion tope a pH 3,6,
proveniente de BIOINIA de Venezuela. El procedimiento de la
prueba se llevé a cabo segun lo sefialado en el manual de
pruebas diagndsticas y vacunas para animales terrestres de la
OIE [24]. Los animales positivos a RB fueron evaluados me-
diante ELISA-c.

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
[11, 20, 21, 26]. El procedimiento de la prueba se ajustd a lo
sefialado por el fabricante. La densidad optica fue medida en
un fotémetro Elx 800 (Bio-Tek Instruments®, EUA) a 450 nm
[3, 20, 27]. Tras el analisis, se calcularon los valores de densi-
dad optica (DO) para los controles y las muestras, que conlle-
varon al porcentaje de inhibicion (Pl) para las muestras y para
los controles de la siguiente manera:

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

Inicialmente, las muestras con Pl mayor o igual a 30%
se consideraron positivas. La validez de la prueba se estable-
ci6 segun criterios del fabricante. A objeto de la investigacion,
el valor de corte fue re-calculado en base los resultados obte-
nidos de las muestras provenientes de los animales negativos.
El promedio Pl obtenido del analisis se incrementé en 3 des-
vios estandares y se utilizo para la discusion de los resultados
totales de la investigacion, a proposito de ampliar el analisis
comparativo entre las pruebas diagnésticas.

El antigeno para la prueba de ABP provino de la cepa
1119-3 de Brucella abortus, preparada en suspension tampo-
nada a una concentracién celular del 11%, y un pH ajustado a
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3,70 +/- 0,03. La técnica se ejecutod siguiendo las recomenda-
ciones del manual terrestre de la OIE [24]. Cualquier reaccién
visible se consideré6 positiva [21, 24]. El ensayo de FP se fun-
damenta en la medicion comparativa de la velocidad de movi-
miento de las moléculas fluorescentes; ésta resulta inversa-
mente proporcional a su tamafio. Asi, 10 yL de cada suero
sanguineo problema fue diluido en 1 mL de solucién buffer y
sometido -tras incubacién por 5 minutos- a una lectura inicial
en un equipo portatil (Sentry 100, Diachemix DLL, EUA). A
esta mezcla, se agregaron 10 yL del antigeno conjugado con
fluoresceina, y sometida a una segunda lectura dos minutos
después. El resultado fue expresado en unidades de milipolari-
zacion (mP). La prueba fue considerada valida cuando los
controles de efectividad del fabricante, respecto a los controles
negativos y positivos, se mantuvieron dentro de los valores es-
tandares. Se consideraron positivas todas las muestras de
suero cuyo diferencial con el valor promedio del control negati-
vo fue igual o superior a 10 mP; en el caso de las leche, ese
diferencial se ampli6é sobre 20 mP.

Analisis estadisticos

Las informaciones procedentes de la investigacion se or-
ganizaron, analizaron y presentaron mediante elementos de
estadistica descriptiva [2], lo que permitié definir de forma pre-
cisa las variables estudiadas. Se determiné la proporcién de
positivos y negativos a cada prueba. Los datos concernientes
se presentaron en Tablas. Los resultados comparativos entre
pruebas fueron estudiados utilizando el programa Win Episco-
pe 2,0 [6, 35], al igual que la determinacién de los puntos de
corte (cut-off) de los ensayos y parametros estadisticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Leches con estatus conocido

Los productos generales de la investigacion en leche se
detallan en la TABLA I. Se evidencia que sobre muestras pro-
badas positivas, ELISA-i mostré mayor competitividad al identi-
ficar de forma asertiva 68 de las 69 fincas, mientras PAL sélo
identific6 39 de ellas. Sin embargo, en relacion al conjunto de
muestras negativas no se observé un comportamiento diferen-
te entre dichos ensayos, aunque debe destacarse que ELI-
SA-c fue ligeramente superior. Las TABLAS Il y Ill desglosan
los valores obtenidos por estas pruebas de forma individual
frente al reto propuesto, lo cual permite una evaluacién califi-
cada de sus capacidades diagnosticas. Cabe destacar, la dife-
rencia evidente en cuanto al parametro sensibilidad entre am-
bas pruebas (56,52 vs. 98,55) y los valores de la J de Youden
(55,3 y 97,9%), lo cual refleja mayor validez de los resultados
de ELISA-i, con estrecha concordancia con la realidad, frente
a los obtenidos por PAL.

El cociente de probabilidad positivo en PAL, TABLA I, al-
canz6 una cifra promedio media-baja de 49,04, con un valor
maximo esperado de 193,51 puntos. En el caso de ELISA-i, TA-

TABLA |
RESULTADOS GENERALES DE LOS ENSAYOS
EN LECHE: MUESTRAS GLOBALES CON ESTATUS
CONOCIDO Y DE FINCAS DOBLE PROPOSITO DEL
MUNICIPIO MACHIQUES DE PERIJA/GLOBAL RESULTS OF
TESTS IN MILK: SAMPLES FROM DUAL PURPOSE FARMS WITH
KNOWN STATUS LOCATED IN MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

Ario 2006 PAL ELISA-i Totales
Leche Positiva 39 68 69
Leche Negativa 168 169 170

TABLA Il

VALORACION DE LA PRUEBA DE ANILLO EN LECHE
SOBRE MUESTRAS DE REBANOS CON ESTATUS
CONOCIDO DEL MUNICIPIO MACHIQUES DE PERIJA/
EVALUATION OF RING TEST IN SAMPLES FROM DUAL PURPOSE
FARMS WITH KNOWN STATUS LOCATED IN MACHIQUES
DE PERIJA COUNTY

Estatus Rebano

BRC + BRC -
Pos 39 2 41
PAL " Neg 30 168 198
Total Fincas 69 170 239
Capacidad Diagnéstica de PAL
Parametro Valor Limite Limite
Promedio Inferior Superior
Sensibilidad 56,52 448 68,2
Especificidad 98,82 97,2 100
Valor Predictivo Positivo 95,12 88,5 100
Valor Predictivo Negativo 84,84 79,8 89,8
Cociente Probabilidad + 48,04 11,93 193,51
Cociente Probabilidad - 0,43 0,34 0,58
J de Youden 0,553 0,43 0,67

BLA lll, la media estadistica fue de 167,53 con un maximo de
1182,8 puntos. En ambos casos se muestra una superioridad
numérica de ELISA-i, que -al menos- cuadriplica los resultados
de PAL. Esta medicién posee especial significado practico, al
revelar independiente de la prevalencia de la enfermedad, la
capacidad de relacionar positividad con enfermedad. Este indi-
ce sefiala que un resultado positivo en ELISA-i es 168 veces
mas probable en una muestra proveniente de un rebafio con
brucelosis que en una procedente de uno sano, y que un resul-
tado negativo es apenas probable en un rebafio infectado.

Otros investigadores han argumentado que las diferencias
entre los alcances de esas técnicas responden a un nimero im-
portante de falsos negativos en PAL [3, 16, 34], dados principal-
mente por su baja sensibilidad comparativa. Las cifras de validez
(sensibilidad, especificidad), seguridad (valores de prediccion) y
verosimilitud (razones de probabilidad) encontrados para PAL en
fincas probadas del municipio Machiques de Perija son compara-
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TABLA Il
VALORACION DE ELISA-i SOBRE MUESTRAS DE
REBANOS CON ESTATUS CONOCIDO DEL MUNICIPIO
MACHIQUES DE PERIJA/ EVALUATION OF iELISA IN SAMPLES
FROM DUAL PURPOSE FARMS WITH KNOWN STATUS LOCATED
IN MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

Estatus Rebaino

BRC+  BRC-
_ Pos 68 1 69
ELISA-i Neg 1 169 170
Total Fincas 69 170 239

Capacidad diagnéstica de ELISA-i

Parametro Valor Limite Limite
Promedio  Inferior Superior
Sensibilidad 98,55 95,7 100
Especificidad 99,41 98,2 100
Valor Predictivo Positivo 98,58 95,7 99,9

Valor Predictivo Negativo 99,49 98,2 99,9

Cociente Probabilidad + 167,53 25,73 1182,8
Cociente Probabilidad - 0,01 0 0,1
J De Youden 0,979 0,949 1,00

bles a las definidas por Nielsen y col. [21, 23] en estudios reali-
zados en Canada. Resultados con valores mayores también
han sido publicados [30, 34, 36, 37], pero las diferencias pue-
den explicarse por el tamafio de la muestra sometida a prue-
ba. Respecto a ELISA-i en leche, Vanzini y col. [36, 37] obtu-
vieron una sensibilidad del 99,6% y una especificidad del
99,1%, valores que, segun los autores, apoyan la inclusion de
la ELISA-i en leche como prueba de paneo en programas de
vigilancia epidemiologica y de control de la enfermedad.

Sueros con estatus conocido

Los resultados de la investigacion sobre sueros sangui-
neos con estatus previo conocido, TABLA IV, permiti6 la com-
paracion indirecta entre RB y ELISA-c, TABLA V y VI. La capa-
cidad diagnostica de RB, determinada por la validez de sus re-
sultados, fue de 169,92. Mientras, que para ELISA-i represen-
t6 197,21 sobre un valor maximo de 200 puntos. Ello refleja la
superioridad de este ensayo en la clasificacion acertada de po-
sitivos y negativos en relacion al verdadero estatus de los ani-
males. Respecto a la medicién de seguridad, determinada por
la suma de los valores de prediccion positivo y negativo, las ci-
fras (171,74 vs. 197,02) indican igualmente ventaja por parte
de ELISA-c. Los valores de prediccion encontrados para RB
refieren una proporcion de falsos positivos de 9,4%, mientras
la proporcién de falsos negativos alcanza el 20,7%, por lo que
cabe esperar, tras su utilizacion, un importante error diagnésti-
co [12, 13]. Estos mismos parametros para ELISA-c corres-
ponden a 1,6 y 1,2%, respectivamente, lo que ratifica su venta-
ja competitiva.
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TABLA IV
RESULTADOS GENERALES DE LOS ENSAYOS EN

SUEROS SANGUINEOS: MUESTRAS PROVENIENTES
DE ANIMALES CON ESTATUS CONOCIDO Y DE FINCAS

DOBLE PROPOSITO DEL MUNICIPIO MACHIQUES DE
PERIJA/ GLOBAL RESULTS OF TESTS IN SERA: SAMPLES FROM

CATTLE WITH KNOWN STATUS LOCATED IN DUAL PURPOSE

FARMS OF MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

Ano 2006 RB ELISA-c Totales
Suero Positivo 268 334 338
Suero Negativo 41 431 438

TABLA V

VALORACION DE RB SOBRE MUESTRAS CON ESTATUS
CONOCIDO DEL MUNICIPIO MACHIQUES DE PERIJA/
EVALUATION OF RBT IN SAMPLES WITH KNOWN STATUS FROM

MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

Estatus Conocido

BRC + BRC -

Pos 268 41 309

RB Neg 70 397 467

Total Fincas 338 438 776

Capacidad diagnéstica de RB
Parametro Valor Limite Limite
Promedio Inferior  Superior

Sensibilidad (%) 79,29 74,9 83,6
Especificidad (%) 90,63 87,9 93,4

Valor Predictivo Positivo (%) 86,73 82,5 90,5
Valor Predictivo Negativo (%) 85,01 81,5 88,2

Cociente Probabilidad + 8,47 6,3 11,39
Cociente Probabilidad - 0,22 0,19 0,88
J de Youden 0,693 0,648 0,750

En casos como el presente, cuando se trata de enferme-
dades sin tratamiento curativo y ademas, contagiosas, la iden-
tificacion acertada de los animales negativos juega importante
papel para el logro de los propésitos perseguidos en los pro-
gramas de control y erradicacién de la problematica. Entonces,
estas evidencias abren una profunda incognita en relacion al
papel que RB viene cumpliendo como prueba primaria o de
paneo para el diagnéstico de la brucelosis bovina. Cabe recor-
dar que la legislacion vigente en Venezuela [10] define a RB
como prueba oficial de campo, mientras deja a ELISA-c, prue-
ba lenta en tubo, 2 mercapto-etanol y/o fijacion de complemen-
to para confirmacion definitiva del diagnéstico.

De esa resolucion se deduce que el diagnoéstico debe
realizarse utilizando al menos dos pruebas, por lo que sélo se
consideran infectados aquellos animales previamente positivos
a RB, confirmados mediante otro examen [10]. Ese esquema
diagnostico, donde la realizacion de pruebas confirmatorias
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TABLA VI
VALORACION DE ELISA-c SOBRE MUESTRAS CON
ESTATUS CONOCIDO DEL MUNICIPIO MACHIQUES DE
PERIJA/ EVALUATION OF c-ELISA IN SAMPLES WITH KNOWN
STATUS FROM MACHIQUES DE PERIJA COUNTY

Estatus Conocido

BRC+ BRC-
Pos 334 7 341
ELISA-c Neg 4 431 435
Total Fincas 338 438 776

Capacidad diagnéstica de ELISA-c

Parametro Valor Limite Limite
Promedio Inferior Superior

Sensibilidad (%) 98,81 97,0 99,5

Especificidad (%) 98,40 96,7 99,2

Valor Predictivo Positivo (%) 97,94 95,8 99,0
Valor Predictivo Negativo (%) 99,08 97,7 99,2

Cociente Probabilidad + 61,83 29,63 128,94
Cociente Probabilidad - 0,01 0 0,1
J de Youden 0,972 0,955 0,988

depende de los resultados de otra previa, conduce a un diag-
nostico bajo un criterio en serie, cuyo mayor riesgo consiste en
no diagnosticar a algunos enfermos [20, 27]. En cambio, pocos
animales sanos seran considerados como enfermos.

Las evidencias reveladas en esta investigacion tienen
graves repercusiones al momento del analisis rutinario de sue-
ros sanguineos provenientes de fincas sin previo conocimiento
de su estatus, ya que soélo se reevalian las reaccionantes a
RB, desconociendo que un importante nimero de animales no
reaccionantes pueden corresponderse con falsos negativos, y
no ser eliminados de los rebafios, causando graves retraso y
pérdidas econdmicas cuantiosas a la ganaderia.

Algunas experiencias demuestran que sueros sangui-
neos, previamente negativos a RB, resultan positivos a ELI-
SA-c. Estos resultados, en virtud de las comprobaciones aqui
realizadas, se clasificaron como falsos negativos a RB y se
consideraron consecuencia directa de una infeccion incipiente
o0 a la presencia de una escasa cantidad de IgG, y se atribuye-
ron a la baja sensibilidad de RB, que explica el sesgo impor-
tante que se produce al ser utilizada como prueba primaria de
diagnostico. Caso contrario, se atribuye a ELISA-c la capaci-
dad de medir anticuerpos clase 1gG1, aunque éstos se en-
cuentren en muy bajos niveles en el suero y no sean percepti-
bles por otras pruebas [7, 20, 21].

El caso contrario pareciera no tener las implicaciones an-
teriores, siempre que se proceda a la realizacion de pruebas
confirmatorias, asi casos positivos a RB que resultasen negati-
vos mediante ELISA-c, se consideraron negativos a brucelosis y
se clasificaron como falsos positivos a RB, ya que los anticuer-
pos detectados no correspondian a Brucella abortus [1, 12, 13,

19]. Este tipo de resultado se ha asociado a la deteccion de re-
siduos de anticuerpos provenientes de la vacunacion con
Cepa 19 [1, 7, 18, 27], razonamiento al cual apunta el estudio
epidemioldgico de varias fincas del area en estudio. Posterior
a la vacunacion de las becerras con cepa 19, entre 3 y 8 me-
ses de edad reglamentaria de vacunaciéon en Venezuela [10],
se produce una respuesta primaria con una produccion mayor
de IgM que disminuye a los 20 meses de edad. Si las mismas
son expuestas a las cepas de campo, desarrollan una res-
puesta secundaria con predominio de IgG 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 serolégicas trayendo como consecuencia fallas
en la interpretacion [7, 18, 38], o bien, estos falsos positivos
pudiesen deberse a reacciones cruzadas con otras bacterias
Gram negativas que comparten un lipopolisacarido superficial
similar al que presenta Brucella [13, 19-21, 27]. Dentro de estas
bacterias se puede citar a E. coli O:116 y O:157, Francisella tu-
larensis, Salmonella serotipos Kauffman-White del grupo N,
Pseudomona maltophilia y Yersinia enterocolitica serotipo O:9.
Aunque, la presencia de tales desavenencias han sido desesti-
mada [1] al asumirme que RB detecta IgG1 e IgG2, sin detectar
IgM. Siendo esta ultima inmunoglobulina, la causante de reac-
ciones cruzadas con diferentes microorganismos con los cuales
comparten epitopes a nivel de la cadena O.

Estas experiencias ponen en entredicho los beneficios
que pueda estar brindando RB como prueba primaria en la
identificacion (diagnéstico) de animales infectados, especial-
mente debido a la baja prevalencia aparente de la enfermedad
en la zona de estudio. Es importante recordar que varios auto-
res [11, 20, 38] argumentan que la validez de esta prueba de
aglutinacién muestra verdadera eficiencia en areas con alta
prevalencia de la enfermedad, que en zonas de baja positivi-
dad, como parece ocurrir en el municipio Machiques de Perija.

Punto de corte para ELISA-c

Otro aspecto de importancia, con intima relaciéon con los
precedentes, tiene que ver con la definicion del punto de corte
para la prueba ELISA-c, la cual dada su alta especificidad, de-
finen -dentro de las opciones existentes- por si sola, el estado
de salud o enfermedad de los animales individualmente [20].
Este punto de corte, de acuerdo a lo sugerido por el laborato-
rio fabricante, se estableci®6 en un porcentaje de inhibicién
igual a 30%, lo que determiné que todo resultado igual o supe-
rior a esta cifra fuera considerado positivo. Sin embargo, los
resultados acumulados de la vigilancia sugieren que dicho
punto de corte puede no estar adaptado a las condiciones
existentes en la zona de estudio, donde la brucelosis bovina
es endémica y se realiza vacunacion con Cepa 19, represen-
tando un cierto contacto de todos los animales con la Brucella
como antigeno, lo cual conlleva a que la presencia, tipo y cali-
dad de anticuerpos sea variable. Entonces, aunque sin enfer-
mar, los animales pueden generar cierta cantidad de inmuno-
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TABLA VI
CALCULOS PREELIMINARES DEL PUNTO DE CORTE PARA LA PRUEBA DE ELISA COMPETITIVO/
PRELIMINARY CALCULATIONS FOR DETERMINING COMPETITIVE ELISA CUT-OFF POINTS

Porcentaje de inhibicion promedio

de las muestras negativas (PROM) del PROM (DE)

Desviaciéon estandar

PROM +2(DE) PROM+3(DE) 2,5 veces PROM

11,60% 7,24%

26,08% 33,32% 29,00%

globulinas pesquisables por técnicas altamente sensibles
como lo son ELISA-c y FP, aunque en valores trazas fluctuan-
tes entre sangrados dentro de margenes de negatividad que
deben ser comprobados.

Partiendo de los resultados alcanzados por ELISA-c so-
bre el subconjunto de sueros sanguineos negativos se procedio
a dicha revision, TABLA VII. De acuerdo a las investigaciones
precedentes, ese calculo puede lograrse por diferentes vias di-
rectas [8, 30, 36]. La primera, por simple expresion de 2,5 veces
la media obtenida para los animales negativos [29] o, la segun-
da, por la sumatoria del promedio de los porcentajes de inhibi-
cién mas dos [30] o tres veces la desviacion estandar de dicho
calculo [26]. Cualquiera de las cifras o métodos sugiere que el
umbral de separacion entre negatividad y enfermedad se en-
cuentra, probablemente, muy cerca de la recomendacion del fa-
bricante. Sin embargo, debe destacarse que, estas proyeccio-
nes proponen que valores por encima de un Pl de 26%, requie-
ren monitoreo permanente a fin de definir, mediante muestras
pareadas, su verdadero estatus frente a la enfermedad.

Bajo ese resultado, solo resultarian positivas las mues-
tras con valores superiores a un porcentaje de inhibicion 33%.
Si bien, la redefinicion requiere de un trabajo de investigacion
mucho mas amplio que incluya evaluacion de curvas ROC, re-
conoceria las diferencias de prevalencia existentes en distintas
zonas geograficas de la region y permitira emprender politicas
precisas en casos especiales.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El analisis y evaluacién de los resultados presentados
permite sefialar que para las condiciones epidemiologicas pre-
sentes en el municipio Machiques de Perija, ELISA-i mostr6 ex-
celente capacidad operativa para la identificacion, monitoreo y
seguimiento de la brucelosis a través de muestras globales de
leche provenientes de tanques de enfriamiento de las fincas.
Esta calificacion queda demostrada por las evidencias en rela-
cién a los parametros: validez, seguridad y verosimilitud medida
frente a los subconjuntos de poblaciones probadas. PAL de-
mostré inferioridad comparativa ante ELISA-i y valores de con-
cordancia medios frente a las situaciones planteadas.

Se comprueba que RB posee importantes limitantes
para su empleo como prueba de paneo en el diagnéstico de la
enfermedad dentro del area de estudio. Estas restricciones
provienen de sus alcances medios frente al reto que represen-
t6 la investigacion, pero manifestados especialmente por la po-
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sibilidad de errores en el diagnéstico, directamente relaciona-
dos a la alta proporcion de falsos positivos y negativos al que
conduce su utilizacién, lo cual puede estar comprometiendo la
viabilidad del programa de control y erradicacion que se ejecu-
ta en la region. Sobre ELISA-c, al contrario, se comprueba ex-
traordinaria capacidad operativa con altisima concordancia
con el estatus verdadero de las muestras y minimo error diag-
nostico.

En relacién a la evaluacién del valor umbral para defini-
cién de la condicion de los animales sobre la enfermedad me-
diante ELISA-c, los valores calculados sefialan cifras que fluc-
tuan entre 26,08 y 33,32%, lo cual sugiere que el valor de cor-
te indicado por el fabricante del kit utilizado, responde a las
condiciones del area en estudio, y a su vez emite un alerta
respecto a la necesidad de monitorear (muestras pareadas)
animales con resultados por encima 26 PI.
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