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RESUMEN

La presente investigacion se realizo: (1) para comparar y evaluar las pruebas
diagnosticas para brucelosis en leche, y (2) determinar la correlacion entre las pruebas
en leche y un andlisis bacteriologico. Un total de 484 muestras de leche fueron
colectadas de 263 fincas en cinco cantones del Ecuador. El total de las muestras
pertenecen a animales posiblemente vacunados con Brucella abortus cepa 19 (S19). Un
total de 101 muestras (20.9%) dieron resultado positivo a la prueba de anillo en leche
(PAL). Once muestras (2.30%) fueron consideradas con diagnostico dudoso en la PAL.
El ELISA indirecto en leche (miELISA) clasifico 72.73% de las muestras antes
mencionadas con diagnostico dudoso, como positivas, incrementando el numero de
resultados positivos en el miELISA a 200 (41.3%). De 40 muestras que dieron positivo
tanto al PAL como al miELISA, ninguna fue confirmada como positiva por el andlisis
bacteriologico. Usando andlisis Bayesiano se determino las caracteristicas
(sensibilidad y especificidad) de las pruebas diagnosticas. La sensibilidad del miELISA
(99.25%) fue mas alta que la PAL (46.11%), pero la especificidad para ambas pruebas
(98.5% vy 94.92% respectivamente) no presento diferencias estadisticas. La
seroprevalencia de brucelosis en leche (40.24) no puede ser considerada real por la
falta de informacion sobre la vacunacion en nuestro estudio. El miELISA muestra ser la
prueba en leche mas eficiente para diagnosticar brucelosis en el Ecuador, donde el
estado de vacunacion es desconocido.

Palabras claves: brucelosis, prueba de anillo en leche, ELISA indirecto, andlisis
Bayesiano, Ecuador
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This study was carried out (1) to compare and evaluate the most common milk
brucellosis diagnostic tests, and (2) to determine the correlation between the milk tests
and bacteriological tests. About 484 milk samples, were collected from 263 farms in five
cantons of Ecuador. The total of samples are from cattle possibly vaccinated with B.
abortus strain 19 (§19). A total of 101 samples (20.9%) showed a positive result in the
Milk Ring Test (MRT). Eleven samples (2.30%) were considered as inconclusive
diagnostically in the MRT. The milk iELISA (miELISA) classified 72.73% of these
inconclusive diagnostically samples as positives, raising the number of positive results
in the miELISA to 200 (41.3%). From 40 milk samples that gave positive results both to
MRT and miELISA, none was confirmed as positive by bacteriological tests. Using a
Bayesian approach the test characteristics (sensitivity and specificity) were estimated.
The sensitivity of the miELISA (99.25%) was higher than the MRT (46.11%) but the
specificity of miELISA and MRT (98.5% and 94.92% respectively) were not statistically
different. The high prevalence found (40.24) was not considered as true because of the
lack of data about the vaccination in our study. The miELISA shows be the most
efficient test to screen brucellosis in dairy herds in Ecuador, were the vaccination status
is unknown.

Keywords: brucellosis, milk, millk ring test, indirect ELISA, bayesian analysis,
Ecuador.

INTRODUCCION

Brucelosis es una enfermedad bacteriana infecto — contagiosa causada por especies del
genero Brucella (OIE, 2004). Esta enfermedad es considerada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) como la zoonosis mas
persistente a nivel mundial (Memish & Balkhy, 2004; OIE, 2004; Pappas et al., 2006;
Lucero et al., 2008).

El hombre es solo infectado accidentalmente, a través del contacto con animales
infectados o por la ingestion de productos contaminados (Rivera et al., 2003; Memish &
Balkhy, 2004). En humanos, la presentacion clinica de la enfermedad varia desde:
asintomatica a cuadros clinicos severos (CFSPH, 2007b; Memish & Balkhy, 2004). En
animales, brucelosis causa pérdidas productivas y reproductivas significativas, en una
alta variedad de hospederos, donde las consecuencias mas comunes son: abortos,
orquitis, epididimitis, decrece la produccioén de leche e higromas (especificamente en
paises tropicales) (CFSPH, 2007%; Aguilar, 2000).

A pesar de que brucelosis ha sido controlada y erradicada en muchas partes del mundo,
en otros permanece endémica, donde B. abortus es la especie mas difundida (Acha &
Szyfres, 2001). En Ecuador debido a la brucelosis animal, el pais fue dividido en tres
areas epidemioldgicas: Region de Alta Prevalencia (Region 1 y 2) con prevalencias
que van de 4 a 10.62 %; Region de Baja Prevalencia (Region 3 y 4) con prevalencias
entre 1.2 y 2.6 %; y Region Libre de la Enfermedad (Islas Galapagos) (MAG-SESA,
1999).

La importancia de Brucelosis es econdomica y de salud publica (Nicoletti, 2001; Corbel,
2006), razén por la cual, medidas de control y erradicacion han sido tomadas a nivel

Enero - Junio 2013
Mgs. Edison Marcelo |barra Rosero (Centro Internacional de Zoonosis / Institute of Tropical Medicine, Bélgica /
Universidad Central del Ecuador / Universidad Politécnica Estatal del

Carchi)



OUO0OO0000000Ne 4
CITTE — UPEC
Evaluacicin comparativa de pruebas diagnasticas en leche para brucelosis en el Norte de Ecuador

mundial, donde, la vacunaciéon masiva y, el diagnostico y sacrifico de animales
seropositivos han sido las mas eficientes (Nicoletti, 2001; Olsen & Stoffregen, 2005).
Sin embargo en paises subdesarrollados, la calidad de las vacunas y la falta de precision
de las pruebas diagnosticas, no pueden garantizar el éxito de cualquier programa de
control y erradicacion.

Aunque el aislamiento y la identificacion de Brucella spp. es considerado como
diagnostico definitivo (Alton et al., 1988), los métodos no son facilmente disponibles.
Actualmente, pruebas moleculares y humorales han sido usadas a nivel mundial,
demostrando alta sensibilidad y especificidad (Hernan & De Ridder, 1992; Saegerman
et al, 1999); Colmenero et al., 2004). Sin embargo, el diagnostico rutinario para
brucelosis esta basado en la deteccion indirecta de anticuerpos a través de pruebas de
aglutinacion, pruebas de fijacion de complemento y pruebas de union enzimatica
(Nielsen, 2002). Para realizar un diagnéstico preliminar sobre brucelosis tanto
individual como poblacional, pruebas diagndsticas en leche han sido desarrolladas y
validadas a nivel mundial. La prueba de anillo en leche (PAL), ELISA (Enzyme Linked
Immuno-Sorbent Assay) indirecto en leche (miELISA) y prueba de fluorescencia
polarizada en leche (mFPA) son los métodos mas comunes usados a nivel mundial. Pero
algunos problemas debido al factor de dilucion de la leche, muestras de calostro, leche
obtenida en los ultimos estados de lactancia, leche proveniente de animales con mastitis
y leche de animales vacunados son encontrados en la PAL (Nielsen et al., 1996;
Vanzini et al., 2001; Gall et al, 2002). Aunque el miELISA fue desarrollado para
superar las dificultades de la PAL, esta no puede discriminar entre anticuerpos
vacunales y anticuerpos de cepas patdgenas; contrario a lo sucedido con el mFPA
desarrollado por Nielsen & Gall. (2001).

En Ecuador, un proyecto que intenta disminuir el nuimero de animales infectados en las
diferentes areas epidemioldgicas para brucelosis fue desarrollado por el SESA. Sin
embargo para cumplir este objetivo, pruebas diagnosticas eficientes son requeridas. El
presente estudio fue realizado en el norte de Ecuador, considerado una de las mas
importantes zonas lecheras del pais. Al no contar con una prueba “Gold Standard” para
brucelosis, la estimacion de las caracteristicas (sensibilidad y especificidad) de las
pruebas diagnoésticas fue hecho usando un analisis Bayesiano (Branscum et al., 2005;
Berkvens et al., 2006; Muma et al., 2007).

MATERIALES Y METODOS

1.1.  Descripcion del Area

El presente estudio se llevo a cabo en cinco cantones del norte de Ecuador: tres en la
provincia del Carchi (Tulcan, Espejo y Huaca), uno en la provincia de Imbabura (Ibarra)
y uno en la provincia de Sucumbios (Sucumbios).

1.2. Esquema de Muestreo

Para el muestreo cuatro centros de acopio y/o procesamiento de leche fueron

seleccionados: uno en Imbabura (Floralp S.A.) y tres en Carchi (Rey Leche, Productos

Lacteos Gloria S.A. y Centro de Acopio Ortega). Doscientas sesenta y tres fincas fueron

muestreadas en el periodo de Enero a Junio de 2007, dando un total de 484 muestras de

leche mezcladas (varios animales). El total de muestras provienen de una poblacién de

Enero - Junio 2013

Mgs. Edison Marcelo |barra Rosero (Centro Internacional de Zoonosis / Institute of Tropical Medicine, Bélgica /

Universidad Central del Ecuador / Universidad Politécnica Estatal del

Carchi)



OUO0OO0000000Ne 4
CITTE — UPEC
Evaluacicin comparativa de pruebas diagnasticas en leche para brucelosis en el Norte de Ecuador

vacas posiblemente vacunadas con B. abortus cepa 19 (S19). Las muestras de leche
fueron colectadas a nivel de finca de cada una de las cantinas de leche o de los tanques
de enfriamiento (promedio 1.84 muestras por finca), asi como también un cuestionario
fue llenado al momento del muestreo.

1.3. Diagnostico

La PAL en muestras de leche (n=484) fue realizada en el Centro Internacional de
Zoonosis (CIZ) de la Universidad Central del Ecuador. Las muestra fueron refrigeradas
(4°C) durante 24 horas antes de la prueba y luego congeladas a -20°C. Luego las
muestras fueron transportadas congeladas al Centro de Investigaciones Veterinarias y
Agroquimicas (CODA-CERVA-VAR) en Bélgica, donde el miELISA y el andlisis
bacteriologico fueron realizados.

1.3.1. Prueba de Anillo en Leche (PAL)

La PAL fue realizada usando la técnica descrita por Godfroid & Boelaert (1995, citado
por Ron, 2003). El antigeno y las muestras se llevaron a temperatura ambiente por 60
minutos antes de su uso. Luego, 1 ml de cada muestra homogenizada fue puesta en un
tubo con una pipeta automatica (Eppendor®); seguido de 50 pl del antigeno (suspension
de B. abortus cepa 99 de Weybridge inactivada y coloreada con hematoxilina). Después
fue homogenizada suavemente e incubada a 37°C por 1 hora.

Interpretacion: El resultado fue considerado positive cuando se forma un anillo
coloreado de crema en la parte superior del tubo.

1.3.2. ELISA Indirecto en Leche (miELISA)

El miELISA fue desarrollado siguiendo las instrucciones de Godfroid & Boelaert
(1995). Los buffers y soluciones usadas fueron: GS buffer (glicina [1 M], cloruro de
sodio [1.7 M] y agua desmineralizada pH 9.2 (ajustada con NaOH)), GS-EDTA-Tw
buffer (GS buffer, EDTA [50 mM], tween 80® 0.1% (V) pH 9.2), Proteina G-HRPO
buffer (hidrogeno fosfato di sédico [10 mM], cloruro de sodio [150 mM], tween 80®
0.1% (V), agua desmineralizada pH 7.2 (ajustada con HCI)), Sustrato buffer (1 pastilla
de buffer citrato fosfato en 100 ml de agua desmineralizada), Solucién de Lavado (SL)
(NaCl [0.15 M], tween 20® 0.01% (V), agua desmineralizada), Proteina G-HRPO
Solucion (Proteina G — HRPO, suero de feto bovino (2%), proteina G — HRPO buffer
10 ml), Solucién de Sustrato (1 tableta de oPD (o-phenilenedianimine) [10 mg],
sustrato buffer (25 ml), peroxido de hidrogeno [30 %] (5 ul)) y Solucién de Parada
(Acido Sulftrico [2 M]). Los platos de ELISA fueron cubiertos con 0.1 ml por pocillo
de 1 pg/ml de Lipo-polisacarido (LPS) (10 mg/ml) en GS buffer diluido 50 veces a pH
9.2 +0.1. Los platos fueron cubiertos e incubados por 3 h a 37°C + 3°C y luego por 18 h
at 5°C + 3°C. En Iml de cada muestra de leche homogenizada se coloc6 50 pl de fenol y
luego se almaceno por 48 h a 5°C. Luego, las muestras fueron centrifugadas por 5 min a
12000 rpm; el sobrenadante fue diluido 1/2 en GS-EDTA-Tw buffer. La curva estandar
fue preparada en diluciones seriadas (de 1/270 a 1/8640) usando como referencia el
control positivo (Control Positivo 1121 de Bélgica) en GS-EDTA-Tw buffer con 2% de
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suero negativo (FCS). La ultima dilucién (1/8640) fue probado 2 veces en cada plato
ELISA. El plato fue lavado 5 veces con SL antes de usarse; luego 0.05 ml de la curva
estandar, el control negativo, el GS-EDTA-Tw buffer y las muestras diluidas fueron
transferidas en duplicado a cada pocillo del plato ELISA. El plato fue incubado por 1 h
a temperatura ambiente (20 = 5 °C). Luego el plato fue lavado 5 veces usando SL;
ademas se adiciono 0.05 ml de proteina G-HRPO (1/25000) en cada copula del plato. El
plato fue incubado por 1 h a temperatura ambiente (20 = 5 °C). A continuacion, el plato
fue lavado 5 veces usando SL y se adiciono 0.1 ml de solucién de sustrato para cada
copula. El plato fue incubado a temperatura ambiente (20 £ 5 °C) en la oscuridad por
alrededor de 10 a 15 min, misma que depende de una pre-lectura en el
espectrofotometro de la dilucion 1/8640, la cual debe dar un valor de 0.050. Luego la
reaccion debe ser detenida adicionando 0.025 ml de la solucion de parada. Las
densidades oOpticas (DO) fueron leidas por un espectrofotémetro con filtros de 492 nm y
620 nm. Las unidades ELISA son definidas usando las DO de la curva estandar usando
una escala (la curva estandar tiene un rango de 60 y 1.875).

Interpretacion: Muestras con unidades ELISA superiores a 2 fueron consideradas
positivas.

1.3.3. Analisis Bacteriologico

Las muestras de leche fueron almacenadas a 4°C por 48 horas antes del cultivo. Para el
cultivo, suero y grasa fueron puestos en el medio de cultivo Columbia usando isotopos
estériles. Las cajas fueron incubadas a 37°C en una atmosfera suplementada con 10% de
CO2 por 10 dias. Luego, la primera lectura fue hecha usando luz indirecta. Las colonias
supuestas de Brucella spp. fueron sub-cultivadas y leidas nuevamente luego de 10 dias.
Como protocolo de confirmacion, las colonias supuestas fueron analizadas por
microscopia y por pruebas de aglutinacion para colonias lisas de Brucella spp.

1.4. Analisis Estadistico

La falta de una prueba perfecta de referencia para determinar un estado de infeccion real
contra brucelosis, hace imposible estimar directamente la sensibilidad y especificidad de
las pruebas diagndsticas (Branscum et al., 2005; Berkvens et al., 2006; Muma et al.,
2007). Sin embargo, Berkvens et al (2006) describié un modelo Bayesiano, el cual se
basa en la integracion de informacion de campo e informacion a priori, para estimar las
caracteristicas de las pruebas diagnosticas (sensibilidad y especificidad) y la
prevalencia de una enfermedad en la ausencia de una prueba perfecta o “Gold standard”.

En virtud que ninguna de las pruebas en leche usadas en este estudio puede ser
considerada como referencia, los datos fueron analizados usando enfoques bayesianos.
El analisis Bayesiano fue corrido con los siguientes supuestos: (1) dependencia
condicional entre las pruebas, (2) sensibilidad y especificidad del miELISA 99.6% (CI
98.6- 99.9 %) y 98.6% (CI 98-99 %) respectivamente, basado en muestras de animales
vacunados con B. abortus cepa 19 y la prueba de Fijacion de Complemento como
prueba “gold standard” (Vanzini et al., 1998) y (3) el efecto de dilucion de las muestras.
El modelo fue escrito y corrido por el Prof. Dr Ir D.Berkvens usando WinBUGS
Version 1.4.
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RESULTADOS

El total de muestras (484) fueron divididas en grupos: cantinas < 40 1. (n=164), cantinas
=40 1. (296) y tanques de enfriamiento (n=24). Las muestras fueron divididas en
grupos basados en el tipo de almacenamiento de la leche a nivel de finca, para evaluar el
factor de dilucion.

3.3.1. Resultados Prueba de Anillo en Leche

Del total de resultados (Tabla I) 20.9% son positivos. Once (2.3%) fueron consideradas
con diagnostico dudoso. La regresion logistica muestra diferencias estadisticas
(P<0.001) entre cantinas < 40 1y cantinas = 40 1. No existe diferencias estadisticas entre
cantinas < 40 1 y tanque de enfriamiento (P=0.123), y entre cantinas = 40 1 y tanques de
enfriamiento (P=0.460).

Tabla I: Resultados PAL por grupos

Total Resultado
Resultado
Muestra Muestras Positivo %  Negativo % Dudoso 0
Diagnosticadas

Cantina <40 164 16 98 146 890 2 1.2
Cantina =40 296 80 27.0 207 69.9 9 3.0
Tanque Frio 24 5 20.8 19 79.2 0 0
Total 484 101 20.9 372 76.9 11 2.3

3.3.2. Resultados ELISA indirecto en leche (miELISA)

Los resultados al miELISA (Table II) muestra 41.3% resultados positivos. Las 11
muestras con diagnostico dudoso en la PAL, fueron diagnosticadas por el miELISA,
permitiendo clasificar 72.7% de etas como positivas. La regresion logistica muestra
diferencias estadisticas (P < 0.001) entre cantinas < 40 1 y cantinas = 40 1. No se
encontraron diferencias estadisticas entre cantinas < 40 1 y tanques de enfriamiento
(P=0.138), y entre cantinas = 40 1 y tanques frios (P = 0.472).

Tabla I1: Resultados miELISA por grupos

Total Resultado
Muestras Muestras Positivo %  Negativo %
Diagnosticadas
Cantina <401 164 44 26.8 120 732
Cantina =401 296 146 493 150 50.7
Tanque Frio 24 10 417 14 58.3
Total 484 200 41.3 284 58.7

3.3.3. Resultados del Analisis Bacteriologico
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Cuarenta muestras de leche que dieron resultados positivos tanto al PAL como al
miELISA fueron cultivados. Ninguna de las muestras fue confirmada como positiva
tanto por microscopia como por pruebas de aglutinacion, luego de 20 dias de cultivo.

3.3.4. Analisis de Concordancia

Tabla III presenta los resultados de concordancia entre la PAL y miELISA por grupos.
Ochenta y nueve muestras fueron positivas a ambas pruebas, 104 fueron positivas solo
al miELISA y 12 fueron positivas solo a la PAL. La regresion logistica muestra
diferencias estadisticas (P<0.001) entre PAL y miELISA. Las once muestras con
diagnéstico dudoso no fueron consideradas para este analisis.

Tabla I11: Resultados relacionados de PAL y miELISA por grupos.

Pruebas Muestras
miELISA PAL Total  Cantina<401 Cantina=401  T. Frio
(n=162) (n=287) (n=24)
+ + 89 14 70 5
+ - 104 29 70 5
- + 12 2 10 0
- - 268 117 137 14

3.3.5. Analisis Bayesiano

La sensibilidad y la especificidad de la PAL y miELISA, asi como la prevalencia fueron
estimados combinando datos de la Tabla III (datos de campo) e informacion a priori
(ver materiales y métodos), a través de enfoques bayesianos. La mayor sensibilidad se
logré con el miELISA. Similar especificidad se encontr6 tanto en la PAL como en
miELISA.

Tabla IV: Estimacion de la Sensibilidad y Especificidad de la PAL y miELISA

Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Pruebas
Media 97.5% CI Media 97.5% CI
MRT 46.11 38.67 - 53.36 94.92 92.08 - 97.23
miELISA 99.25 98.63 - 99.87 98.5 98.03 - 98.98

Prevalencia (%) 40.24

DISCUSION

Eficientes pruebas diagnoésticas son indispensables para el éxito de cualquier programa
de control y erradicacion de enfermedades. Aunque para brucelosis, el aislamiento y la
identificacion de especies de Brucella es considerado un diagnostico positivo y
confiable, en el contexto Ecuatoriano no es muy factible, por lo que, rutinariamente, el
diagnéstico se basa en pruebas indirectas en suero. Pruebas en leche para realizar un
diagnostico preliminar de brucelosis, han demostrado ser los métodos mas eficientes,
esto debido a su facil recoleccion y su bajo costo.
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Las pruebas de leche, en este estudio, fueron divididas en grupos, para evaluar la
eficacia de las pruebas diagnosticas en leche, cuando son sometidas al conocido
problema de dilucion.

Basado en nuestros resultados, se encontro diferencias estadisticas entre cantinas < 40 1
y cantinas = 40 1, ambas tanto en la PAL y el miELISA, denotando la importancia del
muestreo de capa recipiente de almacenamiento de leche. Contrario a esto, en Ecuador
es tomado una sola muestra diluida por finca.

Nuestro estudio demostré que el miELISA tiene la ventaja de analizar muestras con
diagnéstico dudoso en la PAL, causado por leche congelada, leche acida, leche con poca
o mucha crema. Esto debido al hecho de que el miELISA depende directamente de la
presencia de anticuerpos, mientras que la PAL esta condicionado a que los anticuerpos
se unan a moléculas de grasa, misma que es condicionada por la calidad de la leche.
Observaciones similares fueron descritas por Rivera et al. (2003).

Usando andlisis bayesianos la sensibilidad y especificidad de las pruebas en leche para
brucelosis fueron estimadas en una poblacion de bovinos posiblemente vacunados con
S19 sea en terneras o adultos. Para este analisis se asumié dependencia condicionada,
toda vez que las pruebas tienen el mismo principio bioldgico (deteccion de anticuerpos)
(Toft et al., 2005; Branscum et al., 2005; Berkvens ef al., 2006), aunque las pruebas son
basadas en técnicas diferentes. El efecto de dilucion usado como informacioén a priori,
sigue las siguientes consideraciones: leche diluida 1:10 puede interferir en los resultados
de la PAL, como lo menciona Kerkhofs et al. (1990), Vanzini et al. (2001) y Rivera et
al. (2003), y leche diluida 1:100 puede interferir en los resultados del miELISA, como
lo menciona Nielsen ef al. (1996b) y Vanzini et al. (2001). El miELISA demostr6 ser la
prueba mas eficiente para realizar un diagnostico preliminar de brucelosis en ganado
bovino bajo las condiciones Ecuatorianas, debido a que logro las mayores valores de
sensibilidad y especificidad (ver Tabla IV). Similares resultados fueron obtenidos por
Kerkhofs et al. (1990), Nielsen et al. (1996b) y Vanzini et al. (2001) basados en:
muestras de una region prevalente para Brucelosis, muestras de Ganado infectado con
B. abortus de Argentina y Chile, y muestras preparadas en laboratorio respectivamente.

La alta sensibilidad observada tanto a la PAL como al miELISA son atribuidos a que los
valores de sensibilidad y especificada usados como informacién a priori, implican que
el miELISA es casi una prueba perfecta cuando CFT es usado como prueba de
referencia. Sin embargo, el CFT como prueba de referencia debido a los problemas de
reacciones falsas negativas, esto principalmente debido a reacciones de anti-
complementariedad y prozona. Como lo menciona Sutherland (1985), Hobbs, 1985
citado por Kerby et al. (1997), Ron (2003) y Angulo (2006).

La alta sensibilidad estimada en el miELISA se debe a la presencia dominante de 1gGi
en la leche, asi como también la alta sensibilidad analitica de la prueba, como lo
menciona Kerkhofs et al. (1990). La baja sensibilidad de la PAL, pueden ser atribuidos
al hecho que las IgGi1 no estan implicadas directamente en la formacion del anillo ,
contrario a lo que pasa con las IgA y IgM las cuales son esenciales para un resultado
positivo en la PAL, tal como lo demostré Sutra et al. (1986). Otro problema, el cual
juega un rol importante en los resultados de la PAL, es el factor de dilucion, como lo
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menciona Kerkhofs e al. (1990), Nielsen et al. (1996b) y Vanzini et al. (2001). No se

encontrd diferencias estadisticas entre la especificidad de la PAL y el miELISA.

Resultados similares fueron obtenidos por Kerkhofs er al. (1990), Vanzini & De
Echaide (2005), Lopez et al. (1998), Vanzini et al. (2001), y Rivera et al. (2003).

Los resultados de la Tabla III muestra 104 resultados positivos al miELISA pero
negativos a la PAL, lo cual sugiere que la PAL produce mas resultados falsos negativos,
que puede ser atribuido al hecho que durante al momento del muestreo no hubo
infeccion a nivel de glandulas mamarias como lo menciona Rivera et al. (2003). La
condicién de almacenamiento de las muestras y el factor de dilucion también puede ser
considerada para los resultados de la PAL (Vanzini et al., 2001; Rivera et al., 2003).
Doce muestras fueron positivas solamente a la PAL, esto sugiere que la PAL produce
mas resultados falsos positivos que el miELISA. Esto puede ser debido a factores como
los que mencionan Nielsen et al. (1996b), Gall et al. (2002) y Rivera et al. (2003)
cuando realizan las pruebas en: leche colectada al inicio de la lactancia, leche de los
ultimos dias de la lactancia, calostro y leche de animales con mastitis. Aunque
reacciones cruzadas con algunas bacterias y con anticuerpos vacunales has sido
descritos como causa de resultados falsos positivos en al menos todas las pruebas para
brucelosis (Olsen et al., 1996; Muioz et al., 2005), el problema de reacciones cruzadas
debido a anticuerpos vacunales no pudo ser manejada en nuestro estudio porque las
fincas muestreadas no registran datos de vacunacion. El mismo fendémeno fue
observado por Ron (2003) and Angulo (2006).

Boraker et al. (1981) encontr6 una correlacion alta entre la PAL, miELISA y anélisis
bacteriologico. En nuestro estudio ninguna de las muestras positivas tanto a la PAL
como al miELISA, fue confirmado como positiva en el andlisis bacteriologico. Esto
puede ser explicado debido a que B. abortus relativamente aparece en cantidades muy
pequenas en la leche, estados de infeccion tempranos donde los anticuerpos estan
presentes pero la bacteria no y a esto sumado la mala conservacion de las muestras, tal
como lo mencionan Hunter & Allen (1972).

La alta prevalencia de la enfermedad, no debe ser considerada como real debido a la
falta de informacion sobre el estatus de vacunacion contra brucelosis en nuestro estudio.

CONCLUSIONES

1 El miELISA es la prueba mas eficiente para realizar un diagnostico preliminar
sobre brucelosis en ganado lechero en el contexto Ecuatoriano debido a su alta
sensibilidad. Esto puede ser mejorado si el muestreo se lo hace de cada recipiente
de almacenamiento de leche a nivel de finca.

1 La calidad de la muestra de leche no influye en el diagndstico con miELISA, pero
cuando el objetivo es el aislamiento de Brucella es importante tener en cuenta la
calidad de la leche y las condiciones de almacenamiento.

1 El uso de CFT solo como prueba de referencia es cuestionable, pero como
complemento de otras pruebas seroldgicas puede arrojar informacién muy valiosa.
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RECOMENDACIONES

"1 Se recomienda que cuando se tiene resultados positivos en leche a nivel de finca,
todas las vacas de esa propiedad deben ser muestreadas individualmente, con el fin
de determinar el animal infectado.

71 Es importante realizar investigaciones que permitan determinar la asociacion de la
enfermedad entre la infeccion en animales y la enfermedad en humanos.

71 La evaluacion de pruebas seroldgicas en animales vacunados deben ser altamente
revisadas, con el fin de determinar una prueba capaz de distinguir entre animales
vacunadas y naturalmente infectados.

71 El manejo de registros de vacunacion debe ser implementado en Ecuador, debido a
que es importante para determinar el verdadero estado sanitario de los animales, y
ademds que puede apoyar en el éxito de cualquier programa de control y
erradicacion para brucelosis.
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