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RESUMEN

La Brucelosis Bovina (BrB) es una enfermedad infecciosa de larga data en el
Uruguay, mundialmente distribuida e importante econémicamente por fallas en la
reproduccion y descarte de animales con pérdida de material genético. Esta
enfermedad se encuentra desde hace muchos afios bajo programa sanitario. Para la
misma se realizan pruebas individuales en suero y analisis en muestras compuestas
“pool” para leche. Un cambio de estrategia en la vigilancia, considerando la baja
prevalencia de la enfermedad entre rodeos (cercana al 1%), podria significar en un
aumento en el nimero de muestras a analizar y una disminucion en el costo de las
mismas. Para ello se planteo la utilizacion de muestras en pool para la deteccion de
BrB a través de un kit de ELISA indirecto. Tomando 62 muestras de suero positivas
a ambas pruebas presuntiva y confirmatoria, se las diluyé con muestras negativas de
predios que no presentaban casos de BrB. Para determinar la sensibilidad analitica
de la prueba en pool se realizaron diluciones en base 2 hasta 1/1024. Los resultados
fueron analizados por un modelo Probit con el softwareSTATA 12. Resultados, La
media de sensibilidad analitica para las diluciones fue: 1/4 (98.2%), 1/8 (96.8%),
1/16 (94.4%) y 1/32 (90.9%), si el suero positivo es diluido a mayores proporciones
la sensibilidad analitica cae notoriamente. Conclusién, esta herramienta podria ser
utilizada para la vigilancia de predios que se encuentran libres de la enfermedad y
muestreos de plantas de faena. Actualmente se realizan cerca de dos millones de
pruebas individuales, siendo la mayoria para la vigilancia. La combinacion de la baja
prevalencia entre predios, la gran cantidad de muestras analizadas anualmente y la
utilizacion de pools de muestras pueden reducir significativamente el costo de la
campafia sanitaria referente al diagndstico, sin perder sensibilidad en el sistema.



SUMMARY:

Bovine Brucellosis is an infectious worldwide disease with a long history in Uruguay.
It has a significant economic impact due to failure in the reproduction and slaughter
of animals with a loss of genetic material. This disease is currently under a national
eradication campaign. In order to eradicate the disease, several tests are carried out
in serum and analysis in “pool” compound samples for milk. A change in monitoring
strategy, taking as an advantage the low prevalence among farms (around 0.8%)
could contribute to an increase in the number of samples being analyzed as well as a
decrease in their cost. In order to achieve this, an ELISA indirect test for serum pools
was carried out. Dilutions in a 2 base system were performed up to 1/1024. 62
positive samples (to both presumptive and confirmatory test) where diluted with
negative sera from animals that did not belong to farms with positive animals. The
results were analyzed by a Probit model in a STATA 12 software. Results: the mean
of the analytic sensitivity for the dilutions are 1/4 (98.2%), 1/8 (96.8%), 1/16 (94.4%)
and 1/32 (90.9%), if the serum is diluted to greater proportions the analytic sensitivity
decreases. To conclude, this tool could be used as a monitoring test for farms free of
the disease and slaughterhouse sampling. Currently, near two million individual
samples are tested. Considering the low prevalence between farms, the large
number of samples analyzed annually and the use of sample pools; the cost of the
diagnostic health campaign can be reduced without losing sensitivity in the system.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES:

La Brucelosis fue aislada por primera vez en cabras por David Bruce en 1884 en la
isla de Malta y en 1895BernhardBang describié la enfermedad causada por Brucella
abortus en bovinos. Esta enfermedad es causada por una bacteria intracelular
facultativa con predileccion por el sistema reticulo-endotelial y &rganos
reproductivos. Ha sido clasificada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como de riesgo Il en el Manual de Bioseguridad en el Laboratorio. Este
microorganismo causa en humanos una enfermedad febril denominada Fiebre

Ondulante, también conocida como Fiebre de Malta o Enfermedad de Bang.
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Actualmente es la zoonosis mas difundida a nivel mundial con mas de 500.000
nuevos casos en humanos cada afio. La trasmision ocurre a través de consumos de
leche sin pasteurizar (también sub productos) o contacto directo con animales
infectados. Este contacto se puede dar por abrasiones en la piel o membranas
mucosas. El material placentario resultante de un aborto presenta alto riesgo asi
como la realizacion de tacto rectal sin guantes. En humanos la sintomatologia clinica
es muy variada, la enfermedad se caracteriza por un cuadro febril ondulante (lo cual
puede dificultar su diagndstico y en ciertos paises ser confundido facilmente con
malaria o dengue)(Gil A. y Col. 2013. Pappas G.y Col. 2006. McDermott J. y Col.
2013)

Entre los paises con mayor incidencia en humanos se encuentran, Siria, Iraq, Iran,
Mongolia entre otros, estas incidencias son presentadas en el Cuadro | con la de

Argentina como referencia. (Pappas G.y Col. 2006.)

Cuadro I: Casos anuales de Brucelosis en humanos por millon de personas:

Pais Casos anuales/millén de personas
Macedonia 148
Iraq 278,4
Iran 238,6
Kazakstan 115,8
Kyrgyztan 362,2
Mongolia 605,9
Siria 1603,4
Tayikistan 2119
Turquia 262,2
Argentina 8,4

Fuente: Pappas G. 2006.

Cabe destacar el periodo de incubacion dura de 10-20 dias. Dentro de los signos
clinicos, mas alla de la fiebre, presenta una etapa aguda con un gran cuadro febril,
escalofrios y dolores musculares, sintomatologia muy facilmente atribuida a otras
enfermedades. Por otro lado una etapa mas avanzada aparecen los caracteristicos
sintomas de inflamacion articular y orquitis (la cual puede llevar a esterilidad en el
hombre). El tratamiento de eleccion es la Rifampicina, antibiético bactericida del
grupo de las rifamicinas, por su accion intracelular. En humanos, esta enfermedad

presenta una sub notificacion muy alta, lo que puede atribuirse a que se confunde
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con otras enfermedades, asi como a la falta de diagndstico de laboratorio certero y
confiable, como ocurre en ciertos paises. Economicamente es considerada como
una de las zoonosis con mayor impacto econémico global. (McDermott J.y Col.
2013, Castro H. A.y Col. 2005)

Existen diferentes sub especies del genero brucella, pudiendo destacarse 10. Las
clasicas 6 son: B. abortus, B. melitiensis, B suis, B. ovis, B. canis y B. neotomae. Sin
embargo se han encontrado 4 especies mas de esta bacteria Gram negativa: B.
Ceti, B. pinnipedialis, B. inopinata y B. microti. (Getachew T.y Col. 2016, Vidya L.y
Col. 2011)

En algunos paises, la existencia de ciertos reservorios en animales salvajes, ha
dificultado la erradicacion total de la enfermedad, tal es el caso, del bisonte y el alce
en América del Norte. (McDermott J. y Col. 2013)

En este trabajo nos centraremos en la Brucelosis Bovina, en los bovinos la misma se
caracteriza por abortos en hembras, con retencion de placenta, causando de esta
manera una disminucion y pérdidas en la produccion. A nivel lechero la vaca
enferma no producira leche y a nivel de carne, perdemos un ternero. También se
han descrito problemas de mastitis por via descendente, asi como, artritis, ya que
ocasionalmente la bacteria se instala en las articulaciones. (Gil A. y Col. 2013.)

Segun McDermott J. 2013 en paises de altos ingresos econdmicos, se reporta que
las vacas que abortan muestran una disminucién en la produccién lactea del 20-25%
durante esa temporada. Por otro lado, vacas con seropositividad y no abortivas,
pierden un 10% de su potencial productor. Todo esto toma relevancia en un pais
como Uruguay, donde la produccién lechera tiene un papel muy importante a nivel
econdémico y socio- cultural .Sin embargo, existe evidencia de que luego del primer
aborto, se genera cierta resistencia debida a una respuesta inmunitaria, a pesar de

ello, en nuestro pais, los animales positivos deben ser sacrificados.

A finales del siglo pasado, se estimaba que en Argentina las pérdidas econémicas
por esta enfermedad, eran de U$S 60.000.000 anuales, correspondiendo a U$S1,2
por bovino, con una prevalencia de 5%. Por otro lado, en paises de bajos ingresos

como Nigeria, las pérdidas econdémicas se estimaban en U$S 575.000, con un costo
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de U$S 3,16 por bovino, con una prevalencia de 7% a 12%. (Samartino L. E. 2002.
McDermott J. y Col. 2013)

Sin embargo, la brucelosis ha sido eliminada satisfactoriamente en ciertos paises
como, Nueva Zelanda, Republica Checa, y Reino Unido. Estados Unidos se
encuentra en la misma situacién, pero como se ha mencionado anteriormente, con
problemas de reservorio en Bisontes. Generalmente la enfermedad ha podido ser
erradicada en paises de alto o medio nivel econémico. Esto resulta en beneficios
econdmicos, sobre todo, en la disminucion del gasto en el control de la enfermedad.
El patrén general de erradicacion, se basa en el diagnéstico y sacrificio de aquellos
animales positivos, e inicialmente, también se utiliza la vacunacion para disminuir la
prevalencia, como es el caso de Uruguay. (Piaggio J.y Col. 2016, McDermott J.y
Col. 2013)

Generalmente, en los diferentes paises, las uUltimas etapas de la erradicacion, han
sido dificiles. Esto se atribuye a la combinaciéon de altos costos por diagnostico
positivo, asi como, a la dificultad de eliminacion de reservorios en vida salvaje.
Uruguay presenta una ventaja en este aspecto, generalmente los paises que no les
es viable la erradicacién, cuentan con un servicio veterinario débil, que no es el
caso de Uruguay con una campafia activa en esta enfermedad y un sistema de
trazabilidad, que también beneficia a los sistemas de vigilancia basada en riesgo.
(McDermott J. y Col. 2013)

En Latinoamérica, la enfermedad esta presente en todos los paises, algunos como
México y Peru, con prevalencias muy altas, y otros, como el caso de Uruguay, con
prevalencia baja, pero aun con la ocurrencia de focos de la enfermedad (Gil A. y
Col. 2000; Gil A. y Col. 2002; Gil A. 2003; Gil A y Col. 2003; Repiso M.V. y Col.
2003).

En la legislacion nacional, la BrB ya estda nombrada en la lista original de las
enfermedades de la ley 3.606 del 13 de abril de 1910 de todas las especies. Es de
denuncia obligatoria para productores o encargados de animales y veterinarios tanto
la sospecha como la presencia de la enfermedad. Uruguay pas6 de un plan de
control a un Plan Nacional de Erradicacion de la Brucelosis Bovina en el afio 1998.
Este plan implicaba la suspension de la vacunacién obligatoria con cepa 19, el

refuerzo de las actividades de vigilancia, la eliminacion de los reactores y el
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saneamiento de los predios con animales positivos. Las actividades de vigilancia en
los establecimientos lecheros se realizaron a través de la prueba presuntiva
colectiva de Anillo en Leche (PAL) sobre las muestras compuestas de leche
extraidas de los tanques. Un PAL positivo llevaba a la realizacion de serologia
mediante la prueba presuntiva individual de Rosa de Bengala en el establecimiento.
El PAL fue sustituido actualmente por la prueba de ELISA indirecto en leche, por su
mayor sensibilidad. Las actividades de Vvigilancia epidemiolégica de los
establecimientos que producen animales para carne, estuvieron basadas en
muestreos en plantas de faena, que se iniciaron a fines del afio 2002. La cabafna
nacional se monitorea mediante la exigencia de resultados seroldgicos negativos
para el ingreso a exposiciones, remates ferias, liquidaciones y exportaciones. Los
animales que provienen de una seccional policial declarada de riesgo, deben tener
serologia negativa previa al movimiento. (Gil A. y Col. 2013: Resolucién 58/2014
DGSG-MGAP)

La marcha de esta campafia mostré su primer alerta a partir del afio 2002, cuando a
partir de dos focos iniciales y mediante muestreos seroldgicos realizados por la
Division Sanidad Animal sobre sus linderos, se detectaron 104 establecimientos

positivos en ganaderia de carne en el departamento de Rocha. (Gil A. y Col. 2013)

En este departamento, se aplicé la cuarentena (interdiccién) con obligatoriedad de
serologia negativa previa al movimiento de los ganados susceptibles, en cinco
seccionales policiales. A mediados del 2003, también surgié una situacion de
preocupacion en el departamento de San José, donde existia un niamero importante
de focos en establecimientos lecheros, lo cual se agravé durante el afio 2005, al
detectarse como positivo un campo de recria. A esta situacion sanitaria, se agrego el
incremento del diagndstico de algunos casos de Brucelosis en humanos de areas
rurales del departamento de Rocha. Esta situacion determind, como esta
establecido, la transmision de informacion entre los servicios locales y centrales del
Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca y el Ministerio de Salud Publica, para
tomar las medidas que correspondian en forma coordinada. Estos casos alertaron
sobre el riesgo que presupone esta zoonosis para los individuos que deben estar en

contacto con los animales o sus productos. (Gil A. y Col. 2013)
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Luego de 2005, se generaron ciertos cambios, dentro de estos es importante
destacar: la vacunacion con RB51 en el departamento de San José y la
obligatoriedad de realizar serologia en todos los establecimientos lecheros para la
refrendacion anual. (Gil A. y Col. 2013)

El cddigo zoosanitario de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
establece que un pais o region libre de brucelosis, sera aquella que tenga menos de
0,2% de los rebafios con presencia de la enfermedad, que ningun animal haya sido
vacunado en los ultimos tres afios y que todo animal positivo haya sido sacrificado.
En funcidn de esta normativa, una posible estrategia, seria declarar al pais libre de
brucelosis, a través de la declaracion de rebafios oficialmente libres. El objetivo
actual es bajar la prevalencia de la enfermedad de forma significativa, lo cual
posibilitara que la gran mayoria de los establecimientos se liberen de la enfermedad,
y por lo tanto, de los riesgos y pérdidas que esto implica para la salud publica, el

productor y la economia en general.

Inicialmente la vigilancia de los establecimientos lecheros se basé en el PAL
(recientemente sustituido por ELISA en leche tanque) con frecuencia trimestral y
para todo el ganado vacuno, serologia, teniendo como prueba presuntiva la de Rosa
de Bengala (RB) y como confirmatoria, la prueba de Rivanol, Polarizacion
Fluorescente (FPA) o Fijacién del Complemento (FC). Los animales con serologia
positiva son identificados con marca de fuego por un veterinario oficial y el sacrificio
obligatorio de animales con serologia positiva, en un plazo de 30 dias a partir de la
fecha del diagnéstico. (Gil A. y Col. 2013)

La vigilancia en ganado de carne continua siendo en la faena, y la vacunacién esta
limitada a los predios que la Division de Sanidad Animal (DSA) del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) considere que es necesario. (Decreto
20/998)

Una vez detectada la infeccion en un rodeo, siendo el establecimiento declarado
como foco por parte de la DSA, se procede a las siguientes medidas: prohibicion de
todo movimiento con excepcion de los que son enviados a faena. Todos los sitios
epidemioldégicamente relacionados (usando el sistema de trazabilidad) son
investigados y todas las hembras son vacunadas en el foco y los linderos. A partir de

ese momento, comienzan rondas de serologia y eliminacion de los reactores hasta
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gue dos rondas de diagnéstico dan negativo, con un minimo de 4 meses de

intervalo. Recuperando la calidad de predio libre. (Piaggio J. y Col. 2016)

En Uruguay, debido a los focos ocurridos en establecimientos ganaderos durante
los ultimos afios, la Brucelosis Bovina se encuentra en una fase de control
avanzado. Se estima que la prevalencia de la enfermedad entre predios, ronda el
0,8% y en animales susceptibles el 0,2%. (Piaggio J. y Col. 2016; Gil A. y Col. 2016)

A nivel nacional también existe un estudio de impacto econdmico, el que fue
utilizado para la realizacion y fundamentacion de los seguros contra brucelosis. Este
estudio indica el costo de las medidas sanitarias aplicadas en nuestro pais para el
saneamiento de focos. Se incluyeron los costos del sangrado, vacunacion,
diagnéstico y compensacion a los productores por los animales faenados, tal lo que
se indica en la legislacion nacional. Esto se realiz6 asumiendo una serologia
aplicada cada 120 dias a partir de un modelo de simulacion estocastico. Los
resultados indicaron que anualmente se gastarian US$ 2.360.000 de promedio en
las medidas sanitarias aplicadas a los focos. Considerando que existen 344

establecimientos bajo cuarentena. (Piaggio J. y Col. 2016)
Sobre las pruebas diagnosticas:

La prueba de ELISA se basa en la unién de un antigeno con un anticuerpo y la
lectura con un lector de ELISA de la absorbancia de la colorimetria que la reaccién
proporciona, al agregarse otros componentes del kit. El ELISA indirecto, se basa en
que todos los pocillos de la placa se encuentran sensibilizados con un
lipopolisacarido(LPS) de Brucella abortus. Las muestras de sueros son diluidas e
incubadas en los pocillos y cualquier anticuerpo especifico que pueda existir en el
suero va unirse al LPS, formando un complejo que permanecerd unido luego del

lavado. (Purquier Institute)

Luego del lavado se agrega una peroxidasa conjugada anti rumiante IgG y se unira
al compuesto, también se incorpora el substrato que es el que da color a la reaccion,

siendo este el principio colorimétrico que la prueba utiliza. (Purquier Institute)

Se asume que la prueba de Rosa de Bengala tiene una sensibilidad de 95,2% y una
especificidad de 98,5%, sin embargo, se reconoce que hay reportes en la literatura

de sensibilidades mucho mas bajas, estimadas en animales con aislamientos
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positivos, y en funcion de la prevalencia aparente, la especificidad es mas alta para
nuestras condiciones. Una revision de la literatura reporta los siguientes valores
medios para las técnicas que se utilizan en el pais: Rosa de Bengala sensibilidad
81,2% y especificidad 86,3%. En otra revision se expresa que el rango de
variaciones de RB para sensibilidad va de 21,0% a 98,3% y para especificidad de
68,8% a 100%.(Stemshorn B. y Col. 1985;Gall D. y Col. 2004; Nielsen K. y Col.
2002).

Por otro lado segun Praud y Col (2016), estudiando las pruebas de FPA, ELISA
Competitivo, y ELISA Indirecto y RB reportan las siguientes especificidades
estimadas: 99.89 % con un Intervalo de confianza 95% (IC 95%) de 99.67-99.93%
para la prueba de FPA. Un 99.37% IC 95% 99.13-99.61% para ELISA Competitivo.
99.89% IC 95% 99.79-99.99 para RB. Y un 99.82% IC 95% 99.70-99.95% para la
prueba de ELISA Indirecto.

El estudio reporta las sensibilidades de las mismas pruebas con los siguientes
resultados, FPA: 96.4% IC 94.4-98.5%. ELISA Competitivo: 98.4% IC 97.0-99.8%.
RB: 97.7% IC 95.9-99.3% y para ELISA indirecto 95.7% IC 93.4-98.0%.

Todas estas pruebas presentan un escenario muy optimista en cuanto a las
sensibilidades y especificidades. Sin embargo, se destaca que para una etapa de
screening en vigilancia, se recomiendan las pruebas de ELISA Indirecto, FPA y RB.
(Praud A.y Col. 2016)

Otra estimacién de sensibilidades y especificidades a través de un método
bayesiano es mostrada en la Cuadro I, la misma fue extraida de Getachew 2016.
(GetachewT. y Col. 2016)

Cuadro II: Estimacién de sensibilidades y especificidades para las siguientes

pruebas diagnésticas:

Prueba Sensibilidad IC (95%) Especificidad IC (95%)
RB 89.6 % 79.9-95.8 84.5 % 68.0-94.8
ELISA-I 96.8 % 92.3-99.1 96.3 % 91.7-98.8
FC 94.0 % 87.8-97.5 88.5 % 81.0-93.8

IC= Intervalo de confianza; RB= Rosa Bengala; ELISA-I= ELISA Indirecto; FC=

Fijacion del Complemento.
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Nota: Datos extraidos de Getachew T. y Col. 2016.

Actualmente para la realizacion de la prueba de Rosa de Bengala existen cerca de
170 laboratorios en el Uruguay, 127 de ellos estan habilitados por la Division de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE) “Miguel C. Rubino” del MGAP. Estos se
encargan de la vigilancia de predios y sus sangrados mientras que DILAVE realiza la

vigilancia de los sueros de plantas de faena y todas las pruebas confirmatorias.

Estimando los costos de RB en Uruguay, y considerando que la prueba se realiza
anualmente en 2 .000.000 de sueros, alcanza valores de entre US$ 1.3y 2.20, por

muestra.

Por otro lado la prueba de ELISA indirecto con un kit de uso comercial tendria un
costo estimado de US$ 3,5 por animal individual, un poco mas alto que la prueba de
RB. Como se puede ver mediante esta revision bibliografica, existen muy variados
valores tanto de sensibilidad como de especificidad para estas pruebas. Sin
embargo, la prueba de ELISA I, presenta una muy alta sensibilidad. Utilizando esta
ventaja se plantea la dilucion de los sueros y asi optimizar los costos de los Kits, sin
afectar sustancialmente la sensibilidad. En el kit utilizado en este estudio, se plantea

la posibilidad de realizar pruebas con 10 sueros en pool.

En caso de que el pool realizado dé positivo, se debera identificar cual o cuales de
las muestras fueron los sueros positivos de dicho pool que dieron la positividad en la
reaccion. Dada la baja prevalencia de la enfermedad, es predecible encontrar
muchos pools negativos sin necesidad de desglosarlos y asi poder bajar
significativamente los costos de la campafa. (Piaggio J. y Col. 2016; Gil A. y Col.
2016)

OBJETIVO GENERAL

Evaluacion y validacion de la prueba de ELISA indirecto en muestras compuestas de
suero “pools” como herramienta para la vigilancia epidemiolégica de Brucelosis

bovina en Uruguay.

OBJETIVO ESPECIFICO:

Determinar la sensibilidad analitica de la prueba de ELISA sobre pools de sueros.
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METODOLOGIA:

Obtencion de muestras:

Se seleccionaron 62 sueros positivos, de establecimientos con presencia de la
enfermedad empleando los criterios que el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca (MGAP), a través de la Division de Sanidad Animal (DSA), considera para

definir un establecimiento como positivo, “foco”.

Los sueros positivos correspondieron a animales reaccionantes a la prueba
presuntiva y a la confirmatoria. Dichos sueros fueron obtenidos para este trabajo,

gracias a la colaboracién del DILAVE.
Seleccién de establecimientos libres de BrB:

Se consideraron libres a los establecimientos que no poseian historia de presencia
de la brucelosis bovina en los ultimos 5 afios y que hayan tenido una vigilancia para
la enfermedad adecuada (serologia y/o leche tanque). Los sueros fueron testados
con la prueba presuntiva y reaccionaron negativamente. Estas muestras también
fueron proporcionadas por DILAVE. La cantidad de sueros negativos fue la

necesaria para realizar las diluciones.

Se realizaron pools de 1 suero positivo en base 2 hasta una diluciéon de 1 en 1024 y
se analizaron mediante la prueba de ELISA indirecto del Instituto Pourquier. Con

dichos resultados se determindé la sensibilidad analitica de la prueba para pools.
Estos procedimientos fueron siempre realizados por el mismo operador.

Para guardar los pools de sueros, se dividieron en alicuotas rotuladas que se
colocaron en viales los que inmediatamente se congelaron en freezer comerciales

para nuevas investigaciones con otras pruebas.

El participante de este estudio recibi6 entrenamiento en el Departamento de
Bacteriologia de DILAVE, para la aplicacion de las pruebas, su evaluacion y de las

medidas de bioseguridad que se tomaron por tratarse de una zoonosis.

Analisis estadistico
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Para las estimaciones se utilizd6 un nivel de confianza del 95%. Se determing la
sensibilidad analitica de esta prueba con un modelo de regresion Probit utilizando el
software STATA 12.0. (Long J. S.1997)

RESULTADOS:

La media de sensibilidad analitica para las siguientes diluciones fue: 1/4 (98.2%), 1/8
(96.8%), 1/16 (94.4%) y 1/32 (90.9%), a medida que se diluye a mayores
proporciones, la sensibilidad analitica decrece, esto se puede observar en la cuadro

'y figura .
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Cuadro IlI: Tabla de sensibilidades analiticas para la prueba de ELISA Indirecto por

dilucién.

Sensibilidad

7

.8

Dilucion Sensibilidad
analitica

1 0.9958

2 0.9912

4 0.9828

8 0.9682

16 0.9447

32 0.9081

64 0.8589

128 0.7926

256 0.7107

512 0.61861

1024 0.5140
T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Dilucidn

Figura I: Curva de sensibilidades analiticas para la prueba de ELISA Indirecto por

dilucion.
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DISCUSION:

El fabricante del Kit recomienda que se pueden realizar pools de hasta 10 sueros.
Sin embargo, si consideramos como aceptable una sensibilidad relativa cercana al
95%, podriamos utilizarla y asi disminuir los costos con un pool de 16 muestras.

(Purquier Institute)

En enfermedades, como, HIV, Clamidia e infecciones por Hepatitis B en humanos,
se ha demostrado que la utilizacion de pools, logra disminuir los costos en el
diagnéstico, siendo esto posible, cuando se presentan escenarios de baja

prevalencia. (Mufioz-Zannzi C.y Col. 2000)

También existen ejemplos en la medicina veterinaria, como la deteccion de
Salmonela enteritidis en huevos o Trichinella spiralis en musculo de cerdos. El uso
de pools con una técnica de PCR también ha sido utilizado para el diagnéstico de
Diarrea Viral Bovina. También se puede utilizar esta técnica, para la estimacion de la
prevalencia de la enfermedad, a partir de la determinacién de los positivos en los
pools. (Mufioz-Zannzi C.y Col. 2000)

Para el caso de Brucelosis bovina actualmente se utilizan pools para la vigilancia del
rodeo lechero, a partir de muestras de leche tanque. El uso de pruebas de alta
sensibilidad, como el ELISA indirecto, ha sustituido al anteriormente utilizado PAL y
podria también sustituir a la prueba de Rosa Bengala, donde la relacion
costo/beneficio, sea favorable. (Gil A.y Col. 2013)

CONCLUSIONES:

Mediante esta propuesta se buscé validar una herramienta diagnéstica para su
implementacion en escenarios de vigilancia epidemioldgica, proporcionando a su vez
una alternativa que tratara de disminuir el costo econémico de la camparfia sanitaria.
Dicha herramienta podria ser utilizada por las autoridades sanitarias para predios de
bajo riesgo 0 muestreos de faena, en los cuales importa detectar tropas con
animales positivos, asi como también, otras circunstancias que las autoridades

consideren pertinentes.
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En la perspectiva de rodeos con un 0.8 % de prevalencia, una prueba en pool
puede ser (til, debido a que la probabilidad de que un pool resulte positivo en
rodeos libres bajo vigilancia, o en muestreos de faena, es baja. Si consideramos los
costos de un kit de ELISA indirecto, alrededor de US$ 3 por muestra y lo dividimos

entre el nimero de muestras del pool, su costo se reduce significativamente.

Con una campafia que analiza cerca de 2.000.000 de muestras por afio, en una
situacion de 0.8% de prevalencia entre rodeos, se recomienda el uso de la prueba
en pool para la vigilancia. Esto podria llevar a un mayor niumero de muestras

analizadas anualmente y/o menores costos en el andlisis de dichas muestras.

Como conclusion final, la utilizacion de muestras compuestas aparece como
promisorias ya que la sensibilidad analitica muestra que no hay un gran efecto de
dilucion, pero previo a su implementaciéon, deberia evaluarse la posibilidad de que
de alguna forma se pueda ver afectada la especificidad, por lo que se recomienda
un estudio de campo, donde se realicen en paralelo, las pruebas tradicionales y las

pruebas sobre muestras compuestas.
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