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Resumen. Se recopilaron un total de 1.200 muestras sanguineas de bovinos pro-
cedentes de explotaciones de los cantones EI Carmen (n =463) y Santo Domingo (n =
737). Para el diagnostico de brucelosis, en esta investigacion se utilizaron tres métodos
de diagnostico: Skin Test (ST) para discriminar reacciones cruzadas con Yersinia ente-
rocolttica, mientras que Rosa de Bengala (RB) y Enzyme Linked Immunosorbent Assay
indirecto (i-ELISA), como pruebas seroldgicas. En el canton EI Carmen se encontraron
prevalencias desde 1.08% hasta 9.73% y en Santo Domingo de 2.17% hasta 9.4%. La
sensibilidad de (RB) en el presente estudio, tomando como “Gold Standar” la prueba
i-ELISA fue de 32%. Los resultados a la prueba ST no tienen correlacion con los obte-
nidos en las pruebas seroldgicas.

Summary. This investigation gathered 1200 bovine sanguine samples from cattle
exploitations; 463 from EI Carmen and 737 samples from Santo Domingo. For the
brucellosis diagnosis, this research used three diagnostic methods: Skin Test to dis-
criminate crossed reactions with Yersinia enterocolitica. Rose - Bengal Test and indirect
Enzyme Linked Immunosorbent Assay as serological tests. The prevalence found in El
Carmen goes from 1.08% to 9.73%, and in Santo Domingo from 2.17% to 9.4% in the
three diagnostic tests. The sensibility of RB in this study was 32%, with the i-ELISA
as “Gold Standard”. The results to the test ST don't have correlation with those found
in the serological tests.
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Introduccién

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del gé-
nero Brucella, la cual afecta tanto a humanos como animales, constituyéndose es-
tos ultimos en reservonos y fuente de infeccion. Estimaciones sefialan que a nivel
mundial anualmente se producirian entre 400 a 500 mil nuevos casos en humanos
(Alvarez, 2001).

Pese a los grandes esfuerzos que se realizan por parte de organismos nacionales e
internacionales, tendientes al control de esta zoonosis, todavia contintan siendo endé-
micas tanto en Ecuador como en otros paises de la region. Debido a la importancia en
Salud Publica, economia, y seguridad alimentaria que esta enfermedad posee (Nicoletti,
2001; Corbel, 2006), se estan tomando en todo el mundo, medidas tanto para el control
asi como para su erradicacion, dentro de las cuales se encuentran: la vacunacion total o
parcial de los animales, el diagnéstico directo e indirecto de la enfermedad y el sacrificio
de animales positivos (Nicoletti, 2001; de Olsen & Stoffregen, 2005).

Aungue es reconocido, que el aislamiento y tipificacion de Brucella spp., es el diag-
nostico concluyente, la disponibilidad de laboratorios debidamente equipados, y per-
sonal suficientemente entrenados en el manejo de este tipo de agente patdgeno de alto
riesgo, compromete su aplicacion rutinaria. Actualmente, pruebas diagnosticas de tipo
directo (Reaccion en Cadena de la Polimerasa - PCR) e indirectas (relacionadas a la
inmunidad humoral), estan siendo aplicadas en todo el mundo, demostrando su alta
sensibilidad y especificidad (Saegerman et al., 1999).

En el presente trabajo se determind la sero-prevalencia de anticuerpos contra Bruce-
lla spp., en explotaciones ganaderas grandes, medianas y pequefias de los cantones Santo
Domingo y El Carmen, mediante la aplicacion de pruebas inmuno-diagnésticas. Adi-
cionalmente se determind la sensibilidad de la prueba Rosa de Bengala (RB), tomando
como “Gold Standard” la prueba “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto
(I-ELISA).
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Materiales y métodos

Muestreo serologico

Entre octubre 2004 y abril 2005, muestras sanguineas de bovinos (n=1.200), fueron
colectadas de 58 Unidades de Produccion Agricola (UPA's) en estudio. Cada muestra
fue dividida en 2 tubos Eppendorf' (1.5 mi), identificada y conservada a -20°C. Un
tubo sirvié para realizar las pruebas seroldgicas en el Centro Internacional de Zoonosis
(Cl1Z), de la Universidad Central del Ecuador (UCE).

Distribuciény caracteristicas de las explotaciones ganaderas muestreadas

En la presente investigacion se muestrearon un total de 58 explotaciones; 27 en el
canton El Carmen y 31 en el canton Santo Domingo. Las explotaciones ganaderas,
estuvieron distribuidas de la siguiente manera: en EI Carmen 8/27 (29.63%) pertenecie-
ron a explotaciones pequefias; 10/27 (37.04%) pertenecieron a explotaciones medianas y
9/27 (33.33%) a explotaciones grandes; en Santo Domingo 7/31 (22.58%) pertenecieron
a explotaciones pequefias; 10/31 (32.26%) a explotaciones medianas y 14/31 (45.16%) a

explotaciones grandes.
Pruebas diagnosticas utilizadas

Las pruebas aplicadas para el diagnéstico de la brucelosis fueron: Rosa de Bengala
(RB), “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto (i-ELISA). Adicionalmente
una prueba alérgica o “Skin test” (ST) fue aplicada a los bovinos muestreados.

Reactivos utilizados

Bengatest®, suspension concentrada al 8% de Brucella abortus cepa 19 de Weybridge,
inactivada por calor y el fenol (5%), dispersa en tampon &cido y coloreada con Rosa de
Bengala.

Brucellergene® OCB (brucelina), derivado proteico de Brucella melitensis, cepa B115.

Pruebas de inmunidad humoraly celular

Las pruebas serolégicas RB e i-ELISA, fueron realizadas segln los descrito por
Ron, 2003.

Para la prueba alérgica, se aplicé una dosis de 0,1 mi del alérgeno, en el tercio medio
de la tabla del cuello, previa depilacion y medicion del espesor de la piel. La lectura se
realizé a las 72 horas de la inoculacion, la cual consistié en medir el espesor de la piel
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por segunda vez. El resultado de la prueba fue considerado positivo, si existié una dife-
rencia igual o mayor a2 mm entre la primeray la segunda lectura.

Andlisis estadistico de resultados

El andlisis estadistico de los resultados fue realizado con la ayuda los programas
estadisticos SPSS 12.0 y EXCEL 2003 (Microsoft®). Tomando en consideracion la
prueba i-ELISA como “Gold Estandar” fue calculada la sensibilidad de la prueba
RB.

Resultados

Resultados de las pruebas diagndsticas

En el cantén El Carmen, de 452 animales inoculados con el antigeno de ST, 44
(9.73%) fueron considerados como positivos; de 463 muestras de suero bovino, 5 (1.1%)
fueron positivas a la prueba RB, y 26 (5.62%) positivas al i-ELISA. En el canton Santo
Domingo, de 658 animales inoculados con el antigeno de ST, 62 (9.42%) fueron con-
siderados como positivos a la prueba alérgica. De 737 muestras sanguineas analizadas,
16 (2.17%) fueron positivas a RB y 39 (5.29%) positivas al i-ELISA. Los resultados se
observan en las Tablas 1y Il.

Tabla I. Resultados a las pruebas diagndésticas en el cantén EI Carmen.

Categorias
Resultados Grandes Medianas Pequefias
RB  i-ELISA ST RB  i-ELISA ST RB  i-ELISA
M 3 4 u 7 1 3 4 0 2
% 126 212 5.82 994 057 7.39 4,08 0 2.04
O 160 185 178 154 175 163 % %8 %
% 87.4 97.88 94.18 90.06 943 9261 ®B.R 100 97.9%
Total 183 189 189 171 176 176 98 98 98

ST: Skin Test; RB: Rosa de Bengala; i-ELISA Enzyme Linked Immunosorbent
Assay indirecto; (+): positivo; (-): negativo; %: porcentaje.
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Tabla Il. Resultados a las pruebas diagnosticas en el cantén Santo Domingo

Categorias
Resultados Grandes Medianas Pequefias
RB  i-ELISA ST RB  i-ELISA ST RB  i-ELISA
M k7] 9 2 20 4 6 10 3 5
% 9% 256 798 8.89 143 215 10.2 28 467
0 303 k%) 3 205 215 273 88 o4 12
% 9045 o4 R0 911 9857 918 89.8 972 %633
Total K¢S k31 *l 25 219 219 % 107 107

ST: Skin Test; RB: Rosa de Bengala; i-ELISA Enzyme Linked Immunosorbent
Assay indirecto; (+): positivo; (-): negativo; %: porcentaje.

Resultados positivos segln la edad

De un total de 165 casos positivos, 69 pertenecientes a EI Carmen tuvieron la
siguiente distribucion etarea: 5 (7.25%) corresponden a animales entre 6y 11 meses,
3 (4.38%) entre 12y 17 meses, 1 (1.45%) entre 18 y 23 meses, 21 (30.43%) entre 24
y 59 meses, 29 (42.03%) entre 60 meses 0 mas y 10 (14.49%) cuya edad no se deter-
min6. En Santo Domingo, se presentaron 96 casos positivos: 1 (1.04%) entre 6y 11
meses, 1 (1.04%) entre 12 y 17 meses, 4 (4.17%) entre 18 y 23 meses, 30 (31.25%)
entre 24 y 59 meses; 35 (36.46%) entre 60 meses 0 mas y 25 (26.04%) cuya edad no
se determino.

Resultados positivos segun la raza

En las Tablas Iy IV, se han clasificado los casos positivos a las pruebas diagnosticas
segun la raza de los bovinos, tanto los pertenecientes al canton EI Carmen como los del
cantén Santo Domingo. Los resultados positivos totales en estas Tablas varian en cier-
tas razas, debido a que existen casos positivos a mas de una prueba.
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Tabla I11. Casos positivos segln la raza. ElI Carmen.

Categorias de explotacién

Grandes Medianas Pequefias
Raza iELI- ELI- FELLI- 5
ST B % ST RB 54 ST RB Iy
H - - - 3 - 1 - - - 4
BS 8 o 4 3 * 1 - - 2 2
- - - - - 1 1 - -
- i i - - - 1 - - 3
3 - 2 7 - 5 1 - - 8
J - - _ - . 1 . - - i
Sl 1 - 1 1 E y - - - 2
NE 1 - - - - - - - 1
M 10* * 3 4 - 4 1 - - 3
Total 4 u 17 1 13 4 0 2 3

ST: Skin Test; RB: Rosa de Bengala; i-ELISA Enzyme Linked Immunosorbent
Assay indirecto; H: Holstein; BS: Brown Swiss; G: Gir;

C: Ceb0; B: Brahman; J: Jersey; Sl: Simental; NE: Nelore; M: Mestiza. * =presen-
cia de muestras positivas a mas de una prueba.
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Tabla IV. Casos positivos segln la raza. Santo Domingo.

Categorias de explotacion

Grandes Medianas Pequefias
Raza Al ND.
ST RB  jELISA ST B ox ST i ac
H ™ > 3 6 - 1 5 3
BS 6 > 4 3 2 2 3 1 2
G 5 > 7 1 - 1 15
B 1 2 1 g 1 6
J 1 [
M 6 2 9 i 1 2 ¥ 4 50
Total k7] 9 8 20 4 6 10 3 5 17

ST: Skin Test; RB: Rosa de Bengala; i-ELISA Enzyme Linked Immunosorbent
Assay indirecto; H: Holstein; BS: Brown Swiss;

G: Gir; B: Brahman; J: Jersey; M: Mestiza. *. =presencia de muestras positivas a
maés de una prueba.

Resultados positivos segun el sexo

De un total de 69 casos positivos en el canton EI Carmen, 56 fueron hembrasy 13
machos. En Santo Domingo, de 96 casos positivos, 91 fueron hembras y 5 machos. El

numero total de hembras para los dos cantones fue de 147 (89.09%) y de machos fue de
18 (10.91%).

Resultados positivos segun la presencia de abortos

En el cantén El Carmen, de un total de 6 abortos, dos de explotaciones medianas
tuvieron resultados positivos a las pruebas: 1a STy 1ai-ELISA. En Santo Domingo,
de 12 casos de aborto, 3 resultaron positivos a las pruebas: en explotaciones grandes 1 a
las 3 pruebas y otro a ST vy, en pequefias 1 a ST.

Resultados positivos segun vacunaciéon

De 165 animales positivos, se determind que 4 (2.42%) fueron vacunados contra
brucelosis en el cantdon El Carmeny 18 (10.91%) en Santo Domingo, dando un total de
22 (13.33%) animales, los cuales provienen de explotaciones grandes.



Comparacion de los resultados ala prueba RB, tormando como “Gold Stan-

dar’i-ELISA

De las 1200 muestras bovinas, se encontraron 1135 (94.58%) negativas tanto a RB
como i-ELISA y 65 (5.42%) positivas por lo menos a una de las pruebas, como se detalla

en la Tabla V, asi se pudo establecer que la sensibilidad (Se) de la prueba RB en el pre-
sente estudio, tomando como “Gold Standar” la prueba i-ELISA, fue de 32%.

TablaV. Comparacion de resultados entre RB e i-ELISA

i-ELISA
RB Total
+
+ a2l 0 @9 21
- b44 d 1135 (be) 1179
Total @b 65 () 1135 1200

RB: Rosa de Bengala; i-ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay indirecto

"1

Se = - X 100 = ----m-mmm- x 100 =32%
a+b 2+ 4

Se: Sensibilidad

Determinacion de reacciones cruzadas con Yersinia enterocolitica

En la Tabla VI se resumen los resultados positivos, estableciendo relacion entre las
pruebas ST, RB e i-ELISA y sus posibles reacciones cruzadas con un total de 16 prue-
bas positivas a RB e i-ELISA y 43 positivos a i-ELISA que se determinaron como

negativos a ST.
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Tabla V1. Resumen de resultados positivos a las pruebas ST, RB e i-ELISA.

Casos Positivos

di;r:gggias El Carmen Santo Domingo Total
No % No % No. %
ST 43 62.32 57 59.38 100 60.61
i-ELISA 21 30.43 22 22.91 43 26.06
ST-i-ELISA 0 0 1 1.04 1 0.61
RB -i-ELISA 4 5.8 12 12.5 16 9.69
ST-RB-i-ELISA 1 1.45 4 4.17 5 3.03
TOTAL 69 100 96 100 165 100

ST: Skin Test; RB: Rosa de Bengala; i-ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay indirecto;

Anélisis estadistico

Al realizar el andlisis de variancia de los resultados positivos a las diferentes pruebas
tanto en EI Carmen como en Santo Domingo, clasificados por categoria de explotacion,
se determiné una diferencia no significativa (NS), ya que el valor de “F” calculada en
todos los casos fue menor que la “F” tabular al 5y al 1%. Por tanto, se acepté la hipo-

tesis nula (HO) al 1y al 5 %, lo que indica que no hay diferencia entre las categorias de
explotaciones y los resultados positivos a las pruebas.

Mediante la prueba de Duncan, se pudo observar que existe diferencia significativa
Unicamente entre las categorias medianay pequefia, entre grandes y pequefias a la prue-
ba ST;y entre las medianas y grandes ala prueba RB en Santo Domingo.

La correlacion (r) entre la prueba i-ELISA y RB, tuvo un valor de “r” calculada de
0.82, enrelacion a una “r” tabular al 1% de 0.917 y al 5% de 0.811, lo que determin6 una
diferencia no significativa al 1%, y una diferencia significativa al 5%. EI coeficiente de
determinacién fue de 67.46 %. Todo esto determina que si existe correlacion entre las
pruebas i-ELISA 'y RB.

Con “Ji” cuadrado “t” de Student combinadas (x2y “t”), se pudo observar que no
existe una diferencia significativa entre los resultados positivos de las tres categorias de
explotacion a las diferentes pruebas, excepto en comparaciones a la prueba i-ELISA,
en las que hubo diferencia significativa al 1y 5% al comparar explotaciones medianas
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de ambos cantones y diferencia significativa al 5% al comparar explotaciones pequefias
con grandes, y grandes de EI Carmen con medianas de Santo Domingo. Esto indica
que la mayoria de los resultados a las pruebas en las diferentes categorias de explotacion
no se relacionan con el tipo de explotacion del que provienen, a excepcion de los casos
previamente mencionados.

Discusion

Weynants et al., (1995) menciona que aunque la prueba de hipersensibilidad retar-
dada es muy efectiva a nivel de hato, es tediosa y consume gran cantidad de tiempo, ya
que los animales deben ser manipulados dos veces y el resultado es obtenido Gnicamente
luego de 2 ¢ 3 dias.

La OIE (2004) menciona que el aumento en el grosor de la piel de un animal para
que este se considere positivo, va de 1.5 a2 mm de aumento a la primera lectura; sin
embargo, en este estudio se considerd positivo a todo animal cuya segunda lectura au-
mentd de 2 mm en adelante, segun el método mencionado por Pouillot et al (1997).
Cabe destacar que la especificidad del ST segtn el mismo autor es de 99.53% y que su
sensibilidad relativa es de 64%.

Las prevalencias encontradas en El Carmen y Santo Domingo (1.08% y 2.17% res-
pectivamente) a RB difieren con las del Programa de Sanidad Animal del Ministerio
de Agricultura y Ganaderia en el afio 1979, en el que se establecié una prevalencia de
9.34% para la provincia de Pichincha y de 7.49% para Manabi, mediante pruebas de
aglutinacion répida en placa por lo que estas provincias fueron caracterizadas como de
alta prevalencia. Zambrano (2002), en el canton El Carmen reporté un 2% de positi-
vidad (25/1.225) diagnosticada mediante la prueba RB, por lo que se puede observar
similitud con los resultados del presente estudio, en el que se obtuvo un 1.08% (5/463) a
RB. Cabe mencionar a diferencia de aquel reporte, la mayoria de animales muestreados
para el presente estudio no eran vacunados, lo que disminuye el riesgo de la presencia
de reacciones cruzadas por esta causa.

Estudios de Mifio & Pico (2003) y Ron (2003) en el cantdn Mejia, encontraron
porcentajes de 22.52% y de 32.11% respectivamente con i-ELISA. A la misma prueba,
en el presente estudio se encontraron porcentajes de 5.62% en El Carmeny 5.29% en
Santo Domingo, lo que denota una prevalencia menor de brucelosis en los cantones
estudiados. Esto puede deberse a que en el canton Mejia gran parte de las explotaciones
ganaderas vacunan a sus animales (reacciones cruzadas), o a que la prevalencia puede
ser mayor debido a factores como manejo, tipo de ganado y control sanitario. Nicoletti
(1983) menciona que pueden observarse diferencias en los resultados entre el nimero
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de casos positivos a la prueba alérgica y a las pruebas seroldgicas, ya que estas dos clases
de pruebas no miden la misma respuesta inmunoldgica, como en el presente estudio.
Los animales también pueden desarrollar reacciones alérgicas durante un largo periodo
seronegativo. Cunningham et al., (1980) afiade que otros animales pueden ser anérgicos,
particularmente los infectados cronicamente. En esta investigacion, se podria establecer
que 16 muestras resultaron positivas a RB e i-ELISA, 43 Gnicamente a i-ELISA y que
ninguna de ellas tuvo resultados positivos al ST, descartdndose que dentro de estos re-
sultados existan reacciones cruzadas con vacunacion.

En la presente investigacion podemos observar que la mayoria de casos se han pre-
sentado en animales de 60 meses en adelante en ambos cantones, lo que es comprensible
segin Akakpo (1987), ya que los animales de mayor edad han tenido mas posibilidades
de contagiarse con la enfermedad. Los resultados muestran que la mayor parte de casos
positivos se han presentado en animales de las razas Bos taurus, sequidos por las razas
Bos indicus. Chantal & Thomas, (1976) y Akakpo, et al., (1984) mencionan que las razas
indicus son mas resistentes, debido a su rusticidad en relacion a las razas taurusy que el
producto de su cruzamiento es mas sensible a la brucelosis que las razas puras.

No se pudo establecer la relacion entre casos positivos y sexo del animal, ya que el
muestreo fue de 1084 (90.36%) hembras y 116 (9.67%) machos, lo que no fue equitativo
y su comparacion no seria correcta. Aunque se hiciera un muestreo equitativo, se debe
considerar lo que menciona Akakpo (1987), quien sefiala que no es posible aclarar la
participacion intrinseca y exclusiva del factor sexo, ya que no puede ser disociado de
factores extrinsecos.

Segln Ensminger, (1987) se debe considerar que no todos los animales que abortan
estan infectados con brucelosis y que no todos los animales infectados con brucelosis
necesariamente abortaran, lo que se observé en los casos de aborto encontrados en el
presente estudio, donde Unicamente 5 se relacionaron con resultados positivos a las
pruebas seroldgicas y de campo.

Segln la OIE (2004) la prueba ST, presenta reacciones cruzadas en animales va-
cunados con Cepa 19; partiendo de esto, podrian considerarse como falsos positivos
los vacunados con esta cepa (n =2) y aquellos cuya vacuna fue desconocida (n =7). A
i-ELISA se encontraron 7 casos positivos dentro de los animales vacunados con RB-51.
Dada la ausencia de cadena O, RB-51 no produce anticuerpos que sean detectables por
pruebas seroldgicas usadas en el diagnéstico de brucelosis. (Olsen, et al., 1996, citado
por Shuring, et al., 2002) Por lo tanto estos animales son verdaderos positivos.

La sensibilidad (Se) de una prueba es la capacidad que tiene la misma de producir

una respuesta positiva en un individuo infectado (Toma, et al., 1996). Van Aert, et al.,
(1984) y Samartino, et al., (1999), citados por Nielsen, (2002) determinan una sensibili-
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dad para RB que va del 21 al 98.3%. En el presente estudio la Se fue de 32%, lo que esta
dentro del rango establecido por los autores previamente mencionados.

El ST es una alternativa para discriminar lar reacciones cruzadas que se presenten
debido a Yersinia enterocolitica y otras bacterias. Y. enterocolitica 0:9 posee una cadena O
muy proxima a la de Brucella de tipo liso y su reaccion cruzada a las pruebas seroldgicas
es la més intensa. En el Ecuador existe Y. enterocolitica, segiin lo menciona la Public
Health Agency of Cafiada (2004), pero no se ha discutido la existencia del serotipo
0:9. Se puede mencionar también que 100 casos resultaron positivos Unicamente al
ST, los que segun la OIE (2004) deben considerarse como positivos, también menciona
que la prueba ST no debe ser usada como Unica prueba diagnostica con el propdésito de
comercio internacional.
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