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RESUMEN

Se estudio la ocurrencia de brucelosis en sueros de caballos pu-
rasangre de carreras mediante las pruebas de fluorescencia pola-
rizada y de ELISA competitiva con el propdsito de conocer la uti-
lidad de estas técnicas de deteccion de anticuerpos y compararlas
con los resultados de las pruebas rosa de bengala y antigeno tam-
ponado en placa. Para ello se analizaron 82 sueros provenientes
de un criadero del municipio Miranda del estado Zulia, Venezuela,
sin antecedentes clinicos, reproductivos ni serologicos de la proble-

mdtica. En base a un andlisis integral de la situacion del rebariio
se demostro la negatividad a la enfermedad. Ante ese resultado, se
procedio a la determinacion de un umbral diagndstico adaptado a
las condiciones de la region. Estas proyecciones indican que resul-
tados superiores a 85,3 unidades de milipolarizacion para fluores-
cencia polarizada e inhibicion >26,3% para ELISA-c son sugesti-
vos de enfermedad en esta especie. Se cuestiona la utilidad de las
pruebas de aglutinacion.

USE OF POLARIZED FLUORESCENCE ASSAY AND COMPETITIVE ELISA TEST FOR THE DIAGNOSIS OF

BRUCELLOSIS IN THOROUGHBRED RACING HORSES

Alfredo Sanchez-Villalobos, Mardon Rodriguez-Vargas, Luis Becerra-Ramirez and Robert Cordero

SUMMARY

The occurrence of brucellosis in thoroughbred racing horses
was studied using the fluorescence polarization assay and com-
petitive ELISA test, in order to determine the value of these
techniques for the detection of antibodies in blood serum and to
compare them with the bengal rose and buffered plate antigen
tests. A total of 82 sera of from a husbandry in the municipality
of Miranda, Zulia state, Venezuela, without any clinical, sero-
logical or reproductive disease signs were analyzed. Based on

an analysis of the status of the herd, negativity to the disease
was proven. Given this result, the determination of a diagnostic
threshold adapted to the conditions of the region was carried
out. The results indicate that more than 85.3 milipolarization
units for fluorescence polarization and >26.3% inhibition for
ELISA-c are suggestive of disease in this species. The usefulness
of the agglutination tests is questioned.

Introduccion

La infeccién por Brucella
en los equinos (Equus ca-
ballus) suele pasar desaper-
cibida al mantener una con-
dicién latente y/o subclinica
(Acosta-Gonzalez et al., 2006)
que solo se manifiesta bajo
condiciones particulares, atn
no precisadas (Cuello et al.,
1983; Mcgiven et al., 2003).
En tales casos pueden eviden-
ciarse variadas formas, inclu-

yendo enfermedad generaliza-
da, osteoartritis, osteomielitis,
tenosinovitis, bursitis, infertili-
dad en machos, nacimiento de
potros débiles de bajo peso e
incluso abortos (Collins et al.,
1971; Mcgiven et al., 2003).
La lesiéon mads caracteristica
se describe como una bursitis
supraespinosa que cursa con
ulceracién y presencia de ma-
terial purulento (Collins et al.,
1971). A diferencia de otras
especies, el aborto no es una

condicién frecuente (Hinton
et al., 1977), posiblemente
debido a los bajos niveles de
eritritol en placenta y liquidos
fetales de las yeguas.
Tampoco estd bien defini-
do el papel que desempeiian
estos animales dentro de la
epizootiologia de la enferme-
dad (Milk, 1974; Omer et al.,
2000). Algunos investigado-
res advierten de su rol como
reservorio de B. abortus y B.
suis (Lord et al., 1986; Sam-

per y Tibary, 2006) y detallan
su importancia en la propaga-
cién de la enfermedad a otras
especies, incluyendo al hom-
bre (Cuello et al., 1983; Lord
et al., 1986), mientras otros,
si bien reconocen que la posi-
bilidad de transmision existe,
refieren una mayor resisten-
cia en los caballos, sefialando
que no se conoce de casos de
transmisién de un equino a
otro y que la seropositividad
en esta especie responde solo
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UTILIDADE DAS TECNICAS FLUORESCI:]NCIA POLARIZADA E DO INMUNOENSAIO ENZIMATICO DE
COMPETENCIA PARA DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS EM CAVALOS PURASANGUE DE CARRERAS

Alfredo Sanchez-Villalobos, Mardon Rodriguez-Vargas, Luis Becerra-Ramirez e Robert Cordero

RESUMO

Estudou-se a ocorréncia de brucelosis em soros de cavalos pu-
rasangue de corridas mediante as provas de fluorescéncia polari-
zada e de ELISA competitiva com o propdsito de conhecer a uti-
lidade destas técnicas de detecg¢do de anticorpos e comprard-las
com os resultados das provas rosa de bengala e antigeno tampo-
nado em placa. Para isto foram analisados 82 soros provenientes
de um criadouro do municipio Miranda do estado Zulia, Vene-
zuela, sem antecedentes clinicos, reprodutivos nem serologicos da

problemdtica. Com base em uma andlise integral da situagdo do
rebanho foi demonstrada a negatividade a enfermidade. Diante
desse resultado, se procedeu a determinacdo de um umbral diag-
nostico adaptado as condigcoes da regido. Estas projecoes indi-
cam que resultados superiores a 85,3 unidades de milipolarizacdo
para fluorescéncia polarizada e inibicdo >26,3% para ELISA-c
sdo sugestivos de enfermidade nesta espécie. Questiona-se a utili-

dade das provas de aglutinagdo.

a una alta tasa de enfermedad
en los bovinos y porcinos con
los cuales coexisten (Cvetnic
et al., 2005). En tales casos,
la ingestién de material con-
taminado se describe como
la principal via de infeccion,
sin descartar la penetracion
por heridas y laceraciones. La
ruta usual de transmisién es a
través de la contaminacion de
alimento y agua con excre-
ciones corporales (Collins et
al., 1971).

La determinacién inequivo-
ca de la infeccion solo puede
realizarse por cultivo e identi-
ficacién (Collins et al., 1971;
Lord et al., 1986: Lucero et
al., 2008), pero los incon-
venientes concernientes a su
implementacion, que incluyen
dificultades de procesamiento,
manejo de cultivos, y mues-
tras que requieran de niveles
muy altos de biocontencidn,
ademads del bajo porcentaje
de aislamientos, hace que ese
no sea un método util para
un diagnéstico oportuno (Co-
llins et al., 1971; Milk, 1974,
Lord et al., 1986; ; Vargas,
2002; Acosta-Gonzalez et al.,
2006; Samper y Tibary, 2006;
Lucero et al., 2008). Por ta-
les motivos, el diagnéstico
préctico se basa en métodos
serolégicos. Sin embargo, no
existe una prueba unica que
permita definir cada situacién
individual o epidemioldgica.
Ello es especialmente critico
para los equinos, ya que hasta
ahora no se ha disefiado ni
estandarizado ensayo alguno
para el diagnéstico de la bru-
celosis en esta especie. Los
métodos seroldgicos emplea-
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dos para la deteccion de la
enfermedad han sido desarro-
llados especialmente para su
aplicacién en bovinos (Vargas,
2002; Mcgiven et al., 2003;
Ocholi et al., 2004; Nielsen
et al, 2005; OIE, 2006), no
existiendo criterios claros y
uniformes sobre su utilizacién
e interpretacion de resultados
en equinos.

En Venezuela se ha resefia-
do (Lord et al., 1986) que el
79,46; 6,33 y 7,26% de sue-
ros de equinos provenientes
de fincas y caballerizas con
antecedentes de infertilidad,
abortos y bursitis supurativas,
localizadas en los estados
Aragua, Carabobo, Yaracuy,
Guarico, Portuguesa, Cojedes
y Apure, resultaron con anti-
cuerpos detectables mediante
las técnicas de seroaglutina-
cién répida en placa (SAP),
fijacién de complemento (FC)
y la prueba de rosa de ben-
gala (RB), respectivamente.
Estos resultados y el aisla-
miento de Brucella abortus
biotipo 1 permitieron a los
autores afirmar que la bru-
celosis equina se encontraba
diseminada por todo el terri-
torio nacional (Lord et al.,
1986).

En la actualidad, para el
diagndstico de esta enferme-
dad se encuentran disponibles
técnicas de alta precision, ta-
les como el inmunoensayo
enzimdtico de competencia
(ELISA-c) y fluorescencia po-
larizada (FP), que han sido
usadas con éxito en diferentes
especies animales y han de-
mostrado alta sensibilidad y
especificidad (Nielsen et al.,

1998; Mcgiven et al., 2003;
D’Pool et al., 2004; Sanchez-
Villalobos et al., 2008). Sin
embargo, para los équidos
y, en especial, para el caba-
llo purasangre de carreras
(CPSQC), la situacion referen-
te a la brucelosis en Vene-
zuela es desconocida y no se
cuenta con estdndares para la
interpretacién de resultados
de pruebas tradicionales o
actuales. Los objetivos de este
estudio fueron determinar el
valor umbral o de corte para
estas técnicas; estudiar su
factibilidad en el diagndstico
en la especie y esta raza; vy,
determinar la ocurrencia de la
enfermedad en un criadero del
estado Zulia.

Materiales y Métodos
Poblacion y muestra

En Venezuela existen 69
establecimientos dedicados a
la cria de CPSC (Superinten-
dencia, 2008). De ellos, siete,
con un total de 178 animales,
se ubican en el estado Zulia.
El presente trabajo se realizé
en uno de los mds importan-
tes establecimientos de cria
de ese estado, ubicado en el
municipio Miranda. EI ma-
nejo de los animales es semi-
intensivo, la mayor parte del
tiempo en establos individua-
les. La alimentacién se basa
en concentrados comerciales
y cortas estadias en potreros
sembrados con pasto bermuda
(Cynodon dactylon), recur-
so forrajero que en época de
lluvias es cortado y ofrecido
directamente en el establo.

Unidad de andlisis

La unidad de andlisis pri-
maria consistié en muestras
sanguineas obtenidas a partir
de cada uno de los equinos
mayores de 6 meses de edad,
sumando un total de 82 ani-
males, independientemente
de su origen, sexo o estado
fisico. De cada animal se re-
colect6 4-6ml de sangre por
puncién de la vena yugular,
para obtencién de suero san-
guineo. Dos horas después,
las muestras fueron sometidas
a centrifugacién (Clay Adams,
Serofuge 2002, EEUU) a
1500g durante 10min.

Procesamiento

En atencién a las recomen-
daciones de la OIE (2006)
que considera a la prueba
SAP como inadecuada para
el diagndstico de brucelosis
animal a efectos del comercio
internacional, y a la sefiali-
zacién respecto a que FP y
ELISA-c son similares o su-
periores a FC, asi como que
son mds faciles de realizar
técnicamente y mds consisten-
tes, se decidié a los fines de
este estudio, la no inclusion
de SAP, ni de FC.

Prueba de rosa de bengala
(RB)

La RB se fundamenta en
una reaccién antigeno-anti-
cuerpo con inhibicién de al-
gunas aglutinaciones inespe-
cificas por accién del pH bajo
(Omer et al., 2000; Vargas,
2002; Mcgiven et al., 2003;
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Nielsen et al., 2005). Se
empled un antigeno colo-
reado corpuscular de 8%
de concentracién celular en
una solucién tope a pH 3,6
proveniente del laboratorio
Pourquier, Francia. La prue-
ba se realizé de acuerdo al
formato de la OIE (2006).
Las reacciones que presenta-
ron grumos de aglutinacion,
grandes o pequefios, se con-
sideraron positivos.

Partiendo de dicho anti-
geno, y siguiendo lo reco-
mendado por Garin-Bastuji et
al., 2006, adicionalmente se
prepard una dilucién en solu-
cién salina amortiguada con
acido lactico e hidroxido de
sodio al 3% con el cuidado de
mantener un pH entre 3,6 y 3,8
y se utilizé bajo el mismo pro-
tocolo diagnéstico. Una segunda
modificacion a la técnica con-
sistié en el simple incremento
del volumen de suero a 80ul,
respetdndose el resto de las
especificaciones.

Prueba del antigeno
tamponado en placa (BPA)

El antigeno para esta prueba
de aglutinacion fue provisto por
el laboratorio Azul (Argentina),
elaborado a partir de la cepa
1119-3 de Brucella abortus en
suspension amortiguada a una
concentracién celular del 11%
y pH ajustado a 3,70 +0,03. La
técnica se ejecutd siguiendo las
recomendaciones del manual
para animales terrestres de la
OIE (2006). Cualquier reaccion
visible se consider6 positiva.

ELISA competitivo

El ELISA-c utilizado (SVA-
NOVIR® Brucella abortus,
Svanova Biotech, Suecia) fue
disefiado para detectar anticuer-
pos especificos contra Brucella
abortus. Las muestras de suero
fueron expuestas a un antigeno
lipopolisacdrido de la bacteria
(S-LPS) unido al fondo de los
pocillos de una microplaca de
poliestireno, conjuntamente con
la adicién de un anticuerpo
monoclonal de ratén especifico
para un epitope sobre una por-
cion del polisacdrido O del S-
LPS. Después de la incubacion,
la microplaca fue lavada y se

TABLA 1 )
OCURRENCIA DE BRUCELOSIS EN RELACION
A LAS PRUEBAS SEROLOGICAS EMPLEADAS

RB RB 3% RB 80 BPA FP ELISA-c

0/56 (0%)d  0/56 (0%)d

0/2 (0%)

Yeguas 11/56 (19,6%)b  1/56 (1,8%)d 23/56 (41,1)a 10/56 (54)c

Potros 5124 20,8%)b  2/24 3,6%)c 724 (292%)a  4/24 (16,7%)b  0/24 (0%)d 0/24 (0%)d
Sementales 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%)

Totales 16/82 (19,5%)b  3/82 (3,7%)c  30/82 (36,6%)a 14/82 (171%)b  0/82 (0%)d 0/82 (0%)d
J de Youden Aglutinacién / Unién primaria= 0,127 FP / ELISA-c= 0,987

RB: prueba de rosa de bengala, RB 3%: rosa de bengala concentracion 3%, RB 80: rosa de bengala con 80ul de suero,
BPA: prueba del antigeno tamponado en placa, FP: fluorescencia polarizada, ELISA-c: ensayo inmunoenzimatico compe-

titivo. Letras distintas en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (P>0,05).

agregd un conjugado formado

por un anticuerpo contra IgG
de rat6n obtenido en cabras li-
gado a una enzima peroxidasa,
el cual se une a cualquier anti-
cuerpo monoclonal que se haya
fijado al S-LPS de la placa. La
aparicién de color se debid a la
conversion del sustrato por el
conjugado y la densidad Optica
fue medida en un espectrofo-
tometro Elx 800 (Bio-Tek Ins-
truments ®, EEUU) a 450nm
(OIE, 2006).

La validez de la prueba se
establecié segun criterios es-
tablecidos por el fabricante,
los cuales se cumplieron satis-
factoriamente. Posteriormente
se calcularon los valores de
densidad optica (OD) para los
controles y las muestras, que
conllevaron al porcentaje de
inhibicién, PI= 100 - (OD del
control o muestra x 100 / OD
del control conjugado)

De acuerdo a las instruccio-
nes del fabricante del estuche,
todo resultado con PI>30 se
considerd positivo. Una vez
finalizada la evaluacién de los
sueros fue posible recalcular un
punto de corte adecuado a las
condiciones del estudio.

Fluorescencia polarizada

La prueba se basa en la rota-
cién aleatoria de las moléculas
en solucion, siendo el tamarfio
molecular el principal factor
que influencia la velocidad, con
una relacién de proporcionali-
dad inversa. Al afiadir el suero
problema para detectar la pre-
sencia de anticuerpos y agregar
un antigeno de pequefio peso
molecular marcado con un fluo-
rocromo, es posible determinar
el tiempo de rotacién. La unién
con el antigeno marcado provo-
ca un descenso en su velocidad
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) TABLA II
CALCULOS PRELIMINARES DEL PUNTO DE CORTE
Promedio DE Prom Prom
+2(DE) +3(DE)
FP (unidades de mP) 74,28 3,67 81,6 85,3
ELISA-c (% inhibiciéon)  15,11% 3,74 22,6% 26,3%

DE: desviacion estdndar, Prom: promedio.

rotacional, que puede ser medi-
da ya que una molécula gran-
de emite mds luz en un tnico
plano (més polarizada) que una
pequefia que gira mds deprisa
y emite luz menos polarizada
(OIE, 2006). Para la prueba se
empled como antigeno un frag-
mento de bajo peso molecular
(media de 22kD) del OPS del
sLPS de B. abortus (S1119-3)
marcado con isotiocianato de
fluoresceina proveniente de Dia-
chemix DLL, EEUU.

Para la determinacién se di-
luy6é 10ul de cada suero san-
guineo problema en Iml de
solucién tampdn y se sometio,
tras incubacién por 5Smin, a
una lectura inicial en un equipo
portatil (Sentry 100, Diachemix
DLL, EEUU). A esta mezcla
se agregaron 10ul del antige-
no conjugado con fluoresceina
y tras 2min se sometié a una
segunda lectura (Nielsen et al.,
1998; Mcgiven et al., 2003). El
resultado se expresd en unida-
des de milipolarizacién (mP).
La prueba se consider6 vélida
de acuerdo al criterio de verifi-
cacion del fabricante, al encon-
trarse que los sueros controles
negativos y positivos bovinos
se mantuvieron dentro de los
valores estandares.

Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos se or-
ganizaron, analizaron y pre-
sentaron mediante estadistica
descriptiva (Argimoén-Pallds y

Jiménez-Villas, 2004), lo cual
permitié definir de forma pre-
cisa las variables estudiadas.
Se determiné la proporcién de
positivos y negativos en cada
prueba. Los resultados compa-
rativos entre pruebas fueron es-
tudiados utilizando el programa
Win Episcope 2,0 al igual que
la determinacion de los puntos
de corte (cutoff) de los ensayos
y pardmetros estadisticos. El
programa se obtuvo de http://in-
fecepi.unizar.es/ratio/soft_sp.htm.

Resultados y Discusion

Los resultados seroldgicos
generales de la investigacion se
detallan en la Tabla I, donde
se aprecia un significativo des-
acuerdo entre las distintas prue-
bas diagndsticas. Por un lado
se evidencia variacion entre la
data proveniente de las prue-
bas de aglutinacién respecto a
los resultados de los ensayos
fundamentados en la unién pri-
maria antigeno-anticuerpo (J de
Youden= 0,127). Por otro lado,
se muestra inconsistencia entre
los hallazgos de las pruebas de
aglutinacién (BPA, RB y sus
modificaciones). Solo los datos
provenientes de FP y ELISA-
c reflejan congruencia (J de
Youden= 0,987).

Pruebas de aglutinacion
Al evaluar entre si los re-

sultados de la aplicacién de
BPA y RB se determina que
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no existen diferencias estadisti-
cas significativa (P>0,05) entre
ellas, lo que permite afirmar
que poseen similar capacidad
diagndstica para el estudio de
la brucelosis en los CPSC,
aspecto que ha sido sefialado
también para otras especies
(Mcgiven et al., 2003; Nielsen
et al., 2005; Sanchez-Villalobos
et al., 2009). Dado que estas
pruebas son consideradas como
pruebas tamiz en el estudio de
la brucelosis animal, requirien-
do ratificacién posterior (NOR-
MA, 2003) a través de los mé-
todos confirmatorios descritos
por la OIE y aqui empleados,
todas las reacciones se clasifica-
ron como falsos positivos.

La variabilidad de los re-
sultados proveniente de las
pruebas de aglutinacién puede
explicarse, entre otras causas,
por su escasa especificidad y
relativa sensibilidad, que se
acompaiian de limitados valores
de prediccidén positiva (Nielsen
et al., 1998; Vargas, 2002; Mc-
given et al., 2003; Nielsen et
al., 2005; Sanchez-Villalobos
et al., 2009). Ello define que
una reaccion positiva no nece-
sariamente se corresponde en
forma directa con el verdadero
estado de enfermedad de los
animales. Similares opiniones
han sido emitidas por otros
autores (Milk, 1974; Lord et
al., 1986; Omer et al., 2000;
Acosta-Gonzalez et al., 2006).
Esa baja capacidad diagndstica
de las pruebas de aglutinacién
puede explicar la alta variabili-
dad encontrada en resultados de
estudios dentro de una region,
donde por ejemplo se han re-
portado fluctuaciones que van
desde 0,5 a 40% (Cuello et al.,
1983). En Venezuela también se
ha resefiado (Lord et al., 1986)
este hecho, el cual ha preten-
dido explicarse argumentando
corresponsabilidad por el tipo
de antigeno, grado de exposi-
cion, labor de los caballos y
manejo dentro de la explota-
cion, inclusive.

Los falsos positivos también
pudiesen deberse a reacciones
cruzadas con otras bacterias
Gram negativas que comparten
un lipopolisacdrido superficial
similar al que presenta Bru-
cella (Godfroid et al., 2002;
Gall et al., 2006). Dentro de
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estas bacterias se puede citar a
Eschericia coli O:116 y 0:157,
Francisella tularensis, Salmo-
nella serotipos Kauffman-White
del grupo N, Pseudomona mal-
tophilia y Yersinia enterocoli-
tica serotipo O:9. Estas inte-
racciones han sido estudiadas
con atencién en los bovinos
(Mainar-Jaime et al., 2005),
por lo que es factible que en
el CPSC también sean causa
importante de interferencia en
el diagndstico de brucelosis.

Las modificaciones im-
plementadas en relacién a la
metodologia de RB (RB80 y
RB3%) produjeron importan-
tes variaciones que deben ser
particularizadas. La utilizacién
de 80ul de los sueros proble-
mas frente a 30ul del antigeno
(RB80), generd un incremento
importante en el nimero de
reacciones inespecificas, que
pudiera conllevar a una sobre-
estimacion de la prevalencia de
la enfermedad y conclusiones
desacertadas. Es conocido que
diversos factores pueden inducir
resultados erréneos, tales como
la vacunacién, edad y presencia
de otros gérmenes. En el caso
estudiado, dado que no se prac-
tica vacunacién antibrucela en
los equinos, solo la presencia
de otras bacterias y/o la edad
de los animales pueden consi-
derarse causales de reactividad
cruzada (Milk, 1974; Acosta-
Gonzélez et al., 2006).

La implementacién de un
antigeno experimental prepara-
do a una concentracién celular
del 3%, produjo un nimero
reducido de falsos positivos, al
identificar tres animales reac-
cionantes, dos de ellos potros.
Estos resultados muestran mejor
adecuacion al estudio seroldgico
de la enfermedad, incluso supe-
rior a la prueba original. Simi-
lar situacién ha sido descrita en
caprinos, donde la utilizacién
de la prueba con antigeno al
8% se considera inadecuada
(Diaz-Aparicio et al., 1999;
Garin-Bastuji et al., 2006). Sin
embargo, nuevos estudios son
necesarios para llegar a conclu-
siones validas en equinos.

En el presente reporte, la va-
riabilidad mostrada respecto
a RB y sus opciones proviene
unica y exclusivamente de las
modificaciones implementadas,

sugiriendo que a medida que se
incrementa la concentracion ce-
lular del antigeno o la cantidad
de anticuerpos en la prueba, se
eleva el nimero de reacciones
inespecificas, que no correspon-
de a infeccién con Brucella, ya
que no pudieron ser confirma-
das por las pruebas con otro
tipo de fundamento. Dichas
variaciones se corresponden
con las condiciones mismas de
aplicacién de los ensayos y no
con la enfermedad.

Ensayos de union primaria

Los resultados de FP y ELI-
SA-c tuvieron medias y valores
préximos a los obtenidos para
los controles negativos sumi-
nistrados por los fabricantes.
En el caso de FP, mientras la
media de control negativo se
establecio en 71,0mP, los sueros
problemas estudiados mostraron
un promedio de 74,28 +3,67mP.
En dos casos, ambas yeguas
madres, la diferencia obteni-
da entre el promedio del valor
negativo y la lectura del suero,
arrojo un valor cercano a 10mP.
La empresa fabricante del estu-
che (Diachemix LLC, EEUU)
sugiere establecer como limite
diagnéstico un diferencial supe-
rior a 10mP para la interpreta-
cion de los resultados dentro de
los EEUU, criterio preliminar
que se asumid en este trabajo.

Los datos provenientes del
ELISA-c mostraron como valor
medio de inhibicién (PI) de
15,11 +3,74%, cifras que se co-
rrespondieron al valor del con-
trol negativo. El médximo valor
registrado correspondi6 a un PI
de 21,37%. Si bien, ELISA-c
fue diseflado para el estudio
de brucelosis en los bovinos,
ovinos y caprinos, gracias a su
capacidad de discriminar entre
animales sanos, vacunados y
enfermos (D'Pool et al., 2004;
OIE, 2006), no existen razones
por las cuales no pueda em-
plearse en el diagndstico de
equinos u otras especies. De
acuerdo a las recomendaciones
del fabricante (Svanova Bio-
tech AB, Suecia) las muestras
con PI 230% se consideran
positivas.

En virtud de estos resultados
—incuestionablemente negati-
vos—, sumados a la inexisten-

cia de antecedentes (clinicos
y serolégicos), a los estudios
epidemiolégicos (cardcter infec-
tocontagioso de la enfermedad),
manejo de la explotacién (no
existencia de reservorios, ni
co-pastoreo), en concordancia
con la normativa vigente en
Venezuela (NORMA, 2003) y
criterios de la OIE (2006), se
concluy6 que, para el momento
en que se realizé el estudio, no
existian animales positivos a
brucelosis en el criadero.” Da-
dos los datos epidemiolégicos
de la explotacion, que demues-
tran que los animales estdn
reducidos a una propiedad ce-
rrada donde no hay co-pastoreo
ni se crian otras especies que
pudiesen actuar como reservo-
rios de Brucella en origen; el
caracter infectocontagioso de
la enfermedad, y de acuerdo a
los criterios de la OIE (2006) y
la norma vigente en Venezuela
para el control y erradicacion
de brucelosis (NORMA, 2003),
se concluye que, para el mo-
mento en que se realizo el estu-
dio, no existian casos positivos
de brucelosis en el criadero.

Determinacion de los valores
umbrales

Para determinar los valores
de corte para FP y ELISA-c
existen alternativas tales como
comparacién con una prueba
de oro o, en caso contrario, la
comparacién con otra técnica
de alta sensibilidad y especifici-
dad. Dado que las pruebas tra-
dicionales que se utilizan en el
diagnéstico de brucelosis, a la
luz de experiencias realizadas
en Venezuela y otros paises no
tienen atributos de sensibilidad
y especificidad suficientes, no
pueden ser consideradas como
prueba de oro para la deter-
minacién del valor de corte
(D’Pool et al., 2004; Nielsen et
al., 2005; OIE, 2006; Sanchez-
Villalobos et al, 2008).

Dado que no se logré demos-
trar la existencia de animales
positivos, fue imposible una se-
paracion en frecuencias, por lo
que tampoco fue viable utilizar
el andlisis de las caracteristicas
del operador receptor (andlisis
ROC) para determinar el va-
lor umbral (cutoff) y describir
directamente la sensibilidad y
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especificidad de las pruebas
diagnésticas comparadas (Ja-
cobson, 1998). Por esto tampo-
co fue posible calcular valores
predictivos, indice Kappa y
distribucién de frecuencias. En
atencion a ello se considerd
valido proceder al estudio de
un umbral diagndstico adaptado
a las condiciones de la region
donde se llevé a cabo la inves-
tigacion. Este punto de corte
permitird inferencias directas
sobre el nivel de anticuerpos
presentes, diferenciado negativi-
dad de enfermedad, permitien-
do la introduccién preliminar
de estas pruebas diagndsticas
en esta especie (Wright et al.,
1993).

De acuerdo a estudios de ca-
sos con tales caracteristicas, ese
cdlculo puede lograrse mediante
la sumatoria de cada promedio
mds dos o tres veces la desvia-
cién estdndar de dicho cémputo
(Wright et al., 1993; Jacobson,
1998). Las proyecciones su-
gieren que dado el bajo nivel
de anticuerpos cuantificables
detectados por ambas pruebas,
el umbral de separacién entre
negatividad y enfermedad se
encuentra en niveles inferiores
a los establecidos para otras
especies. Para FP, un valor de
corte de apenas 85,3mP, dista
bastante de aquel de 94,0 uni-
dades asumido en Argentina
como punto de corte fijo en la
interpretacién de los resultados
en los bovinos (Nielsen et al.,
1998). En el caso de ELISA-
c, la data sugiere considerar
infectado a todo CPSC con PI
>26,3%. Dado que se trata de
un estudio sin precedentes no
es posible establecer compara-
ciones, ni discusiones directas,
necesitindose nuevas investiga-
ciones al respecto.

Conclusiones y
Recomendaciones

El conjunto de CPSC que
integraron la poblacién estu-
diada se considerd negativo
a brucelosis, pese a que a las
pruebas basadas en mecanis-
mos de aglutinacion resultasen
con una moderada a alta tasa
de reacciones que involucraron
desde el 3,7 al 36,6% de los ca-
sos estudiados. Estas reacciones
se consideraron inespecificas, al

no poder ser confirmadas me-
diante la utilizacién de pruebas
confirmatorias de unién prima-
ria. En consecuencia, los resul-
tados permiten proponer como
umbral o corte, los valores de
85,3 unidades de mP para el
ensayo de FP y un PI de 26,3%
para el método de ELISA-c,
con lo cual se hace posible la
utilizaciéon de ambas pruebas
en el diagnéstico de brucelosis
en esta especie. Caso contrario,
bajo las condiciones del estudio,
las pruebas RB y BPA resul-
taron poco confiables para la
identificacién de la brucelosis
equina, razén por la cual no se
recomiendan.
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