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RESUMEN

Las pruebas seroldgicas oficiales para el diagnéstico de brucelosis en nuestro pais son BPA, SAT y SAT-2ME.
Estas pruebas requieren una alta carga laboral y su lectura es subjetiva. La OIE recomienda el uso de la FC o del
ELISA, més sensibles y especificas. Por lo tanto, el desarrollo de un ELISA para brucelosis, accesible para
cualquier tipo de laboratorio de diagnéstico y desarrollado totalmente en el pais, seria una herramienta
importantisima para el diagnostico de esta enfermedad.
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INTRODUCCION

La brucelosis bovina es una infeccion causada por una bacteria, la Brucella abortus , que puede ser
responsable de abortos en vacas. La infeccion natural o experimental con cepas de Brucella abortus virulentas va
seguida de la formacion de anticuerpos tipo IgM e 1gG, pero el titulo de anticuerpos tipo IgM declina
rapidamente, mientras que el titulo de IgG tiende a permanecer alto mientras el animal esté infectado. En animales
con infeccidn cronica la IgG es la inmunoglobulina principal y muchas veces es el Unico anticuerpo detectable.

En nuestro pais los rodeos de vacas lecheras son sometidos a estudios periddicos para determinar su estado
sanitario utilizando técnicas seroldgicas. Para evitar la interferencia de anticuerpos vacunales en el diagnéstico de
los animales adultos, las hembras jovenes se vacunan entre los 3 y 10 meses de edad y en el 95% de los casos
estos anticuerpos desaparecen antes los 18 meses de edad.

Las pruebas seroldgicas oficiales en nuestro pais son la seroaglutinacién en tubo (SAT) y SAT con 2-
mercaptoetanol (SAT-2ME), denominadas Pruebas Complementarias (PC), y se utilizan para el diagndstico
definitivo de sueros reactivos para la prueba de aglutinacion a pH acido (BPA). Estas PC requieren una alta carga
laboral y su lectura es subjetiva. En caso de ser necesario confirmar un resultado, la técnica de referencia
internacional es la Fijacion del Complemento (FC). La OIE en su manual de estandares de 1996 (cap. 3.2.1.)
sugiere que las pruebas complementarias son menos sensibles y especificas que otras pruebas serolégicas (como
FC o ELISA), por lo cual deberia evitarse su uso en caso de disponer de estas otras pruebas.

Por lo tanto, la posibilidad de disponer de un reactivo ELISA para brucelosis accesible para cualquier tipo de
laboratorio de diagndstico y desarrollado totalmente en el pais, seria una herramienta de mucha importancia para
el diagndstico serolégico de la brucelosis.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y evaluar un enzimoinmunoensayo en fase solida (técnica ELISA)
para la determinacion de anticuerpos especificos 1gG anti-Brucella en sueros bovinos.

MATERIALES Y METODOS

El reactivo ELISA desarrollado utiliza antigenos de Brucella abortus (cepa 1119) inmovilizado sobre
policubetas de poliestireno de 96 pocillos (COSTAR, en 12 tiras de 8 pocillos separables). Se incubaron 100ml de
cada muestra diluida 1:200 en buffer proteico por 30 minutos a 37°C. Luego de cinco lavados se incubd un
conjugado anti-lgG bovino con peroxidasa por 30 minutos a 37°C. La reaccion se revel6 utilizando el sistema
cromogénico TMB/agua oxigenada, con lectura a 450/630nm. Se determind la relacion (REL) entre los valores de
densidades Opticas (DO) obtenidas de las muestras individuales y las DO obtenidas de un pool de sueros negativos
provenientes de un establecimiento libre de brucelosis. Los resultados fueron estudiados utilizando el programa
MedCalcO, para determinar el valor de corte (cut-off) del ensayo y parametros estadisticos.

Para este estudio se procesaron en total 1878 sueros bovinos evaluados por BPA, PC y FC y agrupados en dos
paneles. EI panel n® 1 estaba constituido por 1412 sueros evaluados por BPA y FC, de los cuales 1255 fueron
negativos y 157 positivos. El segundo panel (n° 2) estaba constituido por 466 sueros evaluados por BPA y PC
(SAT-2ME). En este ensayo se compard la reactividad del ELISA frente a la reactividad de PC en su conjunto y
frente a SAT-2ME.
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RESULTADOS

Frente a los 1412 sueros del panel n° 1, la sensibilidad obtenida fue del 99,4% vy la especificidad del 99,0%,
con un area bajo la curva ROC de 0,993 (IC= 0,987-0,997) con un valor de corte para el ensayo de REL=4. La
concordancia entre FC-ELISA fue k= 0,96 (p<0,001) (Figurasn® 1y 2).

Figura 1: Curva ROC ELISA vs. Fijacion de Complemento
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Figura 2: Frecuencia de muestras positivas y negativas para ELISA
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Se procesd un segundo grupo de sueros (panel n® 2) de 466 sueros evaluados por BPA y PC (SAT + SAT-
2ME), 262 positivos y 191 negativos, frente a los cuales la sensibilidad obtenida fue del 94,3% y una
especificidad del 96,3%. 13 de los sueros del panel no pudieron ser clasificados por las PC.

Debido a esto, se compar6 la reactividad del ELISA frente a la prueba del SAT-2ME. Con esta prueba, 258
muestras eran positivas y 208 negativas. Frente a SAT-2ME la sensibilidad obtenida fue del 95% vy la
especificidad del 94,2%. Las 18 muestras discordantes entre las dos técnicas evaluadas fueron confirmadas por FC
obteniéndose los siguientes resultados: 9 muestras PC negativas, fueron positivas para FC y ELISA; 9 muestras
PC positivas, fueron negativas para FC y ELISA (tabla n® 1).

Tabla n° 1: Resultado muestras discordantes entre ELISA y SAT-2ME.
FC +; ELISA+ |FC-; ELISA-
SAT-2ME + 0 9
SAT-2ME - 9 0
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DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran una alta sensibilidad y especificidad y una muy buena correlacion de este
ELISA con la FC para el diagnostico de anticuerpos especificos anti-Brucella abortus en sueros bovinos.

Respecto de las técnicas de aglutinacion utilizadas en el pais (SAT, SAT-2ME) se observé una diferencia en
los resultados obtenidos con estas técnicas interpretadas en conjunto o considerando solo SAT-2ME y los
resultados de ELISA. Estos resultados mostraron que las PC arrojaron falsos resultados positivos y negativos, lo
gue hacen que si compararamos la sensibilidad y especificidad de ELISA respecto de las PC, obtendriamos
resultados erréneos. Estos resultados fueron confirmados por FC, y fueron coincidentes con los de ELISA.

Los resultados son concordantes con lo descrito en la bibliografia internacional y abonan lo sugerido por la
OIE en sus estandares.

El reactivo ELISA desarrollado y evaluado en este trabajo podria ser utilizado para el diagnostico seroldgico
de brucelosis en rodeos lecheros, en reemplazo de las pruebas complementarias (SAT y SAT-2ME) utilizadas de
rutina en los laboratorios veterinarios. La muy buena correlacion entre este ELISA y FC, sumado a la rapidez,
sencillez y objetividad de la técnica hacen que sea una herramienta muy Util para aplicar en los planes de control
de Brucelosis, aumentando la confiabilidad del diagndstico con una disminucion en el tiempo y costos de
operacion.
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