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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el
articulo 18° de la ley 16.065 (ley de creacion del INIA), con el destino de financiar
proyectos especiales de investigacion tecnoldgica relativos al sector agropecuario del
Uruguay, no previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectacion preceptiva del 10% de los recursos del INIA
provenientes del financiamiento béasico (adicional del 4o0/00 del Impuesto a la Enaje-
nacion de Bienes Agropecuarios y contrapartida del Estado), con aportes voluntarios
gue efectien los productores u otras instituciones, y con los fondos provenientes de
financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucion de proyectos de investiga-
cion en forma conjunta entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales,
y una herramienta para coordinar las politicas tecnoldgicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas
presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacion, o por sus
instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigacion, de
acuerdo a temas definidos por si o en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro
organismo con capacidad para ejecutar la investigacién propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacion de recursos del
FPTA para financiar proyectos, de acuerdo a su potencial contribucion al desarrollo del
sector agropecuario nacional y del acervo cientifico y tecnoldgico relativo a la
investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las
diferentes areas de investigacion, asesora y facilita la presentacion de proyectos a los
potenciales interesados. Las politicas y procedimientos para la presentacién de
proyectos son fijados periédicamente y hechos publicos a través de una amplia gama
de medios de comunicacion.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnoldgicas con
instituciones publicas y privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos.
De esta manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestruc-
tura instalada, lo que resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales
para resolver problemas tecnoldgicos del sector agropecuario.

El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a
la consolidacion de un sistema integrado de investigacion agropecuaria para el
Uruguay.

A través del Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA ha
financiado numerosos proyectos de investigacion agropecuaria a distintas institucio-
nes nacionales e internacionales. Muchos de estos proyectos han producido resulta-
dos que se integran a las recomendaciones tecnoldgicas que realiza la institucion por
sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resulta-
dos se considera contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su
relevancia, el potencial impacto de sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte
al conocimiento cientifico y tecnoldgico nacional e internacional, hacen necesaria la
amplia difusién de estos resultados, objetivo al cual se pretende contribuir con esta
publicacion.
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IDENTIFICACION DEL
PROBLEMA

Uruguay inicié6 un Plan Nacional de
Erradicacion de la Brucelosis Bovina a
partir del afio 1998. Este plan implicaba
la suspension de la vacunacion, el refuer-
zo de las actividades de vigilancia, la
eliminacion de los reactores y el sanea-
miento de los predios con animales posi-
tivos.

Las actividades de vigilancia en los
establecimientos lecheros se realizaron
a través de la Prueba del Anillo en Leche
(PAL) sobre las muestras compuestas
de leche extraidas de los tanques. Un
PAL positivo lleva a la realizacion de
serologia en el establecimiento. Las ac-
tividades de vigilancia epidemioldgica de
los establecimientos que producen ani-
males para carne, estuvieron basadas en
muestreos en plantas de faena que se
iniciaron a fines del afio 2002 y se man-
tienen e incrementaron hasta la fecha.

La cabafa nacional se monitorea
mediante la exigencia de resultados se-
rolégicos negativos para el ingreso a las
exposiciones, remates ferias, liquidacio-
nes y exportaciones.

La marcha de esta campafia mostro
su primer alerta a partir del afio 2002,
cuando a partir de dos focos iniciales y
mediante muestreos serolégicos realiza-
dos sobre los linderos a ellos por la
Division Sanidad Animal, se detectaron
104 establecimientos positivos en gana-
deria de carne en el departamento de
Rocha. En este departamento se aplico
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en Uruguay
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la cuarentena (interdiccidn) con obligato-
riedad de serologia negativa previa al
movimiento de los ganados susceptibles
en cinco seccionales policiales.

A mediados del 2003 también surgi6
una situacion de preocupacion en el de-
partamento de San José, donde existian
un nimero importante de focos en esta-
blecimientos lecheros, lo cual se agravo
durante el afio 2005 al detectarse como
positivo un campo de recria. Cuando se
inicio este estudio (2007) habia 102 fo-
cos activos en ese departamento, siendo
actualmente (octubre 2011) 13 y de ellos
solo cinco en establecimientos lecheros.

A esta situacién sanitaria, se agrego6
el incremento del diagndstico de algu-
nos casos de brucelosis en humanos de
areas rurales de zonas del departamento
de Rocha, que determinaron, como esta
establecido, la transmisién de informa-
cién entre los servicios locales y centra-
les del MGAP y el MSP para tomar las
medidas que correspondian en forma
coordinada. Estos casos pusieron sobre
la mesa el riesgo que presupone esta
zoonosis para los individuos que deben
estar en contacto con los animales o sus
productos.

En el afio 2005 la Direccion General
credé un Grupo Técnico para delinear un
plan de accion y delinear los caminos a
seguir para controlar la situacion y con-
tinuar con la erradicacion

El grupo técnico analizo la situacion y
concluyo que: De acuerdo a la informa-
cién existente el objetivo final era alcan-
zar nuevamente los niveles de prevalen-
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cia adecuados para continuar la erradi-
cacion de la Brucelosis bovina en todo el
territorio nacional.

Dentro de los principales cambios
introducidos se destaca la vacunacion
con RB51 en el departamento de San
José y la obligatoriedad de realizar sero-
logia en todos los establecimientos le-
cheros para la refrendacion anual.

El principal motivo para el cambio en
la utilizacion de la Prueba de Anillo en
Leche (PAL) por serologia fue que esta
prueba fue cuestionada por diversos ac-
tores como sistema para la deteccién de
animales positivos. Con un rebafio leche-
ro en el entorno de las 450 mil hembras
y con un costo estimado de 2,7 dolares
por reaccién la adopcion de la serologia
obligatoria significo un incremento en el
entorno de 1 millén de délares anuales en
la estrategia de erradicacion.

Esta situacion amerité que el grupo
técnico recomendara evaluar las técni-
cas de diagnéstico y su utilidad en la
campafia, especialmente en lo referente
al PAL y otras pruebas de posible uso
sobre la leche tanque.

Si bien resulta claro la necesidad de
evaluar instrumentos de vigilancia epide-
mioldégica también resulta necesario con-
tar con una herramienta de Apoyo a las
Decisiones que permite combinar las di-
versas estrategias de vigilancia y preven-
cion de forma de buscar la mayor eficien-
cia.

Este estudio busco evaluar las princi-
pales caracteristicas de las pruebas dis-
ponibles para la vigilancia basada en la
leche tanque a través de la comparacion
de la sensibilidad analitica del PAL, com-
parado con tres diferentes kits de ELISA
y la Prueba de Polarizacion Fluorescente
(FPA).

También se trat6 de dotar al programa
con un modelo de simulacién estocasti-
€O que permitiera generar diversos esce-
narios que combinen la vigilancia con
diversos instrumentos y medidas preven-
tivas en busca de una mayor eficiencia
del programa.

ANTECEDENTES Y
JUSTIFICACION

Generalidades

La Brucelosis es una enfermedad in-
fecto-contagiosa producida por bacterias
del género brucella, siendo considerada
por los organismos internacionales como
la zoonosis més difundida del mundo. La
Brucella es una bacteria intracelular fa-
cultativa con predileccion por el sistema
reticulo-endotelial y el tracto y 6rganos
reproductivos. El capitan David Bruce fue
el primero en aislar el agente de la bruce-
losis de las cabras, en 1884 en la isla de
Malta y el profesor L. F. Bang un veteri-
nario danés describio la Brucella abortus
de los bovinos en 1895 ¢4 25,

Dentro del género Brucella se distin-
guen siete especies y cada una tiene un
huésped natural: Br. abortus - bovinos,
Br. melitensis — caprinos, Bruc. suis —
cerdos, Bruc. canis — caninos, Bruc. ovis
- ovinos, Bruc. neotomae — ratas de la
madera del desierto y Bruc. maris — lobos
marinos y delfines.

El factor de mayor relevancia de la
Brucelosis radica primariamente en afec-
tar seriamente la salud humana, ya sea
por contagio directo con: placentas, fe-
tos y secreciones uterinas o por consu-
mo de leche y sus derivados contamina-
dos. La Brucelosis causa graves pérdi-
das econdmicas a la salud publica debi-
do a: tratamientos, hospitalizacion, dias
de ausencia en el trabajo, indemnizacio-
nes y juicios laborales. Por otro lado las
repercusiones econdmicas también son
graves para la produccion animal por:
abortos, esterilidad, merma de la produc-
cién lechera, gastos veterinarios, reposi-
cion de los animales y pérdidas de mer-
cados nacionales e internacionales (9.

En Latinoamérica la enfermedad esta
presente en todos los paises, algunos
como México y Perl con prevalencias
muy altas y otros como Uruguay cuya
prevalencia es baja pero ain se manifies-
tan brotes aislados @ 2 4 1516, 17.30),
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Este proyecto se concentrara en la
brucelosis de los bovinos causada por
Brucella abortus.

Antecedentes Nacionales

Los antecedentes de la Brucelosis
Bovina en el Uruguay, comienzan con el
primer aislamiento e identificacion sero-
I6gica en bovinos que fuera realizada por
Cassamagnaghi en 1926 y su constata-

cién en humanos por Nin y Silva en 1931
(2,3,39)

Las acciones contra esta enfermedad
se iniciaron en 1928, con su inclusién en
el Art. 2 de la Ley 3.606 con lo cual se
torné de denuncia obligatoria. Si bien la
vacuna contra la brucelosis bovina ya
estaba disponible en el pais desde 1946,
recién en 1964 se hace obligatoria su
utilizacién hasta 1996 en que es suspen-
dida por el decreto 522/996 .

El codigo zoosanitario de la Organiza-
cion 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 ningdn animal haya
sido vacunado en los ultimos tres afios y
que todo animal positivo haya sido sacri-
ficado ™. En funcién de esta normativa
una posible estrategia seria declarar al
pais libre a través de la declaracion de
rebafios oficialmente libres.

El objetivo actual es bajar la prevalen-
cia de la enfermedad de forma significa-
tiva, lo cual posibilitara que la gran mayo-
ria de los establecimientos se libren 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 esta-
blecimientos lecheros se ha baso en las
pruebas de anillo en leche tanque (PAL)
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.

Se establecieron criterios para clasi-
ficar los establecimientos a través del
decreto 20/998 del 22 de enero de 1998
6. 1) Este decreto establecid seis cate-
gorias para rebafos lecheros y cuatro

para rebafios de produccion de carne o
mixtos, pero su utilizacién cay6 en el
desuso con el correr de los afios.

También a través de este decreto
(20/998), en todos los casos que se
detecta animales reaccionantes positi-
vos a las pruebas confirmatorias; estos
deben ser eliminados (enviados a sacrifi-
cio) en un plazo de 30 dias a partir de la
fecha del diagnostico.

Justificacion

Si bien las actividades de vigilancia
epidemioldgica en la lecheria se imple-
mentaron en forma inmediata a través del
PAL, los establecimientos para carne
comenzaron a ser vigilados activamente
através de plantas de faenarecién afines
del afio 2002 con una muestra de 18.997
sueros My en muestreos nacionales con
25.332 sueros aleatorios 617,

Como ya se menciond la campafa
mostré su primer alerta en el afio 2002,
cuando se detectaron los 104 estableci-
mientos positivos en ganaderia para car-
ne en el departamento de Rocha. En este
departamento se aplic6 ademas de la
cuarentena (interdiccion), la obligatorie-
dad de serologia negativa previa al movi-
miento de los ganados en cinco seccio-
nales policiales y para acelerar el proce-
so de saneamiento se comenz6 a utilizar
la vacunacion con RB51 (vacuna que no
interfiere con el diagndstico seroldgico),
gue se autorizé a través del decreto 432/
2002 6/11/02 ™.

En los Cuadros 1 y 2 se observa la
evolucion de las prevalencias aparentes
estimadas de los bovinos y rebafios segun
el rubro productivo entre 2002 y 2008 @415,

A mediados del 2003 también surgi6
una situacion de preocupacion en el de-
partamento de San José, donde existian
un numero importante de focos en esta-
blecimientos lecheros. Esta situacion se
agravo en el 2005 al detectarse una serie
de nuevos focos en ese departamento lo
gue obligd a: reglamentar los campos de
recria, extender la vacunacion con RB51
al departamento de San José y exigir
serologia para la habilitacion y refrenda-
cion anual de todos los tambos del pais
(decreto N° 135/005 del 15/04/05 y reso-
lucién 45/005 del 19/05/05).
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Cuadro 1. Prevalencia estimada expresada en porcentaje de la Brucelosis bovina en el Uruguay

Carne

Leche
Todos

0,24
0,02
0,22

0,14 18977 0,16 0,08 12621| 0,23 0,21 11940| 0,05 0,04 17205| 0,30 0,14 20774
0,02 6355| 0,42 0,26 6840 — —— 6609| 0,04 0,04 9886 —— —— 7168
0,13 25332 0,17 0,08 19461| 0,22 0,20 18549| 0,05 0,04 27091] 0,26 0,12 27942

Nota: Prev = Prevalencia; EE = Error Estandar; n = tamafio de la

Cuadro 2. Porcentaje de establecimientos estimados como positivos a la Brucelosis bovina en el Uruguay

Carne

Leche

Todos

2,04
0,25
1,70

muestra.

1,65 246 | 0,92 0,49 437 | 2,20 1,15 342 | 1,45 0,72 346 1,30 0,66 399
0,19 119 | 450 2,38 230 | — —— 134 | 0,69 0,69 192 —_— — 137
1,34 365 | 1,06 049 667|202 1,06 477 | 139 0,67 538 1,10 0,55 536

Nota: Prev = Prevalencia; EE = Error Estandar; n = tamafio de la muestra.

La sola adopcion de la serologia para
la refrendacion anual implica teéricamen-
te unas 440 mil pruebas serolégicas por
afio. Estas serologias segun el arancel
2010 de la Sociedad de Medicina Veteri-
naria del Uruguay SMVU (http://
www.smvu.com.uy/aranceles.php) tienen
un costo de $75 c/u lo que equivale
aproximadamente a U$S 3,75 e implican
un gasto anual superior a 1,6 millones de
dolares americanos.

Diversos actores han cuestionado la
capacidad de las pruebas utilizadas para
hacer un trabajo eficiente y promovieron
«lainvestigaciony evaluacion de las prue-
bas diagnésticas...» como fue reclama-
do por la Sociedad de Medicina Veterina-
ria del Uruguay (Informe del Grupo de
trabajo de Brucelosis 18/05/2005). No se
ha realizado un trabajo sistematico de
validacion de las pruebas oficiales a nivel
nacional y se utilizan estimaciones de
sensibilidad y especificidad tomadas de
la literatura. Es asi que se asume que la
prueba de rosa de bengala RB tiene una
sensibilidad de 95,2% y una especifici-
dad de 98,5% 2, pero por otro lado no se
desconoce que hay reportes en la litera-
tura de sensibilidades mucho mas bajas
estimadas con animales con aislamien-
tos positivos 9. Una reciente 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%, Rivanol
sensibilidad 89,6% y especificidad
63,1%. Prueba de anillo en leche tanque
PAL sensibilidad 89,5% y especificidad
74,5% (9, En otra revisién se expresa que

el rango de variaciones de RB para sen-
sibilidad va de 21,0% a 98,3% y para
especificidad de 68,8% a 100% y en
Rivanol la variacién es de 50,5% a 100%
en sensibilidad y 21,9 a 100% en especi-
ficidad @9,

Resulta obvio que el comportamiento
de todas las pruebas que se estan utili-
zando en Uruguay tienen una especifici-
dad superior a la media estimada por Gall
y col. ®, ya que si no tendriamos mas de
un 25% de reactores en el PAL y una
serologia positiva superior al 8% asumien-
do un comportamiento independiente del
RB y el rivanol y una prevalencia de 0.

En base a los datos del Cuadro 1 se
puede afirmar que la combinaciéon de
pruebas seroldgicas que se estan utili-
zando en el Uruguay estan teniendo un
comportamiento de especificidad supe-
rior al 99%. Por otro lado no se cuenta
con elementos que permitan hacer una
estimacion de la sensibilidad de las prue-
bas que se estan utilizando, lo cual jus-
tifica la preocupacién de los actores ya
que este es un elemento esencial para la
deteccion de los focos existentes y el
avance de la campanfa.

Como podemos observar el control de
esta enfermedad requiere una actualiza-
cién constante de los instrumentos y
estrategia del combate que se resumen
en:

e vigilancia epidemioldgica,
e control de movimientos,
e vacunaciéon y

e eliminacién de reactores.
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El ajuste de estos instrumentos de-
terminard el éxito o fracaso del programa
(camparfia) y el costo involucrado en el
mismo. Dado la variedad de estrategias
posibles para erradicar la enfermedad,
probar cada una en situaciones en terre-
Nno es poco practica, extremadamente
costosa y los resultados tardarian mu-
cho tiempo en ser obtenidos.

Otra alternativa es desarrollar un «mo-
delo» de simulacion de la dispersién de
la enfermedad en tiempo y espacio que
permita predecir los posibles resultados
y costos de cada cambio estratégico,
como forma de ayudar a la planificacién
y toma de decisiones.

De esta forma se podran considerar
las interacciones entre factores epide-
miolégicos, ambientales y sociopoliti-
cos, seleccionar la forma més eficiente
de erradicar la enfermedad e identificar

las principales restricciones del progra-
ma.

Los modelos de simulacion para bru-
celosis son escasos y en su mayoria se
centran sobre aspectos econdmicos de
los programas ¢ 539 en la dinamica po-
blacional de especies salvajes®, o en la
difusion predial © '® y solo uno en los
aspectos epidemiolégicos esenciales de
su control “:29),

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los instrumentos de vigilancia
epidemioldgica disponibles para la gana-
deria de leche y desarrollar un modelo de
simulacion de la dispersion de Brucelo-
sis bovina en el pais, como herramientas
para la toma de decision en la campafa
de control /erradicacion de la Brucelosis
bovina en Uruguay.
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INTRODUCCION

La Prueba de Anillo en Leche (PAL) ha
sido y es utilizada mundialmente para la
vigilancia de los rebafios lecheros con un
desempefio aceptable. En el Uruguay ha
tenido un desempefio malo, no permi-
tiendo la deteccion de la mayoria de los
focos que han afectado al sector lechero.
Por esta raz6n se torno imprescindible la
realizacion de serologias completas de
los rebafios lecheros, a los efectos de
poder detectar los focos de la enferme-
dad en este sistema productivo.

La Prueba de Anillo en Leche (PAL)
fue originalmente utilizada en Dinamarca
para la deteccion de rebafios infectados
por Brucella abortus en estudios sobre la
leche de los tarros recibidos en las plan-
tas 2. Posteriormente un estudio similar
demostré que juntar dos o tres tarros de
leche no reducian significativamente el
comportamiento de esta prueba, pero si
reducian los costos y esfuerzos que im-
plica este tipo de vigilancia 3.

El pasaje de la utilizacién de tarros a
tanques refrigerados colectores de leche
puso las primeras dudas sobre la habili-
dad del PAL para detectar la enfermedad.

La prueba diagnéstica a utilizar sobre
leche del tanque debe ser muy sensible
para poder detectar la enfermedad en
forma temprana y superar el efecto de
dilucion de la mezcla en el tanque. Por
esta razon se determinara la sensibilidad
analitica que permitird establecer el al-
cance de cada prueba.

El objetivo de estos ensayos es deter-
minar la sensibilidad analitica de las

ll. Sensibilidad analitica

de las pruebas de

diagnostico aplicadas

sobre leche mezcla

pruebas disponibles (PAL, ELISA y Pola-
rizacion Fluorescente), para ser utiliza-
das sobre leche mezcla simulando la
extraida de los tanques de ordefie.

MATERIALES Y METODOS

Para esto se recurri6 a animales in-
fectados naturalmente, que fueron identi-
ficados por la vigilancia realizada dentro
del programa de brucelosis. Se identifi-
caron 17 vacas lecheras, que fueron po-
sitivas a las pruebas seroldgicas oficia-
les (Rosa de Bengala y Rivanol) y perte-
necian a establecimientos lecheros con
aislamiento del agente. Previo al envio a
faena de estas vacas, se procedid a la
toma de muestras de sangre y leche que
se remitio refrigerada para su anélisis en
el laboratorio. Una vez que las muestras
fueron recibidas en el laboratorio se repi-
tieron las pruebas serolégicas y la leche
individual fue controlada por la Prueba de
Anillo en Leche (PAL).

Las leches negativas que se utilizaron
para las diluciones fueron extraidas de
los tanques de ordefie de establecimien-
tos que no tuvieron antecedentes de la
enfermedad en los ultimos 10 afos, que
no registraban antecedentes de PAL po-
sitivo y que las serologias anuales de
vigilancia (Rosa de Bengala y Rivanol)
sobre todas sus vacas siempre fueron
negativas. Luego de agitar en forma con-
veniente la leche en los tanques de refri-
geracion se procedié a la toma de estas
muestras y su envio al laboratorio. Una
vez recibidas las muestras en el labora-
torio fueron verificadas a través de la
realizaciéon de las pruebas involucradas
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en este ensayo: PAL, ELISAs y Ensayo
de Polarizacion Fluorescente (FPA).

Las diluciones utilizadas para las le-
ches positivas fueron realizadas sobre
base 2, arrancado de la muestra indivi-
dual. Las diluciones obtenidas fueron de
len:1,2,4,8,16, 32, 64, 128, 256, 512
y 1.024. En el caso de las pruebas de
ELISAs se repiti6 el mismo ensayo y
diluciones por dos operadores diferen-
tes, de forma de estimar si el operador
podria influir en pruebas que se estiman
objetivas en cuanto a la medicién del
resultado de las mismas.

La prueba PAL fue realizada de acuer-
do al protocolo que se utiliza oficialmente
en el Uruguay y que surge de las reco-
mendaciones de CEPANZO ©. A los efec-
tos de estandarizar la prueba y de acuer-
do a la experiencia del laboratorio oficial,
las pruebas de PAL se realizaron aproxi-
madamente a las 48 horas de obtener las
muestras de leche para obtener los re-
sultados mé&s confiables. El protocolo
recomienda que las muestras se proce-
sen entre las 24 y 72 horas. Las mues-
tras diluidas se mantuvieron refrigeradas
a una temperatura de 4 a 6 °C hasta una
hora previa a la realizacion del PAL,
momento en que se las lleva a tempera-
tura ambiente. De acuerdo al protocolo
oficial se ajusté el volumen de acuerdo al
tamafio del rebafio (n° de animales en
lactacion). Para diluciones menores a
150 se utilizé 1 ml, para diluciones de
151 a 450 2 ml y para muestras superio-
res a 451 3 ml. Las muestras se conside-
raron negativas cuando el anillo de crema
es blanco y la columna azul, en los otros
casos fueron considerados positivos.

Las tres pruebas de ELISAs indirec-
tas utilizadas fueron realizadas con kits
comerciales de IDEXX, POURQUIER vy
SVANOVA. Se realizaron de acuerdo a
los protocolos recomendados por estos
laboratorios y utilizaron los puntos de
corte también por ellos recomendados.
Para la medicién de las densidades 6pti-
cas de las pruebas de ELISA se utilizo un
lector de placas Multiskan 11, de
Labsystem.

El Ensayo de Polarizacion Fluores-
cente se realizé con antigenos conjuga-
do con fluoresceina, utilizando el kit co-
mercial de PRIONICS, realizando la lec-
tura en un lector Sentry para una mues-

tra. Previo al procesamiento de las mues-
tras el equipo es calibrado segun especi-
ficaciones del proveedor.

En el anélisis de los datos se observo
la correlacion entre los operadores en
cada una de las pruebas de ELISA para
los titulos obtenidos. Una vez que los
datos fueron categorizados en positivos
y negativos para cada operador y por
prueba de ELISA se estudio el acuerdo
entre los operadores a través del estadis-
tico Kappa de Cohen.

La resultados obtenidos para cada
prueba fueron analizados por laregresién
de «probit» donde la variable respuesta
de caracter binario fue el «resultado»
(negativo=0 y positivo=1) de la pruebay
como variables explicativas independien-
tes se incluyeron el logaritmo de base 2
de la dilucién «log_dil» y la variable cate-
goérica «prueba» que corresponde a la
prueba de diagnoéstico utilizada.

Este modelo permite calcular la pro-
babilidad de obtener un resultado positi-
vo basado en la dilucion y la prueba
utilizada, asi como su error estandar de
estimacion lo cual se utilizo para las
estimaciones. El modelo probit utiliza la
funcion de distribucion acumulada de la
normal estandarizada. Una vez ajustado
el modelo se probaron a través de una
prueba lineal de hipétesis todos los pa-
res posibles de pruebas de diagndstico.
Rechazandose la hip6tesis de igualdad
entre las pruebas cuando su valor de
probabilidad es menor a 0,05.

Para los analisis estadistico se utilizo
el paquete STATA version 11 G4,

A los efectos de tener una vision del
impacto de cada dilucién en funcion de la
poblacién de establecimientos lecheros
del Uruguay, se analiz6 la composicion
del rebafio lechero en funcién del nimero
de vacas en ordefie segun la declaracion
jurada de DICOSE 2008.

RESULTADOS

Los valores de correlacion entre los
titulos obtenidos por los dos operadores
diferentes en las pruebas de ELISA fue-
ron: IDEXX 0,96; Pourquier 0,85 y SVA-
NOVA 0,94. Estos valores son en todos
los casos altamente significativos y fue-
ron calculados sobre 176 observaciones.
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Cuadro 3. Grado de acuerdo entre los dos operadores que realizaron las pruebas de ELISA para leche
mezcla en todas las diluciones, los valores de Kappa y su nivel de significacion

IDEXX 97,73% 84,41% 0,8542 0,0754 11,33 0,0000
Pourquier 91,48% 72,63% 0,6886 0,0678 10,16 0,0000
SVANOVA 94,32% 79,80% 0,7188 0,0743 9,67 0,0000
IDEXX Pourquier
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Figura 1. Valores estandarizados de los titulos de ELISA (y) en funcién de
la dilucion de la leche brucelésica.

La prueba de Kappa, cuyos resulta-
dos se muestran en el Cuadro 3, confir-
man las mismas tendencias observadas
a través de los coeficientes de correla-
cion.

En la Figuras 1 se muestran los
titulos para cada kit de ELISA estandari-
zados al punto de corte recomendado
por cada uno de los laboratorios produc-
tores. Unalinea paralela imaginaria al eje
de las «x» que corta el eje de las «y» en
el cero esta separando los resultados
positivos de los negativos.

En el Cuadro 4 observamos el modelo
de regresién probit, observando que se
trata de un modelo significativo donde las
variables explicativas logaritmo en base
2 de la dilucién y prueba diagnéstica son
significativas.

La Figura 2 nos permite observar la
caida de la sensibilidad analitica en fun-

cion del factor de dilucion para cada una
de las pruebas en los valores estimados
para las mismas a través del modelo de
regresion.

La Figura 3 nos muestra la relacion
entre la sensibilidad analitica y la dilu-
cién de real de una vaca positiva segun la
estimacion del modelo probit. En ambas
Figuras 2 y 3 es facil discriminar entre
las cinco pruebas diagnoésticas utiliza-
das y ponerlas en orden de sensibilidad.

Lo que estas figuras no dicen es si las
diferencias observadas son estadistica-
mente significativas o se pueden atribuir
a las variaciones del muestreo.

En el Cuadro 5 se observan los valo-
res de las prueba de hip6tesis posterio-
res al modelo probit, que comparan cada
una de las pruebas diagnésticas con
respecto a las otras utilizadas en este
trabajo.
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Cuadro 4. Modelo de regresion «probit» del resultado de la prueba diagnéstica en funcion de la prueba (PAL,
ELISAs y FPA) y log de la dilucién

log_dil -.1777257 .0151847 -11,70 0,000 -.2074871 -.1479643
Prueba

1 .3205961 .1442362 2,22 0,026 .0378983 .6032939

2 1.323628 .1465094 9,03 0,000 1.036475 1.610781

3 .93419 .1337148 6,99 0,000 .6721138 1.196266

4 1.085494 .1369201 7,93 0,000 .8171352 1.353852

_cons | 1.164675 1277665 9,12 0,000 .9142571 1.415093

1 —

Sensibilidad
N o e}

L] 1 L) L] L] L
0 2 4 6 8 10
Log base 2 de la dilucién

—e— PAL —a— FPA
—a— IDEXX —&— POURQUIER
—s— SVANOVA

Figura 2. Sensibilidad analitica de las pruebas de diagnostico sobre leche mezcla (pool)
en funcion de la dilucion de la leche de animales positivos.



Brucelosis bovina 23

1
.8 4
k=) —8
<
2 —
o)
‘5 -0 -
c
Q
n
4
__.
2.
1 I I L] 1 I
0 200 400 600 800 1000
Dilucion
—&— PAL —a— FPA
—#— |[DEXX —#— POURQUIER
—=— SVANOVA

Figura 3. Sensibilidad analitica de las pruebas de diagnéstico sobre leche mezcla (pool)
en funcion de la dilucion real de la leche de 1 animal positivo.

Cuadro 5. Chi? de Wald y valor «p» de significacion de las pruebas lineales de hipoétesis de comparacion
de pares de las prueba utilizadas

PAL 4,94 0,0262 | 81,62 0,0000 48,81 0,0000 62,85 0,0000
FPA 44,84 0,0000 19,88 0,0000 29,53 0,0000
IDEXX 8,03 0,0046 2,87 0,0904
Pourquier 1,39 0,2386

En el Cuadro 6 observamos la sensi-
bilidad analitica estimada para cada prue-
ba diagnéstica ensayada y su correspon-
diente error de estimacion.

En la Figura 4 podemos observar para
Uruguay la distribucién de las vacas le-
cheras y los establecimientos lecheros
(tambos) de acuerdo a las diluciones
utilizadas para la evaluacion de las prue-
bas de acuerdo a la Declaracién Jurada
de Lecheria de DICOSE.

DISCUSION

Los altos valores de correlacion lineal
entre los titulos en las pruebas de ELISA,
obtenidos en forma ciega por dos opera-

dores sobre las mismas muestras, po-
nen en evidencia que mas alla de errores
operativos se trata de pruebas objetivas
que le pueden aportar transparencia a la
vigilancia de los rebafios lecheros.

El acuerdo entre los resultados obte-
nidos por dos operadores con las prue-
bas de ELISAs, utilizando la interpreta-
cion de Landis y col. @ nos muestra que
enelcasode IDEXX fue casi perfectoy en
los otros dos kits muy buenos (substan-
cial). En base a estos indicadores pode-
mos concluir que las pruebas de ELISAs
nos ofrecen resultados con una alta repe-
titividad y objetividad.

Los resultados de ELISAs estandari-
zados, que observabamos en la Figura 1,
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Figura 4. Distribucion de la poblacién de establecimientos lecheros y vacas
en funcién del nimero de vacas lecheras en el establecimiento.

ponen en evidencia la tendencia a la
caida de la sensibilidad cuando se incre-
menta la dilucién y que a su vez aumenta
la variabilidad de los resultados lo cual es
una situacion esperable dado las carac-
teristicas de este estudio.

En el modelo de regresion de «probit»
(Cuadro 4) la variable de respuesta es la
distribuciéon acumulada de la normal es-
tandarizada. El modelo incluye dos varia-
bles independientes el logaritmo de base
2 de la dilucién como variable cuantitativa
y la prueba como variable con cinco
categorias. Las dos variables muestran
un alto nivel de significacion para el mo-
delo.

Como es esperable la diluciéon tiene
un coeficiente negativo significando que
cuando aumenta cae la sensibilidad ana-
litica para todas las pruebas involucra-
das.

Lavariable pruebatomacomo referen-
cia al PAL correspondiendo los nimeros
del cuadro a: 1 = FPA, 2 = IDEXX, 3 =
Pourquier y 4 = SVANOVA. Del cuadro
se desprende que todos los coeficientes
son superiores al cero (positivos) lo que
significa que todas las pruebas muestran
ser superiores al PAL y esto es significa-
tivo como podemos ver por los valores de
z y sus valores de probabilidad que en
todos los casos son menores a 0,05.

El tamafio de los coeficientes del
modelo nos permite ver cuan superiores
son cada una de las pruebas al PAL y
observamos que el coeficiente menor es
FPA y el de mayor valor se corresponde
con la prueba de IDEXX. El ordenamiento

de las pruebas se puede observar tam-
bién a través de las Figuras 2 y 3. En
estas figuras observamos que las prue-
bas de ELISAs tienen en todos los casos
mayor sensibilidad analitica y que estan
bien separadas de la prueba PAL y FPA.

El Cuadro 5 muestra los resultados de
la comparacion de cada una de las prue-
bas entre si. En la primera fila del cuadro
aparece la comparacion de pares entre el
PAL y las otras pruebas lo cual reprodu-
ce la misma informacién que lo que veia-
mos en el Cuadro 4 ya que el Chi2 en este
caso es igual al valor de «z» elevado al
cuadrado. Las otras filas del cuadro 5
muestran que asi como la prueba PAL es
significativamente diferente a todas las
pruebas, también lo es la prueba FPA
dejando claro que los ELISAs tiene un
comportamiento superior. La compara-
cion entre los ELISAs estaria mostrando
diferencia entre el kit de IDEXX y Pour-
quier, inclusive si utilizamos la correc-
cién de Bonferroni para controlar por el
nimero de comparaciones realizadas a
través del valor de significacion. No con-
tamos con elementos que muestren dife-
rencia entre el kit de IDEXX y SVANOVA
en cuanto a la sensibilidad analitica.

En el Cuadro 6 vemos la sensibilidad
analitica de las diferentes pruebas, lo
cual nos podria ayudar a tomar una deci-
sién si quisiéramos considerar como va-
riable el grado de dilucion que se traduce
a través del numero de vacas en ordefie
en los establecimientos. Aqui podemos
observar que la sensibilidad analitica
menor de los ELISAs a la méas alta dilu-
ciéon (1/1.024) es de 63% lo cual es un
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valor comparable al obtenido por el PAL
a la dilucion (1/32) y con el FPA a la
diluciéon (1/128).

Los valores de sensibilidad analitica
del PAL obtenidos son bastante inferio-
res a los que obtuviera Roepke y col®? |o
cual se puede explicar por otras varia-
bles, como las mencionadas por Gonza-
lez Tomé y col @9, no consideradas en
este estudio como ser el titulo de la leche
de vacas infectadas. No obstante esto se
trata de las mismas muestras para cada
prueba, lo que a los efectos comparati-
vos es util.

Pensando en el peor escenario parala
deteccion de un animal positivo, que es
cuando hay una sola vaca infectada en el
rebafio, claramente las pruebas de ELI-
SA serian las recomendables. Si bien
este es el peor escenario para la detec-
cioén de una muestra por otro lado es el
mejor escenario para el control de la
enfermedad, o sea su deteccion en las
etapas mas tempranas y no esperar a
gue tengamos muchos abortos y varias
vacas infectadas.

Observando cémo se distribuye la
poblacién de establecimientos lecheros

(tambos) en Uruguay (Figura 4), el cam-
bio de prueba de diagndstico en los esta-
blecimientos con menos de 32 vacas en
ordefie no tendria un impacto significati-
vo en cuanto a la deteccion de esta
enfermedad e incrementaria los costos
de la prueba en el 50% de la poblacién de
menores recursos. Por otro lado el 86%
de las vacas en ordefie estan en el 50%
de los tambos que ordefian mas de
31 vacas. Probablemente la diferencia de
costos por el cambio de técnica (pasar
de PAL a ELISA) serd muy rentable para
aquellos que hagan una deteccion tem-
prana de la brucelosis bovina en sus
rebafios, lo cual es un objetivo primordial
del programa de combate de esta enfer-
medad.

En conclusién, estos resultados nos
llevan a recomendar el cambio de prue-
bas para la vigilancia sobre leche tanque,
pero previo a ello deberiamos tener infor-
macion sobre la especificidad de estas
pruebas a nivel de terreno. Un incremen-
to en el nimero de «Falsos Positivos» no
solo aumentaria los costos sino que ha-
ria perder credibilidad a la herramienta de
vigilancia que apliquemos sobre la leche
tanque y al propio programa.
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INTRODUCCION

Es conocido que la probabilidad de
deteccién de vacas infectadas por
Brucella abortus con la prueba del anillo
en leche (PAL) decrece en la medida que
aumenta el tamafo del rebafio, dada la
dilucion de la muestra 932, Este cuestio-
namiento llevd, en el capitulo preceden-
te, al estudio de las sensibilidades ana-
liticas de las diferentes pruebas disponi-
bles para su aplicacién sobre muestras
de leche mezcla obtenidas de los tan-
ques de ordefie. En los resultados pudi-
mos observar que si bien la dilucion
afecta a todas las pruebas, la mayoria de
ellas son menos afectadas que el PAL y
por lo tanto deberian ser menos cuestio-
nadas que esta prueba para su utiliza-
cién en la vigilancia epidemioldgica.

La sensibilidad analitica de las prue-
bas de diagndstico establece la capaci-
dad de dichas técnicas para detectar
presencias minimas de anticuerpos en
las muestras compuestas procesadas Si
bien la sensibilidad analitica es un buen
indicador sobre una prueba de diagnésti-
co, la misma no nos da informacion sobre
la sensibilidad y especificidad diagnésti-
cas de las pruebas involucradas.

Definimos como sensibilidad de una
prueba diagnéstica la capacidad que tie-
ne la misma de identificar como positivo
a un individuo, dado que el mismo tiene la
enfermedad o infeccion de interés.
P(T+|E+) = Probabilidad de prueba posi-
tiva (T+) dado que el individuo esté enfer-
mo (E+).

lll. Evaluacion de la
sensibilidad y
especificidad de las
principales pruebas de
diagnostico utilizadas
para la vigilancia de
rebafnos lecheros

La probabilidad complementaria de la
sensibilidad es la probabilidad de obte-
ner un Falso Negativo (FN), o dicho de
otra forma la posibilidad de obtener una
prueba negativa dado que el individuo
esta enfermo o infectado.

FN = P(T-|E+) = 1-Sensibilidad.

Definimos como especificidad de una
prueba diagndstica la capacidad que tie-
ne la misma de identificar como negativo
a un individuo dado que el mismo esta
sano, no tiene la enfermedad o infeccién
de interés. P(T-|E-) = Probabilidad de
pruebanegativa (T-) dado que el individuo
esta sano (E-).

La probabilidad complementaria de la
especificidad es la probabilidad de obte-
ner un Falso Positivo (FP), o dicho de
otra forma la posibilidad de obtener una
prueba positiva dado que el individuo esta
sano.

FP = P(T+|E-) = 1-Especificidad.

Obviamente la prueba de diagnostico
ideal es aquella que tiene un 100% de
sensibilidad y de especificidad, lo que
determinaria la no existencia errores: ni
falsos positivos, ni falsos negativos. Este
ideal de una prueba perfecta casi nunca
es logrado, ya que el aumento de una de
las caracteristicas de las pruebas (sen-
sibilidad o especificidad) generalmente
opera en forma contraria a la otra carac-
teristica. Segun los avances en los pro-
gramas de control de una enfermedad se
podra priorizar alguno de estos aspectos
en detrimento del otro, segun los costos
involucrados con un resultado falso. En
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general con situaciones de altas preva-
lencias se busca pruebas mas sensibles
y con bajas prevalencias pruebas mas
especificas, pero obviamente con un ba-
lance adecuado de ambas caracteristi-
cas. En las pruebas que obtienen como
resultado una medicion (Densidad Opti-
ca, Polarizacion, etc.) se puede ajustar
el punto de corte de acuerdo al objetivo y
costos del programa. En las pruebas de
caracter categorico no es recomendable
modificar el criterio de categorizacion,
pues se incrementa la subjetividad en la
evaluacion de los resultados.

Los resultados del estudio de sensibi-
lidad analitica destacan que las pruebas
de ELISA tienen comparativamente una
mayor capacidad de deteccién en mues-
tras muy diluidas que las otras pruebas
utilizadas (PAL y FPA). Reportes de la
literatura muestran para las pruebas de
ELISA valores de sensibilidades entre
95,3 v 98,1% y especificidades entre
88,1y 95,1% ©1 40 |os cuales ya de por
si son muy buenos y son corroborados
por otros autores que comparando la
prueba PAL con ELISA encuentran 8,3%
mayor sensibilidad en estas Ultimas @9,

Dadas las condiciones de evolucion
del programa de control de brucelosis en
el Uruguay y la potencialidad de otras
pruebas diagndsticas para la vigilancia
sobre muestras de leche extraidas del
tanque de ordefie, se considera necesa-
rio: evaluar la sensibilidad y especifici-
dad de las pruebas de rebafio (PAL,
ELISA y Polarizacion Fluorescente) para
las condiciones de produccién lechera
nacional.

MATERIALES Y METODOS

Para la sensibilidad y especificidad
de las pruebas de rebafio se utilizaron
rebafios positivos (focos) y negativos que
seran validados por serologia. Requirién-
dose ademas que los establecimientos
negativos no tuvieran antecedentes re-
gistrados de la enfermedad en los dulti-
mos 10 afos.

Se trabaj6 fundamentalmente sobre el
universo de establecimientos lecheros
remitentes a plantas pasteurizadoras en
todo el pais. De cada uno de ellos a
través de su nimero de DICOSE se co-
rroboré sobre la base de datos del Siste-

made Informacion en Salud Animal (SISA)
del MGAP los antecedentes sanitarios
relativos a brucelosis de cada uno de los
establecimientos involucrados.

Se obtuvieron un total de 1.075 mues-
tras de leche del tanque de ordefie que
fueron enviadas al laboratorio para su
procesamiento. De los establecimientos
negativos a la brucelosis bovina se utili-
zaron 990 muestras y de los estableci-
mientos positivos (focos) 85 muestras.

Las muestras de leche de tanque
fueron colocadas en frascos de 50 ml y
refrigeradas en el laboratorio, posterior-
mente a la identificacion con un namero
correlativo y distintivo.

Las muestras de leche fueron enfria-
das en heladera a 4 °C por 2 h. Las
muestras fueron probadas por la Prueba
de Anillo en Leche y luego fueron descre-
madas mediante el método de centrifu-
gacion por 10 minutos a 3.500 r.p.m. y la
fraccion clarificada se conservé en free-
zer a-20 °C para su posterior analisis por
las pruebas de Polarizacion Fluorescen-
te y ELISAs.

Para el PAL una hora antes de comen-
zada la prueba las muestras fueron reti-
radas de la heladera y llevadas a tempe-
ratura ambiente. La prueba de PAL es
una prueba que detecta anticuerpos (Ac)
en leche contra la Brucella abortus. Los
anticuerpos reaccionan con el antigeno
coloreado de Brucella formando un com-
plejo que se adhiere al glébulo de grasa
de la leche y asciende con ellos para
formar una capa de crema coloreada.

El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Se dej6 una hora antes a tempera-
tura ambiente la muestra de leche
y antigeno.

2. Se mezclé cada muestra invirtien-
do varias veces el recipiente.

3. Se colocod 1 ml de leche en un tubo
de 12 x 75 mm

4. Se agreg6é 0,03 ml de antigeno a
cada tubo, y mezcl6 bien invirtien-
do el tubo varias veces.

5. Seincubd a 37 °C por 1 hora.

De acuerdo al protocolo se ajusté el
volumen de acuerdo al tamafio del rebafio
(n° de animales en lactacion). Para dilu-
ciones menores a 150 se utiliz61 ml,
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para diluciones de 151 a 450 2 ml y para
muestras superiores a 451 3 ml. Las
muestras se consideraron negativas cuan-
do el anillo de crema es blanco y la
columna azul, en los otros casos fueron
considerados positivos.

Para la deteccion de anticuerpos contra
Brucelosis bovina se utilizé la técnica de
ELISA indirecto. Se emplearon 3 kits co-
merciales de ELISA indirecto del laborato-
rio IDEXX, POURQUIER® y SVANOVA.

El principio general de la prueba de
ELISA indirecto, consiste en que las
placas de micro-titulacion estan tapiza-
das con un antigeno inactivado de
Brucella abortus. Cualquier anticuerpo
especifico para B. abortus se une al
antigeno que tapiza el pocillo de la placa
de micro-titulacién y forma un complejo
antigeno anticuerpo en la superficie. El
material que no queda unido se elimina
mediante lavados. Posteriormente se afa-
de un conjugado formado por una IgG-
anti-bovina marcada con una enzima,
susceptible de unirse a los anticuerpos
bovinos que forman el complejo con el
antigeno de B. abortus. El conjugado no
unido se elimina mediante lavados. Por
ultimo se afiade un sustrato a los poci-
llos. El grado de color desarrollado (me-
dido como densidad Optica OD) es direc-
tamente proporcional a la cantidad de Ac
especificos contra B. abortus presentes
en la muestra.

Si bien el principio de las pruebas de
ELISA fue el mismo, existieron diferen-
cias sobre todo en los tiempos de incu-
bacién para las diferentes etapas en los
diferentes kits comerciales. Para el kit
de IDEXX como para el de SVANOVA las
muestras requirieron de una incubacion a
37 °C por 1 hs. Para el kit de Pourquier la
incubacion fueron de 21 °C por 1y 30 h.

Para los 3 kits la densidad optica fue
medida a 450 nm en un lector de placas
Multiskan Il, de Labsystem.

Lainterpretacion de la prueba de ELISA
IDEXXy Pourquier se realizo a partir de los
valores de densidad 6ptica obtenidos a 450
nm (DO,,,). Este valor se obtuvo a partir de
la formula: S/P = (DO,,, de la muestra -
DO,,, control negativo) / (DO, del control
positivo - DO, control negativo * 100).
Para el kit de SVANOVA se determino el
porcentaje de positividad (PP): DO de la
muestra/ DO control positivo * 100.

Para los tres kit se colocaron contro-
les positivos y negativos los cuales fue-
ron validados en funcion de las caracte-
risticas solicitadas por cada proveedor.

Interpretacién de los resultados:

e IDEXX (S/P): negativo < 30%, posi-
tivo > 30%.

e Pourquier (S/P): negativo < 55% y
positivo > 55%. (Si bien el fabrican-
te define como resultados dudo-
sos los que caen entre >45 y <55
a nuestros efectos fueron conside-
rados negativos).

¢ SVANOVA (PP): negativo < 10 %,
positivo > 10 %.

El principio de la prueba de Polariza-
cion Fluorescente (FPA) se basa en la
rotacion aleatoria de las moléculas en
solucién. El tamafio molecular es el fac-
tor principal que influencia la velocidad
de rotacion de las moléculas. Las molé-
culas pequefias, antigeno (Brucella
abortus) marcado con isotiocianato de
fluoresceina emitira una reaccion que
puede medirse por la luz polarizada. Si
esta molécula se une a los anticuerpos
en soluciéon, presentes en la muestra,
aumentara su tamafio y la velocidad de
rotacion de las mismas descenderd, pro-
vocando una medida menor.

La prueba de polarizacion fluorescen-
te se realizé con un kit comercial de
PRIONICS. Para la lectura se utilizd un
lector de polarizacion de fluorescencia
(Sentry) para una muestra.

Previo al procesamiento de las mues-
tras el equipo es calibrado segun especi-
ficaciones del proveedor.

El proveedor del kit utiliza como
antigeno un fragmento de bajo peso mo-
lecular del OPS del lipopolisacarido de
B. abortus marcado con isotiocianato de
fluoresceina.

Este antigeno se afiade al suero de
leche diluido y posteriormente se incu-
ba. Por ultimo se obtiene una medida
del contenido de anticuerpos mediante
un analizador de polarizacién de fluo-
rescencia en unidades de milipolariza-
cion (mP).

El titulo de corte usado para las
muestras de leche fue para los positivos
de > 90 mP.
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Protocolo de la PFA:

1. Se afiade 1 ml de tampdn Tris (Bu-
ffer) a tubos de vidrio de borosilica-
to de 10 x 75 mm y después 10 ul
de suero de leche. Se mezcla bien.
Se obtiene una lectura en el equipo
Sentry para determinar la disper-
sion de la luz.

2. Se aflade 10 ul al tubo, volumen de
antigeno que corresponda a una
intensidad total de fluorescencia
de 250-300 x 103 y se mezcla bien.
Se obtiene una segunda lectura en
el equipo Sentry después de una
incubacion a temperatura ambien-
te de 2 minutos.

3. Una lectura superior al umbral pre-
determinado indica una reaccién
positiva.

El analisis de los resultados se reali-
zaron utilizando la curva de caracteriza-
cion operativa ROC (Receiver Operating
Characteristic analisis) para cada uno de
los ensayos de tipo cuantitativo (ELISAs
y FPA). Este analisis genera los graficos
de la sensibilidad en funcién de los falsos
positivos (1-Especificidad) para cada
posible punto de corte de las pruebas y
comparar las areas definidas para cada
prueba.

El andlisis ROC cuantifica la certeza
de una prueba diagndstica u otras moda-
lidades utilizadas para discriminar entre
dos estados o condiciones (en este caso

infectadas o no infectadas por brucelosis
bovina). Esta certeza discriminatoria es
medida por la habilidad para clasificar
correctamente un individuo (muestra) en
las dos categorias posibles (enfermo
sano, infectado no infectado, positivo o
negativo). EI comportamiento global de
una prueba es resumido por el area bajo
la curva ROC. Esta area se interpreta
como la probabilidad que el resultado de
una prueba diagndstica de un individuo
infectado seleccionado aleatoriamente,
obtenga resultados méas altos que los
obtenidos por la misma prueba en otro
individuo seleccionado aleatoriamente
entre los no infectados. Cuanto mayor el
area de la curva ROC mejor comporta-
miento tiene la prueba diagnéstica, co-
rrespondiendo el area de una a una prue-
ba perfecta y la de 0,5 a una prueba que
no es mejor que el azar para clasificar a
un individuo.

Los analisis fueron realizados con el
programa STATA/SE version 11.0 G9,

RESULTADOS

En la Figura 5 se observa la distribu-
cién de las muestras de leche tanque
para la poblacién de establecimientos
positivos (BrB+) y negativos (BrB-) a la
brucelosis bovina participante de este
estudio. Se observa que la distribucion
no fue similar, observandose una tenden-
cia a muestras de establecimientos gran-
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Figura 5. Distribucion de las muestras de leche tanque en funcién del
namero de vacas en ordefie para las poblaciones de
establecimientos positivos y negativos a Brucelosis bovina.
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des en los negativos y una tendencia a
establecimientos con menos vacas en
ordefie en las muestras positivas.

En el Cuadro 7 podemos observar los
valores de especificidad para cada una de
las pruebas empleadas en este estudio asi
como los errores estandares de la estima-
cién y los limites de confianza del 95%.

Las estimaciones de punto mas ex-
tremas 92,6% (IDEXX) y 98,8% (Pour-
quier) correspondieron a las pruebas de
ELISA, pero el desempefio general en
este parametro es en todos los casos
alto.

Se observa que en el caso del PAL se
perdieron 24 muestras (2,4%) y en el
caso de la FPA se perdieron 239 las
muestras (24%). En el primer caso no se
pudieron realizar en tiempo de acuerdo al
protocolo y en el segundo corresponden
al primer afio del estudio donde aln no se
habia puesto a punto la técnica como
para obtener resultados confiables.

En el Cuadro 8 observamos las esti-
maciones de punto para las sensibilida-
des, los errores estandares de las mis-
mas y sus intervalos de confianza. En
este caso se puede observar que los

errores estandares en valores absolutos
son muy superiores a los obtenidos para
las especificidades lo cual esta determi-
nado fundamentalmente por los tamafios
muestrales utilizados en uno y otro caso.
Estos resultados muestran una superio-
ridad para estos parametros de las prue-
bas de ELISAs frente al PAL y FPA, lo
cual se puede observar a través de los
intervalos de confianza.

En las Figuras 6, 7 y 8 observamos
las curvas ROC para cada una de las
pruebas de ELISA y en su conjunto. Se
observa que salvo pequefias variaciones
todas ellas muestran un buen poder dis-
criminante entre las poblaciones involu-
cradas con areas cercanas a la perfec-
cién. En el Cuadro 9 se reportan las areas
ajustadas para cada pruebay los resulta-
dos de la prueba de hipétesis sobre dife-
rencia entre el tamafio de las areas. El
Chi? de Wald muestra que no es posible
rechazar la hip6tesis nula y por lo tanto
no se puede demostrar diferencias esta-
disticamente significativas entre las prue-
bas de ELISA involucradas (p> 0,26).

En el Cuadro 10 se resumen los datos
a los fines comparativos tomando como
valor fijo de la especificidad el logrado por

Cuadro 7. Valores estimados de especificidad, error estandar y limites de confianza del 95%
para cada prueba diagnéstica utilizada sobre leche mezcla extraida del tanque de
ordefie de establecimientos sin brucelosis bovina

PAL 98,14% 0,4353
FPA 94,94% 0,8003
IDDEX 92,63% 0,8310
POURQUIER 98,79% 0,3483
SVANOVA 97,17% 0,5277

97,28% 98,99%
93,37% 96,51%
91,00% 94,26%
98,10% 99,47%
96,13% 98,20%

966
751
990
989
989

Cuadro 8. Valores estimados de sensibilidad, error estandar y limites de confianza del 95% para
cada prueba diagnéstica utilizada sobre leche mezcla extraida del tanque de ordefie

de establecimientos en saneamiento por brucelosis bovina

PAL 55,29% 5,42
FPA 67,50% 5,27
IDDEX 91,25% 3,18
POURQUIER 82,50% 4,27
SVANOVA 88,75% 3,56

44,51% 66,08%
57,01% 77,99%
84,92% 97,58%
74,13% 90,87%
81,67% 95,83%
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Figura 6. Curvas ROC para las pruebas de ELISA IDEXX y Pourquier.
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Figura7.CurvaROC paralapruebade ELISA SVANOVA.

Cuadro 9. Areas ROC y errores estandares de su estimacion para las prueba de ELISA

IDEXX 1070 0,9663 0,0132 0,94046 0,99207
POURQUIER 1069 0,9216 0,0260 0,87072 0,97250
SVANOVA 1069 0,9446 0,0200 0,90533 0,98390

Ho:area(1) = area(2) = area(3). chi?, = 2.64 . Prob>chi2 = 0,2668.

Cuadro 10. Valores de sensibilidad y clasificacién correcta para una especificidad
fija de 98,14%

PAL NC 55,29 NC
IDEXX » 78,47 82,50 97,01%
POURQUIER > 22,69 88,75 97,38%

SVANOVA » 15,69 86,25 97,29%
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la prueba PAL 98,14%. Se determinan
los puntos de corte de las diferentes
pruebas de ELISA para esa especificidad
y se extraen los valores de sensibilidad y
porcentaje de clasificacion adecuada de
la poblacion.

DISCUSION

Cuando se disefio este estudio existia
un gran numero de establecimientos le-
cheros que estaban identificados como
focos activos de la enfermedad. Durante
el proceso de evaluacién, aprobacion y
comienzo efectivo del proyecto, la gran
mayoria de estos establecimientos se
sanearon; lo cual llevo a una extension
en el tiempo de la captura de este tipo de
establecimientos para el cumplimiento
de los objetivos planteados.

El muestreo de establecimientos ne-
gativos fue suficiente en nimero como
para permitir hacer estimaciones sélidas
y representativas de la poblacion de es-
tablecimientos que remiten leches a plan-
tas procesadoras. Si observamos las
Figuras 4 y 5 veremos que las tendencias
de los establecimientos negativos a bru-
celosis bovina de la Figura 5 tienen una
distribucion méas aproximada al de la
poblacién de vacas de la Figura 4. Esta
situacién probablemente se debe a que
los establecimientos con pocas vacas en
ordefie tienen una produccion mas arte-
sanal en el propio establecimiento sin
remitir a plantas procesadoras.

Los valores de especificidad obteni-
dos por todas las pruebas (PAL, ELISAs
y FPA) en el peor de los casos fue del
92,6% lo cual se puede considerar satis-
factorio para este tipo pruebas que seran
utilizadas en la vigilancia epidemioldgica
como de «screening».

Los valores de sensibilidad obtenidos
van desde el PAL con 55,3% hasta un
ELISA (IDEXX) 91,3%. Estos valores de
sensibilidad muestran diferencias entre
las diferentes pruebas como ya habia
sido demostrado en las pruebas de sen-
sibilidad analitica. Probablemente la bre-
cha entre las pruebas es menor debido a
que las muestras tienden a provenir de
establecimientos con menor cantidad de
vacas en ordefie que lo que seria previsi-
ble para los establecimientos remiten-
tes. De todas formas las pruebas de

ELISA muestran su superioridad en sen-
sibilidad con respecto al PAL y FPA.

De la comparacioén de las &reas de las
curvas ROC de las pruebas de ELISA se
observa que las mismas se aproximan al
area maxima y sus diferencias no son
estadisticamente significativas. Esta si-
tuacion y las diferencias en sensibilidad
y especificidad de las pruebas de ELISA
ponen en evidencia que las diferencias
son mas atribuibles a los puntos de cor-
tes que a los comportamientos de las
pruebas; ya que las de mayores sensibi-
lidades fueron las peores cuando se trato
de especificidad.

Este aspecto queda mas clarificado
cuando establecemos un punto de corte
arbitrario para cada prueba de forma de
que todas tengan una especificidad como
la obtenida por el PAL 98,14% (Cuadro
10). En este caso queda evidente que el
PAL sigue teniendo una sensibilidad cla-
ramente inferior y que las pruebas de
ELISA tiene un comportamiento similar
entre ellas.

Los valores de sensibilidad reporta-
dos en el Cuadro 10 oscilan entre 82 y
89% los cuales son inferiores a otros
reportes de la literatura. Esto puede ser
debido a que cuando se extrajeron algu-
nas de las muestras ya hubieren sido
eliminados algunos de los reaccionantes
positivos. Por otro lado, el tamafio relati-
vamente bajo de la muestra de estableci-
mientos positivos aumento los errores de
muestreo los cuales podrian estar inci-
diendo. De todas formas hay un amplio
margen para ajustar los puntos de cortes
de las técnicas de forma de incrementar
sustancialmente la sensibilidad sin detri-
mento de la especificidad.

Estos resultados como los anteriores
permiten concluir que seria una medida
estratégica el cambio de la vigilancia de
los establecimientos lecheros a través
de la leche tanque con pruebas de
ELISA. De esta forma se tendria una
mayor objetividad en las pruebas y se
podria reducir sustancialmente los costo
de vigilancia en el sector, si pérdida
significativa de la eficacia.

Habiamos informado que la utilizaciéon
de una serologia anual por estableci-
miento lechero tenia un costo aproxima-
do 1,6 millones de doélares.
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Con un costo individual por serologia
de 3,75 dolares segun el arancel de la
SMVU.

En el Cuadro 11 se trabajo los datos
segun la hipétesis de cambiar la serolo-
gia anual por 4 muestreos anuales de
leche tanque por establecimiento. Se
calcula el costo en funcién de un costo
estimado de US$ 17 por muestra de
leche tanque y se estima el nimero de
establecimientos falsos positivos y el
namero de serologias que esto determi-

naria por ciclo. El costo final de las
14.500 muestras de leche tanque en el
afio y de las serologias de los 288 resul-
tados falsos positivos que requerirdn
40.088 serologias se estima para el afo
en US $ 396.836.

Estos valores significarian un ahorro
de 1,2 millones de délares o una reduc-
cion del 75% de los costos actuales de
vigilancia para el rubro lechero, lo cual
tendria un impacto muy favorable.

Cuadro 11.Poblacion de establecimientos lecheros, nimero de ELISAs por ciclo de vigilancia, prevision de
falsos positivos (FP) y costos involucrados

1-30

31- 65

66 -100
101 -200
200 -500
Méas de 500
Total

778 778 16 240
919 919 18 864
573 573 11 968
742 742 15 2250
452 452 9 3150
161 161 3 2550
3625 3625 72 10022

13226 900 14126 56504
15623 3240 18863 75452
9741 3630 13371 53484
12614 8438 21052 84208
7684 11813 19497 77988
2737 9563 12300 49200
61625 37584 99209 396836
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INTRODUCCION

Definimos como modelo una repre-
sentacion simplificada de un sistema o
proceso real ya sea en forma verbal,
fisica 0 matematica. Un sistema es una
coleccion de componentes que trabajan
conjuntamente para producir un resulta-
do, que es consecuencia de la operacion
de todas las partes del mismo. La modi-
ficacion de las entradas del sistema ten-
dra influencia en esos componentes y
afectard los resultados de salida.

En el Uruguay no hay antecedentes
de modelos estocéasticos de simulacion
sobre enfermedades de interés veterina-
rio. Se considera esta una buena oportu-
nidad de comenzar a desarrollar esta
area, que es muy importante en los as-
pectos de planificacién y apoyo a los
programas de control y/o erradicacion de
las enfermedades.

En el desarrollo de esta propuesta
participaron las unidades de la Direccion
General de los Servicios Ganaderos invo-
lucradas en el Programa de Brucelosis
Bovinay por otro lado el departamento de
Bioestadistica e Informatica de la Facul-
tad de Veterinaria.

La mayoria de los modelos de simula-
cion para enfermedades animales mas
desarrollados, han sido creados para si-
mular la dispersion de fiebre aftosa y
otras enfermedades altamente contagio-

V. Difusion de la
brucelosis entre

rebafos, caracteristicas

demograficas y
epidemioldgicas para
definir estrategias de

vigilancia y control

sas. Solo unos pocos modelos han sido
desarrollados para simular la dispersién
de enfermedades endémicas de caracter

mas crénico como lo es la Brucelosis
bOVina(l’4’5’9'18’20’26'29'36’37’38).

Un modelo de simulacion de una en-
fermedad generalmente es utilizado para
analizar los efectos de planes alternati-
vos de control y estimar las perdidas en
productos como ser carne y leche. La
determinacion de las pérdidas fisicas y
los costos de las intervenciones, que
generalmente son incluidos en las sali-
das de los modelos de simulacion, pue-
den ser utilizados como los parametros
para los posteriores estudios econdmi-
cos®.

La primera etapa en el desarrollo de
un modelo de simulacién es el desarrollo
de un modelo conceptual, que recoja los
principales componentes del sistema a
simular. En este caso el modelo concep-
tual deber& recoger los principales ele-
mentos epidemioldgicos que determinan
la presencia y difusién de la enfermedad,
asi como también los procesos de inter-
vencion que se pudieran aplicar para su
control.

La siguiente etapa consiste en el de-
sarrollo de médulos del modelo de simu-
lacion que permitan estimar la difusiéon
de la enfermedad entre rebafos en las
condiciones pastoriles del Uruguay fren-
te a diferentes: giros productivos (leche-
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ros y ganaderos), estrategias de vigilan-
cia y control y factores geograficos y
epidemiologicos. El objetivo del modelo
entre-rebanos es observar los resultados
de la interaccion entre la presencia y
difusion de la enfermedad y los sistemas
de vigilancia y prevencion de la Brucelo-
sis bovina que se pudieran aplicar. Las
salidas permitiran el estudio de costos,
pérdidas y recursos necesarios para el
combate.

MATERIALES Y METODOS

A través de la conformacién de un
equipo multidisciplinario, la revision de la
literatura y a la opinién de expertos se
desarroll6 el modelo conceptual con dos
médulos principales. El primer médulo
representa la epidemiologia y difusion de
la enfermedad entre rebafios (Figura 9) y
el segundo las diferentes intervenciones
gque puede aplicar un programa de control
de la Brucelosis bovina (Figura 12).

Se simulara la difusién de la enferme-
dad entre rebafios en las condiciones
pastoriles del Uruguay frente a diferen-
tes: tipos de produccion (lecheros y ga-
naderos), estrategias de vigilancia y con-
trol y factores geogréficos y epidemiolo-
gicos. Se procederd a la descripcién
cada uno de los componentes concep-
tuales del modelo y luego se establece-
rdn las relaciones entre los mismos.
Para los andlisis preliminares y la imple-
mentacion se utiliz6 como software de
base @risk y Stata/SE ¢4,

La informacién de base analizada, se
corresponde a los sistemas de informa-
cion de la Direccién General de los Ser-
vicios Ganaderos (DGSG) a través de los
sistemas informaciéon en Salud Animal
(SISA), muestreos nacionales, sistemas
de informacion geogréfica, bases de da-
tos de movimientos y bases de datos de
existencias ganaderas. Estos datos pro-
porcionaran los insumos basicos de en-
trada en el modelo.

MODELO EPIDEMIOLOGICO

El ciclo natural de esta enfermedad se
puede separar arbitrariamente en su difu-
sion a través de los rebafios y su difusion
dentro de los mismos. En este capitulo

nos centraremos exclusivamente en la
situacion entre los rebafios en el Uru-
guay, siendo por lo tanto estos nuestra
principal unidad de anlisis.

Se define como rebafio a un conjunto
de animales que comparten un espacio
fisico (establecimiento ganadero) y un
manejo comun independiente de los pro-
pietarios de esos animales @,

En el Uruguay se definen 44.808 uni-
dades fisicas productivas con bovinos,
que a los efectos de este trabajo seran
consideradas como rebafios. Los reba-
flos se caracterizan segun su giro pro-
ductivo (ganaderia de carne o lecheria),
pues su manejo, composicion y riesgo
frente a la enfermedad son diferentes. La
situacién sanitaria de estos rebafios se
esquematiza en el modulo 1 del modelo
conceptual que dio origen a la Figura 9.

La unidad de tiempo que utilizara el
modelo «t» serd anual, ya que la carac-
teristica de ser cronica de esta enferme-
dad y su asociacion al ciclo reproductivo
del bovino que también es anual permiten
caracterizar la evolucion del estado sani-
tario de un afo hacia otro © 7. 2425,

Desde el punto de vista de la enferme-
dad los rebafios son categorizados en un
tiempo «t» como infectados o libres de la
enfermedad. La transmisidn entre reba-
flos se dara desde los infectados a los no
infectados en forma genérica por movi-
miento de material infectivo o contamina-
do (fetos, placentas, instrumentos, etc.)
y de los contactos a través de los alam-
brados que determinan los limites entre
los rebafios (contacto por contigliidad o
linderos).

Los rebafios infectados se clasifican
en dos grupos los detectados y los no
detectados. Estos ultimos son estable-
cimientos infectados sin programas de
control y sin limitaciones para transmitir
la enfermedad.

Los rebafios detectados (focos de la
enfermedad) son aquellos que su estatus
sanitario ha sido determinado por los
sistemas de vigilancia aplicados. Estos
rebafios estadn cuarentenados (imposibi-
litados de mover animales susceptibles
con destino a otros rebafios) y en proce-
so de saneamiento que consiste en la
identificacién de animales infectados vy
sacrificio de los mismos, hasta la extin-
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Lecheria: 3.634
Ganaderia: 41.174

Infectados No infectado

Transmisiéon por
contigliidad

e r

Detectados
Cuarentenados

=

No Susceptibles
Vacunados

No Detectados Susceptibles

Transmisiéon por
movimiento

Saneados

Figura 9. Modelo conceptual de difusion de la Brucelosis bovina entre rebafios.

cion de la infeccion y eliminacion de las
fuentes de infeccion. Una vez concluido
el proceso de saneamiento estos reba-
flos pasan a la categoria de «No Infecta-
dos».

Los rebafios «Infectados», «No De-
tectados» son las principales fuentes de
transmision entre rebafios ya que el
movimiento de cada animal portador con
destino a un establecimiento «No Infec-
tado» determinard que este se infecte y
pase a la categoria de un nuevo rebafio
infectado «No Detectado».

Se realiz6 un analisis de la base de
datos de movimientos del afio 2009 para
las categorias susceptibles por tamafios
de los rebafios dentro de cada giro pro-
ductivo de forma de poder caracterizar
(modelar) los mismos.

Segun el Sistema de Informacion en
Salud Animal (SISA), al mes de abril del
2010 hay 343 rebafios infectados-detec-
tados, de los cuales aproximadamente el
8% son del giro lechero, Figura 10. Los
rebafios «infectados-no-detectados», por
el actual sistema de vigilancia, se esti-

maron a través de un muestreo nacional
que se finaliz6 a diciembre del 2009 @Y,

Dentro de los rebafios «No Infecta-
dos» se han categorizado los mismos en
dos grupos «Susceptibles» y «No sus-
ceptibles». Los rebafios susceptibles son
aquellos que se infectaran cuando ten-
gan oportunidad de contactarse con fuen-
tes de infeccion.

Se consideran rebafios «No Suscepti-
bles» aquellos en que sus categorias
susceptibles han sido vacunadas, asu-
miéndose para estos casos que el con-
tacto con fuentes de infeccidn no seran
efectivas para la transmision de la enfer-
medad. Se establecera la proporcion de
estos rebafios en funcién de la tasa de
cobertura de vacunaciéon de rebafios.

La tasa de difusion de la brucelosis a
nuevos rebafios se estimara en funcién
del nimero de animales portadores que
se moveran de establecimientos infecta-
dos-no-detectados a susceptibles. La
tasa de deteccion de rebafios infectados
sera funciéon de la historia natural de la
enfermedad y de la cobertura del sistema
de vigilancia.
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Ganaderia para Carne

Ganaderia para Leche
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FiguralO. Distribucion de los rebafios infectados (focos) de Brucelosis bovina actuales y saneados para los
giros de ganaderia para carne y lecheria.

Se ajustard un modelo estocéstico de
transicién SIC (susceptible-infectado-
cuarentenados) ©®, Figura 11. La suma
del nimero de rebafios en cada uno de
estos estados es igual a la poblacion.

El modulo 2 del modelo conceptual se
refiere a las principales intervenciones
gue se pueden aplicar para el control y
erradicacion de la enfermedad. En este
modulo nos centramos sobre los aspec-
tos de vigilancia epidemiol6gica, dado
gue aspectos como vacunacion han sido
liberados al uso voluntario con niveles
muy bajos de implementaciéon y el sa-
neamiento esté regulado de forma similar
a los programas de control y erradicacion
tradicionales. De esta forma la variable
gque ofrece mas opciones y tienen un
mayor impacto sobre costos y deteccién
de rebafios enfermos es la vigilancia y su

cobertura lo cual es esquematizado en la
Figura 12.

La denuncia de abortos es de caracter
obligatorio en el Uruguay, pero no es
realizada asiduamente por los producto-
res. En la literatura es reconocida esta
forma de vigilancia como muy efectiva
para la deteccion temprana de la enfer-
medad ©° %), Dado el manejo y el mayor
control ejercido en la ganaderia para le-
che sobre el rebafio, es mas probable
que el aborto sea detectado en estos y
poco probable de hacerlo en la ganaderia
para carne extensiva donde hay un bajo
nivel de control individual. Los datos his-
toricos permiten simular esta situacion.

Los muestreos de campo son realiza-
dos para establecer la evolucién de la
prevalencia de la enfermedad y los cam-

Susceptible

Infeccion -

Infectado

Progresion
natural

(Susceptible, Infectado y Cuarentenado).

Figura 11. Modelo sencillo de transicion de estado de la Brucelosis bovina entre rebafios. SIC
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completa
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Figura 12. Métodos de Vigilancia Epidemiolégica que se aplican (lineas oscuras) o pueden
aplicar (lineas mas claras) a la brucelosis bovina segun los giros de produccion

de ganaderia (carne o leche).

bios en las tendencias en estas. Su
objetivo no es precisamente la vigilancia
y deteccion de la enfermedad, pero cuan-
do esta es detectada se aplican las nor-
mativas vigentes. Esta situacion lleva a
que, para algunos, estos esfuerzos sean
considerados como una forma mas de
vigilancia. Como el modelo de muestreo
aplicado esta definido se puede simular
sin inconvenientes.

Los rastreos que implican la investi-
gacion de los linderos de los rebafios
infectados-detectados, asi como los
movimientos de entrada y salida de ani-
males susceptibles por lo menos de los
producidos en el dltimo afio, son una
herramienta fundamental en todo progra-
ma de control de la brucelosis. La mode-
lacién de los movimientos con destino a
otros rebafios y la distribucion del nime-
ro de rebafios linderos permiten simular
los «rastreos».

La serologia anual completa es apli-
cada desde hace varios afios a los reba-
fios lecheros y en algunos momentos se
propone como una opcion para los gana-
deros para algunas areas geogréficas.
Se trata de un sistema de vigilancia con

una alta efectividad, pero con un muy alto
costo y con problemas logisticos impor-
tantes que deben ser analizados cuando
se considera su aplicacion.

Los muestreos en plantas de faena
(MPF) son una estrategia aplicada en
numerosos paises que han erradicado la
enfermedad durante el proceso de erradi-
cacion y como sistema de vigilancia lue-
go que esta ha sido lograda ©”. En Uru-
guay se aplico en forma limitada y actual-
mente se estéd incrementando en forma
sustancial. Un insumo trascendente para
esto es la caracterizacion de los movi-
mientos con destino a faena de las cate-
gorias susceptibles de los rebafios, lo
cual se ha realizado con la base de datos
de movimientos del afio 2009.

Las pruebas de rebafio se vienen apli-
cando en los lecheros a través de la
prueba de anillo en leche (PAL), que no
ha funcionado correctamente en el Uru-
guay. En los capitulos precedentes se
reporta informaciéon de cémo mejorar la
deteccion de las pruebas sobre leche
tanque, a través de los cambios de prue-
ba a utilizar. Este método es general-
mente considerado muy eficiente en rela-
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cion al costo involucrado.Pruebas de re-
bafio para ganaderia para carne, solo
seria posible a través de la utilizacion de
muestras compuestas (pooles) de sue-
ros, lo cual podria ser una opcion aplica-
ble a través de los MPF o en otras
situaciones.

La serologia previa a movimiento ha
sido aplicada en la mayoria de los paises
gue han logrado erradicar la enfermedad ®.
Se trata de una medida preventiva que
evitaria el ingreso de la enfermedad en la
mayoria de los rebafios y que en la
medida que el productor la entienda, la
exigiria en forma independiente de su
obligacion legal. En el Uruguay es cues-
tionada por algunos sectores y se aplica
en forma parcial segun diferentes areas
del territorio.

La Vigilancia Periédica de los reba-
flos que podria ser realizada en forma
sisteméatica a través de muestreos anua-
les, es una opcion alternativa y/o com-
plementaria, que si bien no tiene antece-
dentes internacionales podriatedricamen-
te ofrecer una opcion de costo limitado
para disminuir el riesgo y aumentar la
deteccion de rebafio infectados-no-de-
tectados.

Estos sistemas de vigilancia podran
ser modelados con distintos niveles de
cobertura y utilizando diferentes herra-
mientas de diagnostico de laboratorio,
considerando sus costos y modelando
también su comportamiento.

MODELO DE SIMULACION

Como se expreso en la figura V.3 el
modelo de transicion de estados es rela-
tivamente sencillo. A los estados de tran-
sicién propuestos para los rebafios SIC
(Susceptible, Infectado y Cuarentenado)
debemos agregar el estado de «No Sus-
ceptible» (Vacunado) que se puede con-
siderar como fuera del modelo de simula-
cién al asumir que no transita de un
estado al otro en el periodo. Dicho de otra
forma los rebafios vacunados no juegan
ningun papel en el modelo, ya que asumi-
mos resistencia a la infeccién y no son
fuente de la misma, lo que equivale a su
remocién del sistema.

El nimero de individuos (rebafios) en
cada estado y en cada periodo depende
del namero de individuos en cada estado

en el periodo anterior y de las probabili-
dades de transicion.

En un modelo de transicion de estado
determinista: las probabilidades de cada
transicién nunca cambian. En el modelo
planteado las probabilidades de transi-
cion cambiaran con el tiempo en forma
estocastica para representar eventos
aleatorios o variacion natural.

Como se observo en la Figura 9 los
rebafios infectados se categorizan en
«Detectados» y «No detectados». Los
rebafios detectados Cuarentenados (In-
terdictados) y en proceso de Saneamien-
to. Los rebafios no detectados estan en
funcién de la introduccion reciente del
agente en «incubacion o latencia» (sin
evidencias seroldgicas) y de la falta de
sensibilidad del sistema vigilancia por:
baja prevalencia, pruebas diagnésticas
imperfectas y/o falta de cobertura en la
vigilancia.

Como se observé en la Figura 10 la
distribucion geogréfica de la enfermedad
no parece aleatoria, sino como en la
mayoria de las enfermedades infecto-
contagiosas se observan conglomerados
geograficos que determinan que el riesgo
no sea homogéneo en todo el territorio.
Esto se ve reforzado en un sistema ex-
tensivo de produccién basado en pastu-
ras, ya que el tipo de suelo estara deter-
minando la potencialidad para diferentes
sistemas productivos, asi como la densi-
dad de animales, lo cual afectaré directa-
mente la tasa de contacto entre los mis-
mos y los manejos aplicados. Basado en
estos aspectos se decidié que la unidad
geogréfica de trabajo para el modelo es la
Seccion Policial.

Para la caracterizacion geografica de
las secciones policiales para la brucelo-
sis bovina se pensé que podria hacerse
en funcion de tres parametros ya sea en
forma independiente o combinada, sien-
do estos: prevalencia en la poblacion de
bovinos, porcentaje de animales expues-
tos y prevalencia de los rebafios bovinos.
El primer parametro fue descartado, ya
que los datos disponibles no eran de
buena calidad.

En funcion del segundo parametro
propuesto se tomaron como base los
rebafios para cada seccién policial (SP)
que eran focos activos a diciembre del
2008 o fueron identificados como infecta-
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dos entre enero 2009 y abril 2010. De
estos rebafios se asumié que toda su
poblacién susceptible habia sido expues-
ta y se calculé su porcentaje para cada
seccion policial con respecto a la decla-
racion jurada de DICOSE 2009. En la
Figura 13 se observa la distribucion de
las categorias de las seccionales segun
el porcentaje de sus animales suscepti-
bles involucrados.

Para el tercer parametro propuesto
también se tomaron como base los reba-
flos que eran focos activos a diciembre
del 2008 o fueron identificados como
infectados entre enero 2009 y abril 2010.
En funcion de ese numero de focos y la
poblacién de rebafios de cada seccién
policial, con respecto a la declaracién
jurada de DICOSE 2009, se calculd la
prevalencia de rebafios con brucelosis
bovina. En la Figura 14 se observa la
distribucion de las categorias de las sec-
cionales, segun la prevalencia de reba-
flos para la brucelosis bovina.

Se puede observar cierto paralelismo
entre la categorizacién de ambos ma-
pas, pero se optd por la categorizaciéon
en funcion de la prevalencia de rebafios
afectados porque se trata de un modelo
de difusién entre rebafios y es la situa-
cién donde no se debié hacer supuestos
muy fuertes.

El Unico supuesto es que no existan
sesgos importantes en la deteccién en-
tre las diferentes seccionales policiales.
Obviamente este supuesto se debe de
realizar para los dos sistemas de catego-
rizacion. Ademas, la calidad de los datos
con los cuales se elabor6 esté informa-
cion son los que ofrecen mayor seguri-
dad; ya que se puede asumir que el nivel
de omisién debe ser minimo en el regis-
tro de los focos detectados y la poblacion
de rebafios surge de la declaracion jura-
da de DICOSE. En conclusion, la catego-
rizacion geografica de la Figurald es la
utilizada en el modelo.

Esta categorizaciéon diferencia cinco
tipos de seccionales policiales en fun-
cién de su prevalencia de rebafios a la
Brucelosis bovina yendo desde el no
registro de la enfermedad hasta més del
4% de los rebafios afectados en el perio-
do analizado.

Prevalencia de hembras expuestas

[]Libre
[ |Prev. < 1%

1-5%
B 5-15%
B > 15%

Figural3. Caracterizacion de las Seccionales Policiales
departamentales en funcidon del porcentaje de
bovinos susceptibles a la Brucelosis bovina

expuestos en las mismas.

En el cuadro 12 podemos observar la
distribucion de los rebafios, focos de la
enfermedad y poblacion susceptible en
funcién de la categorizacion geogréafica
de la enfermedad. De este cuadro se
observa que el 42% de los rebafios del
pais estan en areas sin registros de la
enfermedad, asi como el 36% de la po-
blacion susceptible. Por otro lado si nos
fijamos en las areas con mayores preva-
lencias 2% o mas de los rebafios afecta-
dos estas areas concentran el 67% de
los focos y solo el 16% de los rebafios y
el 24% de la poblacién susceptible.
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Prevalencia de establecimientos
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Figura 14.Caracterizacién de las Seccionales Policiales
departamentales en funcién del porcentaje de
rebafios afectados por la Brucelosis bovina en el
periodo enero 2009 — abril 2010.

Cuadro 12.Distribuciéon de los rebafios bovinos, rebafios
afectados (focos) y poblacion bovina susceptible
segun los niveles de prevalencia de los rebafios
en el Uruguay

Sin registro  18.989 0 2.255.469
<1% 12.150 65 1.418.005
1-2% 6.565 97 1.111.657
2-4% 4.496 133 885.012
> 4% 2.608 196 599.798
Total 44.808 491 6.269.941

Ademas del factor regional y del giro
productivo (carne, leche), ya menciona-
dos como componentes poblacionales
relevantes, consideramos un tercero que
es el del tamafio de los rebafios. El
tamafio de los rebafios esta generalmen-
te asociado al tipo de produccion, mane-
jo y riesgo para Brucelosis bovina. En
funcién de esos aspectos se establecie-
ron siete categorias de rebafios en fun-
cién de la poblacion susceptible (hem-
bras y machos enteros bovinos de 1 afio
de edad o mayores).

En el Cuadro 13 observamos cémo se
distribuyen los rebafios para cada giro
productivo en funcion de la poblacién
susceptible que ellos tienen. Se destaca
de ese cuadro que hay 2.473 rebafios
bovinos (5,5%) sin poblacion suscepti-
ble, obviamente se trata de estableci-
mientos exclusivamente engordadores de
novillos o campos recria de terneras.

Al observar la distribucion para cada
giro en funcion de las frecuencias relati-
vas de las diferentes categorias de tama-
filo se manifiesta un comportamiento dife-
rente para cada uno de ellos, Figura 15.
La distribucion de los establecimientos
lecheros es mas simétrica y en cierta
medida mas homogénea. Por otro lado el
giro de rebafios para carne tiene un alto
porcentaje de rebafios con poblaciones
chicas, destacandose que el 41% estan
en la categoria de 1 a 30 animales sus-
ceptibles.

Si bien resulta obvio que el manejo
esta muy influenciado por el tipo de pro-
duccion y el tamafio poblacional, proba-
blemente no lo sea tanto para el riesgo de
la brucelosis bovina aunque este reporta-
do en la literatura. Es facil de imaginar
qgue rebafios mas grandes ofrecen mayo-
res posibilidades de mantener el agente
en la poblaciéon una vez que este se
instala. Un ejemplo claro de cémo se
incrementa el riesgo para cada giro de
produccién se observa en la Figura 16
donde se gréfica el nimero de focos cada
mil rebafios en funcién de la poblacién
susceptible de los mismos en el Uru-

guay.
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Cuadro 13. Distribucién de los rebafios bovinos por giro de
producciéon segun el tamafio poblacional de las
categorias susceptibles a la brucelosis bovina en el

Uruguay
0 2.464 9 2.473
1-30 16.818 778 17.596
31- 65 6.345 919 7.264
66 -100 3.345 573 3.918
101 -200 4.922 742 5.664
200 -500 4.533 452 4.985
Mas de 500 2.747 161 2.908
Total 41.174 3.634 44.808
as% 41%
ao% 1~
3% 1~
so% 25%
5% 21% e
20% 15! 16%
15% 12% 1192%
10% 17 6% 7%
4% ——
5% 0%
m T T L} T L} T 1
0 1-30 31-65 66-100 101-200 200-500 Mas de
500
W Ganaderia W Lecheria

Figura 15.Distribucion de la poblacion de rebafios por tamafio
poblacional (n° de bovinos susceptibles) para cada giro
productivo.

70 A

(1] 1-30 31-65 66-100 101-200 200-500 > 500

HGanaderia M Lecheria

Figural6. Numero de focos de Brucelosis bovina cada mil rebafios,
para cada giro productivo, en funciéon del tamafio de la
poblacién susceptible de los mismo.
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En conclusion las unidades de entra-
da al modelo implican una caracteriza-
cion geogréfica de las seccionales poli-
ciales en cinco regiones en funcién de la
prevalencia de los rebafios a la brucelo-
sis bovina y dentro de estos estan cate-
gorizadas en dos giros productivos (car-
ne y leche) y dentro de los mismos en
siete categorias en funcion del tamafio del
rebafio. Estos anidamientos nos dan 70
unidades teodricas de entrada al modelo.

Como resumen de la informaciéon ma-
nejada en la Figura 17 se observa la
distribucién de los rebafios, poblacion
susceptible y focos de la enfermedad lo
cual marca diferencias sustanciales en-
tre las regiones determinadas eviden-
ciando la importancia de esta categori-
zacion.

TRANSMISION ENTRE
REBANOS

Como se esquematizé en la Figura 9,
la transmisién entre rebafios se prevé a
través del movimiento de animales porta-
dores o por contigliidad de los rebafios
infectados y susceptibles.

Transmisién por movimiento de
portadores

Nos referiremos en primera instancia
a la transmision de la brucelosis bovina a

través del movimiento de un reemplazo
infectado que ingresa a un estableci-
miento limpio (susceptible).

El primer supuesto importante en este
tipo de transmision es que los rebafios
infectados detectados (focos) de la en-
fermedad estan cuarentenados (interdic-
tados) y por lo tanto no participan de esta
transmisidn (son excluidos de la consi-
deracion en esta transmision).

Como base para modelar esta trans-
misién de la brucelosis utilizaremos la
funcién doble binomial desarrollada por
Beal y reportada por Amosson y Dietrich @,

Los parametros de la funcién son: p,
s, g, m y n definiéndose de la siguiente
forma:

p = proporcién de vacas en rebafios
infectados con relacion al total de vacas
de la poblacion. Podriamos decir que es
la proporcion de vacas expuestas pasi-
bles de ser movidas, ya que no han sido
detectadas la enfermedad en el rebafio.
En este caso asumimos que todas las
vacas de un rebafo infectado son ex-
puestas y pasibles de ser movidas con
destino a otro rebafio.

q =1-p = complemento de p o
proporcién de vacas en rebafios no infec-
tados con relacion al total de vacas de la
poblacién. Es la proporcion de vacas no
expuestas y susceptibles.

n = nuamero de origenes (fuentes) dife-
rentes de los reemplazos que se ingresan.

45%_42%

40% - 36%

35%

30% - 27%

2%

25% 23%
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18%
49
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Figural7. Distribucién de los porcentajes de rebafios, focos y poblacién
bovina susceptible para cada una de las categorias regionales

definidas.
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m = numero medio de reemplazos
ingresados por origen de los mismos. Es
el cociente del nimero de reemplazos
ingresados en el afio sobre n (el nUmero
de origenes diferentes de estos reempla-
z0s).

s = complemento de la prevalencia en
rbafios infectados (1 — prevalencia). Di-
cho de otra forma s es la prevalencia de
las vacas no infectadas en rebafios infec-
tados no detectados.

La funcion doble binomial definida por
Beal @ que estima la probabilidad de
transmision de la brucelosis a través de
los movimientos de portadores para cada
region, giro y tamafio poblacional es:

1—[(q + psm)nJ

En nuestro modelo los parametros de
la funcién de transmisién en realidad no
son conocidos y por lo tanto se utilizan
estimadores que variaran estocastica-
mente en funcién de los valores de las
distribuciones que mejor los represen-
ten, para cada una de las interacciones
del modelo.

Los parametros p, s y q dependen del
numero de vacas y rebafios infectados
no detectados en la region, por lo tanto
cambiaran de afio en afio seguin que la
poblacién no detectada se expanda o
contraiga.

La distribucion que estima los paréa-
metros m y n se establecera para el afio
inicial del modelo por region, giro 'y grupo
de tamafio de rebafio y se ajustara en los
diferentes afios de simulacion segun los
ajustes poblaciones que vaya teniendo el
modelo.

Cada region tiene cierta posibilidad
de comprar en su propia regién o en c/u
de las otras regiones, estas probabilida-
des suman 1 y se mantienen constantes
dentro de cada interaccion del modelo.
La probabilidad de transmisién a una
region dada desde otra sera el producto
de la probabilidad de transmision (doble
binomial) por la probabilidad de adquirir
reemplazos en esa region.

5

El nimero de rebafios nuevos infecta-
dos por region, giro y tamafio de rebafio
es igual a la probabilidad de comprar uno
0 mas reemplazos infectados para esa
region, giro y tamafio de rebafio por el
numero de rebafios susceptibles en ese
grupo.

N, = N° de rebafos nuevos infectados

PP, = Probabilidad de comprar uno o
mas animales infectados (portadores) para
la region i, giro h y tamafo de rebafio j,

N,; = N° de rebafios susceptibles (lim-
pios) en la region, giro y tamafio de
rebafo de destino

h =1, 2 giro productivo
i=1,2,3,4y5regiones
j=1,2,.., 6y 7 tamafo de rebafos

LL = origen del reemplazo adquirido
en una region, giro y tamafo de rebafio
dado.

p, = probabilidad de compra de un
reemplazo en una region, giro y tamafio
de rebafo dado.

A los efectos de estimar la prevalen-
cia de la brucelosis bovina en el Uruguay
la Direccion General de los Servicios
Veterinarios realiz6 un muestreo nacio-
nal en el periodo agosto-diciembre del
2009. La seleccién de la muestra fue
proporcional a la poblacién de los esta-
blecimientos (PPS) e implico la visita y
toma de muestra de 587 rebafios en todo
el pais y la obtencion de muestras sero-
l6gicas de 27.641.

La prevalencia aparente estimada en
hembras bovinas fue 0,25% con un error
estandares 0,0885% siendo 0,080-0,415
el intervalo de confianza del 95%.

La estimacion de punto de la prevalen-
cia aparente de los rebafios fue de 1,62%
con un error estandar de 0,757%. En el
Cuadro 14 se muestran los resultados de
una pos-estimacion por giro productivo
de la prevalencia de rebafio y el limite
superior del intervalo del 95%.

Dado el conocimiento que se tiene del
numero de focos detectados (cuarente-
nados), la diferencia entre los mismos y
las estimaciones del muestreo nacional

PPhii - Z |:( Pr )hiLL x(1-((g+ Psm)n)hii}

LL=1
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Cuadro 14. Estimacién de la prevalencia de rebafios y del nimero de rebafios
afectados por brucelosis bovina y la posestimacion por giro productivo

(leche, carne).

Leche 2,24% 6,66%
Carne 1,42% 3,11%
Rebafios 1,62% 3,11%

74 222
536 1.172
667 1.271

aportan los elementos necesarios para
estimar el nUmero de rebarfios infectados
no detectados.

En la Figura 18 podemos observar
que el nimero de movimientos entre re-
bafios de categorias susceptibles crece
claramente en funcién del tamafio de los
mismos, por lo cual caracterizar esta
relacién aporta un elemento fundamental

para estimar los riesgos en cada catego-
ria propuesta.

En el Cuadro 15 podemos observar
que no solo el nimero de movimientos
sino que el nimero de vacas aumenta
sustancialmente cuando aumenta el nu-
mero de rebafios. Obviamente la variable
nimero de movimientos y nimero de
animales movidos estan altamente co-

8,0

71,2

7,0

6,0

5,0

4,0

3,0

2,7

2,0
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Figura 18. Numero de movimientos anuales por rebafio en
funcién del tamafio de rebafio expresado en nimero
de cabezas susceptibles.

Cuadro 15.NUumero de rebafios, nimero de movimientos y nimero de
vacas movilizadas de rebafio a rebafio, segin tamafio de los
rebafios en ndmero de vacas por rebafio

0 2.473
1-30 17.596
31- 65 7.264
66 -100 3.918
101 -200 5.664
200 -500 4.985
> 500 2.908
Total 44.808

514 8.301
4.730 50.855
5.473 64.055
4.064 55.783
9.364 155.118

13.479 283.307
20.801 612.559

58.425 1.229.978
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rrelacionadas y a su vez estan asociadas
con el tamafio de los rebafios ya que a
una misma tasa de reemplazo rebafios
més grandes requeriran mas animales
en numeros absolutos.

Sibien el nUmero de movimientos y de
animales movidos de una regién a otra
son un factor de riesgo fundamental para
la transmisién de la brucelosis bovina, la
caracterizacion del riesgo de las regio-
nes origen de los reemplazos estari aso-
ciada al riesgo de la transmision de la
enfermedad. En la figura IV.11 se obser-
va que en todas las regiones los movi-
mientos mas importantes son dentro de
la propia region, pero también son impor-
tantes los movimientos recibidos de otras
regiones con un riesgo epidemioldgico
diferente.

Transmisién por contiglidad
(linderos)

La otra posibilidad de transmision de
la infeccidén hacia un rebafio susceptible
(limpio), que se esquematizo6 en la Figura
119, es a través del contacto con un
rebafio vecino infectado.

Asumimos que un rebafio cuarentena-
do (interdicto) tiene menos probabilidad
de difusién que uno no detectado, porque
seguramente se han tomado medidas
precautorias para tratar de evitar la trans-
misién de la brucelosis entre linderos.

Otros factores que pueden incidir en
la potencialidad de transmisién son: el
numero de afios de infeccion, el tamafio
total del rebafio y el nimero de linderos
susceptibles.

En la Figura 20 se observa la distribu-
cién de los tiempos de saneamiento ne-
cesario para los focos que se sanearon a
abril del afio 2010, observandose que en
casos excepcionales se requiri6 hasta
siete afios para sanear algun foco aun-
gue la mayoria requiri6 tres afios o me-
nos. También se observa en la Figura 21
que en los focos activos de la enferme-
dad se mantienen vigentes algunos focos
de larga data.

Infhij =Thij X Pdhij X Lindhij

Inf,;, = nuevos rebafios infectados por
region, pasan a engrosar la categoria de
infectados no detectados

T,= total de rebafios infectados por
region, giro y tamafio, ajustados por nu-
mero de afos infectados y estatus (de-
tectado o no).

Pd,, = probabilidad de transmision por
contigiidad a un lindero ajustado por
region, giro y tamafo.

Lind,, = numero de rebafios linderos
susceptibles por rebafio infectado.

52%

50% -

§

33%

31%

33%

21%

10% 4% 6
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Sin Registro < 1%

mSinRegistro M<1% ®1-2% M2-4% M>4% N Desconocido

Figura 19. Porcentaje de animales susceptibles movilizados de rebafio a rebafio
por region de origen segun region de destino.
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Figura 20. Dias necesario para el saneamiento de los focos de Brucelosis bovina

saneados a abril 2010.
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Figura 21. Dias en saneamiento de los focos de Brucelosis bovina activos en abril

2010.

Las estimaciones de las variables que
determinan los nuevos rebafos infecta-
dos por contigiidad variaran estocasti-
camente en cada uno de las interaccio-
nes de acuerdo a las funciones de proba-
bilidad adecuada para cada uno de ellos.

Programas de Vigilancia

Los programas de vigilancia estan
esquematizados en la Figura 22. La base

de datos de rebafos infectados detecta-
dos tiene algunas variables incompletas,
en especial la causa o forma de detec-
cion de los focos donde no esté registra-
da la misma para el 51% de los mismos.
No obstante este sesgo potencial se
pueden observar las principales causas
de deteccién de aquellos que tienen esta
variable registrada.
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Figura 22. Distribucidn histérica de las formas de deteccion de rebafios

infectados.

Otro sesgo importante que estos da-
tos tienen, ademés de la omisién de
registro, es que en el periodo considera-
do (2002-2010) los sistemas de vigilan-
cia no fueron constantes y se registraron
varios cambios importantes en la estra-
tegia y cobertura. Por lo expuesto no es
posible evaluar los sistemas de vigilancia
sin considerar los aspectos menciona-
dos.

En general la probabilidad de detec-
cién de un rebafo infectado para cada
uno de ellos estariq determinada por la
cobertura anual del programa (Cah”.), la
sensibilidad de rebafio de la prueba o
estrategia diagnostica utilizada (HSeh”),
como se selecciona la muestra, el tama-
fio de la muestra (n) y el nimero de
repeticiones anuales (R) con que la mis-
ma es aplicada por rebafio.

La cobertura anual del programa es la
proporciéon de los rebafios de la pobla-
ciéon que son vigilados (investigados a
través de una muestra) en cada afio para
cada region, giro productivo y tamafio de
poblacion.

Po= prevalencia aparente. Proporcion
de individuos que resultan positivos a una
prueba diagndstica. Dependeré de la pre-
valencia real (P) y de la sensibilidad (Se)
y especificidad (Sp) individual de la prue-
ba o estrategia diagnoéstica utilizada.

P, = PxSe+(1-P)x(1-Sp)

HSe = sensibilidad de la prueba de
rebafio utilizada dependera de la sensibi-
lidad (Se) y especificidad (Sp) individual
de la prueba de diagnéstico utilizada, la
prevalencia intra-rebafio de la enferme-
dad (P) investigada, del tamafo de la
muestra analizada (n) y del criterio utili-
zado para considerar como positivo el
rebafio (en general se considera positivo
cuando 1 o mas individuos tiene un resul-
tado positivo en la prueba) @,

Para el caso en que se considera
positivo un rebafio si al menos alguno de
los individuos muestreados son positivos
y que la fraccién de muestreo es baja, la
sensibilidad de rebafio es estimada a
través de:

HSe=1-(L-P,)"

HSp = especificidad de la prueba de
rebafio utilizada dependera de la especi-
ficidad (Sp) individual de la prueba de
diagnostico utilizada, del tamafio de la
muestra analizada (n) y del criterio utili-
zado para considerar como positivo el
rebafio (nimero de individuos positivos
necesarios para declarar positivo a un
rebafio) ?,

Para el caso en que se considera
positivo un rebafio si al menos alguno de
los individuos muestreados son positivos
y que la fraccion de muestreo es baja la
especificidad de rebafio es estimada a

través de:
HSp = Sp”
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El nimero de rebafios infectados de-
tectados para cada region giro y tamafio
poblacional sera funcion de la probabili-
dad de deteccién del sistema de vigilan-
cia P, (+) empleado por el numero de
rebafios infectados no detectados en esa
region, giro y tamafo poblacional en ese
afio considerado.

R
Poet ()i = ZC%. x H3ey; Pre%-
r=1

El nimero de rebafios falsos positivos
resultantes FP = para cada region giro y
tamafio poblacional sera funcion de la
cobertura del sistema, de la especifici-
dad de la prueba de rebafio empleada y
de la proporcién de rebafios susceptibles
en la poblacién en esa region, giro y
tamafio poblacional en ese afio conside-
rado.

El nimero de rebafos detectados
anualmente determinara quiénes seran
los nuevos cuarentenados (interdictados)
en la poblacién de rebafios y que inicia-
rdn el proceso de saneamiento.

La Figura 23 que describe el nimero
de focos de brucelosis (rebafios infecta-
dos) por giro productivo detectados por
afio muestra una tendencia creciente en
la ganaderia para carne, mientras que en
la ganaderia para produccién de leche
luego del pico que significo el afio 2005
viene cayendo en forma sostenida. Este

grafico podria inducirnos a pensar que la
gravedad de esta enfermedad es mucho
mayor en la ganaderia de carne, pero
esto ignora que este sistema es mucho
mas importante en numero absolutos
que la lecheria.

En la Figura 24 se pone en perspecti-
va la situacion de los focos de brucelosis
en cada giro productivo al referenciar el
numero de estos cada mil rebafios de la
poblacion. Este grafico pone en eviden-
cia que la presencia de la brucelosis en
la lecheria ha sido mucho méas importan-
te que en la ganaderia para carne y que
las medidas que se han tomado han sido
efectivas.

Por otro lado la ganaderia para carne,
si bien no ha sido tan afectada, muestra
en los ultimos afios un crecimiento en el
numero de focos; lo cual puede ser atri-
buido a un avance en la enfermedad o que
se aumentd la deteccidn por un incre-
mento en la vigilancia.

En la Figura 25 se expresa cual ha
sido la cobertura de vigilancia serolégica
cada mil hembras. Esta muestra que en
el giro lechero se han invertido mucho
mas recursos, lo cual explica su avance
y que en la ganaderia para carne si bien
ha invertido mucho menos est4 mostran-
do que en los dltimos afios un incremento
importante. Este incremento en la vigi-
lancia serologica en ganado para carne
explica al menos en parte los avances en
la deteccion de los rebafios infectados.
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Figura 23. Numero de rebafios infectados detectados por afio seglin
giro productivo. Enero 2002 a abril 2010.
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Figura24. Namero de rebafios infectados detectados cada mil
rebafios por afio segun giro productivo. Enero 2002 a

abril 2010.
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Figura25. Evolucién de la vigilancia a través del niumero de
serologias registradas cada mil hembras bovinas por
afio segun giro productivo. Enero 2005 a abril 2010.

Supuestos

Resumiendo los supuestos que el
modelo entre-rebafios asume se deben
mencionar los siguientes:

Unidad de tiempo anual.
Unidad de estudio rebafo.

Establecimientos infectados-de-
tectados no mueven, bajo ninguna
circunstancias, animales de ries-
go con destino a un establecimien-
to susceptible. No transmiten por
Movimientos.

Todos los rebafios infectados pue-
den transmitir la enfermedad por
contigtiidad (linderos).

Los rebafios vacunados son total-
mente resistentes a la enferme-
dad.

Los rebafios infectados saneados
vuelven a la categoria infectados.

Los rebafios susceptibles que re-
ciben un portador se infectan.

Unidad geografica de trabajo para
el modelo es la Seccion Policial.
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Salidas del Modelo

Las principales salidas que el modelo
proporcionara por regién, giro y tamafio
poblacional para las estrategias de vigi-
lancia seleccionadas son:

NUumero de rebafos infectados.

Numero de rebafios detectados y
cuarentenados.

Numero de rebafios falsos positi-
VOS.

Incidencia anual de la enfermedad
en rebafos.

Incidencia anual de la enfermedad
en bovinos.

NUmero de bovinos a ser sacrifica-
dos.

NUumero de analisis de laboratorio
necesarios por técnica de diag-
nostico utilizada.

Necesidades de produccion o im-
portacion de reactivos de diagnos-
tico.

Estimacion de pérdidas fisicas (le-
che y carne) asociadas con cada
programa.

Costo de la indemnizacion por el
sacrificio de reactores.

Costo de la vigilancia epidemiolo-
gica.

Costo global del programa selec-
cionado.

Estas salidas podran ser por afio o
para un determinado numero de afios.
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TIPO DE PRODUCCION
"LECHERA"

Para modelar la difusién de la Bruce-
losis dentro de un Rebafio Lechero se
desarroll6 un modelo estocastico basa-
do en cada individuo, que en conjunto
conforman la poblaciéon del estableci-
miento [stochastic individual-based mo-
del (IBM)]. De esta manera los eventos
ocurren en un animal dado (infeccidn,
aborto, refugo, etc.), siendo posible eva-
luar el rebafio por medio de la sumatoria

V. Modelo de difusion

de la Brucelosis
bovina intra rebanos

de eventos individuales en cualquier pe-
riodo o en un conjunto de periodos.

Para los modelos IBM debe definirse
una poblacién de partida, que sera la
misma cada vez que comience la prime-
ra iteracion de cada simulacion. Es posi-
ble variar esta poblacion para generar
diferentes escenarios, como podria ser
establecimientos chicos, o estableci-
mientos grandes. En el modelo desa-
rrollado se considerd un rebafio lechero de
120 vacas en ordefie (DICOSE 2008, me-
diana=103 bovinos para giro lechero).

Vacas portadoras

. Ingreso Brucella
: rebafio

Material infectante

l l ‘

‘Terneras Vaquilonas 1-2

Prefiez

Seroconversion Aborto

< Trasmision >
¥

Vaquilonas > 2

l l

Vacas cria Vacas refugo

“ Ternero normal

Ternero infectado

Liberacion Brucellas

Abortos v~<)rtadoras intermitentes

» Ternero normal

Liberacion Brucellas

Ternero infectado

Figura26. Composicién del rebafio y ciclo de la brucelosis bovina dentro del mismo.
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En la poblacion inicial, se incluye un
animal infectado, de manera de simular
la evolucion de la infeccién dentro del
rebafio durante el transcurso de los dife-
rentes periodos (en todas las iteraciones
se parte de la misma situacién inicial).
En diferentes simulaciones se puede
variar la categoria del animal infectado
para evaluar el comportamiento del mo-
delo en estos diferentes escenarios.

Al ser un modelo estocastico, para
cada variable de salida se obtendra una
distribucion de resultados. Esta distribu-
cion estara constituida por el resultado
de esa variable en cada iteracion.

El modelo planteado es un modelo de
transicion de estados para tiempo dis-
creto. La unidad de tiempo que compone
un periodo es un mes, y el nimero de
periodos que forman una iteracion es de
180 meses (15 afios).

MODELO CONCEPTUAL

Estados:

e Susceptible (hembras a partir de
los 18 meses, con excepcién de
transmision vertical).

e Infectado (incluye latencia).
* Inmune (por vacunacion).

PARAMETROS DEL MODELO

Vaquillonas: Pubertad: 18 meses.

Comienzo de la 1ra gesta-
cion 24 meses de edad.

1¢ parto 33 meses de edad.
Gestacion: 9 meses.
Parto - Concepcién: 3 meses.
Duracion de la lactancia: 10 meses.
Periodo seco: 2 meses.
N° de Lactancias: 5.

Causas de Refugo: 90 meses de edad,
acumulacion de 2 abortos y otras causas
(estado de la ubre y mastitis, problemas
podales, baja produccion etc.).

Tamanfo del rebafio: 120 vacas (mediana
DICOSE 2008, 103 bovinos para giro
lechero).

Paricién continla.
Sexo de la cria: terneras 50%.

Venta de vaquillonas (28 meses) se ajusta
para mantener n° de vacas en ordefie (VO).

La demografia del establecimiento se
afectara por los abortos (Br.Bovina y
otras causas), la mortalidad desde el
parto al final de la recria y el refugo de
animales.

Probabilidad de aborto por otras cau-
sas: 0,025 (2,5%)

Los sobrantes de los reemplazos se
venderdn como vaquillonas prefiadas (a

Susceptible

Inmune

* cada individuo de la poblacion existe en un
estado de enfermedad (que también puede
ser la ausencia de enfermedad)

* los individuos no pueden tener mas de un
estado de la enfermedad

Infectado

Figura 27. Modelo de transicion de estados.
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los 28 meses de edad). Si entre las
vaquillonas vendidas hubiera alguna in-
fectada, sera registrada en los outputs
del modelo (salida de animales infecta-
dos), para ser considerado por el modelo
de difusion entre rebafios.

Los terneros machos no seran consi-
derados para la transmision (saldran del
modelo), no quedando como reproducto-
res en el establecimiento, pudiendo ser
considerados dentro de la evaluacién
economica.

Susceptibilidad

Debido a que esta asociada fuerte-
mente a la madurez sexual, los animales
inmaduros (vaquillonas menores de 18
meses) no se consideran susceptibles
en el modelo para la transmision horizon-
tal de la enfermedad, mientras que los
animales maduros son altamente sus-
ceptibles a la enfermedad. En la probabi-
lidad de infeccion se consideran la elimi-
nacion de material infectivo (membranas,
fetos) al medio, la sobrevida del agente
en el tiempo y la probabilidad de exposi-
cién, siendo la susceptibilidad de los
animales maduros sexualmente (no va-
cunados) del 100%.

Mortalidad (parto, cria, recriay
adultos)

La mortalidad desde el parto hasta la
finalizacion de la recria serd considerada
en su globalidad con un valor del 4%
(muerte de animales por toda causa). En el
modelo se considera en forma probabilisti-
ca asignando a cada animal una probabili-
dad=0.04 de morir al momento del parto.

La dinamica poblacional sin infeccion
define el Perfil Productivo del Sistema, y
es considerado el Control para analizar
las diferencias con los predios cuando
existe infeccién. Para ello se corre el
modelo de simulacién para obtener esti-
maciones de algunas variables como la
venta de vaquillonas, periodo interparto y
produccion de terneros.

MODELO CON INFECCION

Cada animal infectado transcurrira en
los siguientes periodos, registrandose
las variables de interés como si aborta o
tiene un parto normal, la presencia de
anticuerpos en suero y leche, si es ven-
dido o refugado.

Est. prefiez
Est. lactancia

a) Dinamica reproductiva normal de un animal sano durante 90 meses

Edad (meses) 12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Animal joven (antes de la primera gestacion)

46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90

24 |actancia 37 |actancia 4% |actancia 5@ Jactancia

Figura 28. Esquema de la dindmica poblacional de individuos normales.

1. Introduccién de Brucella abortus en el establecimiento.

b) Posible infeccion, eventos reproductivos y deteccién de anticuerpos en un animal de 1,5 afios al introducirse la Brucella
en el establecimiento.

1234567891011 12 13141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Edad (meses) 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Lactancia Lactancia
++++++++++ A+

Refugo

Est. prefiez
Est. lactancia
Serologia
ATC en leche

Infeccién del animal 1° aborto

Figura 29. Esquema de la dinamica poblacional de individuos infectados.
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Cuadro 18. Pr

PROBABILIDAD DE ABORTO

El aborto por brucelosis bovina (BrB)
puede ocurrir desde el periodo siguiente
al de infeccidn (no en el periodo en el cual
se infecta el animal), y dependera del
momento de la infeccion:

A) Animales vacios (no gestados) al
momento de la infeccion, o con infeccion
durante la gestacion temprana (1°" a 6 mes
de gestacion), abortaran [P(aborto)=1] du-
rante la gestacion actual (para los gestan-
tes) o en la proxima gestacion (animales
vacios al momento de la infeccion).

Para asignar una probabilidad en cada
periodo, de forma que en esa gestacion la
probabilidad de abortar sea P(aborto)=1,
se asignan valores crecientes de probabi-
lidad de abortar (los valores de p_acum en
el Cuadro 16) de manera que para el 9°
mes, si aun no se ha producido el aborto,
la probabilidad sera=1.

En el Cuadro 17 se observa el momen-
to de infeccién y las probabilidades de
aborto (p_acum) para cada mes de ges-
tacion.

a.Infectados durante 7° u 8° mes de
gestacion. Si la infeccién ocurre du-
rante 7° mes de gestacion, las pro-
babilidades de abortar en el 8° mes
(0.25) 0 9° mes (0.45) determinan,
en conjunto, que un animal infectado
durante el 7° mes presente una pro-
babilidad de abortar P(aborto)=0.587.

b.Para animales infectados durante
el 8° mes de gestacion la probabili-
dad de aborto sera Unicamente en el
9° mes de gestacion (p=0.45).

B) Si la infeccion ocurre durante el 9°
mes de gestacion, no se producira abor-
to. Pero la probabilidad de mortinato sera
de 0.10. También existira seroconversion
luego del parto.

C) Probabilidad de que un animal in-
fectado aborte en gestaciones siguien-
tes serd P(ab)=0.3. La asignacion de la
probabilidad de abortar durante un mes
en particular se determina mediante el
solver del Excel de forma que la probabi-
lidad global sea = 0.30. Esta probabilidad
surge del Cuadro 18 y de la Figura 30.

Cuadro 16. Probabilidad de aborto en animales vacios

Gestacion temprana (meses 1,2,3,y 4) p p acum.

5t 0,05 0,05
6t 0,1 0,15
7me 0,4 0,55
8w 0,4 0,95
gne 0,05 1

5° mes gestacion p p acum.
5t 0 0
6% 0,05 0,05
7me 0,3 0,35
8w 0,45 0,8
gne 0,2 1

6° mes gestacion p p acum.
5t 0 0
6 0 0
7me 0,1 0,1
8w 0,45 0,55
gre 0,45 1
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Cuadro 17. Probabilidad de aborto para animales infectados en el mes 7 y 8 gestacion

7° mes gestacion p p acum.

5t 0 0

6t 0 0

7mo 0 0

8v° 0,25 0,25 05875

o 0.45 0.7 p(abortar) = 1- [(1-0,25)*(1-0,45)]
8° mes gestacion o] p acum

5t 0 0

6 0 0

7me 0 0

8w 0 0

gne 0,45 0,45

Cuadro 18. Probabilidad de aborto en gestaciones siguientes

Mes gestacion Frecuencian P (aborto)
1 0
2 0
3 0
4 0
5t 0,05 0,01679767
6% 0,1 0,03359534
7me 0,4 0,13438135
8w 0,4 0,13438135
gne 0,05 0,01679767
1
P (aborto) 0,30000003

Aborta

Figura30. Aborto: arbol de probabilidades de aborto en gestaciones siguientes (probabilidad de

aborto cada mes).
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D) También se consideran abortos por
otras causas (2,5%). La metodologia para
asignar un valor en cada mes de gesta-
cién es la misma que para el punto
anterior, construyendo un arbol de proba-
bilidades y calculando mediante el solver
del Excel las probabilidades de forma
que, para cada animal, la probabilidad
global de abortar durante la gestacion
sea 0.025 (Cuadro 19).

REFUGO POR OTRAS
CAUSAS

Se utilizé la misma metodologia, asig-
nando un valor de probabilidad de refugo
en cada lactancia, construyendo un arbol
de probabilidades y calculando mediante
el solver del Excel las probabilidades de
forma que, para cada animal, la probabi-
lidad global de abortar durante todas sus
lactancias sea 0.02 (Cuadro20).

Cuadro 19. Abortos por otras causas

Mes gestacion

=

© 00 N O OB~ wWwN

Frecuencia P (aborto) Frec. relativa
0,1 0,00091849 0,03389831
0,2 0,00183698 0,03389831
0,2 0,00183698 0,06779661
0,3 0,00275547 0,10169492
0,75 0,00688866 0,25423729
0,6 0,00551093 0,20238983
0,5 0,00459244 0,16949153
0,3 0,00275547 0,10169492
0,1 0,00091849 0,03389831
2,95 1

P (aborto) 0,025 |

Cuadro 20. Probabilidad de refugo

1

g b~ W N

Lactancia Frecuencia

P (refugo) Frec. relativa

5 0,00201294 0,07692308

10 0,00402587 0,15384615

10 0,00402587 0,15384615

20 0,00805175 0,30769231

20 0,00805175 0,30769231
65 1

P (refugo otras) 0,01999997

TRANSMISION

La propagacion de la infeccion entre
las unidades (animales susceptibles a
BrB del establecimiento) puede producir-
se en forma horizontal o vertical.

Probabilidad de infeccién
horizontal

Se producirainfeccién horizontal cuan-
do se libera material infectivo en el medio
ambiente y existe contacto con animales
susceptibles. Los modelos de transmi-
sién de la Br. Bovina consideran Unica-
mente los eventos de mayor importancia
y significacion, como ser la liberacion de
bacterias cuando se produce un aborto o
parto de un animal infectado (se liberan
10 bacteria/gr) dejando de lado las po-
sibles contaminaciones que produce al
medio un animal infectado, por secrecio-
nes o excreciones, por considerarlas de
escaza importancia en la transmision.
Igualmente para la susceptibilidad, si
bien existen variaciones individuales, se
considerara que un animal adulto (luego
de la pubertad) serd 100% susceptible.

Laprobabilidad de infeccién sera maxi-
ma en el periodo en que ocurre el aborto
0 parto, para luego disminuir progresiva-
mente. Sera determinada por la probabi-
lidad de contacto (o exposicidon) con
material infectivo y de caracteristicas del
agente como la viabilidad, que varia con
el tiempo y es afectada por las condicio-
nes ambientales (temperatura y hume-
dad).

De acuerdo a la literatura, consideran-
do nuestras condiciones de produccién,
el modelo considera un tiempo maximo
de 6 meses para que un material infecti-
vo, luego de aborto o parto pueda produ-
cir infeccion de un animal susceptible.
Respecto a estos ultimos, no se consi-
deraran animales susceptibles a la trans-
misién horizontal los animales menores
de 18 meses.

La probabilidad de infectarse que tie-
ne un animal, sera el producto de la
probabilidad de tener contacto con mate-
rial infectivo (Cuadros 21 y 22) por la
probabilidad de infeccion dado que ha
sido expuesto.
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Cuadro 21.Tiempo de supervivencia de la brucella segun tipo de

materiales contaminado

Suelo y estiércol

Polvo

Leche a temperatura ambiente
Fluidos y secreciones en verano
Lanas de depdésitos

Agua a 37 °Cy pH 7,5

Agua a8 °CypHB6,5

Fetos mantenidos a la sombra

Descarga vaginal mantenida en hielo

Manteca a 8 °C

Cuero manchado con excrementos de vaca

Paja
Grasa de ordefe

Heces bovinas naturales

Tierra himeda a temperatura ambiente
Tierra desecada a temperatura ambiente

80 dias

15 — 40 dias

2 — 4 dias

10 — 30 minutos
110 dias
Menos de 1 dia
Més de 57 dias
6 — 8 meses

7 meses

1 - 2 meses
21 dias

29 dias

9 dias

1 - 100 dias
66 dias

4 dias

Fuente: Acta Bioquim Clin Latinom 2005; 39(2): 203-16.

Cuadro 22.Tiempo de supervivencia de la brucella segin medio

contaminado

Luz solar <31 °C 4,5 horas
Agua -4 °C 114 dias
Agua Ambiente 77 dias
Suelo Ambiente seco <4 dias
Suelo Humedo 66 dias
Estiércol Verano (Rusia) 1 dia
Estiércol liquido Verano (Rusia) 108 dias
Estiércol Invierno (Rusia) 53 dias
Estiércol liquido Invierno (Rusia) 174 dias

Fuente: adaptado de Nicoletti (1980).

La probabilidad de infectarse que tie-
ne, un animal susceptible si es expuesto
(contacto con material contaminado)
Prob(inf) p _, estara asociada a la infec-
ciosidad del material contaminado y su
variacion en el tiempo (dependiendo de la
viabilidad del agente), por lo que se le
asigna un valor mensual, por un lapso de
6 meses.

El valor de p  durante el periodo del
aborto o parto es igual a 1, para luego

decaer pronunciadamente. En este pun-
to fue considerando el largo de cada
periodo (un mes) y nuestras condiciones
pastoriles de produccién (Cuadro 23).

La probabilidad de contacto con el
material contaminado p_ (fetos, membra-
nas ...) sera maximaen el periodo en que
ocurre el aborto o parto de un animal
infectado (0.10 para animales del tam-
bo), dado el comportamiento de los bovi-
nos (acercarse a olfatear y lamer el feto,
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Cuadro 23. Probabilidad mensual de infeccion

Mes Exp. P (inf)pm
1 1

0,2
0,1
0,05
0,01
0,001

o o WN

P (cont)pc pm*pc
0,1 0,10000
0,01 0,00200
0,01 0,00100
0,01 0,00050
0,01 0,00010
0,01 0,00001

placentas, etc.). Luego esta probabilidad
pasara a ser constante en los periodos
posteriores, considerando que tanto un
feto como las membranas permanecen
solo en el periodo del aborto o parto, en
el medio, debido a la existencia de zo-
rros, perros, aves rapaces etc. A partir
del 2% mes, por lo tanto, la probabilidad
de contacto serd uUnicamente con los
microorganismos presentes en la pastu-
ra y bosta (no por contacto con fetos ni
membranas), la cual serd constante por
el resto de los periodos. Otros modelos
suponen que dado un aborto o parto, se
infectard un numero dado de animales,
ej. 2, incluso puede modelarse mediante
una distribucién Poisson.

El nimero de animales que puedan
ser infectados variara con el numero de
animales presentes en el lugar que se
produce la descarga de microorganis-
mos. En el presente modelo se parti6 del
supuesto de que todos los animales pre-
sentes en ese potrero tienen igual proba-
bilidad, y constante, de tener un contac-
to con el material infectivo, independien-
te del numero de animales. Para los
animales secos, la probabilidad de con-
tacto empleada para el periodo del aborto
o parto fue de 0.20, dado que coincidiran
en ese potrero un niumero muy inferior de
animales.

La probabilidad de infeccién horizon-
tal se consideré diferente por categoria
de manejo (debido a que se manejan en
grupos para pastoreo, ordefie etc.), con-
siderando la exposicion de los animales
gue cohabitan en el potrero.

Las Terneras, en principio, no se con-
siderardn susceptibles. Las vaquillonas
seran consideradas como una categoria
hasta el 7™ mes de gestacion, en el 8°y
9"° se supone que estan en conjunto con
las vacas secas, que forman otro grupo

de animales que estan juntos. Finalmen-
te, todas las vacas en lactacién son
consideradas como un grupo (desde el
punto de vista del contacto). En resu-
men, se consideran cuatro compartimen-
tos de animales, y el riesgo de exposi-
cion se calcula en cada uno de ellos.

La probabilidad de infeccion (en un
periodo y compartimento dado) p, estara
dada por la probabilidad de tener contac-
to con el material contaminado p_ (fetos,
membranas ...) multiplicada por la proba-
bilidad de infectarse p,, de acuerdo a los
abortos o partos de animales infectados
ocurridos hasta 6 meses antes del perio-
do actual en dicho compartimento (potre-
ros usados por esa categoria de anima-
les): p= P, *P,

También se incorpora la posibilidad
de ocurrencia de mas de uno de estos
eventos de contaminacién en el mismo
periodo y compartimento, y su posibili-
dad de ocurrencia en diversos periodos a
lo largo del tiempo (6 meses previos).
Cuando exista mas de un aborto o parto
en un periodo, se calcula la probabilidad
de infeccion debida a esos eventos como
P(inf)=1-P(no infeccién)= 1-q" donde n
es el nimero de abortos (y/o partos)
ocurridos en un mismo periodo, y q=1-
(probabilidad de infeccién de un animal
susceptible en ese periodo gq=1-p, ). Los
supuestos para aplicar la Distribucion
Binomial, en este caso, son que la proba-
bilidad de contacto de todos los anima-
les con el material contaminado es cons-
tante y la misma para cada uno de los n
eventos contaminantes.

Finalmente, para considerar la posi-
ble infeccién debida a abortos ocurridos
en diferentes periodos (previos) en cada
compartimento, se determinara la proba-
bilidad de acuerdo a un arbol de probabi-
lidades, en el cual se consideraran las
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probabilidades de ocurrencia para los 6
periodos anteriores. En cada nodo existe
una P(inf), de acuerdo al calculo ante-
rior, por lo cual considerando los 6 perio-
dos la Probabilidad final de infeccion
P(final) estard dada por 1- la probabili-
dad que no se infecte (de acuerdo al arbol
de probabilidades).

Cambio de categoria de riesgo por
manejo (potrero): Este cambio, implica
un cambio del lugar en que se encuentra
el animal. Por ejemplo, un animal luego
del parto pasaréa a estar con los animales
que estan lactando; entonces el riesgo
de infeccion horizontal (exposicion) rela-
cionado a periodos anteriores sera el
vinculado a abortos (previos) de vacas
gue abortaron mientras se encontraban
en lactacion. En forma equivalente, para
una vaca que es secada, y por tanto
cambia de potrero y compaifieras, el ries-
go de infeccion horizontal estaréa vincula-
do al &rea de parto y manejo de las vacas
secas (abortos o partos previos de anima-
les infectados en ese compartimento) (Fi-
gura 31).

Probabilidad de infeccién
vertical

In Gtero, al parto, o por ingestién de
calostro, el modelo asume que el 20% de
los terneros nacidos de vacas infectadas
seran infectados.

DETECCION

La deteccion de los animales infecta-
dos depende de la aplicacién de las
medidas de vigilancia y de la sensibili-
dad y especificidad de las pruebas diag-
nosticas empleadas (PAL, RB, Rivanol,
ELISA, FPA, etc.) y en conjunto, del
esquema diagnostico elegido (pruebas
en: serie, paralelo, retest, etc.)

VIGILANCIA

Denuncia Abortos (n° de abortos).
Serologia (n° de animales sero+).

Leche Tanque (n° de vacas que eliminan
Anticuerpos en leche).

Movimientos (n° animales infectados que
salen).

Plantas de Faena (n° de animales infec-
tados que salen a PF).

Cada uno de los componentes del
sistema de vigilancia epidemiolégica se
modela como ser: estrategia o esquema
diagnéstico, Se y Sp de las pruebas
empleadas, nivel de denuncia de abortos
(Ab), muestreos en movimientos, plan-
tas de faena y leche tanque. Esta es la
manera de incorporar la variabilidad e
incertidumbre, y poder estudiar, median-
te el analisis de sensibilidad, la asocia-
cion de cada una de estas variables de
entrada con los outputs del modelo.

NO
1y

@ .
o ©

3

»

®
rtit del cuadro de probabili e infeccién segdn meses

dpaesde EY con?'jmir?ac?én (apm) ?(agrgbabi lidad H i
pe 1-11-(py, " p)1" (n es el niimero de abortos o partos inf. en el periodo)
Probabilidad de No Infeccion Horizontal:
(1-p)" (1-p3)’..c... (1-pg)
Probabilidad de infeccion (por complemento):
1=[C1-p)* (1-py).e. (1-p,)1

*  pProbabilidad inf. horiz en el periodo del aborto o parto
+  p,Probabilidad de inf. horiz en el periodo 2 (post -contam.)

P.s Probabilidad de inf. horiz en el periodo 6 (post-contam.)

-

®

e contacto (p.).

Figura 31. Arbol de probabilidades (Probabilidad de infeccién horizontal).
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A su vez es posible analizar diferentes
escenarios, que pueden constituirse
mediante el empleo de diferentes medi-
das de vigilancia, o diferentes técnicas
de diagnostico o esquemas a emplear, o
cambiando la intensidad o frecuencia de
medidas ya existentes.

ANTICUERPOS

Las terneras infectadas verticalmente
no expresaran anticuerpos (ATC) hasta
la ocurrencia del aborto. Las vaquillonas
infectadas previamente a la primera ges-
taciéon mostraran ATC en suero y leche al
momento del aborto, mientras las vacas
infectadas posteriormente a la primera
gestacion lo haran en forma inmediata a
la infeccidn. La expresion de anticuerpos
en suero y leche se considera simulta-
nea (cuando el animal est lactando).

INTERVENCION

Foco ——) Saneamiento. Para el
saneamiento del foco se aplican las
medidas estipuladas por el Programa,
con los diferentes sangrados, elimina-
cion de positivos y vacunacion.

Se incorpora variabilidad como ser el
tiempo que demoran los animales positi-
vos en ser sacrificados.

Vacunacion. Si bien el modelo con-
templa el empleo de la vacunacion que
figura en el Programa, es posible plan-
tear diferentes alternativas o escenarios,
ej. empleando diferentes vacunas como
serlacepal9 oincluso evaluar la vacuna-
cion general de todas las hembras, como
se realizara hasta la década del 90 en
nuestro paifs.

SALIDAS «OUTPUTS» DEL
MODELO

En una iteracion (180 meses — 15
afios):

e N° de individuos en cada mes (pe
riodo) y totales al final de la simu
lacion:

* Infectados.

* Que expresan Anticuerpos
(Suero y leche).

* Refugados.

* Infectados que salen del esta-
blecimiento por ventas o refugo
(faena).

* N° de Abortos por Brucella y
otras causas.

* Partos de animales infectados.
* Terneras infectadas verticalmente.
* Vaquillonas vendidas.

* Terneros machos producidos.

* Indicadores cémo periodo inter
parto.

e Tiempo transcurrido hasta la de-
teccion (meses)

e Actividad de vigilancia por la que
se realiz6 la deteccion

¢ Saneamiento:
o Prevalencia inicial intrarebafio.
o0 Animales eliminados.
o Animales vacunados.
0 Sangrados realizados.

o Tiempo para sanear el estable-
cimiento.

SALIDAS (OUTPUTS) DE LA
SIMULACION (5000
ITERACIONES)

En cada iteracion se obtiene la evolu-
cion de las variables de salida al progre-
sar los periodos, y los totales acumula-
dos para un namero de periodos (5, 10 6
15 afios), generando cada valor de la
distribucion de salidas que obtenemos al
correr la simulacion del modelo (por ejem-
plo 5.000 iteraciones).

e Distribuciones de salida: para
cada variable de salida se obtiene una
distribucion de valores, lo que permite
conocer minimo y maximo valor asumi-
do, percentiles, valor medio y otras medi-
das de tendencia central, medidas de
variabilidad y demas caracteristicas de
la distribucion que tengan interés. Para
estas variables se realizan gréaficos de
frecuencias o densidades como el histo-
grama, o las curvas acumuladas (Figura
32).
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Figura 32. Distribucion de frecuencia.

« Entre otras variables, el modelo Esta herramienta permite modelar to-
registra: das las variables de entrada empleadas
o Animales Infectados en el modelo, agregando variabilidad e

incertidumbre, permitiendo también eva-

luar su asociacion con las variables de

o Refugos por BrB salida del modelo por medio del analisis

de sensibilidad. De esta forma es posible

identificar cuales variables son criticas o

o Tiempo de deteccion mas importantes para explicar la varia-
cion de las salidas (outputs).

o Abortos por BrB

o Terneras (BrB)

¢ Prevalencia a la deteccion
o Tiempo para el saneamiento
o N° animales eliminados

o N° de serologias realizadas
(sangrados)

o N° de animales vacunados

o Otras variables (intervalo inter-
parto, vaquillonas y terneros
vendidos, etc.).
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Figura 33. Ejemplo de 3 periodos en 1 iteracion. Cada iteracion se completa al finalizar 180 periodos (15
afios).






Uruguay sigue invirtiendo en un pro-
grama de control avanzado de Brucelo-
sis Bovina que apunta como objetivo
final a la erradicacion de la enfermedad
del territorio nacional. Las referencias
internacionales de programas que han
logrado este ultimo objetivo (Estados
Unidos de América, Reino Unido, Repu-
blica Checa, Nueva Zelanda, etc.) mues-
tran que el mismo es dificil, insume afos
de trabajo y tiene costos de inversion
elevados.

La base del programa es la deteccion
de focos de la enfermedad y su sanea-
miento a través de la eliminacién siste-
mética de los animales positivos y la
cuarentena hasta que esto es logrado.
Para la obtencion del exito se requiere la
utilizacion de estrategias de vigilancia
gue detecten los establecimientos y ani-
males positivos y contar con herramien-
tas de diagnéstico que sean certeras
(alta sensibilidad y alta especificidad).

Durante estos afios, diversos actores
han cuestionando las pruebas diagnosti-
cas utilizadas para hacer un trabajo efi-
ciente y promovieron la investigacion y
evaluacion de todas las alternativas dis-
ponibles. Coherente con esta situacion
la Direccién General de los Servicios
Ganaderos (DGSG-MGAP) y la Comi-
sion Nacional Honoraria de Salud Ani-
mal (CONAHSA) dieron su apoyo a este
proyecto. El mismo evalué las pruebas
de rebafo utilizadas en los estableci-
mientos lecheros y las alternativas ac-
tualmente disponibles para sustituirlas,
asi como el desarrollo de instrumentos de
apoyo a las decisones como son los mode-
los epidemioldgicos de la enfermedad.

Se demostré a través de muestras
ciegas para diferentes operadores la alta
repetitibilidad de las pruebas de ELISA

VI. Conclusiones

en leche, lo cual junto a su objetividad
aportan seguridad y transparencias a la
vigilancia de los rebafos lecheros.

Se comprob6 que los kits comercia-
les de ELISA, asi como la prueba de
Polarizaciéon Fluorescente tuvieron un
comportamiento superior (estadistica-
mente significativos) a la prueba hoy
utilizada de anillo en leche (PAL); en la
medida que las muestras compuestas
(pooles) incluyen mas animales. De la
comparacion entre los tres kits de ELISA
evaluados y las pruebas de anillo en
leche (PAL) y polarizacion fluorescente
(FPA) claramente qued6 demostrado la
mayor sensibilidad andlitica de los pri-
meros.

La sensibilidad analitica menor de
los ELISAs a la més alta dilucion
(1/1.024) es de 63%, lo cual es un valor
comparable al obtenido por el PAL a la
dilucion  (1/32) y con el FPA a la
dilucién (1/128). Basado en estos re-
sultados las pruebas de ELISA serian
las recomendables para la deteccién
en las etapas méas tempranas de intro-
duccioén del agente en un rebafio, evi-
tando la difusién en el mismo con sus
consecuencias inmediatas de muchos
abortos y varias vacas infectadas an-
tes de la deteccion.

Dado que la sensibilidad analitica se
determina a través de un ensayo de labo-
ratorio, se puede considerar que no es
suficiente para establecer una recomen-
dacion final. Por esta razdén se realiz6
una evaluacién a nivel de terreno para
establecer las propiedades de sensibili-
dad (probabilidad de detectar un rebafio
verdaderamente infectado) y especifici-
dad (probabilidad de descartar un rebafio
verdaderamente sano) de las técnicas
evaluadas.
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Los valores de especificidad obteni-
dos en todas las pruebas (PAL, ELISAs
y FPA) sobre las mismas muestras en el
peor de los casos fue del 92,6%, lo cual
se puede considerar satisfactorio para
este tipo pruebas que seran utilizadas en
la vigilancia epidemiolégica como de
«screening» (primera clasificacion de
rebafio sospechoso).

Los valores de sensibilidad corrobo-
ran lo que ya habia sido demostrado en
las pruebas de sensibilidad analitica con
una gran variabilidad entre las pruebas
utilizadas. En este caso las pruebas de
ELISA confirmaron nuevamente su supe-
rioridad en sensibilidad con respecto al
PAL y FPAy tuvieron un comportamiento
similar entre los tres kits comerciales
evaluados.

Estos resultados, como los anterio-
res, permiten concluir que seria una
medida estratégica y econdmicamente
rentable el cambio de la vigilancia de los
establecimientos lecheros a través de la
leche tanque con pruebas de ELISA. De
esta forma se tendria una mayor objetivi-
dad en las pruebas y se podria reducir
sustancialmente los costo de vigilancia
en el sector, sin pérdida significativa de
la eficacia. Esta recomendacién es es-
pecialmente significativa para rebafios
mayores a 32 vacas en ordefie, los cua-
les incluyen a mas del 80% de la pobla-
cion de vacas lecheras del pais.

Estas recomendaciones han sido
transmitidas a las autoridades sanita-
rias, quienes estan estudiando los cam-
bios normativos que viabilicen el uso de
estas herramientas.

El uso de modelos de simulacién son
una herramienta de gran ayuda para la

toma de decisiones. Los avances obteni-
dos con el estudio de este proyecto han
mejorado la conceptualizacion epidemio-
l6gica de la difusién entre los rebafios,
asi como sus consecuencias dentro de
los mismos. Permitiendo conocer mejor
la epidemiologia de la brucelosis bovina
en el Uruguay. Estos modelos requieren
su perfeccionamiento continuo para re-
flejar mejor la realidad sanitaria de un
pais o region por lo cual se considera
importante continuar trabajando en los
mismos.

Este proyecto ha realizado un aporte
en las pruebas de diagnéstico para los
rebafios lecheros. Si bien los sistemas
lecheros han sido historicamente los mas
golpeados por esta enfermedad, no hay
que olvidar que solo son aproximada-
mente un 10% de los rebafos del pais y
gue no contamos con pruebas de rebafio
para ser utilizadas para la vigilancia y
deteccion en ganado de carne.

Mirando hacia el futuro es esencial
evaluar las pruebas de diagndstico para
uso a nivel individual, buscar alternativas
econdmicas para la vigilancia de rebafios
de bovinos para carne, asi como alterna-
tivas al aislamiento bacteriano que no
pongan en riesgo la salud de los operado-
res y su entorno.

Por otro lado es necesario conocer
mejor la epidemiologia de la brucelosis
bovina en el Uruguay, identificar sus fac-
tores de riesgo de forma de disefar los
métodos de control méas efectivos.

La aplicacion de la informacion ya
obtenida y la respuesta a la interrogantes
que quedan pendientes son elementos
esenciales para la erradicar final de esta
enfermedad.
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