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Competencia (C-Elisa) en el diagnostico de brucelosis de camélidos
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SUMMARY

Brucellosis is a zoonotic disease representing a risk factor not only to farm animals but also people in
contact with, or consuming, their raw milk and raw dairy products. Because Brucella organisms can infect
several animal species, including camelids, the aim of this research was to apply two primary assays, Fluorescence
Polarization assay (PF) and Competitive ELISA (C-ELISA), to detect anti-Brucella antibody in camelids sera,
along with conventional serological tests such as the Rose Bengal test, (RB), Seroagglutination test (SAT) and
Complement Fixation test (CF). A total of 336 serum samples obtained from 315 llamas and 21 alpacas from a
herd of the IX"™ Region (Chile), clinically and serologically free of brucellosis, were tested. The results were
analyzed considering a threshhold of 98.7 milipolarization (mP) for PF and 32% Inhibition for C-ELISA both
of them obtained by means of the median of the last percentile. All samples gave negative results in the RB and
SAT tests. The CF results were not included as many samples gave anticomplementary reactions. According to
the FP and C-ELISA tests, two samples were positive in both tests with values close to or just above the cut-off
point, the significance of which is discused in the text.
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INTRODUCCION pequeios productores por la comercializacion de
su carne, fibra y piel. En el mercado

Desde hace mas de seis mil afos los internacional, desde 1979 se inici6 en Chile un

camélidos sudamericanos (CSA) forman parte
del ambiente fisico y cultural de la Region
altiplanica Las especies domésticas: llama (Lama
glama) y alpaca (Lama pacos), concentran su
poblacion en la I Region de Chile y representan
solo el 1% de la masa total del ganado existente
en nuestro pais (Torres, 1992; FAO, 1996; Chile,
1997). Sin embargo, la poblacion esta creciendo
y se esta expandiendo a la zona central y sur del
pais, cumpliendo un rol en la economia de
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interés por exportar estos animales. Las normas
de exportacion incluyen diagnodstico para las
enfermedades enumeradas como de cuarentena
de maxima seguridad, entre las cuales esta
brucelosis. Para los camélidos, se ha estimado
como fuente de infeccion el ganado caprino y
ovino y una susceptibilidad (especialmente de
alpacas) a Brucella melitensis tipo 1. Sin
embargo, existen escasos antecedentes al
respecto. (Fernandez-Baca, 1991; Murray, 1998).

Considerando que la enfermedad puede ser
transmitida al hombre, especialmente por
consumo de leche cruda y derivados, la presencia
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de Brucella no solo representa un factor de riesgo
para la explotacion pecuaria sino también para
quienes laboran o hacen usufructo de ella. La
transmision en los camélidos infectados con
cepas lisas se estima que es la misma que en el
ganado ovino y de cabras, en los cuales la ruta
mas usual es la ingestion de alimento y de agua
que ha sido contaminada con excreciones
corporales, o por contacto directo entre
individuos. La placenta y los fluidos fetales de
animales infectados son fuente importante de
estos organismos, los cuales también son
encontrados en la leche (Murray, 1998). Una vez
infectados, los titulos séricos pueden ser
detectados por los métodos usuales de
diagnostico para deteccion de Brucella lisa. Al
respecto, los animales en cuarentena por
importacion al pais (originarios de predios libres
de tuberculosis y brucelosis) se les realiza
pesquisa de Brucella lisa por Aglutinacion
Lenta en Tubo (SAT) y Rosa de Bengala (RB),
pruebas oficiales de brucelosis en Chile para
esta especie (Chile, 1999), habiéndose utilizado
esporadicamente Fijacion de Complemento.

Actualmente existen otras técnicas para el
diagnostico seroldgico de brucelosis que han sido
usadas en diferentes especies animales y han
demostrado una mayor sensibilidad y
especificidad que las antes mencionadas, como
son las técnicas de union primaria Elisa de
Competencia (C-Elisa) y Fluorescencia
Polarizada (FP). Sin embargo, para los CSA se
desconoce la interpretacion de sus resultados. Por
ello, el objetivo de este estudio es determinar el
valor umbral (nivel de anticuerpos que separa los
animales negativos o positivos (Wright y col.,
1993)) para estas técnicas y hacer factible su
introduccion en el diagndstico de brucelosis en
estas especies animales.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con un total de 336 muestras de
suero sanguineo, 315 de llamas y 21 de alpacas
provenientes de un plantel ubicado en la IX
Regidn sin antecedentes clinicos ni seroldgicos
de brucelosis, confinados en un predio cerrado
donde no habia copastoreo ni se criaban otras
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especies animales. Las muestras se obtuvieron
mediante puncion caudal, en tubos al vacio y
fueron llevadas al laboratorio, donde se dejaron
en reposo a temperatura ambiente para la
liberacion del suero. Posteriormente el suero fue
centrifugado a 1500 r.p.m. durante 15 minutos y
almacenado a -23°C. Al momento de su
utilizacion, se descongelaron y se realizaron las
pruebas rutinarias de Rosa de Bengala (RB),
Aglutinacion Lenta en Tubo (SAT) y Fijacién de
Complemento (FC), todas de acuerdo a Alton y
col. (1988).

Igualmente todas las muestras fueron
analizadas con las pruebas de unioén primaria
Fluorescencia Polarizada (FP) y Elisa de
Competencia (C-Elisa) conforme a la
metodologia propuesta por Nielsen y col. (1996;
1998), estableciendo el valor umbral de ambas
técnicas mediante la determinacion de la mediana
del ultimo percentil.

Basicamente las metodologias de ambas
técnicas son las siguientes:

Fluorescencias Polarizada. En un tubo de
borosilicato se adicionaron 10 pl de suero de cada
animal mas 1ml de buffer Litiododecyl sulfato
(1:100), en igual procedimiento para los sueros
controles. Posteriormente, se agitaron en un
vortex y se sometieron a un primer ciclo de
lectura en el analizador de Fluorescencia
Polarizada, el que expres6 los resultados en
unidades de milipolarizaciéon (mP). A
continuacién, a cada tubo se adiciond una
cantidad pretitulada de antigeno cadena O
conjugado con fluoresceina. Para el lote
utilizado en este estudio se adicionaron 10 pl.
Se incuba por 2 minutos a temperatura ambiente
y en el mismo orden en que se analizaron en la
primera lectura, cada muestra se agitd y se
sometié a la segunda lectura. A mayor
formaciéon de complejos inmunes, (muestra
positiva) el nimero de mP serd menor, (por
cuanto el peso del anticuerpo unido al antigeno
es mayor que el del antigeno so6lo), siendo
expresados por el programa del analizador en
valor inverso, es decir, mayor cantidad de
unidades de mP. Similar pero a la inversa ocurre
en muestras negativas.



ELISA de Competencia. Esta técnica consistio
en adsorver en microplacas de poliestireno de 96
pocillos (NUNC 2-69620) 100 pl de antigeno
LPS diluido 1:1000 en buffer de adsorcioén
(Tampon carbonato 0.06M, pH9,6) incubando a
temperatura ambiente aproximadamente por 18
horas (o una noche), luego de lo cual se lavd
cuatro veces en buffer de lavado. (PBST tampoén
fosfato 0.01M con NaCl y tween 20). Enseguida
se adicionaron 50 ul de los sueros controles en
duplicado y 50 pl de sueros problema, todos
previamente diluidos 1:10 en tampén PBST
adicionado con EDTA y en la misma etapa se
adicionaron en cada pocillo 50 pl del anticuerpo
monoclonal MS84 en concentracion
preestablecida por titulacion. Se agitd por 5
minutos, dejandolo en incubacién 25 minutos a
temperatura ambiente. Finalizado el periodo de
incubacion se realiz6 el ciclo de 4 lavados, y se
adicionaron 100 pl en cada pocillo de anticuerpo
IgG anti-raton preparado en cabra y conjugado
con peroxidasa de rdbano picante. (Jackson Lab.)
Se agitdé 5 minutos y se incubd 25 minutos a
temperatura ambiente, tras lo cual se lavd y
adicion6 100 pl de la solucidon sustrato/
cromodgeno en agitador orbital por 10 minutos.
Posteriormente se leyo la densidad dptica (DO)
de los sueros en un espectro fotometro para
placas con filtro de 405 nm. Los datos se
analizaron en el programa SPEIA 1.03, basado
en el calculo del Porcentaje de Inhibicién (%l)
conforme a la siguiente formula:

% I=100 - ( DO suero : DO conjugado) x 100.
RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar el valor de corte de C-Elisa
y FP existen alternativas tales como comparacion
con un test de oro cuando existe la posibilidad
de aislamiento del agente, o en caso contrario la
comparacion con otra técnica de alta sensibilidad
y especificidad. Sin embargo, dado que en Chile,
no hay experiencias en cuanto a aislamiento de
Brucella en camélidos sudamericanos y los test
que se utilizan en su diagnoéstico, a la luz de
experiencias realizadas en otros paises en esta
especie, no tienen los atributos de sensibilidad y

FP, C-ELISA, CAMELIDOS, LLAMAS, ALPACAS

especificidad suficientes, ellos no pueden ser
considerados como prueba de oro para la
determinacioén del valor de corte. Asi por
ejemplo, Abbas y Agab (2002) expresan que la
especificidad para Fijacion de Complemento
(FC) es mucho mas alta que la de otras técnicas.
Sin embargo, la experiencia en este estudio con
FC, es que a pesar de que se utilizaron dos
temperaturas diferentes para inhibicion del
complemento de los sueros problemas (60°C y
62°C) existieron 40 (11.9%) sueros
anticomplementarios, situacion que descalifica el
uso rutinario y como estandar de esta técnica en
el diagndstico de brucelosis en llamas y alpacas.
Este mismo autor (Abbas y Agab, 2002) opina
que RB tiene una buena sensibilidad analitica en
sueros de camélidos en comparaciéon con SAT;
indudablemente esta ventaja detectada por RB
estriba en que esta técnica detecta I1gG, e 1gG,,
sin detectar [gM. Como se sabe, esta ultima
inmunoglobulina pentamérica, es causante de
reacciones cruzadas con diferentes
microorganismos con los cuales, las brucelas
lisas comparten epitopes a nivel de la cadena O.
De este modo, obviar esta inmunoglobulina es
valioso en cuanto a especificidad. Sin embargo,
en una infeccion incipiente, es IgM la primera
inmunoglobulina que se expresa, en tanto que
tarda algunos dias en aparecer la IgG, y con cierta
dilacion se genera posteriormente IgG,, situacion
que podria ocasionar reaccionantes falsos
negativos al utilizarse RB. Ademads, para que RB
reaccione positivamente, se requiere una cantidad
de IgG relativamente alta. Ambos antecedentes
demuestran que tanto RB como SAT no deberian
ser consideradas pruebas de oro, puesto que SAT
tiene problema de especificidad y RB
limitaciones en sensibilidad, especialmente en
infecciones incipientes (Nielsen y col., 1996;
Cherwonogrodzky y col., 2000).

La realidad chilena implica el uso de SAT
como técnica oficial para camélidos
sudamericanos (CSA), pero ademas se utiliza RB
probablemente por su facilidad de ejecucion y
por su mayor especificidad. Sin embargo, las
limitaciones ya sefialadas para estas dos técnicas
no hacen aconsejable utilizarlas como test de oro
para la determinacion del umbral.
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Tomando en consideraciéon que los animales
muestreados provenian de un hato sin
antecedentes clinicos ni seroldgicos de brucelosis
y que estan confinados en un predio cerrado
donde no hay copastoreo ni se crian otras
especies que pudiesen actuar como reservorios
de Brucella en origen, estos animales pueden
considerarse negativos. Por esta razén, se optd
por determinar el umbral en relacion a la mediana
del ultimo percentil, técnica aplicable en
poblaciones negativas (FAO, 1989) y que
determind un umbral de 98.7 mP para FP y 32%
I para C-Elisa.

Una vez determinado el umbral, el analisis
de los resultados del examen de suero sanguineo
(cuadro 1) permitié observar que, en la totalidad
de las muestras (336) analizadas, mediante RB,
SAT, FP y C-Elisa, un 98.81% fueron negativas
a todas las pruebas diagnoésticas, en tanto un
1.18% (4 muestras) correspondieron a muestras
positivas a alguna de las pruebas y negativas al
resto. Como se aprecia, se excluyen de esta tabla
los resultados a FC por las razones anteriormente
expuestas.

De los resultados positivos a las pruebas de
C-Elisa y FP (cuadro 2), se puede observar que
en los dos casos en que C-Elisa present6 valores
de inhibicion de 32%, o sea positivo justo en la

linea umbral, los resultados a la prueba de FP
fueron también cercanos al umbral establecido
en este estudio (98.7 mP). Considerando que el
predio de origen de las muestras no presentaba
antecedentes de la enfermedad, las pruebas de
unioén primarias C-Elisa y FP podrian indicar la
presencia de bajos titulos de inmunoglobulina en
estos dos animales, por lo que en la practica se
recomendaria un nuevo muestreo con el fin de
pesquisar mayores titulos en caso de desarrollarse
la enfermedad. Con ello se dilucidaria un posible
error del operador o un eventual estado inicial
de infeccidn, en que los titulos deberian subir en
sangrados posteriores. Igualmente las 2 muestras
positivas a FP, negativas a las otras pruebas y
lejanas al valor de corte de C-Elisa (17% de
inhibicion), en la practica ameritan repeticion,
aunque la reaccion de positividad fue minima por
estar ambas practicamente en el valor de corte.
Por otro lado, atendiendo a que la brucelosis
bovina es endémica en la region de origen de los
animales, representa un cierto contacto de todos
los animales y el hombre con la Brucella como
antigeno. Asi las especies animales, aunque sin
enfermar, pueden generar cierta cantidad de
inmunoglobulinas pesquisables por técnicas
altamente sensibles como lo son C-Elisa y FP
aunque en valores trazas y por supuestos

CUADRO 1: Anticuerpos antiBrucella detectados en suero sanguineo de llamas y alpacas usando las

pruebas RB, SAT, FP, y C-ELISA.

AntiBrucella antibodies detected in blood serum samples from lama and alpaca by RB, SAT, FP and

C-ELISA test.

Resultados Llamas Alpacas Total %

Neg. a todas las pruebas 311 21 332 98.81
Neg. RB, SAT, FP y Pos. a C-Elisa 2 0 2 0.59
Neg. RB,SAT,C-ELISA y Pos a FP 2 0 2 0.59
Total 315 21 336 100

Neg: Negativo. Negative
Pos: Positivo. Positive
RB:Rosa de Bengala. Rose Bengal test.
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SAT: Aglutinacion Lenta en tubo. Slow aglutination test.
FP: Fluorescencia Polarizada. Polarized Fluorescence Assay.
C-ELISA: ELISA de Competencia. Competitive ELISA test.



CUADRO 2: Niveles de positividad en muestras de suero sanguineo de llama a los test de FP o C-ELISA

FP, C-ELISA, CAMELIDOS, LLAMAS, ALPACAS

para diagnostico de brucelosis con resultados negativos a RBy SAT.

FP or C-ELISA seropositive level of antibrucella antibodies in two lama serum negative samples

to RB and SAT.

Muestra N° RB SAT FP C-Elisa
(mP) 1)
310 Neg Neg 97.39 32
219 Neg Neg 96.13 32
325 Neg Neg 98.7 17
305 Neg Neg 99.11 17

Muestra Positiva.
Positive sample.

fluctuantes entre los sangrados con margenes de
negatividad en algunos hechos que fundamentan
aun mas la repeticion de muestras positivas
débiles para determinar cinética de anticuerpos.

Desde un punto de vista practico, las ventajas
de la técnica de FP son su facil ejecucion, bajo
costo por muestra y su posibilidad de ser
realizada en terreno. Por otra parte, la experiencia
de su uso en el diagnostico de brucelosis bovina,
demuestra su capacidad de evitar positivos
vaccinales, ya que no detecta anticuerpos
resultantes de la vacunacion con cepa 19. Pese a
que la vacunacion con esta cepa ya no se practica
en Chile en el bovino, este dato pudiese ser de
importancia en paises que si la utilizan y que,
eventualmente, pudieran introducirla en
camélidos (Dahoo y col., 1986). Ademas, se
requiere de solo un antigeno, un solo tampén y
la ejecucion de una muestra no demora mas de 5
minutos; los resultados son registrados de manera
sencilla mediante programas computacionales de
facil manejo, donde el sistema de lectura de
resultados es automatico de modo que su
aplicacion resulta objetiva. Su desventaja podria
radicar en la inversion inicial que se debe realizar
para adquirir el analizador de Fluorescencia
Polarizada.

Respecto de las ventajas de la introduccion
de C-Elisa, entre otras estan también su
sensibilidad, especificidad y objetividad en la
lectura. Los costos de implementacion han ido

bajando debido a que los equipos pueden
utilizarse para el diagnostico de otras
enfermedades, con la consecuente masificacion
de la técnica y capacitacion del personal. El
diagndstico en si se hace con bastante rapidez y
precision, y al igual que FP, diferencia
anticuerpos de infeccion de aquellos generados
por cepa 19 (Nielsen y col., 1992).

Resumiendo, la poblacion negativa estudiada,
permitio establecer el valor umbral de los dos
métodos de union primaria aplicados a ellas, (FP
y C-ELISA), con lo cual es posible su
introduccion en el diagnostico de brucelosis de
estas especies.

RESUMEN

En Chile, como en muchos paises de
Latinoamérica, la brucelosis es una zoonosis
presente, representando no so6lo un factor de
riesgo para las explotaciones pecuarias sino
también para quienes laboran y hacen usufructo
de ella, especialmente por el consumo de leche
cruda y sus derivados. Como la Brucella afecta
a diferentes especies de animales, el objetivo de
este trabajo fue utilizar las técnicas de union
primaria, como son Fluorescencia Polarizada
(FP) y Elisa de Competencia (C-Elisa), para la
deteccion de anticuerpos anti-Brucella en suero
de camélidos y, comparar sus respuestas con las
pruebas de Rosa de Bengala (RB), Aglutinacion
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Lenta en Tubo (SAT) y Fijacion de Complemento
(FC) en atencidn a que estas especies representan
un potencial pecuario de cierta trascendencia.

Para ello se analizaron 336 sueros, de los
cuales 315 pertenecian a llamas y 21 a alpacas,
provenientes de un predio de la Novena Region
clinica y serologicamente libre de Brucella.

Los resultados obtenidos sefialan que el
umbral de positividad para FP, calculado segin
la mediana del ultimo percentil, fue de 98.7
milipolarizaciones (mP) y, el corte para C-Elisa
con el mismo método fue de 32% de Inhibicion
(% I).

Todas las muestras analizadas dieron
resultados negativos a RB y SAT. Los resultados
con FC no pudieron ser considerados, por cuanto
un alto porcentaje de las muestras fueron
anticomplementarias. Con las técnicas de C-Elisa
y FP, dos muestras reaccionaron positivamente
en cada uno de los test con valores en el nivel de
corte o levemente superiores. Se discute la
significacion de ellas.
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