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RESUMEN

En el presente trabajo, se profundizé sobre los mecanismos de patogenicidad,
virulencia, supervivencia en el huésped, aspectos zoonéticos y los diversos
sintomas que produce en el animal la Brucelosis. Se muestra la situacion actual en
algunos paises que la presentan y los que ya la han erradicado. Se hicieron
descripciones detalladas de las dos vacunas utilizadas contra Brucellaabortus
(cepa 19 y RB51) teniendo en cuenta sus caracteristicas, efectos que producen en
el animal, modos adecuados de uso y las interferencias que se ocasionan con el
uso inadecuado de estas vacunas en el diagndéstico seroldgico de la Brucelosis
bovina. En cuanto al diagndstico y plan de erradicacion de la Brucellaabortus en la
hacienda Isabela de Sasaput, en los andlisis primarios realizados por el método de
rosa de bengala de una hato de 32 animales hembras se detecté la presencia de
Brucella en 7 semovientes los mismos que fueron sometidos al analisis
confirmatorio de ELISA COMPETITIVO para descartar falsos positivos siendo el
resultado positivos para los mismos 7 animales. Se disefid0 y recomienda la
aplicacion de un plan de erradicacion que se basa en el normativo vigente de
AGROCALIDAD, el cual menciona el descarte inmediato de los animales positivos
con todas las normas de bioseguridad. Se sugiere ademas dentro de este plan de
erradicacion cumpla con parametros sanitarios como: la desparasitacion y otros y
revacunacion especifica al hato. También es necesario interactuar con entidades
publicas ecuatorianas como AGROCALIDAD y MAG para detectar a tiempo la

brucelosis en los hatos ganaderos.



Vi

ABSTRACT

In the present work, the mechanisms of pattogenicity, virulence, survivalin the host,
zoonotic aspects and various symptoms produced in the animal Brucellosis were
investigated. The present situation is shown in some countries that present it and
those alresdy eradicated. Detailed descriptions of the two vaccines used against
Brucellaabortus (starin 19 and RB51) were made taking into account their
characteristics, effects that produce in the animal, adequate modes of use and the
interferences that occur with inadequate use of these vaccines in the serological
diagnosis of bovine Brucellosis. As for the diagnosis and plan for the eradication of
Brucellaabortus at the Isabela de Sasaput farm, the primary analizes carried out using
the “Rosa de Bengala” method of a herd of 32 famale animals detected the precense
of Brucella in 7 livestock the same as were submitted to the confirmatory ELISA
COMPETITIVE to highlight false positives being the positive result for the same 7
animals. It is designed and recommended the implementation of and eradication plan
that is base don the current regulation of AGROCALIDAD, wich mentions the
immediate disposal of positive animals with all biosegurity standards. It is also
suggested that within this eradication plan comply with sanitary parameters such as:
deparasitization and revaccination specific to the herd. It is also necessary to interact
with Ecuadorian public entities such as AGROCALIDAD and MAG to detect

brucelosis in catle herds in time.
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I. INTRODUCCION

La Brucelosis bovina es una enfermedad infecciosa limitante del desarrollo
ganadero; se encuentra ubicada en la lista B de la OIE donde se enumeran
enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista
socioecondmico y/o sanitario y cuyas repercusiones en el comercio internacional

de animales y productos de origen animal son considerables, (REDVET. 2005).

Existen siete especies de Brucellague estan asociadas a varios huéspedes
principales: B. abortusal ganado bovino, B. melitensis al caprino, B. suisa los
porcinos, B. canisa los caninos, B. ovisa los ovinos, y B. neotomaea roedores
salvajes y recientemente se determind la Brucella maris asociada a mamiferos
marinos. Esta se localiza principalmente en los 6rganos del tracto genital en el que
producen abortos en las hembras y orquitis o epididimitis en los machos, procesos
que pueden ser causa de esterilidad permanente, por lo que la repercusion

socioeconOmica de la brucelosis es grande en paises con esta patologia.

A pesar de los esfuerzos que se estan haciendo desde hace mucho tiempo para
controlar y erradicar la brucelosis, esta infeccion sigue siendo una zoonosis
importante en el mundo entero. Su persistencia se puede atribuir; a la diversidad
existente en el género Brucella, a la distribucion geogréfica de los animales
sensibles, a la supervivencia y a los mecanismos de transporte de un hospedador

a otro que presentan estas bacterias, (Bricker, B. et al. 2000).

En el Ecuador la prevalencia e incidencia de brucelosis bovina genera cuantiosas
pérdidas econdmicas calculadas en 5436908 USD segun el Programa Nacional de
Control de Brucelosis Bovina 2010, sobre todo en la cuenca lechera del pais,
integradas por las 6 provincias del centro de la Sierra, al existir venta de animales
enfermos a las unidades campesinas de produccién lo que implica la perdida de
leche, de crias y de hembras vientres de reemplazo, por no existir politicas
pecuarias que garanticen el cumplimiento de programas de prevencion y

vacunacion que permitan un mayor desarrollo del sector ganadero.



En la actualidad para la prevencion y control de Brucellaabortus en bovinos se
realizan vacunaciones controladas con la Cepa Cotton 19 o la Cepa RB51 vy el
diagnostico se basa en la deteccion de anticuerpos en suero mediante pruebas de
aglutinacion rapida por Rosa de Bengala, fijacion de Complemento, Elisa indirecta
y Elisa competitiva, las cuales contribuyen a unificar criterios tendientes a lograr el

control y finalmente la erradicacion de la enfermedad, (Bagchi, T. 2010).

El presente trabajo contribuye con un diagnostico asertivo y elaboracion de un plan
de erradicacién de la Brucellaabortus en el hato lechero de La Hacienda “La Isabela
de Sasaput” del canton Chambo, considerando que esta enfermedad ha

ocasionado pérdidas economicas en la misma.

Con los antecedentes expuestos, en la presente investigacion se plantearon los

siguientes obijetivos:

1. Diagnosticar la presencia de casos positivos de brucelosis (Brucellaabortus)

en la Hacienda La Isabela de Sasaput del cantén Chambo.

2. Disefiar un plan de erradicacion de la brucelosis en base al diagndstico de La

Hacienda la Isabela de Sasaput del canton Chambo.



[I. REVISION DE LITERATURA

A. BRUCELOSIS

1. Generalidades

El género Brucella estd formado por un reducido nimero de bacterias gram
negativas, estrechamente relacionadas entre si. Son pequefias (0,4 a 0,8 x 0,4 a
2,5 u), aerobios sin capsula, ni espora, que se presentan aisladas o en pequenos
grupos, (Franco, F. y Loza, C. 2009).

Comprenden patégenos intracelulares facultativos que causan una zoonosis
(enfermedad transmisible de animales al hombre) conocida como brucelosis. Esta
zoonosis es una de las mas dispersas alrededor del mundo y afecta a una amplia

variedad de mamiferos, (Martinez, C. 2008).

La mayoria de las cepas pierde su viabilidad a 56°C, aunque para la esterilizacion
se necesitan temperaturas superiores a los 80°C. El pH normal de crecimiento
oscila entre 6 y 7,4, mueren a pH menores de 3,5, (L6pez, G. 2007).

Alvarez, E. (2010), manifiesta que la brucelosis bovina es una enfermedad infecto-
contagiosa ocasionada por la bacteria Brucellaabortus, difundida en mayor o menor
grado por algunos paises de América latina y entre ellos Ecuador. La enfermedad
ataca a bovinos de todas las edades, pero persiste con mayor frecuencia en
animales sexualmente adultos, y presenta infeccién congénita en terneros nacidos
de vacas infectadas. Otras especies animales como ovinas, caprinas, bufalos,
porcinos y equinos también pueden contagiarse.

La brucelosis bovina también produce grandes pérdidas econdmicas estimadas en
cinco millones de ddélares al afio debido principalmente a la disminucién de la
produccion de leche, abortos de vacas y otros problemas de infertilidad. Las
pérdidas de terneros o dificultades en la crianza de los mismos, principalmente en
las zonas destinadas a la produccién de carne, donde los terneros representan una

fuente de ingresos. La infertilidad de las vacas provoca a su vez el sacrificio de



vacas infectadas, como consecuencia de retencion placentaria, seguida de metritis

aguda.

La brucelosis no es la Unica causa de abortos en hembras sexualmente activas, si
no hay ciertos factores que contribuyen a la presencia de abortos entre estos
factores estan: Los inmunosupresores como la ingestion prolongada de toxinas
fungicas (micotoxinas) que contribuyen para que se produzcan abortos asociados
a distintas etiologias, (Martinez, C. 2008).

Otros factores a tener en cuenta son las deficiencias de oligoelementos y vitaminas:
Cobre, Zinc, Selenio, y Vitaminas E y A que actlan como sustancias antioxidantes
mejorando el status inmunitario de los bovinos. Es muy dificil lograr una buena
inmunidad cuando existen factores inmunosupresores, fundamentalmente cuando
el hato a vacunar presenta cuadros de deficiencia nutricional ya sea cuantitativa o
cualitativa. Se debe tener en cuenta que el aporte de Vitaminas E, Selenio y Zinc

son de vital importancia para lograr un hato protegido.

La placenta cumple roles fundamentales: El respiratorio, el nutricional y el renal; la
reaccion placentaria del patdgeno esta limitada a cambios circulatorios, (hiperemia,
edema, hemorragia y trombosis), infiltracion leucocitaria, (macrofagos
placentarios), degeneracion, necrosis, y fibrosis. La presencia de lesiones
placentarias nos indica una infeccion intrauterina, de hecho es la placentitis la lesion
mas comun en los abortos infecciosos. Por ello la presencia de la placenta es vital

para un diagndstico correcto, (Castro, H. 2005).

Agrocalidad y el MAGAP, seialan en el programa Nacional de control de la
brucelosis bovina, que las pérdidas al parto incluyen los terneros que nacen
muertos, los que mueren durante el parto y los que mueren en las horas siguientes
al nacimiento. En términos muy generales se puede considerar que del total de
pérdidas de terneros en este periodo, el 75 % se producen al nacimiento y el 25 %
restante entre el nacimiento y el destete. También expresan con respecto al total
de nacimientos para un hato constituido normalmente por edades se podria esperar
4 a 6% de mortandad al parto y entre 2 y 3% para el periodo 72 horas postparto

hasta el destete. Uno de los aspectos mas desalentadores del estudio de estas



pérdidas es el numero practicamente ilimitado de clasificaciones en que se agrupan
estas, lo cual hace muy dificil la comparacién entre los resultados y la evaluacion,
(Rivera, G. 2011).

La repercusién socioecondémica de la brucelosis es grande en los paises que no la
han erradicado. El control y la erradicacion de la brucelosis requiere el poner en
ejecucion en forma coordinada por lo menos las siguientes cuatro medidas:
vacunacion, diagndstico, eliminacion de reactores y vigilancia epidemioldgica. Si
una de estas acciones falla o solo se cumple parcialmente, la enfermedad
permanece como problemética constante o emergente. Actualmente se dispone de
herramientas que permiten cumplir la primera accidon mediante la aplicacion
reglamentaria de una vacuna, cepa Cotton 19 o cepa RB51, para la segunda se ha
demostrado la utilidad y la eficacia de pruebas seroldgicas de alta sensibilidad y
especificidad, (Bautista, M. 2008).

Las dos ultimas medidas se encuentran reglamentadas apropiadamente, pero lo
anterior requiere del trabajo compartido entre los productores y la autoridad
sanitaria para reducir progresivamente la existencia de fuentes de infeccion hasta

alcanzar las condiciones especificas para la fase de erradicacion.

2. Etiologia

Es una enfermedad infecciosa de caracteristicas zoonoticas bacteriana de curso
cronico que afecta a bovinos, equinos, ovinos, caprinos y caninos, es causada por
Brucellaabortusy se caracteriza por aborto en la hembra y orquitis e infeccion de
las glandulas sexuales en el macho. La bacteria es gram negativa. Se instala en

células del sistema inmunoldgico, (Samartino, L. 2008).

En lotes donde la enfermedad es endémica el animal afectado aborta una vez.
Después de la exposicidn y las gestaciones, los periodos de lactancia subsiguientes
son aparentemente normales. Las bacterias se encuentran en el Gtero durante la

prefiez, y el microorganismo es excretado en la leche y en descargas uterinas.



En la actualidad se conoce, 7 especies de Brucellas(cuadro 1) dividiéndose en; lisas
(Brucellamelitensis, Brucellaabortus, Brucellasuis, Brucellaneotomae) y rugosas

(Brucellaovis, Brucellacanis y Brucella maris), Guzman, O. (2009).

Cuadro 1. ESPECIES DE Brucella.

ESPECIE DE BRUCELLA FORMA HUESPED
B.melitensis Lisa Cabra

B.abortus Lisa Vacas

B.suis Lisa Cerdos
B.neotomae Lisa Roedores

B.ovis Rugosa Ovejas

B.canis Rugosa Perros

B.maris Rugosa Mamiferos marinos

Fuente: Guzman, O. (2009).

3. Transmisién

La brucelosis casi siempre es transmitida al ganado susceptible por su estrecha
asociacion con el ganado infectado o la exposicion a un ambiente contaminado. Se
eliminan cantidades enormes de B. abortusen los fetos abortados, placentas,
liquido placentario y secreciones vaginales. Estas ultimas persisten con frecuencia
durante varias semanas después del aborto o del parto normal. Las vacas mas
infectadas eliminan B. abortusen su leche continuamente o en forma intermitente
durante toda la lactancia. Los becerros alimentados por vacas infectadas o que
toman leche contaminada con frecuencia eliminan los microorganismos en su
materia fecal dado que no todos los microorganismos mueren durante el proceso
digestivo. Los toros infectados pueden arrojar en su semen el agente patdégeno,
(Bautista, M. 2008).

La difusion de la infecciébn depende de la capacidad de reaccion, la fase de
gestacion y la edad de la hembra. La bacteriemia siguiente al contagio pasa
frecuentemente desapercibida debido a sus escasas manifestaciones clinicas. Las

brucellas se asientan en las mamas de hembras sexualmente maduras y no



gestantes, para luego, durante la gravidez mudarse al Gtero. Si las vacas se
encuentran en la primera mitad de gestacion se produce inmediatamente la
invasion uterina. La brucelosis puede difundirse por medio de intermediarios

animados e inanimados, (Bauza E. 2009).

La infeccion de presentacion natural probablemente se adquiere a través del tubo
digestivo. El ganado frecuentemente lame los fetos abortados, placenta y los
genitales externos de las vacas infectadas, quedando expuestos de esta manera.
Pueden ingerir pasto, rastrojo, alimentos, agua o lamer objetos contaminados
presentes en su ambiente. La Brucella también puede entrar a través de las
membranas mucosas como la conjuntiva y las fosas nasales, y posiblemente a

través de la piel como resultado del contacto con materiales contaminados.

La inseminacion artificial constituye una via de transmision de la brucelosis si toros
infectados se utilizan como fuente de semen. Los toros infectados que eliminan la
B. abortusen su semen rara vez transmiten la infeccion directamente mediante la
monta natural. Sin embargo, existe el riesgo potencial, porque el ambiente puede
estar contaminado con semen u orina infectada y con semen infectado expulsado
por la vagina de las vacas poco después del apareamiento (reflujo vaginal). Bajo
circunstancias poco comunes, la brucelosis puede ser transmitida por picadura de

mosquitos, moscas y garrapatas.

Las condiciones O6ptimas para su supervivencia son una combinacion de
congelamiento o temperaturas cercanas al congelamiento, ausencia de luz solar
directa y el secado lento en presencia de materia organica. Bajo tales condiciones
el microorganismo puede vivir mas de 2 afios. Las temperaturas progresivamente
mayores, la eliminacion del material organico diluido, y el aumento en la humedad

disminuyen la viabilidad de la Brucellaabortus.

Los microorganismos mueren facilmente por la luz solar directa y asi también son
susceptibles a los desinfectantes mas comunes. La forma mas comdn en que se
transmite la brucelosis dentro de un hato no infectado es mediante la introduccion
de ganado infectado, (FEDEPLE. 2009).



a. Vias de transmision
(1)Oral

La via de penetracion mas importante es el tracto gastrointestinal por ingestion de
pastos, forrajes y aguas contaminadas. Las vacas tienen ademas la costumbre de
lamer membranas fetales, fetos y terneros recién nacidos, que contienen todos ellos
gran numero de Brucella y constituyen una fuente de infeccion muy importante. El
instinto de lamer los érganos genitales de otras vacas contribuye también a la
transmision de la infeccién, (REDVET. 2005).

(2) Cutanea

La via cutanea tiene la misma importancia que la via gastrointestinal, por ejemplo:
se pueden producir infecciones mediante las camas infectadas, cuando haya
lesiones en las tetillas 0 en los extremos de los miembros o en el espacio interdigital
que faciliten la penetracion del agente patdgeno en capas profundas de la piel, al
ordefiar, quizds puedan introducir Brucella en la piel de los pezones las manos
humedecidas con leche infectada, (REDVET. 2005).

(3) Via intrauterina

La via intrauterina que se emplea en la inseminacion artificial es muy importante en
la transmision de la infeccion. Por el uso de semen de toros infectados y que en la
inseminacion artificial se deposita en el cérvix o en el Gtero, eludiendo la accion

bactericida de la vagina, (Edifarm, 2009).

(4) Via Ocular

La via ocular es muy eficiente porque la Brucella entra facilmente por la conjuntiva
y requiere de pocas Brucellas viables que se transportan por macrofagos al
linfondédulo parotideo. Se utiliza como via de infeccion experimental ya que
solamente son necesarios 750.000 microorganismos viables intra-conjuntiva, para

infectar al 90% de vacas susceptibles, (Solis, T. 2008).



(5) Congeénita

El 60 al 70 % de los terneros recién nacidos de madres infectadas nacen infectados,
pero la gran mayoria de los terneros se deshacen de la infeccién en pocos meses,
(Solis, T. 2008).

Se ha determinado que aproximadamente el 65 % de las vacas infectadas abortan;
de éstas, el 65% abortan solo una vez, y el 23%, dos veces. Un porcentaje mucho
mas pequefo abortan mas de dos veces. Cuando el aborto no se presenta y la
prefiez llega a su término, a menudo la cria esta deébil y el animal recién nacido
sufre neumonia y enteritis, lo cual retrasa seriamente su desarrollo. Se estima que
del 40 al 50% de las vacas afectadas tienen obstaculizadas su capacidad

reproductora, como resultado de la enfermedad, (REDVET, 2005).

4. Patogenia

Independientemente de la puerta de entrada de B. abortus, la localizacion primaria
de los microorganismos durante la primera semana después de la exposicion estara
cerca del sitio de entrada y en los ganglios linfaticos adyacentes de la cabeza y de
la pelvis. La Brucella que es ingerida entra al cuerpo principalmente a través de la

mucosa oral o faringea por las amigdalas.

La via seguida por los microorganismos hasta su localizacién inicial en los ganglios
linfaticos son probablemente los conductos linfaticos. Posteriormente la rapida
propagacion de microorganismos por todo el cuerpo se hace a través de los vasos
sanguineos. Los microorganismos son ingeridos por las células fagociticas cerca
del sitio de entrada y llevados a otros sitios dentro del cuerpo. Se considera que la
mayoria de las brucelas son ingeridas inicialmente por los neutrdéfilos. Aunque los
constituyentes normales del plasma, como las bacteriocidinas unidas al
complemento, matan algunos microorganismos, la ingestion ocurre rapidamente y
una vez dentro de los neutrofilos las brucellas estdn protegidas de las
bacteriocidinas. Los neutrofilos sirven principalmente como un medio para conducir
las brucellas a varias regiones del cuerpo, favoreciendo la multiplicacion de los

microorganismos, en vez de contribuir a la defensa del huésped.
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Después de la muerte y la lisis de los neutréfilos, las brucellas son liberadas y
entonces pueden ser ingeridas por otros neutrofilos, monocitos, histiocitos y por
ciertas células epiteliales. Tras la propagacion de la Brucellaabortusa través del
cuerpo, se producen cambios tisulares en 6rganos donde las bacterias tienden a
persistir. Se desarrolla linfadenitis difusa, serosa o0 supurativa en cada ganglio
linfatico infectado, (Bercovich, Z. 2006).

5. Signos Clinicos

El aborto después del quinto al séptimo mes de gestacion constituye un signo
clinico cardinal de este padecimiento; en tanto que es rara la presentacion de partos
adelantados o el nacimiento de terneros débiles. En las poblaciones recién
infectadas abortan con frecuencia hasta el 80% de las hembras. Cuanto antes se
presente el aborto, mas escasas son las manifestaciones apreciables. En prefieces
sucesivas suele llegar a término el feto, aunque se registran casos de dos y tres
abortos en la misma vaca. Son secuelas frecuentes del aborto la retencion de la

placenta y la metritis, (Blasco, J. 2011).

En el toro, se observan ocasionalmente orquitis y epididimitis. Puede estar afectado
uno o ambos sacos escrotales con tumefaccion aguda y dolorosa que aumenta
hasta dos veces su tamafio normal. La tumefaccion persiste durante largo tiempo y
los testiculos experimentan necrosis por licuefaccibn quedando finalmente
destruidos. Las vesiculas seminales son afectadas con frecuencia pudiendo
advertirse su agrandamiento por palpacion rectal. Los toros enteros suelen ser

estériles cuando la orquitis es aguda, (Gémez, L. 2006).

6. Diagnhostico

El diagndstico de la Brucelosis se realiza mediante la utilizacion de distintos
métodos seroldgicos y laboratorio; los que de acuerdo con las caracteristicas de la
enfermedad, permiten determinar la situacion de la misma en el hombre, los

animales y en el medio ambiente.
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B. DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Dos factores deben ser tomados en consideracion: tipo de antigeno y pruebas

seroldgicas, (Grandy, V. 2005).

1. Tipo de antigeno

El género Brucellatiene una caracteristica Unica entre las bacterias Gram negativas
que es la de tener especies permanentemente rugosas (B. ovis, B. canis), junto con
especies lisas (B. abortus, B. suis, B. melitensis, B. neotomae) y con mutantes

rugosas derivadas de estas ultimas, (Blood, D. et al. 2007).

Las especies en fase lisa presentan los siguientes antigenos:

e Lipopolisacarido liso (LPS), localizado en la superficie de la bacteria, siendo el
principal antigeno frente al cual aparecen anticuerpos (IgM, 1gG), tanto en los
animales vacunados como en los infectados.

e Polisacéarido Beta (Poly B), que algunos llaman de Hapteno Nativo (HN),
también localizado en la superficie. Los anticuerpos frente a este antigeno
parecen depender de la intensidad del estimulo antigénico, puede ayudar en la
diferenciacion de vacunados e infectados.

e Proteinas de Membrana Externa (PME) y Citoplasmaticas (PC), aisladas y
caracterizadas recientemente. Su funcion antigénica alun no esti

completamente esclarecida.

Las especies en fase rugosa presentan los siguientes antigenos:

e Lipopolisacéarido rugoso (LPS-R), principal antigeno de la superficie de las
brucelas rugosas. Se diferencia del LPS liso por una reduccién en la proporcion
de polisacaridos de la cadena O.

e Proteinas de Membrana Externa (PME) y Citoplasmaticas (PC), su funcion es

poco conocida.
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Pruebas serol6gicas

Las pruebas seroldgicas pueden ser clasificadas de acuerdo con el antigeno

relacionado o de acuerdo con las clases y subclases de las inmunoglobulinas que
intervienen, (Blood, D. et al. 2007).

a.

Segun el tipo de Antigeno.

Lipopolisacarido (LPS).
Seroaglutinacion rapida, lenta, mercaptoetanol, antigeno acidificado tamponado
(Rosa de Bengala), Rivanol, Coombs.
Fijacion de complementos (FC).
Ensayo inmunoenziméatico (ELISA).
ELISA de Competicion (Com Elisa).
Hemoaglutinacién indirecta (HI).
Contrainmunoelectroforesis (CIE).
Haptenos nativos.

Inmunodifusion radial (IDR).

Doble difusién en gel (DDG).

ELISA modificada.

Proteinas de membrana externa.
Western blotting.

Proteinas citoplasmética (PC).

Doble difusion en gel (DDG).

Ensayo inmunoenzimético (ELISA).

Segun el tipo de inmunoglobulina

IgM: lentas, r4pida, rosa de bengala, ELISA.

IgG: lentas, rapida, rosa de bengala, ELISA, fijacion de complemento, Rivanol,
Coombs.

IgG1: Rosa de bengala, fijacion de complemento.

lgG2: rapida y lenta, (Bowden, R. 2006).



13
C. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
La prueba ideal es la que reune la capacidad de identificar infecciones latentes y
cronicas, que diferencia animales vacunados de infectados y no sea influenciada
por anticuerpos inespecificos, el inconveniente es que aun no esta disponible en el

mercado.

1. Lapruebade Huddleson

Es una reaccion de aglutinacion rapida en placa. Se enfrentan cantidades
decrecientes del suero a investigar con cantidades constantes de antigeno y se
observa la presencia o no de aglutinacién. Existe una escala de titulos, establecida
por convencién, que permite la expresion de resultados. El Antigeno es una
suspension de Brucellaabortus, al 3 — 10% de gérmenes en fenol, con verde

brillante y cristal violeta, (Bofill, P. 2010).

a. Técnica

Se coloca el suero con la pipeta en los cinco (pueden ser cuatro) cuadritos de las
filas transversales de la placa de vidrio del aglutinometro, empezando por el frente
hacia atrds. La primera porcion es de 0,08ml luego sigue la de 0,04ml, y a
continuacion las de 0,02 — 0,01 y 0,005 ml, (Ancha, P. 2013).

Inmediatamente se deja caer sobre cada porcion de suero una gota de antigeno,
cuya cantidad representa 0,03 ml; se mezclan bien los liquidos con palillos de
dientes, empezando con la dilucibn menor hasta terminar con la de 0,08ml de suero.
Una vez mezclado el suero con el antigeno, dicho suero queda diluido 1:25 - 1:50

—1:100 — 1:200 y 1:400, como puede observarse en el cuadro 2.
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Cuadro 2. CANTIDADES DE SUERO, ANTIGENO Y DIAMETROS DE LA
PRUEBA DE HUDDLESON.

CANTIDADES DE SUERO, ANTIGENO Y DIAMETROS.

Dilucion Cantidad de suero Cantidad de Diametros
antigeno

1:25 0,08 ml 0,03 ml 27 mm

1:50 0,04 ml 0,03 ml 24 mm

1:100 0,02 ml 0,03 ml 21 mm

1:200 0,01 ml 0,03 ml 18 mm

1:400 0,005 ml 0,03 ml 15 mm

Fuente: Ancha, P. (2013).

Terminada la operacion de mezcla se aconseja levantar el vidrio y darle
movimientos rotatorios a fin de que el liquido se mueva constantemente mientras
la lamina se mantiene horizontal. Transcurridos tres minutos del contacto del suero
con el antigeno, se realizara la lectura, aunque se puede esperar hasta ocho
minutos; para realizar la lectura es necesario encender la luz del aglutindmetro. En
las reacciones negativas no se altera el estado homogéneo de la mezcla, en cambio
en las positivas se advierte el agrupamiento de las bacterias en forma de grumos,

lo cual es muy notorio, (Campos, L. 2007).

Interpretacidn: Se hace solamente tres clasificaciones: Aglutinacién completa (c),
es aquella en la que el liquido de la mezcla suero antigeno aparecen claro y la
agitacion suave no rompe los grumos; aglutinaciéon incompleta (1) es aquella en la
que la mezcla suero antigeno es parcialmente clara y la agitacion no rompe los
grumos; aglutinacién negativa (-), es aquella en la que la mezcla suero antigeno no

aparece clara y una suave agitacion no revela grumos, (Campos L. 2007).

Para la interpretacion de los resultados debe tomarse en cuenta que las
aglutinaciones completas en diluciones 1:1000 o mas altas pueden ser
consideradas como positivas y la ausencia de aglutinacion a la dilucion 1:50 como
negativa; las reacciones en las diluciones de 1:50 pero no mayores, son

consideradas como sospechosas, tal como se observa en el cuadro tres.
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Cuadro 3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA DE
HUDDLESON.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

1:50 1:100 1:200 Interpretacion

- - - Negativa

- - - Negativa

- - Negativa

- Sospechosa

Sospechosa

- Sospechosa

- Positiva
Positiva

+ Positiva

=
N
ol

+ + + + + +—
+ + + + + '
+ + + v

1

+
Fuente: Campos, L. (2007).

2. Rosa de Bengala

La técnica de Rosa de Bengala es una prueba de screening que se caracteriza por
ser de alta sensibilidad y niveles menores de especificidad, o que quiere decir que
se obtienen resultados falsos negativos pero si en algunos casos falsos positivos

ya que puede producir reacciones cruzadas con otras bacterias.

Por lo tanto se recomienda que todos los resultados POSITIVOS a Rosa de
Bengala sean confirmados mediante la técnica de Elisa indirecto o Elisa

Competitivo para Brucellas.

Es una prueba de aglutinacion, utiliza células completas de Brucellaabortuscepa
1119-3 coloreadas con rosa de bengala a un pH de 3,65 el pH bajo previene la
aglutinacion por IgM y estimula la aglutinacion por 1gG1, reduciendo alteraciones
no especificas. Es considerada util para el tamizaje individual de animales. La
prueba consiste en hacer reaccionar el suero sanguineo del bovino con el rosa de
bengala, (Carter, G. 2008).
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a. Proceso analitico

e Separacion de las muestras a analizar mediante centrifugacion a 3000 rpm
durante 5 minutos.

e Extraccion del suero e identificacion de tubos eppendorf.

e Colocar en la placa de vidrio 30 yuL de suero en cada uno de los pocillos de
reaccion y 30 pL de reactivo rosa de bengala.

e Homogenizar la muestra.

e Someter a agitacion durante 4 minutos a 3000 rpm.

e Leer los resultados.

e Conservar los tubos eppendorf en congelacién a -20°C, (Carter, G. 2008).

Los resultados se reportan en forma cualitativa mas no cuantitativa de aglutinacion,
por medio de cruces. Por su facil realizacion, es muy Gtil como prueba de despistaje
inicial o “screening”; cuyo reporte se hace para cualquier grado de aglutinacion (+)

y ausencia de aglutinaciones (-).

e Negativo: se aprecia un color rosado uniforme sin aglutinacion ni formacion de

granulos.

e Positivo: se consideraron positivos todos aquellos sueros que presentaron
aglutinacion, desde muy ligera hasta la formacion de granulos grandes. La
aglutinacion perceptible se considera positivo. Los granulos se aprecian tefiidos

y el liquido tomé un color semitransparente.

Cualquier grado de aglutinacion es considerado positivo.

3. Brucella Elisa Competitiva

La prueba deBrucellaabortusC- ELISA-Ab est4 disefiado para detectar, anticuerpos
especificos contra Brucellaabortus en muestras de suero de animales domeésticos
y salvajes, por lo tanto éste test es aplicable a multiples especies. El test se basa
en la técnica del enzima-inmuno ensayo competitivo en fase sélida, pudiendo
distinguir entre animales infectados y animales vacunados con la Cepa Cotton 19
de Brucellaabortus, (Casillas, F. 2005).
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Es un test de ELISA disefiado para ser comparado con el Test de Fijacion de

Complemento.

Las placas microtiter se encuentran tapizadas por un lipopolisacarido (S-LPS), de
la bacteria, junto con un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico para un epitopo
de la porcién o-polisacarido del antigeno S-LPS. Una vez afadidas las muestras a
los pocillos de la placa y después de un tiempo de incubacién, las placas se lavan
y a continuacion se incuban con un anticuerpo anti-mouse IgG conjugado con
peroxidasa. La aparicion de color se debe a la conversién del sustrato por el

conjugado, la densidad oOptica es medida en un fotometro a 450 nm.

En ausencia de anticuerpos anti-Brucellaen el suero problema (suero negativo), el
anticuerpo monoclonal (mAb), se unira al epitopo de la porciéon o-polisacarido del
antigeno S-LPS, con la consiguiente aparicion de color. Si la muestra contiene
anticuerpos especificos de Brucella(suero positivo), éstos competiran con el
anticuerpo monoclonal (mAb) e inhibirdn su union al epitopo de la porcién o-
polisacérido del antigeno S-LPS y la consiguiente no aparicion de color. Muestras
procedentes de animales vacunados, con la cepa C19 no competiran con el
anticuerpo monoclonal (mAb), debido a su especificidad y baja afinidad, dando
como resultado una reaccion negativa. Pueden haber casos de falsos positivos si
las muestras de suero son tomadas antes de 6 meses después de la vacunacion
del animal, (Garcia, C. 2005).

a. Procedimiento

Todos los reactivos deben ser preparados a temperatura ambiente: 18-25 °C. La

dilucién de las muestras y de los controles puede hacerse de dos formas distintas:

Prediluyendo la muestra antes de afiadir al pocillo

e Prediluir los tres controles y las muestras a testar 1/10 en tubos separadamente

afiadiendo a 20ul de cada muestra 180ul de Buffer de Dilucién de muestra.

e Anadir 50 uyl de Buffer de Dilucion de muestra a dos pocillos elegidos

previamente como control del conjugado (Cc).
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e Anadir 50 yl de cada muestra prediluida y de cada control prediluido en los

pocillo.

Se recomienda duplicar los controles.

Afadiendo directamente la muestra y los controles al pocillo.

¢ Dilucion de las muestras y de los controles en el pocillo directamente.
e Anadir 45 pl de Buffer de Dilucién de muestra en cada pocillo.

e Anadir 5 pl de cada control en los pocillos elegidos previamente para los

controles.
e Se recomienda duplicar los controles.

e Anadir 50 uyl de Buffer de Dilucion de muestra a dos pocillos elegidos

previamente como Control del Conjugado (Cc).
e Anadir 5 yl de cada muestra a los pocillos apropiados.

e Anadir 50 pl de la Solucién mAb, preparada previamente, a todos los pocillos

incluidos los controles.

Nota: el tiempo transcurrido desde afiadir las muestras hasta afiadir el anticuerpo

monoclonal (mAb), no debe ser superior a 10 minutos.

e Agitar la placa suavemente a temperatura ambiente durante 5 minutos, para

asegurar una mezcla homogénea en los pocillos de la placa.
¢ Incubar a temperatura ambiente (+18-25°C) durante 30 minutos.
e Lavar los pocillos cuatro veces con PBS-Teewn.

e Anadir 100 pl de Conjugado en cada pocillo. Agitar e incubar a temperatura

ambiente (+18-25°C) durante 30 minutos.
e Lavar cuatro veces cada pocillo con PBS-Teewn.

e Anfadir 100 pl Solucion Sustrato a cada pocillo e incubar 10 minutos a
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temperatura ambiente (+18-25°C).

Parar la reaccion anadiendo 50 ul de Solucion de Frenado a cada pocillo, agitar
la placa. Afadir la Solucién de Frenado en el mismo orden que la solucién

Sustrato.

Medir la densidad 6ptica (OD), en un fotbmetro para placas microtiter a 450 nm
(usar una placa vacia como el control blanco). Se recomienda medir las
densidades Opticas (OD) quince minutos después de afadir la solucion de

frenado para evitar fluctuaciones en los valores. (Contreras, F. 2006).

. Célculos

Calcular los valores de Densidad Optica (OD), para los controles y las muestras.
Calcular el Porcentaje de Inhibicion (PI), para las muestras y para los controles

de la siguiente manera:

PI= 100 - OD del control o muestra X 100 / Densidad Optica (OD) del Control del
Conjugado (Cc).
Ejemplo: PlI= 100 — 0,300 X 100/ 1,030 = 70,9 %, (Contreras, F. 2006).

c. Controles

Para validad el test, los controles deben estar entre los siguientes limites:

Densidad Optica del Control del Conjugado = 0,75-2,0
PI Control Positivo = 90-110

PI Control Positivo Débil = 35- 65

Pl Control Negativo = -10- 15

Si el test segun alguno de los parametros anteriores resultara invalido, se debe

repetir el ensayo.

d. Muestras

Para clasificar una muestra como positiva 0 negativa seguir el siguiente parametro.
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Pl = ESTATUS

e <30% = NEGATIVA
e >=30% = POSITIVA

NOTA: Muestras negativas pueden proceder de animales que han sido vacunados
con B. abortus, (Flores, C. 2012).

4. Otras pruebas importantes y complementarias para el diagndstico

a. Prueba del anillo en leche (Ring Test)

De gran utilidad para identificar rebafios infectados. El antigeno se colorea con
Hematoxilina (azul) y se realiza adicionando 1 gota (0,03 ml), a 1ml de leche fresca.
En la reaccion positiva las brucelas suben a la superficie con los glébulos de grasa,
formando un anillo coloreado, (LIDIVET. 2006).

Esta prueba es util cuando se emplea en las plantas de tratamiento de leche y debe
ser utilizada en la mezcla de leche de varios animales. Puede también emplearse
como forma de diagnéstico individual mediante una leve modificacion de la técnica.
Podemos hallar falsos positivos en el caso de leches calostrales, acidas o de

animales con mastitis.

b. Fijacion de complemento

Considerada la mas sensible y especifica, tiene en contra él no estar estandarizada

y el ser una prueba muy laboriosa, (Luna, M. 2007).

c. Pruebaderivanol

Se usa el colorante de acridina para precipitar los IgM; después se centrifuga el
suero en presencia de rivanol el sobrenadante se une en el test. El antigeno
también contiene rivanol y la positividad significa presencia de IgG, (Pachame, A.
2005).
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d. Prueba de 2mercaptoetanol (2ME)

En esta prueba los anticuerpos del tipo IgM son degradados por los radicales Tiol;
se realiza al tiempo con la prueba lenta y la interpretacion se realiza por
comparacion entre las dos. Si hay titulos significa presencia de 1gG, (Lopez, A. et
al. 2008).

e. Prueba de Inmunodifusién Radial (IDR)

Se emplea como antigeno el polisacarido Beta o Hapteno Nativo, el cual se adiciona
el agar. Se coloca el agar en cajas petri con agujeros para evaluar, los sueros
positivos presentan un anillo de precipitacion alrededor del antigeno. Algunos
estudios indican que animales vacunados con Cepa Cotton 19, dan reaccion

negativa en esta prueba y animales infectados dan positivo, (Ocadiz, J. 2009).
f. Pruebas alérgicas

Se usan para evidenciar la inmunidad mediada por las células (hipersensibilidad
tardia). Refleja la respuesta de los linfocitos T y macréfagos sensibilizados frente al
antigeno de Brucella. Son usadas en forma de pruebas cutaneas (skin test), en la
prueba positiva aparece en la regiéon de la inoculacion, un eritema 24 horas

después, maximo 48 a 72 horas.

El producto empleado se llama brucelina y puede dar una reaccién positiva en

animales vacunados lo que limita un poco su uso rutinario.

D. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

1. Sensibilidad y especificidad de las pruebas

Se entiende por sensibilidad de una prueba la capacidad que tiene para detectar
animales infectados por el agente especifico, en este caso Brucella. De esta
manera, si la prueba que se usa da reaccion positiva en 98 animales de 100 bovinos
infectados se dira que la prueba tiene 98 % de sensibilidad. El 2% restante son

"falsos negativos".
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En un programa de erradicacion interesa mucho que la prueba empleada sea lo
suficientemente sensible para que el grado de error por "falsos negativos" sea el
menor posible, ya que el objetivo es eliminar todo foco de infeccion de un hato
Ninguna prueba es capaz de descubrir el 100 % de los bovinos infectados. La
especificidad en cambio mide el grado de capacidad de la prueba para detectar el

mayor numero de infecciones especificas y el menor numero de "falsos positivos”.

Una prueba altamente especifica serd la que dé menos reacciones de "falsos
positivos”. Si de 100 animales no infectados, la prueba da reacciones positivas en
5 animales, decimos que la misma tiene una especificidad del 95%. Una prueba
poco especifica es causa por consiguiente del sacrificio de animales sanos y de
pérdidas econémicas innecesarias. Ninguna prueba serolédgica sin embargo es 100
% especifica, (Ruiz, M. 2006).

2. Las pruebas de seroaglutinacion

Estas pruebas son ampliamente usadas para el diagnostico de la brucelosis. Sin
embargo cuando la proporcion de hatos infectados y la prevalencia global de la
infeccidén llegan a tasas reducidas, aparecen junto con las limitaciones de las
pruebas en los hatos problema, en los cuales hay que recurrir a otras pruebas para
poder erradicar la enfermedad. En las pruebas de seroaglutinaciéon predominan la
reaccion con las IgM. Las IgG 1 e IgG 2 difieren en su actividad. La IgG1 tiene poco
poder aglutinante, mientras que la IgG 2 es activa en la prueba, (Villagas, L. et al.
2014).

3. Los "falsos positivos"

Los “falsos positivos” en las reacciones se deben a varias causas, tales como
anticuerpos residuales por la vacunacion con cepa Cotton 19 y reacciones cruzadas
debidas a anticuerpos originados por bacterias que tienen lipopolisacaridos
superficiales similares a los de Brucella. Ya se dijo que hay una pequefia proporcion
de animales especialmente los vacunados a una edad tardia que puede mantener

anticuerpos aglutinantes que persisten durante mucho tiempo.
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Las reacciones en estos casos se deben a la inmunoglobulina M, ya que la IgG 2
generalmente desaparece rapidamente y la IgG 1, tiene poca activa en la prueba y

ademas su concentracion se reduce al poco tiempo después de la vacunacion.

El origen de muchas reacciones inespecificas de los bovinos no se conoce. Sin
embargo se sabe que algunas salmonellas dan reacciones cruzadas. Se ha
comprobado que hay una relacidon antigénica entre Brucellay Escherichiacoliy con

Yersiniaenterocolitica, (Ruiz, M. 2006).

4. Los "falsos negativos"

Los "falsos negativos" en las pruebas de aglutinacién se presentan durante el
periodo de incubacion es decir desde la exposicion a la infeccion hasta la aparicion

de las aglutininas.

En hembras expuestas por primera vez a la infeccion durante la gestacion es
frecuente que las aglutininas aparezcan varios dias a dos semanas después del
aborto o del parto. Ademas hay animales infectados que nunca alcanzan un titulo

aglutinante significativo.
De especial interés son algunos animales con infeccion crénica, que se encuentran
en los llamados "hatos problema" y en los cuales las IgM han bajado a un nivel no

diagndstico y casi todos los anticuerpos estan constituidos por IgG, (Ruiz, M. 2006).

5. Procedimientos a sequir con hembras y machos de reaccion sospechosa

Los animales sospechosos a la prueba de aglutinacion deben ser examinados en
la proxima prueba general del hato. Si es posible a los 30 dias, con el fin de clarificar
su estado frente a la infeccion sobre la base del aumento, estabilidad o reduccién
del titulo. Si el titulo se incrementa es indicacién que el animal esta enfermo; si
disminuye, se le otorga la clasificacion de negativo. Mas dificil es decidir sobre los
animales con titulos estables del rango de sospechoso, que deberan ser eliminados
0 sometidos a pruebas complementarias. En toros con titulos bajos es conveniente

ademas de las pruebas complementarias recurrir a la prueba de aglutinacion en
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plasma seminal ya que a veces se comprueban titulos mas altos en semen que en
suero, (AGROCALIDAD. 2009).

E. INMUNIZACION DE LA ENFERMEDAD

Inmunizacidn de hatos

El punto clave para la prevencion de la brucelosis en el ganado bovino es mediante
vacunacion. Las dos vacunas mundialmente mas utilizadas contra la brucelosis

bovina son: la Cepa Cotton 19 y la Cepa RB51.
a. Vacuna cepa Cotton 19

La vacuna cepa Cotton 19 de Brucellaabortus es la mas ampliamente utilizada para
prevenir la brucelosis en el ganado bovino, continta siendo la vacuna de referencia
con la que se compara el resto de vacunas. Se utiliza como una vacuna viva que
por lo general se suministra a terneras entre 3 y 8 meses como una dosis Unica
subcutanea de 5-8 x 1010 viables. Se puede administrar al ganado adulto una dosis
reducida de 3 x 108 a 3 x109 microorganismos, pero algunos animales desarrollan
titulos duraderos de anticuerpos y pueden abortar y excretar la cepa vacunal por la
leche. Alternativamente, se puede administrar a ganado de cualquier edad en dos
dosis de 5-10 x 109 microorganismos viables por via conjuntival; esto produce
proteccion sin una respuesta duradera de anticuerpos y reduce los riesgos de

aborto y de excrecion en la leche.

La vacuna con Brucellaabortus cepa Cotton 19 induce una buena inmunidad frente
a desafios moderados por microorganismos virulentos. La vacuna debe prepararse
de indculos derivados del Departamento de Agricultura de los EAU. - USDA y cada
lote ha de probarse para pureza (ausencia de microorganismos extrafos), viabilidad
(bacterias vivas por dosis) y homogeneidad (determinacion de la fase de
disociacion). Los lotes de inéculo para la produccién de vacuna S19 deben
comprobarse regularmente en ratones para virulencia residual e inmunogenicidad,
(Melean, A. 2010).
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1) Caracteristicas

e Es una cepa lisa, gram negativa que posee integro su Lipopoliosacarido
(LPS) incluyendo la cadena “O”, responsable de inducir los anticuerpos que

reaccionan con los antigenos para el diagnostico.
e Confiere proteccion a por lo menos el 70 % de los animales vacunados.

e [Es una vacuna muy estable pues no se ha observado cambios en su virulencia

o inmunogenicidad, (Agro Meat. 2012).
2) Ventajas
¢ Induce altos niveles de proteccion.

e Se utiliza en la vacunacion de terneras entre 3 y 8 meses de edad contra
Brucelosis. (Sanchez, C. 2011).

3) Desventajas

Los anticuerpos temporales que produce no se diferencian de los generados por
una infeccion, provocando una interferencia momentanea con el diagnéstico,
(Sanchez, C. 2011).

b. Vacuna RB51

Respecto a la vacuna RB51 de Brucellaabortusdesde 1996 esta cepa es la vacuna
oficial en muchos paises para la prevencion de la brucelosis en el ganado vacuno.
Sin embargo, su eficacia e inocuidad en comparacién con la S19 son motivo de
controversia. Cada pais utiliza métodos ligeramente diferentes de administrar la
vacuna. En EE.UU. las terneras se vacunan subcutaneamente entre los 4 y 12
meses con 1-3,4 x 1010 microorganismos viables de la cepa RB51. La vacunaciéon
de ganado de mayor edad solo se hace bajo autorizacibn de organizaciones
estatales o federales de salud animal y la dosis recomendada es de 1 x 109
microorganismos viables. En otros paises se recomienda la vacunacion de terneros
(4-12 meses), con dosis de 1-3,4 x 1010, y la revacunacion de 12 meses en

adelante con una dosis similar para inducir un efecto de recuerdo y aumentar la
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inmunidad.

Se ha descrito que cuando se administran intravenosamente al ganado dosis
completas de RB51 se induce placentitis grave e infecciones placentarias en la
mayoria del ganado vacunado y que un numero notable de éstos excreta

microorganismos en la leche.

Las experiencias de campo también indican que en algunos casos puede provocar
aborto si se aplica a vacas gravidas. Debido a estas observaciones se debe evitar
la vacunacion de vacas gravidas. Un modo de reducir los efectos colaterales de
RB51 es reducir la dosis. Con la dosis reducida de esta vacuna (1 x 109 unidades
formadoras de colonias [CFU] no se producen abortos ni lesiones placentarias en
el ganado vacunado subcutaneamente, aunque un porcentaje significativo de estos
animales excreta la cepa vacunal. Sin embargo, esta dosis reducida no protege
contra B. abortuscuando se usa en la vacunacion de terneros, aunque lo hace

cuando se aplica a adultos, (Solé, V. 2013).

1) Caracteristicas

e Cepa rugosa, que impide la apariciébn de serologia positiva al vacunar o

revacunar.
¢ No incluye serologia que interfiera con el diagnéstico.

e Mas atenuada que la cepa 19 (al vacunar animales prefiados causa menos

abortos).
e Mas segura para el vacunador.

e Permite la revacunacion de los animales a cualquier edad y multiples veces,
(TECNO VET. 2010).

2) Ventajas
e Protege contra la brucelosis del bovino.

¢ No produce falsos positivos porque los diagnosticos tradicionales no la detectan



2.

3.

27

en el suero de los animales vacunados. (No confunden el diagndstico).

e Se puede vacunar a cualquier edad debido a que no es detectada en el suero
(no confunde el diagndstico) pero con el fin de prevenir el contagio temprano,
se recomienda vacunar las terneras entre 4 y 10 meses (La edad ideal es
cercano a los 5 meses), (TECNO VET. 2010).

Inmunidad Natural

Los terneros infectados in (tero, o por contagio después del nacimiento,
generalmente permanecen infectados solo un corto tiempo, a menos que se les crie
con leche infectada o se mantengan en un ambiente infectado. Si se les pone fuera
de contacto con la infeccion, después de varias semanas el germen desaparece y

el animal se desarrolla normalmente.

Los animales adultos que nunca han estado en contacto con la infeccion son los
mas susceptibles para adquirirla y los que abortan con mayor facilidad cuando
estan infectados. El animal que ha abortado una vez o que se ha infectado en

estado adulto o sin abortar, no adquiere facilmente la infeccion por segunda vez.

Esto indica el desarrollo de un grado de inmunidad como resultado de la primera
infeccion. A menudo esta inmunidad no es lo bastante intensa como para prevenir
un segundo o tercero y hasta un cuarto aborto. En general, la mayoria de los
animales después de uno o dos abortos, llevaran a término sus terneros, aunque

permanezcan infectados.

Parece existir un grado considerable de variacion en la resistencia individual de las
vacas. Algunos animales parecen ser totalmente resistentes, tanto a la infeccion
natural como a la artificial, aunque su sangre no contenga anticuerpos; en cambio

otros animales son infectados facil y repetidamente, (LIDIVET. 2006).

Influencia de la vacunacién sobre el diagnostico

La vacunacion tiene indudables ventajas pero también algunas desventajas. El

inconveniente mayor es que la vacuna induce la formacion de anticuerpos que
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pueden confundir el diagndstico. Para contrarrestar este inconveniente se debe
vacunar entre los 3 y 8 meses de edad. Cuanto mas joven es el animal, menor
tiempo retiene los anticuerpos debido a la vacunacién. Las hembras vacunadas a
los 3 meses se vuelven negativas dos meses después de la vacunacion, en cambio
las vacunadas a los 6 meses tardan en hacerlo 6 meses y las vacunadas a los 9
meses (fuera de la edad permitida), mantienen la clasificacion de sospechosa 15
meses después de la vacunacion. En términos generales se puede afirmar que el
95 % de las hembras vacunadas a los 3-8 meses se negativizan a la edad de 2
afos, (Valero, G. 2008).

Otro aspecto es la infeccion residual por la vacuna. La cepa Cotton 19 produce en
general un proceso de infeccion de corta duracion en los animales vacunados. Sin
embargo en algunos animales se ha podido comprobar una infeccion duradera y

persistente en el tejido mamario, con aislamiento de la cepa vacunal en leche.

Estos animales no pueden distinguirse de los infectados por cepas a campo
mediante pruebas seroldgicas. Afortunadamente la proporcion de estos animales

es muy baja 2-3 /100.000 terneras vacunadas.

La inoculacion del ganado con Cepa Cotton 19 induce una proteccion significativa
contra abortos o infecciones causadas por cepas virulentas de B. abortus y entrega
inmunidad casi de por vida contra la brucelosis. Aun asi, en nuestro pais, siendo la
vida util del ganado lechero de 12 afios, los animales ya no presentan anticuerpos,
y si los presentan no se sabe con certeza si se trata de anticuerpos persistentes

debido a la vacunacién o a una infeccion, (Solis, T. 2008).

4. Evolucién de las inmunoglobulinas en animales vacunados e infectados

La vacunacion con la Cepa Cotton 19 estimula la aparicion de IgM al cabo de unos
5-7 dias y alcanzan su maxima concentracion a las 2-3 semanas. Luego su
concentracién en el suero va reduciéndose pero sin desaparecer durante varios
meses. Las IgG aparecen casi al mismo tiempo, o algo mas tarde, y alcanzan su

maxima concentracion de 28 a 42 dias después de la vacunacion.
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Estas inmunoglobulinas desaparecen mas rapidamente que las IgM, perdurando
unos 6 meses después de la vacunacion de terneras jévenes. La infeccion natural
0 experimental con cepas de Brucellaabortusvirulentas va seguida de la formacion
de IgM e IgG, pero la concentracién de IgM declina, mientras que la IgG tiende a

persistir todo el tiempo que el animal esta infectado.

En animales con Brucelosis cronica la IgG es la inmunoglobulina principal y a veces
la Unica detectable. En consecuencia, la diferencia principal entre animales
vacunados e infectados es la perdurabilidad de la IgG en estos ultimos, a las
pruebas del 2 mercaptoetanol, Rivanol, Fijacion de Complemento, (Valero, G.
2008).

Brucellaabortus RB51 es una cepa rugosa, resistente a rifampicina, que ha sido
derivada de la cepa virulenta Brucellaabortus 2308. Esta vacuna es recomendada
actualmente para el uso como vacuna para terneros a una dosis entre 1 x 1010 y
3.4 x 1010 unidades formadoras de colonias (UFC), (Renteria, T. et al. 2003).

Adicionalmente, origina buena proteccién contra abortos y no produce un resultado
detectable en las pruebas seroldgicas utilizadas en los programas convencionales
de vigilancia contra brucelosis, lo que constituye una ventaja sobre la vacuna cepa
19. La proteccién que proporciona la vacunacién con esta cepa se debe a la
activacion de linfocitos T. La vacunacion induce altos niveles de IFN- v, lo cual es
fundamental en las etapas primarias de la infeccién. La vacunacion del ganado
permite la diferenciacién entre bovinos vacunados y aquellos que no fueron

vacunados.

5. Presentacion grafica de la relacion de la edad de vacunacién y el nivel y

persistenciade IgG

La vacunacioén de terneras con Cepa Cotton 19 es obligatoria para todos los hatos
del pais. En los hatos donde se esta en proceso de erradicar la infeccion o ya fue
erradicada, interesa evitar al maximo la interferencia que puedan tener los
anticuerpos originados por la vacunacion con el diagnostico de la enfermedad,
(Valero, G. 2008). Anteriormente se expreso que cuanto mas joven es el animal al
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vacunar tanto mas rapidamente desaparecen los anticuerpos post vacunales,
(Solis, T. 2008).

La relacion del tenor y persistencia de los anticuerpos IgM e IgG en relacion a la
edad de vacunacién. Los graficos 1 y 2 muestran la diferencia en el aspecto

mencionado, cuando se vacunan terneras de 4 a 6 meses o de 8 meses de edad.
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Grafico 1. Representacion esquematica de los resultados de la prueba de
aglutinacion con sueros de terneras vacunadas con Cepa Cotton 19
entre 4 y 6 meses de edad, (Valero, G. 2008).
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Grafico 2. Representacion esquematica de los resultados de la prueba de
algutinacion con sueros de terneras vacunadas con la vacuna Cepa
Cotton 19 a los 8 meses de edad, (Valero, G. 2008).
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Segun se puede observar, los anticuerpos a titulos significativos no solo
desaparecen mas rapidamente en terneras vacunadas entre 4 y 6 meses de edad,
sino que el nivel de la IgG es mucho menor y menos persistente que cuando se
vacunan animales a los 8 meses y con mas razén a mayor edad. Vacunando a edad
temprana no solamente se reduce el riesgo de titulos persistentes a la prueba de
seroaglutinaciéon, sino también a las pruebas complementarias. De ahi la
recomendacion de vacunar a temprana edad en los establecimientos donde se esta

erradicando la brucelosis, (Ruiz, M. 2006).

6. Pautas de IgM e lgG en animales infectados no vacunados y vacunados

El gréfico 3, representa solo un animal y las pautas de la seroaglutinacién pueden
variar en diferentes individuos, de acuerdo a la dosis de exposicion y via de
inoculacion, el ejemplo ilustra que las inmunoglobulinas M se forman como una
respuesta especifica y son importantes para el diagndstico, especialmente al
principio de la infeccion. Cuando una hembra vacunada se infecta por una cepa
virulenta, los anticuerpos IgG reaparecen mas pronto debido a la memoria

inmunoldgica, (Manrique, J. 2010).
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Grafico 3. Desarrollo secuencial de IgM y IgG en una vaquillona, sin antecedentes

de vacunacion, expuesta a una cepa de B. abortus.
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F. PLAN DE CONTROL Y ERRADICACION DE LA BRUCELOSIS BOVINA

La Brucelosis bovina segun Escobar, F. (2011), puede controlarse con un
programa de vacunacion eficaz, o bien erradicarse usando un programa de prueba
y sacrificio. La vacuna con cepa Cotton 19 disminuye marcadamente la incidencia
de abortos, pero no disminuye con ello el nivel de infeccion a una tasa
correspondiente. Aun con el programa de vacunacion generalizada habra focos de
infeccion que se perpetien indefinidamente. La erradicacion total es una de las
alternativas de control mediante la vacunacién y en algunos paises ya se ha
alcanzado este estado de la enfermedad y en otros se estan llevando a cabos
programas de erradicacion. Se dispone actualmente de un modelo de informatico

para analizar la rentabilidad de ciertos programas de erradicacion.

Para poder lograr la erradicacién se debe insistir en que la deteccion de animales
positivos a las pruebas seroldgicas, tiene que ir seguida del sacrificio de los
reactores positivos. Esta decision imperativa de eliminar los reactores es la que

define la marcha de una campafa de erradicacion.

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) a través de
la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro -
AGROCLAIDAD- presenta el Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina,
gue recoge las actividades que se deben ejecutar para disminuir la prevalencia de
Brucelosis Bovina en el Ecuador, hasta alcanzar niveles compatibles con la
erradicacion.

Este Programa, que nacié como una propuesta de la Autoridad Sanitaria Nacional
(AGROCALIDAD), en cumplimiento de su obligacion institucional, fue analizada y
consensuada con las organizaciones de ganaderos e industriales de la leche y la
carne, asi como con algunas instituciones universitarias y centros de investigacion
agropecuarios, quienes presentaron observaciones y sugerencias que fueron

incorporadas en el presente documento, (Agrocalidad, 2009).
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1. Estrategias De Prevencién Y Control

a. Estrategia Nacional

El éxito del Programa se basa en la ejecucion de estrategias diferenciales, para
cada una de las regiones epidemioldgicas sefaladas, las que sin embargo tienen

aspectos comunes de accion, que se indican a continuacion:

La vacunacién con vacuna Cepa 19 se aplicard en terneras nacidas en la
propiedad, una sola vez a la edad de 3-6 meses. La vigilancia epidemiolégica se
basara en el diagnostico de predios y animales mediante las pruebas de Ring-Test
en leche y de aglutinacién en suero sanguineo (Rosa de Bengala) y como pruebas
confirmatorias el ELISA Competitivo (c-ELISA) y otras pruebas autorizadas por la
OIE.

La eliminacidon de vacas positivas guardara flexibilidad en atencién a los periodos
de lactancia o gestacion, para luego ser destinadas a sacrificio sanitario en camales
autorizados para el efecto. La compra de hembras con fines de reemplazo se hara

solo de predios libres y con resultados negativos a pruebas serolégicas.

Vacas en produccion infectadas se separaran del resto de bovinos sanos en la
propia finca hasta terminar la lactancia, momento en el que se destinara a sacrificio
en camal sanitario. La compra de hembras con fines de reemplazo, se hara solo
cuando estas hayan sido vacunadas a la edad de terneras (3 a 6 meses) y
presenten resultados negativos a la serologia complementaria, 30 dias previos al
ingreso de la finca, (AGROCALIDAD. 2009).

b. Estrategias Regionales

Las estrategias diferenciadas para cada region son las siguientes:
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1) Regiones de alta prevalencia (Sierra norte y Costa)

La estrategia se orienta a la creacion de una solida inmunidad poblacional mediante
la ejecucion de campafias sistematicas de vacunacién, acciones de vigilancia
epidemiolégica, dirigidas a la identificacion y certificacion de fincas libres,
eliminacion obligatoria de reactores positivos, control sanitario de ingreso y egreso

de animales, y actividades de educacion sanitaria.

2) Regiones de baja prevalencia (Sierra sur y Amazonia)

Hace relacion especial a la vigilancia epidemiolégica orientada a la identificacion,
mantenimiento y ampliacion de micro &reas y predios libres de la enfermedad,
vacunacion en areas infectadas, eliminacion obligatoria de reactores positivos,

control de ingreso y egreso de animales, y educacion sanitaria.

3) Regiéon indemne (Galapagos)

En las Islas Galapagos se realizara una encuesta sero-epidemioldgica de acuerdo
con las directivas de la OIE para determinar zonas libres, actividades de vigilancia

epidemioldgica, control de ingreso y egreso, y movilizacion de ganado.

e La vacunacién con vacuna Cepa 19 para la prevencién de brucelosis se
aplicara en terneras nacidas en la propiedad, una sola vez a la edad de 3-6

meses.

e La vigilancia epidemioldgica se basara en el diagnéstico de predios y animales
mediante las pruebas de Ring-Test en leche y de aglutinacion en suero
sanguineo (Rosa de Bengala) y como pruebas confirmatorias el ELISA

Competitivo (c-ELISA) y otras pruebas autorizadas por la OIE.

e La eliminacion de vacas positivas guardard flexibilidad en atencién a los
periodos de lactancia o gestacion, para luego ser destinadas a sacrificio

sanitario en camales autorizados por AGROCALIDAD.

e La compra de hembras con fines de reemplazo se hara solo de hatos libres y

con resultados negativos a pruebas serologicas de brucelosis.
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e A nivel nacional, en base a la solicitud de los ganaderos interesados, se
realizara la Certificacion de Fincas Libres de Brucelosis Bovina, para lo cual se
deberan cumplir los requisitos de ingreso y permanencia en el programa

respectivo.

c. Vigilancia Epidemioldgica

El Sistema de Vigilancia Epidemiolégica prevé la incorporacién de las siguientes

fuentes de informacion:

e Red de laboratorios veterinarios: reportardn informacion periddica sobre los
resultados de las pruebas diagnésticas realizadas, individualmente o a nivel de

rebafnos, cepas aisladas e identificacion de serotipos, entre otros aspectos.

¢ Industrias lacteas: informaran sobre la nédmina de abastecedores de leche
cruda, realizacion de pruebas de anillo en bidones y los resultados del

diagnéstico.

e Los camales sanitarios: informardn mensualmente el niumero de bovinos
brucelosicos sacrificados, destinos de las carcasas y las fincas de origen de

esos animales.

e Ministerio de Salud Publica: a través de la Direccion de Epidemiologia
comunicara a AGROCALIDAD/Nivel Central, casos de brucelosis en humanos,
namero de personas afectadas, ocupacion y localidades en las cuales fueron

diagnosticadas.

e Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca: la estructura
operativa del Programa incorpora a los diferentes niveles de
AGROCALIDAD/MAGAP desde los cuales se generara informacién sobre la
conducta de la enfermedad, asi como sobre las diferentes acciones de
prevencion y control, las mismas que seran difundidas nacional e

internacionalmente.
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e Las Organizaciones de Ganaderos, los Veterinarios y Profesionales afines al
sector debidamente autorizados informaran a AGROCALIDAD/-
Coordinaciones Provinciales sobre las fincas atendidas con vacunacion,
namero de vacunaciones realizadas, retenciones placentarias y abortos

asistidos, el material bioldgico colectado y resultados de laboratorio obtenidos

Las actividades sanitarias de control de movilizacibn de ganado, las realizara
AGROCALIDAD en colaboraciéon con los ganaderos e industriales que participen
en el Programa, se vincularan a las estrategias regionales de control de la
brucelosis, que son: control estricto de la salida de animales del predio, control
estricto del ingreso de animales al predio, constatacion sanitaria de los predios de
origen, revision de los certificados de vacunacion, analisis de los resultados de
diagnostico, destino de los animales: para cria, para feria o con destino al camal, y

Su permiso sanitario de movilizacion.

a. Diagnéstico e Identificacion de Animales Positivos

Dada la existencia de numerosos laboratorios veterinarios de diagndstico de
brucelosis, entre los cuales estan los del AGROCALIDAD/MAGAP, INHMT/MSP,
AHFE, Pasteurizadora Quito, ClZ, Universidades, industrias lacteas, laboratorios
particulares, la actividad inicial en este componente sera la estructuracion de una
Red Nacional de Laboratorios de Diagnoéstico de Brucelosis, la seleccion y
calificacion de un laboratorio de referencia nacional, mismo que se integrara al
Consorcio Internacional de Laboratorios de Diagnéstico de Brucelosis, coordinado
por PANAFTOSA/OPS.

Los laboratorios autorizados por AGROCALIDAD desarrollaran las siguientes

pruebas:

Pruebas de tamizaje: Pruebas de anillo en leche (ring test).

Rosa de bengala en suero sanguineo.
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b. Certificacion de Predios Libres

El objetivo de este componente es lograr la disminucién progresiva de bovinos
infectados de brucelosis en las ganaderias que manifiesten por escrito su interés
de participar en el programa, hasta conseguir niveles de ocurrencia de la
enfermedad y condiciones operativas compatibles con su erradicacion, mediante la
Certificacion de Predios Libres, en el marco del Programa Nacional ejecutado por
AGROCALIDAD.

A pesar de ser una decisidon voluntaria, para participar en el Programa, los
ganaderos deben cumplir algunos requisitos orientados a regular, tanto su ingreso
como su permanencia, a fin de alcanzar los beneficios que el Programa promueve,
(AGROCALIDAD. 2009).
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II. MATERIALES Y METODOS

A. LOCALIZACION Y DURACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo experimental se realizé en dos etapas:

Primera Etapa: El trabajo de campo se lo realizé en la hacienda “La Isabela de
Sasaput” de propiedad del ingeniero Carlos Larrea, ubicada en
el Canton Chambo Provincia de Chimborazo.

Segunda Etapa: Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Diagnostico
Animal- AGROCALIDAD, ubicada en la Avenida Atahualpa y
Rumifiahui segundo piso edificio Soliz en el canton Ambato
Provincia de Tungurahua.

Las condiciones meteorologicas del canton Chambo, se indican en el cuadro 4.

Cuadro 4. CONDICIONES METEOROLOGICAS DEL CANTON CHAMBO

PARAMETRO PROMEDIO ANUAL
Temperatura (°C) 14
Humedad relativa (%) 80
Precipitacion (mm/afo) 900

Altitud (msnm) 2652

Fuente: Colegio Nacional Chambo. (2016).

El tiempo de duracién de la investigacion fue de 60 dias, en base a los siguientes
pardmetros: la identificacion de los animales a prueba; toma de muestras de
sangre, analisis de laboratorio para la determinacion de brucelosis bovina,

interpretacion de los resultados y elaboracion del plan de erradicacion.
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B. UNIDADES EXPERIMENTALES

En el desarrollo de la presente investigacion se utilizaron 32 animales de las
distintas categorias: vaconas vientre, vacas secas y vacas en produccion

pertenecientes a “La Hacienda la Isabela de Sasaput” del cantén Chambo.

C. MATERIALES, EQUIPOS E INSTALACIONES

Los materiales, equipos e instalaciones que se emplearon para el desarrollo de la

presente investigacion se distribuyeron de la siguiente manera:

1. Materiales

e Libreta de apuntes.

e Esfero grafico.

e Marcador permanente.
e Botas.

e Camara fotografica.

e Tubos para recoleccién de muestras.
e Gradilla.

e Guantes quirargicos.

e Frascos de vidrio.

e Cajarefrigerante.

e Jeringas.

e Agujas desechables.

e Alcohol.
e Algodon.
e Overol.

e Pipeta.

e Tubos de ensayo.
e Mascarilla.
e Probeta.

e Papel absorbente.



40

2. Equipos

e Centrifuga.

e Refrigeradora.

e Agitador de placa alveolada (Rosa de Bengala).
e Cémara para lectura del test Rosa de Bengala.
e Analizador de ELISA.

3. Reactivos

Antigeno Rosa de Bengala.

4. Instalaciones

Corral de “La Hacienda la Isabela de Sasaput” en el cual se realizé el muestreo.

Instalaciones del laboratorio Agrocalidad Ambato para la determinacion de

Brucellaabortus.

D. TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

La presente investigacion se desarrolld de acuerdo a la disponibilidad de
semovientes esto es: 5 vaconas vientre, 11 vacas secas y 16 vacas en produccion:
a los cuales se muestrearon individualmente con el propésito de diagnosticar los
positivos, falsos positivos y negativos, resultados que fueron utilizados para la

elaboracion de un plan de erradicacién de animales infectados.

En este estudio se realizo el diagndstico de la brucelosis por lo que se empled una
estadistica descriptiva para determinar: Porcentajes, frecuencias absolutas,

relativas e histogramas.
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E. MEDICIONES EXPERIMENTALES

Se llevaron a cabo las siguientes mediciones experimentales tanto para vaconas

vientre, vacas secas Yy vacas en produccion:

e Numero y Porcentaje de reactores positivos a la prueba Rosa de Bengala.
e Numero y Porcentaje de reactores positivos a la prueba ELISA competitivo (c-
ELISA).

F. ANALISIS ESTADISTICOS Y PRUEBAS DE SIGNIFICANCIA

Para el analisis de los datos obtenidos se aplicaron los siguientes analisis

estadisticos.

e Estadistica descriptiva para determinar porcentajes, frecuencias relativas y
absolutas.

e Histogramas.

G. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para el diagnéstico de la brucelosis en “La Hacienda la Isabela de Sasaput” del

canton Chambo, se realizo el siguiente procedimiento:

1. Decampo

e Seleccion de los animales.

e Traslado de los animales al corral.

¢ Ingreso de los animales a la manga.

e |dentificacion por nimero de los animales.
¢ |dentificacion del tubo a ser ocupado.

e Lavado y desinfeccion de la zona a muestrear (caudal).
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Extraccién de la muestra de sangre (5-10ml) por el método vacuntainer.

Colocar en una gradilla.

Desinfectar la zona de muestreo.

Soltar al animal.

Transporte de las muestras en un termo de refrigeracion al Laboratorio de

Diagnéstico Animal de AGROCALIDAD para el diagnéstico de brucelosis.

2. De laboratorio

En el laboratorio se realizo lo siguiente:

Recepcion de la muestra.

Registro de las muestras de acuerdo al caso y codigo del laboratorio.

Centrifugacion de la sangre (1000 rpm, 10 min, temperatura ambiente).

Recoleccién de suero en micro tubos.

Se realizé la prueba Rosa de Bengala detectando asi la presencia de

anticuerpos circulantes, ocasionados por infeccion natural.

Para la realizacidon de la prueba se consideraron los siguientes puntos:

e Antigeno autorizado de Brucellaabortuscepa 1119-3 al 8% de concentracion
celular, tefiido con rosa de bengala en acido lactico. El antigeno debe tener un
pH de 3,65 (+/- 0,05).

e Suero de bovino sospechoso, no hemolizados.

e Micropipeta de 20 a 200 microlitros con sus respectivas puntillas, o bien pipetas
de 0,1 ml.
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Placa de vidrio o acrilico transparente, con cuadrilla de 3 x 3 cm. Cada cuadro

se utilizé para un solo suero. La placa mide 48 x 33 cm.
Sueros control positivo y negativo.
Palillos de madera y/o agitador multiple de aluminio de 5 ramas.

Aglutinoscopio, el cual es una caja de lectura con fondo negro mate con
iluminacion interior a base de focos, del tamafio de las placas: 48 x 33 x 12 cm.

Cronémetro.

El antigeno y los sueros se mantuvieron en refrigeracion (4° C), pero al
momento de comenzar a trabajar, tanto los antigenos como los sueros deben
estar a temperatura ambiente, por lo que es recomendable sacarlos de
refrigeracion aproximadamente 30-60 min. previos a la realizacion de la prueba.

El antigeno no debe congelarse.

Para la investigacion se realiz6 el siguiente procedimiento:

Utilizar solo la cantidad de antigeno que se va a usar en el dia.
Colocar 30 microlitros de cada muestra de suero en cada uno de los cuadros.

Agitar el antigeno y agregar 30 microlitros del antigeno sobre cada gota de
suero. Inmediatamente después de que se agrego la ultima gota del antigeno,
mezclar el suero y el antigeno por rotacion con un palillo o bien con el

mezclador, de modo que se obtenga una mezcla homogénea.

Mezclar por rotacion manual de la placa por 4 min. Y proceder a realizar la

lectura en el aglutinoscopio iluminado.

Para la lectura de los resultados se valoraron los siguientes puntos:

Negativo: se aprecia un color rosado uniforme sin aglutinacion ni formacion de

granulos.

Positivo: se consider6 positivo todos aquellos sueros que presentaron
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aglutinacion, desde muy ligera hasta la formacién de granulos grandes. La
aglutinacion perceptible se considera positivo. Los granulos se aprecian tefidos

y el liquido tomo un color semitransparente.

A veces pueden formarse algunas particulas de diferente tamafio que forman parte
del suero (glébulos de grasa y fibrina), pero que no tiene que ver con la
aglutinacion. Los sueros que pasan de 4 min. se resecan y pueden aparentar unos
pequefios grumos en la orilla. Todos los sueros con resultados positivos deberan
pasar a una segunda prueba confirmatoria. En el caso de los bovinos, la prueba

confirmatoria es el rivanol o la fijaciébn de complemento, (Ruiz, M. 2006).

H. METODOLOGIA DE EVALUACION

e Muestreo de campo y andlisis de laboratorio: el muestreo se realiz6 a todos los
animales de edades susceptibles a la brucelosis, de La Hacienda “La Isabela
de Sasaput” del cantén Chambo, posteriormente se llevéd al laboratorio para

realizar los respectivos analisis.

e Se disefid un plan integral de erradicacion de la enfermedad en base a los
resultados del diagnostico, tomando en consideracion indicadores ambientales,
genéticos o de raza del ganado, manejo alimenticio y reproductivo, profilaxis y

tratamiento.

e Este plan se recomendd para su aplicacion en la Hacienda “La Isabela de

Sasaput” del canton Chambo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. DIAGNOSTICO DE LA PRESENCIA DE CASOS POSITIVOS DE
BRUCELOSIS (Brucellaabortus), EN LA HACIENDA “LA ISABELA DE
SASAPUT” DEL CANTON CHAMBO.

Analizando el hato lechero de la Hacienda “La Isabela de Sasaput’, se determiné
la siguiente poblacion para el diagndstico de Brucellaabortus, sefialado en el cuadro
5.

Cuadro 5. POBLACION BOVINA LECHERA DE LA HACIENDA “LA ISABELA
DE SASAPUT” CHAMBO.

CATEGORIAS NUMERO
Vacas vientre 5
Vacas secas 11
Vacas en produccion 16
TOTAL 32

Fuente: Hacienda la Isabela de Sasaput. (2015).

1. Prueba serold6gica de Rosa de Bengala

Realizado los examenes seroldgicos a los 32 semovientes pertenecientes a La
Hacienda “La Isabela de Sasaput” por el método de Rosa de Bengala, se obtuvieron

los siguientes resultados detallados en el cuadro 6.

Cuadro 6. RESULTADOS SEROLOGICOS DE PRESENCIA DE BRUCELLA
POR EL METODO ROSA DE BENGALA EN LOS ANIMALES DE LA
HACIENDA “LA ISABELA DE SASAPUT” CHAMBO.

CATEGORIAS NUMERO ROSA DE BENGALA
NEGATIVOS POSITIVOS
Vacas vientre 5 5 0
Vacas secas 11 9 2
Vacas en produccion 16 11 5
TOTAL 32 25 7

Fuente: Laboratorio Agrocalidad, Ambato. (2015).
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De acuerdo a los andlisis reportados por el laboratorio de Agrocalidad se pudo
determinar que la mayor prevalencia de brucelosis en la Hacienda “La Isabela de
Sasaput” Chambo fue en los animales en produccién con un porcentaje de 31,25
% (5 vacas), en vacas secas con un porcentaje de 18,18 % (2 vacas), observando
ausencia de Brucella en las vaconas vientre, (grafico 4), quizas esto se deba a que
las dos primeras categorias tienen una actividad sexual frecuente y se encuentran
mas propensas a contraer esta enfermedad; asi lo cita Cano, J. (2014), quien
menciona que la brucelosis bovina afecta a bovinos de todas las edades, pero
persiste con mayor frecuencia en animales sexualmente adultos, principalmente en
ganaderias de cria y leche, debido a estos problemas es notorio la disminucién de
la produccion de leche, pérdidas de crias, incremento de dias abiertos, etc,

ocasionando asi considerables pérdidas econdmicas para los productores.

A esto se suma que la inmunidad se ve afectada transcurridos los 5 afios pos
vacunales, ya que aumenta el riesgo de contagio por los siguientes factores como:
la calidad inmunogénica y manejo de las cepas vacunales utilizadas en el pais
(CEPA 19), el manejo deficiente de la cadena de frio de las vacunas, la alta
permanencia de las vacas declaradas como positivas antes de que puedan ser
descartadas del hato, (Sanchez, C. 2012).

Datos similares obtuvo Manrique, J. (2010), quien reporta una prevalencia de 46 %
de 292 animales en vacas productoras mayores a cinco afios, por otro lado
Sanchez, C. (2012), en un estudio realizado de prevalencia e incidencia de
Brucellaen 10 comunidades de Cayambe registré la presencia del 30 % prevalencia
de Brucella en un hato lechero con animales mayores a 5 afos, afirmando de esta
manera lo anteriormente mencionado, que la mayor presencia es en animales

adultos.
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Pruebas seroldgicas Rosa de Bengala
35,00 -
31,25
30,00 -
25,00 -
21,88

20,00 -
o 18,18
X
<
2
w 15,00 -
(0))]
L
e
[a

10,00 -

5,00 -

0,00
0,00 : :
Vacas Vientre Vacas Secas Vacas TOTAL
Produccién
CATEGORIAS

Gréfico 4. Porcentaje de presencia de B. abortus en los semovientes de la

Hacienda “La Isabela de Sasaput” del canton Chambo.
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2. Pruebas seroléqgicas de Elisa competitiva

De acuerdo con los resultados de los examenes seroldgicos realizados a los 7
semovientes positivos a la técnica de Rosa de Bengala pertenecientes a “La
Hacienda la Isabela de Sasaput” por el método de Elisa Competitiva, se obtuvieron

los siguientes resultados detallados en el cuadros 7.

Cuadro 7. RESULTADOS SEROLOGICOS DE PRESENCIA DE BRUCELLA
POR METODO ELISA COMPETITIVA EN LOS ANIMALES DE LA
HACIENDA “LA ISABELA DE SASAPUT” CHAMBO.

CATEGORIAS NUMERO ELISA COMPETITIVA

POSITIVOS NEGATIVOS

Vacas secas 2 2 0
Vacas en produccion 5 5 0
TOTAL 7 7 0

Fuente: Laboratorio Agrocalidad, Ambato. (2015).

La técnica de Elisa Competitiva, se la realiz6 con la finalidad de eliminar falsos
positivos lo cual es aseverado por Gémez, L. (2006), al indicar que el diagndstico
por Elisa Competitiva mejora la diferenciacion entre la respuesta vacunal y la
infecciosa y disminuye la presencia de falsos positivos, por reacciones inespecificas

cruzadas con otros microorganismos.

Al analizar los resultados de Elisa Competitiva de la Hacienda la Isabela de
Sasaput, se ratificaron los resultados previos obtenidos con la técnica de Rosa de
Bengala pudiéndose observar que la mayor incidencia fue en hembras en
produccion con el 31,25% y en vacas secas con un porcentaje de 18,18%.

Posiblemente uno de los factores de la incidencia de esta enfermedad sea la
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introduccidn de nuevos animales a la granja sin establecer normas de cuarentena
lo que permite el ingreso de vacas infectadas por Brucellaabortus.

Renteria, et al. (2003), mencionan algunos factores determinantes para la
presencia de brucelosis en los hatos ganaderos, tales como: La compra e
introduccion de animales infectados aparentemente sanos, sin examenes de
laboratorio que demuestren la ausencia de la enfermedad, el contacto de animales
sanos con animales infectados en ferias, el escaso control sobre la movilizacion de
los animales, la incidencia y el mal manejo de los abortos sumado al grado de

hacinamiento en sistemas intensivos.

Ayala, E. y Tobar, L. (2013), encontraron 11 casos positivos a la Prueba de
aglutinacion mediante Rosa de Bengala los mismos que al ser sometidos a la
prueba de Elisa Competitiva, determinaron 5 casos positivos equivalente al 45,5 %.
Por otro lado Ortiz, D. (2015), al evaluar la prevalencia de Brucella en el camal de
Ambato encontro 3 casos positivos mediante la técnica de Rosa de Bengala que al
ser confirmados por la prueba de Elisa competitiva se obtuvo el 100 % de casos

positivos (3 vacas), datos un tanto similares a los de nuestra investigacion.

Ademas, esta prueba por su alta sensibilidad y especificidad ha llegado a ser la
técnica de inmuno-ensayo mas utilizada, con aplicaciones para el diagnostico
seroldgico de rutina. Elisa de competicion (ELISA), posee ademas otra ventaja;
permite diferenciar animales vacunados de infectados. Las placas tapizadas por un
lipopolisacérido (S-LPS), de la bacteria, junto con un anticuerpo monoclonal
especifico para un epitopo de la porcidbn O-polisacarido del antigeno S-

Lipopolisacaridos, proporciona esa especificidad, (Cano, C. 2012).
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B. PLAN DE ERRADICACION DE LA BRUCELOSIS EN BASE AL
DIAGNOSTICO EN LA HACIENDA “LA ISABELA DE SASAPUT” DEL

CANTON CHAMBO.

1. Plan sanitario

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa, causada por diferentes
especies del genero Brucella, siendo una enfermedad que merma la produccion
lactea, ademas de provocar abortos inesperados; siendo los de mayor incidencia

en el ganado bovino.

En el Ecuador existen entidades publicas como AGROCALIDAD y MAGAP, que
son las encargadas de ejecutar programas sanitarios para la erradicacion de las

enfermedades de alto riesgo entre las que se cataloga a la Brucelosis.

El control, se basa en restringir la movilizacion de ganado (ingresos de ganado a
los hatos), limitar el acceso a las aéreas pecuarias a personas ajenas al centro de
produccion, controlar plagas y fauna que podria convertirse en hospedero
reservorio, controlar la calidad higiénica del agua y de los alimentos destinados al

ganado, entre otros.

Para un mejor control, es importante que se definan las zonas donde se atenderan
los posibles casos clinicos, de tal manera que se facilite el tratamiento veterinario y
se limite el contagio o difusidon de la enfermedad. Se recomienda que toda unidad
pecuaria cuente con Zonas de Aislamiento, con el proposito de contribuir a la
prevencion, control o erradicacién de la enfermedad; con la zona de enfermeria,
para animales con enfermedades no contagiosas o de diseminacion controlable; y
la zona de segregacion, recomendada para aquellos animales con enfermedades
exoticas, u otra casuistica de alto riesgo para el resto del hato de rapida difusion,
que cause alta morbilidad y mortalidad pudiendo generar una epidemia, o que
inhiba la habilidad productiva del ganado.
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Propésitos a lograr mediante la implementacién deun plan de control y

erradicacion de la Brucelosis bovina

Evitar pérdidas econdmicas ocasionadas por esta enfermedad

Obtencién de la certificacion de Buenas practicas ganaderas, o finca libre de
brucelosis mediante el cumplimiento de las medidas sanitarias propuestas en
el presente Plan sanitario

Implementar medidas sanitarias de prevencion, control y erradicacion de la

enfermedad

. Actividades de diagnostico y control de la brucelosis

Realizar peridodicamente un diagndstico seroldgico en la hacienda, pudiendo
ser semestral, con ello conocer y actuar sobre algun caso infeccioso.

La vacunacion se realizara a los animales de acuerdo al calendario sanitario
propuesto en el plan de control y erradicacion detallados en los cuadros 8 y 9.
Se pedird el apoyo y participacion de entidades publicas (MAGAP vy
AGOCALIDAD) sanitarias para la trazabilidad y vigilancia efectiva de la

epidemiologia en la hacienda la Isabela de Sasaput.

Proceso de diagndéstico para Brucelosis Bovina

Las pruebas diagnosticas de brucelosis se efectdan inicialmente mediante Ring

Test a cada miembro en etapa reproductiva del hato lechero. En los casos positivos

se realizaran las pruebas de Rosa de Bengala con suero sanguineo y como prueba

confirmatoria el andlisis con ELISA Competitivo

La hacienda “La Isabela de Sasaput” debera llevar obligatoriamente registros sobre

los resultados de los diagnésticos realizados y proporcionar la informacién sanitaria

de forma oportuna.

Si hay presencia de abortos es necesario tomar en cuenta las siguientes medidas;

los restos de abortos como fetos, placentas y membranas fetales, deberan ser

incineradas o enterradas en lugares donde no contaminen con materia organica,

fuentes de agua o mantos freéticos.
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Los animales sospechosos deberan aislarse del resto del hato informando al
supervisor sanitario (AGROCALIDAD) responsable del area para que en el
transcurso de 2 a 3 dias, tome las muestras para el diagndstico confirmatorio

respectivo.
d. Control de movilizacién de animales

La hacienda la Isabela de Sasaput debera llevar un control estricto del ingreso de
nuevos animales, basado en los registros sanitarios del lugar de procedencia,
revision de los certificados de vacunacion, analisis de los resultados de laboratorio
y permiso sanitario de movilizacion con la finalidad de evitar la introduccion de la

enfermedad a la hacienda .
e. Educacion sanitaria

Se debera incentivar al personal de la hacienda “La Isabela De Sasaput”, con
charlas de capacitacion sobre los peligros de esta enfermedad de los bovinos vy el
riesgo de contagio a los humanos. El personal serd informado sobre los
componentes de Certificacion de predio libre de Brucelosis Bovina el cual sera un

trabajo compartido entretodos, para lo cual:

e El personal de la hacienda “La Isabela de Sasaput”, debe manifestar en forma
voluntaria su deseo expreso de participar en los programas de certificacién de

predio libre de brucelosis.

e Las entidades publicas y privadas formaran un equipo técnico responsable de
llevar a cabo las tareas sanitarias de campo, coordinaran la realizacién de los
analisis seroldgicos, la identificacion de animales positivos y realizaran la
administracion financiera del programa de erradicacion de la enfermedad, para
posteriormente determinar bajo los parametros planteados la certificacion y

declarar a la hacienda un predio libre de brucelosis.



Cuadro 8. CALENDARIO SANITARIO DE EJECUCION EN LA HACIENDA LA ISABELA SE SASAPUT.

TIPO DE VACUNA

CATEGORIAS

APLICACION

VIRAL (IBR - DVB)

DESPARASITASIONES
Interna

Externa

TRIPLE

PARA BRUCELOSIS

FIEBRE AFTOSA

Terneras( 4- 6 meses)
Fierros:
Vaconas

Todo el Ganado

Todo el ganado

Terneros

Terneras

Vacas preparto

TODO EL GANADO

TERNERAS(4-8 meses)

Revacunar a los 21 dias en la primera aplicaciéon
Aplicacién cada 6 meses
4 semanas antes de la primera inseminacion

Cada 6 meses

Cada 6 meses

Una vez al afio

A los tres meses la primera aplicacion y el refuerzo a los 21 dias

21 dias antes del parto

Cada 5 meses

Cepa Cotton 19 una sola aplicacion en la vida

Se rige al calendario de AGROCALIDAD

€g



Cuadro 9. CALENDARIO SANITARIO PROPUESTO PARA LA HACIENDA LA ISABELA DE SASAPUT.

ITEM MESES OBSERVACIONES
VACUNA 1 2 3 456 7 8 9 10 11 12
Cepa Cotton 19 vacunacion
obligatoria de las terneras entre
BRUCELA 3y38 meses de edad RB 51
vacunacion anual en animales
Bacterianas sexualmente activos o en etapa
reproductiva
No se recomienda la
TRIPLE X X vacunacion en vacas
gestantes de mas de 7 meses
A los 4 meses revacunacion a
LEPTOSPIRA los 21 dias. Dos veces al afio.
Vacunas inactivadas se aplican
Virales IBR - DVB en cualquier  época  de
gestacion
AFTOSA X Obligatoria en todo el pais
RABIA Vacunar cada afno
NEUMONIA A la primera semana de vida
Parasitarias NEOSPOROSIS X VACAS GESTANTES
Control leucosis X
CMT X X X X X Vacas de rejo
L Albendazoles, febendazol,
Parasitos externos e . , i
o ) ivermectina y doramectina
Desparasitacion internos X

Fasciola hepatica

Triclabendazol o duplicando la
dosis del albendazol.

12°]
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f. Erradicacién de la Brucelosis

Los semovientes positivos a las pruebas seroldgicas confirmatoriasde brucelosis
bovina deberan identificarse mediante una marca permanente en el musculo

masetero (cachete).

La eliminacion debera realizarse en un lapso no mayor a los 30 dias a partir del
diagnosticoconfirmatorio, siendo su destino exclusivo el camal municipal en la
Ciudad de Riobamba, con la supervision de AGROCALIDAD.

La Hacienda tendra la capacidad de efectuar y poner en marcha este Plan Sanitario
establecido en la presente investigacion, basandose en las normas y aspectos

sanitarios planteados, con la finalidad de obtener un predio libre de Brucelosis.

Es importante tener en cuenta que la unica forma de erradicar la brucelosis en la
hacienda “La Isabela de Sasaput”, es la eliminacién total de los animales positivos,
ya que de esta manera se evitara la propagacion de la brucelosis y las pérdidas

economicas que ocasiona esta enfermedad.
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V. CONCLUSIONES

1. De acuerdo al diagnéstico realizado a los 32 animales de la hacienda “La Isabela
de Sasaput” Del Cantén Chambo, mediante la técnica de Rosa de Bengala se
determin6é 7 casos positivos, los mismos que fueron sometidos a la prueba
deElisa competitiva para confirmar el diagnéstico el mismo que resulto positivo
por lo que se procedera al sacrificio de estos animales de acuerdo a la normativa

vigente.

2. Enbase alos antecedentes de la Hacienda y los resultados obtenidos se disefio
un Plan de erradicacion para esta enfermedad reproductiva de gran impacto en

la ganaderia lechera Ecuatoriana.
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VI. RECOMENDACIONES

Aplicar el plan de erradicacion planteado en la presente investigacion para la
hacienda “La Isabela de Sasaput”, el cual involucra tres aspectos importantes;
el control (vacunacién periédica), un diagnostico periddico y la eliminacion total
de los animales detectados como positivos mediante las dos pruebas de

laboratorio Rosa de Bengala y Elisa Competitiva.

Se recomienda que el personal que maneja los bovinos en la hacienda “La
Isabela de Sasaput” tome las debidas precauciones de bioseguridad ya que la
enfermedad es zoondética, ademas coordinar con los organismos de control

como Agrocalidad para realizar el muestreo semestral.

Los administradores de la hacienda “La lIsabela de Sasaput’ al adquirir
animales, deben llevarlos al area de cuarentena para comprobar su idoneidad,
antes de incorporarlos al hato para evitar la diseminacion de la enfermedad en

estudio.

Hacer extensivo el plan de erradicacion planteado en la presente investigacion

a otras ganaderias de la zona.
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ANEXOS



Anexo 1. La Hacienda La Isabela De Sasaput Del Cantén Chambo.

Potreros de la Hacienda Isabela De Sasaput Del Cantén Chambo.




Anexo 2. Fotos trabajo de campo en la Hacienda Isabela De Sasaput Del

Canton Chambo.

Hato existente de la Hacienda

Toma de muestras de sangre

Traslado de muestras al laboratorio



Anexo 3.  Fotos trabajo en laboratorio en La Isabela De Sasaput Del Canton
Chambo.

Preparacion para el envio de las muestras a los laboratorios de Agrocalidad



Anexo 4.

Resultados del Laboratorio

LABORATORIODE DIAGNOSTICO ANIMAL
PGT/DA/09-FO07
AGROCALIDAD Av. Atahualpa y Rumifiahui 2do Piso Edificio Solis s
AGENCIA ECUATORIANA
DE ASEGURAMIENTO Ambato- Tungurahua Rev. 3
\ DEACAIFDORA80 Teléf.: 03-2412315 \ :
INFORME DE DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS ‘ Hojalde1

Fecha emisién Informe:

DATOS DEL CLIENTE
Persona o Empresa solicitante: Dra Myriam Carrera

Direccidn: Uruguay y Luis A. Falconi
Provincia: Chimborazo Cantén: Riobamba

DATOS DE LA MUESTRA:

LDR-TUNGURAHUA-DA Eb-15-024
28/02/2015

Informe N°:

Teléfono: 0995870204

Correo Electrénico: millisuvet@hotmail.com
N° Orden de Trabajo: 06-2015-004

N° Factura/Documento: 10719

Tipo de muestra: Suero Sanguineo

Conservacién de la muestra: Refrigeracion

Diagnéstico: Negativo/Positivo

‘ N° Muestras: 32

Motivo del andlisis: Cliente Externo
Vacunas: NO REPORTA
Propietario del Predio: Carlos Larrea

Raza: No reporta
Fecha de vacuna: S/F
Predio: La Isabela de Sasapud

‘7Parroquia: Chambo
'Muestreado por: Diego Merino

Direcci6n del Predio: Sasapud
Provincia: Chimborazo
Cantén: Chambo

Fecha de muestreo: 23/02/2015

 X:772632

Coordenadas: } Y: 9806198

| Altitud: 3170

Fecha de inicio de diagnésticoiz 5/02/20175

Fecha de recepcién de la muestra: 28/02/2015

Fecha de finalizacién de diagnéstico: 28/02/2015

RESULTADOS DEL DIAGNOSTICO

METODO:
TEMPERATURA

proen sl Gl Co AN . Jszxo TRODE | ALMOMENTO | ROSADE
_I.AFORATORIO mi k. b ; o | il

1 011 Bovino 168 m F N/R 378 NEGATIVO
727 ] 015 BOVTiI F N/R 3;; POS’ITIVOﬁ

3 025 Bovino 144 m F N/R 389 NEGATIVO

4 033 Bovino 132 m F N/R 38.7 NEGATIVO

5 057 Bovino 120m F N/R 39 NEGATIVO

6 069 Bovino 96 m F N/R 38.7 NEGATIVO

7 N 070 Ei207 96 v!\ Ei l\!él} 38.6 i NEGATIVO

Nota: El resultado corresponde tnicamente a la muestra entregada por el cliente en esta fecha.

Estd prohibida la reproduccion parcial de este informe.



LABORATORIODE DIAGNOSTICO ANIMAL PGT/DA/09-FO07
AGROCALIDAD Av. Atahualpa y Rumifiahui 2do Piso Edificio Solis
Aggﬁ??cfémgﬂfgk Ambato- Tungurahua Rev. 3
PEIA CNIEWD D8 4H0 Teléf.: 03-2412315
INFORME DE DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS Hoja 1 de 1

8 100 Bovino | 60m F N/R 387 NEGATIVO

9 103 Bovino 60m F N/R 386 NEGATIVO

10 107 Bovino 60m F N/R | 38.8 POSITIVO

o 11 110 Bovino 48m F N/R 39 NEGATIVO

12 111 Bovino 48 m F N/R ‘l 385 NEGATIVO

13 112 Bovino 4a8m F N/R | 38.7 NEGATIVO

14 115 Bovino 36m F N/R 39 NEGATIVO

15 116 Bovino | 36m F N/R 3838 NEGATIVO

16 117 Bovino 36m F N/R 39.2 NEGATIVO

17 118 Bovino 36m F N/R 387 POSITIVO

18 B 119 Bovino | 36 m F N/R 39 NEGATIVO

19 120 Bovino 36m F N/R 386 NEGATIVO

20 123 Bovino | 20m J\ F N/R 387 NEGATIVO

21 125 Bovino 24m [ F N/R 39.1 NEGATIVO

22 128 Bovino 24m F N/R 387 NEGATIVO

23 | 133 Bovino 24m F N/R 38.8 NEGATIVO

24 1 433 Bovino | 120m F N/R 39 NEGATIVO

25 431 éovino 144 m F N/R 389 POSITIVO

26 434 Bovino 72m F —N;F; I ;S;A_“ I N_EGI;T_IVOV

27 435 Bovino 60m F N/R 385 POSITIVO

28 437 Bovino 48m F N/R 386 POSITIVO

29 438 Bovino | 48m F N/R 39.1 NEGATIVO

Nota: El resultado corresponde tnicamente a la muestra entregada por el cliente en esta fecha.
Esté prohibida la reproduccion parcial de este informe.



LABORATORIODE DIAGNOSTICO ANIMAL ——

AGROCALIDAD Av. Atahualpa y Rumifiahui 2do Piso Edificio Solis
AGENCIA ECUATORIANA
DE ASEGURAMIENTO Ambato- Tungurahua Rev. 3
N\ DETACALDAD DL ACHO Teléf.: 03-2412315 )
INFORME DE DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS Hoja 1de 1

30 8255 ‘ Bovino 36m F N/R 387 POSITIVO
31 DOMINGA Bovino 35m F N/R 39 NEGATIVO
32 GLORIA Bovino 20m i N/R 386 NEGATIVO

Limites de referencia:

Analizado por: Dra. Gabriela Ordéiiez
Observaciones:

Anexo Gréficos o Anexo Documentos:

UAecCy

Ing. Ver()nica{‘)jeda
Responsable de Laboratorio
Diagnéstico Animal

Nota: El resultado corresponde Unicamente a la muestra entregada por el cliente en esta fecha.
Esta prohibida la reproduccién parcial de este informe.

Informe de diagnéstico de laboratorio prueba Rosa de Bengala



| ABORATORIODE DIAGHGSTICO ANIMAL
Via Interocednica Km. 14% y Eloy Alfaro, Granja del MAGAP, Tumbaco - Quito
Teléf.; 02-2372-842/2372-844/2372-845 o
INFORME DEDIAGNGSTICODEBOVINOS

Informe N*:  LN-DA-Eb15-990
Fecha emisién Informe:  04/03/2015

DATOS DEL CLIENTE
Persona o Empresa solicitante: AGROCALIDAD TUNGURAHUA
Direccién: NO INFORMA Teetm B =
Correo 0: tungur 8roc gob.ec
¢ : IN° Orden de Trabajo: 18-2015-043
Provincia: TUNGURAHUA Cantdn: NO INFORMA N* Factura/Documento: 10719-F

UESTRA:
Tipo de muestra: SUERQ SANGUINEQ
Diagnéstico: BRUCELOSIS BOVINA

A=
[ Conservaidn de la muesra: REFAGERACON
N* Muestras: 07
[RamanowioRWA
| Fecha de vacunas: NO INFORMA
Predio: LA ISABELA DE SASAPUD =

Propietario del Predio: C\RLOS LA ==
Direccidn del Predio: NO INFORMA "
Provincia: CHIMBORAZO

X:0772831
¥:9806198
Altitud: 3170

o Fecha de incio de diagndstico : 04/03/2015

Coordenadas:

Muestreado por: DIEGO MERING

Fecha de muestreo: 23/02/2015 e

o e ) Fecha de finalizocion de diagndstico: 04/03/2015

RESULTADOS DEL DIAGNOSTICO
METODO: ELISA COMPETITIVO, AGLUTINACION
TEMPERATURA
e R - e o [ | [ | | e o

(MisEs) COMPETITIVO (coMPRITNO) CANNUM WL TS
Cwioworo | wewnny | ) L < L e | coupro | x|
DAbIS036323 | 015 | 156 |nemBRA| 385 | NO . =] - | =] = POSITIVO | 45,65
DAb1S03.6324 107 60 |HEMBRA| 386 NO - -] v - ] - | -~ | -~ |posmvo | posiTivo |96,93
DABLS03.6325 118 | 3 [HEMBRA[ 387 N0 — = POSITIVO | POSITIVO | 47,76
DABIS0I6325 | T ] 389 W | = POSITIVO | POSTIVO | 61,14
DAB1503.6327 a3 | 60 |HEMBRA| 385 N POSITIVO | POSITIVO | 52,30
DAb1503.6328 a 86 NO POSITIVO | POSITIVO | 51,28 |
DAb1503-6329 255 FOSITIVO | POSITIVO | 97,18
Limites de Referencia:

$OSTIVO
Analizado per: Dr. Patricio Sandoval V.
Observaciones; Anexa limites de referencia
8-1503-137

Dragnsstio anmal

Informe de diagndéstico de Brucelosis por Elisa Competitiva



