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RESUMEN

TITULO: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN
EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”

La investigacion se efectud en las parroquias del canton
Limén Indanza, muestreando 35 fincas ganaderas
seleccionadas al azar; en cada una se tomaron 7 muestras
sanguineas, de 5 hembras y 2 machos mayores a 1 afo,
dando un total de 245 bovinos. El método de campo
comprendid la extraccion de sangre de la vena yugular
directamente en tubos “vacutainer”, almacenados en termos
refrigerantes para transportarlos, previa rotulacion de datos.
En el laboratorio del Hospital Basico de Limon Area 3 se
centrifugo, obteniendo el suero sanguineo. La aplicacion de
las pruebas se realiz0 en los laboratorios veterinarios de
Agrocalidad (Quito-Tumbaco), utilizandose Rosa de
Bengala como prueba tamiz; a los casos positivos Yy
sospechosos se les aplico ELISA de competencia como
prueba confirmatoria. NO se presentaron casos positivos

por lo tanto se obtuvo una prevalencia del 0%. Asi se
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demostro que la brucelosis bovina ha disminuido en el
canton con respecto al aflo 1988, en la que la prevalencia
fue del 0,22% segun Castro R. Edgar y Zhunio L. René.
Esto podria deberse a que no hay vacunacion contra
brucelosis, la reproduccion es casi exclusivamente
mediante monta natural, la movilizacion de ganado de otras
provincias o cantones no es muy notable, ya que los
animales de reemplazo se adquieren dentro del mismo

canton.

PALABRAS CLAVES: Brucelosis bovina, Brucella abortus,
bovinos, Limon Indanza, Rosa de Bengala, ELISA de
competencia, aborto, placentitis.
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1. INTRODUCCION

La brucelosis es una antropozoonosis de mayor distribucion
en el mundo, causada por una bacteria Gram negativa. La
Brucella es un parasito intracelular "facultativo” que, como
tal, puede vivir dentro y fuera de la célula y acompafar al

animal infectado durante toda su vida. (38)

Del Género Brucella estan descritas ocho biovariedades
(posiblemente nueve con la préxima aceptacion por parte
del Subcomité internacional de taxonomia de Brucella
microti). Entre ellas B. melitensises la mas invasiva y que
afecta principalmente al hombre y a pequenos rumiantes
seguida de otras especies identificadas como son B.
abortus, B. suis y B. canis y mas recientemente serotipos

gue infectan a mamiferos marinos. (24)

El aborto, la epididimitis y vesiculitis, el nacimiento de
terneros debiles, la merma en la produccion de leche, la
infertilidad y subfertiidad en vacas y toros son las

caracteristicas mas importantes de la enfermedad. (23) En

Pagina | 10
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

los humanos ocasiona la enfermedad conocida como fiebre

ondulante o fiebre de Malta.

Esta enfermedad es de gran importancia en la actualidad ya
gue crea preocupacion por su impacto en la salud publica y
en la economia. Representa un riesgo ocupacional a las
personas involucradas en la manipulacion de los animales
contaminados ya que se pueden contagiar por contacto
directo con los tejidos, sangre, orina, fetos abortados,
liquidos fetales y placenta, algunas veces por inoculacion
accidental con la vacuna cepa 19, asi como también por el
consumo de sus derivados (leche, carne cruda y productos
lacteos no pasteurizados). Generando pérdida econdémica
en el sector pecuario, por la disminucion en la produccion
de carne como consecuencia de los abortos, nacimientos
de crias débiles, muerte perinatal de terneros, menor
produccion de leche, disminucion de la fertilidad, esterilidad
etc., repercutiendo en las relaciones comerciales exteriores
debido a las restricciones que provoca la enfermedad.

La brucelosis tiene una distribucion mundial tanto para los

animales como para humanos no se tiene una cifra real de
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incidencia, pero se sabe que la prevalencia mas alta se
registra en los paises en vias de desarrollo. En algunos
paises ha desaparecido gracias a programas nacionales de
erradicacion Segun investigaciones de Agrocalidad en el
Ecuador el nivel de prevalencia en el aino de 2008 fue de
1.54% (40)

Se realiz6 una investigacion con el objetivo de establecer la
seroprevalencia de Brucelosis en el canton Limon Indanza
el cual es un sector muy importante en la produccion bovina
de la amazonia, de esta manera se contribuye a establecer
si existe un incremento o disminucion de brucelosis con
respecto al afo 1988 que es cuando se realizé una tesis
similar en el cantén en la que se obtuvo una prevalencia de

0.22% segln de Castro R. Edgar y Zhunio L. René.!

En el estudio se tomaron 245 muestras de suero sanguineo

de bovinos, en 35 fincas distribuidas en las distintas

'Castro R. Edgar, Zhunio L. René. Prevalencia de brucelosis bovina por los métodos de seroaglutinacion
en placa y card test en el Cantén Limdn-Indanza. [Tesis de grado]. Ecuador: Universidad de Cuenca,
Facultad de Ciencias Agropecuarias; 1988
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parroquias del canton de una forma aleatoria proporcional.
De cada finca se tomO0 5 muestras de hembras y 2 de
machos que estaban en edades reproductivas con sus
respectivos datos. Estas muestras fueron trasladadas hasta
el laboratorio bajo las medidas de conservacion y en el
tiempo requerido para evitar el deterioro de las muestras
serologicas. Las pruebas a las que se sometieron estos
sueros fueron Rosa de Bengala, a los reactores positivos se
realizaron Elisa de competencia para el diagnéstico de
Brucelosis, las mismas que se efectuaron en los
laboratorios de Agrocalidad, en la ciudad de Quito los
mismos que brindaron ayuda e informacion para su

ejecucion.

El objetivo general trazado para esta investigacion fue el
estudio de la prevalencia de brucelosis bovina en el cantén
Limén Indanza, utilizando como prueba tamiz Rosa de
Bengala y como prueba confirmatoria ELISA de

Competencia, para el diagndéstico de Brucelosis.
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Mientras que los objetivos especificos fueron:

e Confrontar la prevalencia de brucelosis de los afos
1988 y 2012, mediante estudio estadistico, para
obtener la tasa de incremento o disminucién de la
enfermedad en el cantdn Limon Indanza.

e Determinar la prevalencia de brucelosis bovina segun
la procedencia, sexo, edad y sistema de reproduccion.

e Confirmar los casos sospechosos y positivos a Rosa
de Bengala mediante la prueba de Elisa por

competicion.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. BRUCELOSIS BOVINA

2.1.1. HISTORIA

Algunas autoridades en la historia de la medicina
consideran que la Brucelosis es una enfermedad conocida
desde Hipdcrates (400 anos antes de Cristo); pero las
primeras descripciones mas claras fueron hechas en 1751
por Cleghorn, durante la guerra de Crimea (1854 — 1856),
ocurrieron numerosos casos de fiebres prolongadas que no
se igualaban a ninguna otra ya conocida, se sospechaba
de una enfermedad nueva. Esta sospecha fue confirmada
con la ocurrencia cada vez mayor de esta fiebre en los
paises del mediterraneo y principalmente en la isla de Malta
(23)

El capitan David Bruce fue enviado a Malta y condujo una

investigacion a partir de 1884. El aisl6 un agente llamado
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Micrococcus melitensis de bazos humanos de pacientes
hospitalizados que habian consumido leche de cabra cruda.
(43) En 1897, Wright y Smith describieron las
aglutinaciones especificas en sueros sanguineos de

enfermos. (42)

Aunque el aborto epidémico del ganado vacuno era
conocido con anterioridad en el estado de Louisiana (USA),
la bacteria causante no fue aislada hasta 1895 por el
veterinario danés Bernhard Bang, en Copenhague, a partir
de abortos de ganado vacuno y se denomind Bacillus
abortus.(42)

Zammit (1905), demostré que tal germen es transmitido al

hombre por el consumo de leche de cabras infectadas. (23)

En 1914 se aisl6 B. suis en Estados Unidos como causante
del aborto enzoadtico en el ganado porcino por Jacob Traum

que inicialmente la identific6 como Brucella abortus. (42)
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Alice Evans, en 1918, comprobo la relacion que existia

entre el agente de D. Bruce y el de B. Bang. (42)

En 1920 por sugerencia de Meyer y Shaw, quedo definido
el género Brucella en homenaje a Bruce con tres especies:

abortus, melitensis y suis. (23)

En 1930 las preocupaciones crecian sobre la relacion entre
la enfermedad en animales y los seres humanos. Un comité
de la Asociacion Médica Veterinaria de América recomendo
una vacuna que fue desarrollada a partir de una cepa de
baja virulencia llamada B. abortus cepa 19. Esta vacuna se
ha utilizado por décadas como el principal agente
iInmunizante para el control de la brucelosis bovina. Se ha
estudiado en una variedad de dosis y de métodos de

administracion. (43)

Brucella ovis fue aislada por primera vez en Nueva Zelanda
por McFarlane, en 1952 a partir de ovejas abortadas. En

1953, Simmons y Hall en Australia y Buddle y Boyes en
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Nueva Zelanda, informaron de B. ovis como responsable de

epididimitis el carnero. (42)

En 1952, la prueba de anillo en leche fue introducida en el
programa (programa cooperativo de erradicacion de
Brucelosis en Estados Unidos), siendo el principal método
de vigilancia en ganados lecheros con posible brucelosis.
Sin embargo surgieron muchas dudas acerca del programa,
dando como resultado una comision especial, la cual

recomendd muchos cambios en el programa. (43)

En 1956, Stoenner y Lackman descubrieron un agente
aislado en la rata de la madera del desierto que por sus
caracteristicas de crecimiento en medios de cultivo
permitian clasificarlo como una nueva especie del género
Brucella y propusieron el nombre de Brucella neotomae.
(42)

En 1966, Kimberling informdé de tres casos de aborto en

perros por Brucella canis. En el mismo aino Carmichael y
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Bruner descubrieron el aborto de 200 beagles por B. canis
en Estados Unidos. (42)

En 1994, se aislé una especie de Brucella que no habia
sido reconocida antes en mamiferos marinos y un delfin en
Escocia y California, respectivamente. Con posterioridad,
se aislaron otras cepas en focas, marsopas y nutrias, que
correspondian al menos a dos biovares principalmente
halladas en focas y cetaceos, denominadas tentativamente

como “Brucella maris”. (20)

En 2008 otra nueva especie de Brucella, Brucella microti
fue aislada por primera vez en el topillo comdn Microtus
arvalis. 'Y por dltimo se aisl6 Brucella inopinata
recientemente de una infeccion del implante de mama en

una mujer de edad con signos clinicos de brucelosis. (17)

2.1.2. SINONIMIA
En los animales se le ha conocido con distintas

denominaciones (aborto brucelar, aborto infeccioso o aborto
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epizoodtico) aunque se recomienda la denominacion
relacionada con la especie afectada (brucelosis bovina,
caprina, porcina). En el hombre se conoce como fiebre

mediterranea, fiebre ondulante, fiebre de Malta. (28)

2.1.3. ETIOLOGIA

B. abortus generalmente causa la brucelosis en el ganado
bovino, el bisonte y el bufalo de agua. (34) Hasta el
momento se han encontrado siete biotipos de B. abortus,

gue afectan principalmente al bovino. (1)

2.1.3.1. Morfologia y caracteres estructurales

El género Brucella esta formado por cocobacilos o bacilos
cortos que miden 0,6-1,5 um de largo por 0,5-0,7 um de
ancho. La morfologia de los microorganismos del género
Brucella es bastante constante aunque en cultivos viejos
se observan formas pleomorficas. No es una bacteria movil.

No forma esporas ni flagelos, ni fimbrias o capsulas
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verdaderas. Los microorganismos del género Brucella son

Gram negativos. (26)

Caracteristicas bioguimicas:

Metabolismo oxidativo y no fermentativo; catalasa positivo.
(Excepto B. ovis, neotomae y algunas muestras de B.
abortus); ureasa positivo; reducen nitratos y nitritos; no
utilizan citratos, aunque producen indol, no licuan Ia
gelatina; dan reacciones negativas de Voges— Proskaver y
Rojo de Metilo. (23) Productoras de acido sulfhidrico. (33)

Morfologia de las colonias:

Normalmente aparecen aislados, y con menos frecuencia
en pares o en grupos pequeinos. (26) Las colonias por lo
general son traslicidas pero pueden ser opacas, las
colonias lisas originan colonias translicidas y redondeadas,
con bordes completos y superficies brillantes y lisas, que
produce una leve apariencia blanca azulada con la luz

reflejada, si bien son de color amarillo pélido, translicido
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bajo la luz transmitida. Las especies rugosas estables (B.
bovis, B. canis), poseen nivel propio de infectividad, nunca

revierten a la forma lisa. (23)

2.1.3.2. Inmundgenos

Los antigenos de |la membrana externa son
lipopolisacaridos antigeno A, antigeno M y antigeno R. Este
se presentan con diferente intensidad en las especies del
genero Brucella: Brucella mellitensis presenta mas el
antigeno M, a diferencia de la Brucella abortus y Brucella
suis, que presentan mas el antigeno A. Otras especies
contienen el antigeno R. Al cultivo, estas bacterias
presentan dos variantes de colonias: lisas y rugosas (L y
R). Las colonias L se desarrollan a partir de aislamientos
primarios y son virulentas, las colonias R provienen de
subcultivos y son avirulentas. La expresion de los

antigenos varia entre las colonias L y R. (33)
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Figura 1. Esquema de la pared celular lisa de Brucella sp.
Fuente: Arestegui, Mirta B. y Gualtieri, Catalina.
Universidad Nacional de Rosario, Facultad de Ciencias

Veterinarias. Brucelosis Bovina.

2.1.3.3. Eritrol como ventaja

La brucelosis induce abortos en el ganado porque tienen
eritrol en la placenta, lo cual favorece la multiplicacion
bacteriana; en contraste con el liquido placentario humano,

donde hay eritrosa, que no ayuda a la reproduccion de las
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bacterias. Por esta razon el aborto no se presentan en los

humanos. (33)

2.1.4. RESISTENCIA

La supervivencia de la Brucella esta relacionada con las
circunstancias ambientales de aislacion, temperatura,
humedad y pH. Aunque es relativamente resistente y puede
sobrevivir por bastante tiempo, el ambiente no es

considerado como una fuente importante de infeccion. (38)

Las brucelas se caracterizan por su gran resistencia y
viabilidad. Sobreviven a largos tiempos a temperaturas
bajas. En el suelo, orina, heces de animales, polvo de heno
y salvado, las brucelas viven hasta 4 — 5 meses; en el
hielo, nieve, mantequilla y requeson hasta 4 meses; en la
lana de oveja de 3 a 4 meses; en el polvo 30 dias y en la
carne 20 dias. Las brucelas son sensibles a altas
temperaturas y sustancias desinfectantes, bajo la accion de
calentamiento hasta 60 °C mueren a los 30 minutos, a 70

°C al cabo de 10 minutos, a 80 a 90 °C a los 5 minutos.
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Son sumamente susceptibles al fenol, creolina, formalina,
cloruro de sal, clorumicina y otros desinfectantes. (23) Y

hasta veintisiete meses en garrapatas. (38)

2.1.5. TAXONOMIA

Clasificacion cientifica:

¢ Dominio: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Clase: Alphaproteobacteria

Orden: Rhizobiales (Rhizobacteria)

Familia: Brucellaceae

Género: Brucella.(20)

En la Lista Aprobada de Nombres Bacterianos el género
Brucella incluye seis especies. (21) Esta clasificacion se
basa principalmente en las diferencias en las caracteristicas
bioquimicas, patogenicidad y preferencias de acogida.
Cada una de estas especies de Brucella esta adaptada a

un huésped especifico, pero no exclusivamente. (44)
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e Brucella melitensis (cabras)
e Brucella abortus (vacunos)
e Brucella suis (cerdos)

e Brucella ovis (ovinos)

e Brucella canis (caninos)

e Brucella neotomae (roedores) (22)

Cepas de referencia FAO/OMS (neotipo y biotipos)

abortus 544 (biotipo 1)
abortus 86/8/59 (biotipo 2)
abortus Tulya (biotipo 3)
abortus 292 (biotipo 4)
abortus B3196 (biotipo 5)
abortus 870 (biotipo 6)
abortus 63/75 (biotipo 7)
abortus C68 (biotipo 9)

[ ]
0oLy gilenies sl ns ey

Ya no esta reconocido B. abortus biotipo 8. (32)
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En los Ultimos afios, una importante controversia se ha
desarrollado sobre la taxonomia del género Brucella. (44)
Se han realizado estudios de hibridacion de ADN y de
secuenciacion de los genes 16S rRNA de Brucellay se ha
tenido una homologia superior al 95 % entre las diferentes
especies. (22) Incluyendo las cepas recientemente
reconocidas de mamiferos marinos. Brucella
maris (animales marinos), estas cepas de Brucella de
mamiferos marinos tienen caracteristicas fenotipicas vy
moleculares asi como las preferencias del huésped que son
claramente distintas de las seis especies reconocidas

previamente. (44)

De acuerdo con la definicion filogenética de especie se
demostré claramente que todos estos microorganismos (un
total de 51 cepas) constituyen una sola especie. (44) Por lo
gue en 1988, el Subcomité de Taxonomia de Brucella ha
avalado la existencia de una uUnica especie dentro del
género Brucella. (15) Con B. melitensis como la uUnica
especie y las otras especies debe ser considerada como

biovares. (44)
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Biovariedades:
e B. melitensis biovariedad melitensis (cabras)
o melitensis biovariedad abortus (vacunos)

melitensis biovariedad suis (cerdos)

melitensis biovariedad ovis (ovinos)

melitensis biovariedad canis (caninos)

melitensis biovariedad neotomae (roedores)

melitensis biovariedad maris (mamiferos marinos)

(21)

El analisis electroforético enzimatico multilocus de cepas de
Brucella también apoy0 esta propuesta de género
monoespecifica. Esta propuesta no ha sido aceptada
debido a diferencias bioquimicas y seroldgicas entre las
especies, los rangos divergentes de huéspedes mostrados
por estas especies, las diferencias conocidas en la
virulencia y la presencia de OMP especifico de especies y
genes que sustancian el estado de las especies existentes.
(20)

Pagina | 28
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

Asimismo, en su reunion del 11 de septiembre de 2003, el
Subcomité de Taxonomia de Brucella decidid por
unanimidad volver a la posicion original y reconocer la
existencia de especies diferentes dentro del género
Brucella. El reconocimiento de estas especies se justifica
por el estudio del fenotipo, la epidemiologia, la importancia
de estas bacterias en la salud humana y animal y el uso
potencial de estas bacterias en la guerra bacterioldgica.
(15)

Cuadro 1: Clasificacion del género Brucella, huéspedes

naturales y potencial zoonético

. . Potencial
Especies Biotipos Huesped natural Z00NGHCo
B. melitensis  1-3 Cabras, ovejas T+
B. abortus 1-6,9 Bovinos ++
B. suis 1,3 Cerdos +++

2 Cerdos +
4 Caribu, reno ++
5 Roedores +++
B. canis - Perros +
B. ovis - Ovejas -
B. neotomae - Rata del desierto -
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(Neotomae lepida)

B. maris un reporte
B. cetaceae Delfines, ballenas

B. Focas, nutrias,
pinnipediae marsopas

B. microti - Topillos campesino

(Microtus arvalis)

Elaboracion: Autores

Desde el afio 2007, Brucella ceti y Brucella pinnipedialis
(infectando preferentemente los cetaceos y pinnipedos,
respectivamente) son reconocidos como nuevas especies
de Brucella. En 2008, otra nueva especie de Brucella, la
Brucella microti fue aislado por primera vez en el topillo
comun (Microtus arvalis) y por ultimo, se aislé Brucella
inopinata recientemente de una infeccion del implante de
mama en una mujer de edad con clinica signos de
brucelosis. Esta especie es la Unica que no se ha aislado

de cualquier reservorio animal. (17)

2.1.6. EPIDEMIOLOGIA
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2.1.6.1. Distribucién geogréafica

La incidencia y prevalencia de la brucelosis tienen
importantes variaciones geograficas. Las zonas de mayor
prevalencia corresponden a la region del Mediterraneo,
Asia occidental, algunas partes de Africa y América
(Estados Unidos, Meéxico, Brasil, Peru, Colombia vy
Argentina). B. melitensis es la especie mas difundida

seguida de B. abortus y B. suis. (8)

La brucelosis tiene una distribucion geografica limitada,
especialmente en paises con bajos recursos econoémicos.
En el centro y norte de Europay en Australia la infeccion

por B. abortus ha sido practicamente erradicada. (30)

En Norteamérica, la brucelosis es especialmente prevalente
en las zonas agricolas del norte y centro de México,
mientras que en Estados Unidos ha disminuido
considerablemente en los ultimos afios B. abortus esta
presente en todos los paises de Ameérica Central, siendo la

prevalencia de un 4 a un 8%. En Sudameérica se encuentra
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en varios paises, donde en muchos casos es endémica y

un problema sanitario importante. (30)

En Ecuador en el 2009 se registra un porcentaje de 1 % de
prevalencia de brucelosis bovina. La brucelosis bovina
produce grandes pérdidas econdémicas en el pais estimadas
en cinco millones de ddlares al afio (SESA, 2005) debido
principalmente a la disminucion de la produccion de leche,

abortos de vacas y otros problemas de infertilidad. (40)

Espinoza, determino que la prevalencia de brucelosis
bovina en el canton vecino Gualaquiza de la provincia de
Morona Santiago fue de 2.22% en un estudio realizado a
225 bovinos en el ano 2010. (12)

La brucelosis, ampliamente distribuida, posee enorme
importancia econdmica en casi todo el mundo, sobre todo

en el ganado lechero. (3)
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Figura 2: Distribucion mundial de la brucelosis en el 2009.
Fuente: Organizacion Mundial de Sanidad Animal. Mapas

de distribucion de las enfermedades. Brucelosis bovina.

2.1.6.2. Reservorios naturales

Bofill et.al., (1996), describen que la supervivencia de los
agentes etiologicos de la enfermedad en la naturaleza,
esta dado por la existencia de reservorios naturales, de los
cuales se citan los bovinos, porcinos, caprinos y ovinos, de

B. abortus, B. suis y B. melitensis, respectivamente. El
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hospedador natural de B. canis, es el perro y el de B. ovis
es el ovino. (19) La especificidad de estas especies no es
absoluta, puesto que la Br. abortus puede infectar a los
porcinos y caprinos cuando las especies se crian juntas.
(31)

La mayoria de las especies de Brucella permanecen en una
cantidad limitada de reservorios. Los huéspedes de
mantenimiento para Brucella abortus son el ganado bovino,
vison (Bison sp.), bufalo de agua (Bubalus bubalus), bufalo
africano (Synceru scaffer), alce y los camellos. Se informoé
recientemente que una poblacion de cerdos salvajes eran
portadores B. abortus en los EE.UU. (34)

Otras especies pueden convertirse en huéspedes
accidentales, particularmente mediante el contacto cercano.
Las infecciones con B. abortus, B. melitensis, B. suis son
informadas ocasionalmente en muchos animales, tales
como los caballos, bovinos, ovejas, cabras, cerdos, alces
americanos, gamuzas, ibices alpinos, mapaches, oposums,

perros, coyotes, zorros y los lobos. (34)
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2.1.6.3. Transmision

La fuente principal de la infeccion bovina son los fetos, las
envolturas fetales y las descargas vaginales que contiene

un gran nidmero de brucelas. (36)

La via de penetracibn 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,
gue contienen todos ellos gran numero de Brucella y

constituyen una fuente de infeccion muy importante. (31)

El instinto de las vacas de lamer los Organos genitales de
otras vacas contribuye también a la transmision de la
infeccidon, sin  embargo algunos autores consideran que el
contagio por via cutanea tiene por lo menos, la misma
importancia, por ejemplo: se pueden producir infecciones
mediante las camas infectadas, cuando haya lesiones en
las tetillas o0 en los extremos de los miembros o en el

espacio interdigital que faciliten la penetraciéon del agente
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patdgeno en capas profundas de la piel, al ordefnar, quizas
puedan introducir Brucella en la piel de los pezones las

manos humedecidas con leche infectada. (31)

La via vaginal fue utilizada por Bang y otros para
reproducir experimentalmente la infeccion y la enfermedad.
Segun las experiencias realizadas, al parecer se
necesitaria un numero grande de brucelas para infectar una

vaca por este medio. (36)

En ambientes cerrados, es probable que la infeccion se
transmita por aerosoles. La via aerégena de penetracion
ha sido demostrada experimentalmente. La infeccion
artificial se consigue a través de la conjuntiva tras la
inoculacion de Brucella en ese sitio. La infeccion parece
aumentar a medida que se acerca la madurez sexual,
asimismo en los animales que la han alcanzado y no han

padecido antes la infeccion. (31)

Se ha determinado que aproximadamente el 65 % de las

vacas infectadas abortan; de éstas el 65% abortan solo una
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vez, y el 23% dos veces. Un porcentaje mucho mas
pequefio abortan mas de dos veces. Cuando el aborto no
se presenta y la prefez llega a su término, a menudo la cria
esta debil 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. (31)

En una rodeo la fuente de transmision primaria es un
animal infectado, ya sea por padecer una infeccion reciente
0 por ser un portador cronico, se debe tener en cuenta
ademas, que la brucela en la especie bovina puede
establecer una infeccion latente en los 6rganos del sistema
reticulo endotelial por largos periodos de tiempo y los
animales pueden no presentar signos evidentes de

infeccion. (1)

La propagacion dentro del hato ocurre de manera horizontal

o vertical.
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Horizontal: Ocurre por contaminacion directa, esto es por
la libre convivencia entre animales sanos y enfermos dentro

de la cual puede ocurrir la infeccion interespecie. (5)

Vertical: Provocada por la infeccion dentro del utero.
Situacion que constituye uno de los principales problemas
en los planes de erradicacion de esta enfermedad, ya que
si el producto se infecta dentro del primer tercio de
gestacion y no es abortado, los epitopos de la bacteria
seran reconocidos como propios por el sistema inmune
provocando que las pruebas diagnosticas convencionales
sean incapaces de identificarlos, por lo que este individuo
jugara el papel de portador asintomatico. (5) Los
anticuerpos se demuestran en la sangre después de seis

meses. (31)

El uso de toros infectados para la inseminacion artificial
constituye un peligro importante ya que asi puede

difundirse la infeccion en muchos rebafios. (36)
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Otros animales domésticos y salvajes que conviven en la
granja pueden comportarse como reservorios. El hombre
podria convertirse en un vector mecanico de la infeccion
durante la inseminacion artificial con semen infectado.
Favorecen el contagio, la ausencia de lugares especificos
para la paricion de los animales infectados y la no

eliminacion de los productos del parto. (1)

Pueden ocurrir ademas infecciones cruzadas en
explotaciones ganaderas donde conviven animales de

diferentes especies. (1)

La enfermedad puede ser adquirida tanto por mamiferos
silvestres como domeésticos se han encontrado indicios de
gue estas especies transmiten la enfermedad al ganado
bovino. (14)
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Figura 3: Cadena epidemiologica de la Brucelosis.

Fuente: http://elhacendado.galeon.com/brucelo.htm

2.1.6.4. Difusion y permanencia de la

enfermedad en el rebano

Wilson y Miles (1975), sefialaron que la brucelosis al
introducirse en un rebafo se disemina rapidamente,
pudiendo alcanzar proporciones de epizootias. Si nuevos
animales no son introducidos, pierde su severidad inicial

pasando a una forma enzoodtica, en la cual sino son
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aplicadas medidas severas permanece por varios afnos.
(31)

20l . PATOGENIA

Brucella sp., puede penetrar en el organismo por diferentes
vias siendo la mas importante la oronasal bien por la
ingestion o lamido de material contaminado o por inhalacion
de polvo contaminado del establo. Otras vias posibles de
entrada lo constituyen la congénita, la conjuntival, la
percutanea (en el ordefo), la inoculacion intramamaria y la

intrauterina. (42)

Por tanto, la primera defensa que deben superar las
bacterias son las barreras naturales de la piel y de las
mucosas. Para ello, las bacterias Gram negativas
presentan una membrana externa que les permite resistir la
accion toxica de sales biliares, de acidos grasos y de
glicéridos, asi como de enzimas proteoliticos vy

glucosidasas. (42)
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Cuando estas bacterias ingresan al organismo pueden ser
fagocitadas por los polimorfonucleares (PMN) y macrofagos
como parte de la inmunidad innata. Si no son eliminadas
llegan por via linfatica a los ganglios regionales
correspondientes pudiendo desde alli invadir el torrente
sanguineo, donde son fagocitadas por los PMN vy
macroéfagos circulantes y transportadas, de esta manera, a
los diversos oOrganos donde pueden sobrevivir y
multiplicarse dentro de las vacuolas de los fagocitos

circulantes y tisulares.(6)

Durante la diseminacion en el organismo, las bacterias que
se localizan extracelularmente estan expuestas a los
mecanismos normales de defensa antibacterianos del
hospedero donde quedan atrapados y mueren dentro del
sistema reticulo-endotelial. La accion bactericida se divide

en dos partes: prefagocitica y postfagocitica.(5)

Fase pre-fagocitica: Donde la bacteria se expone a
factores séricos (anticuerpos especificos, proteinas no

inmunoglobulinas brucélidas), que son encontradas en
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suero bovino normal. En individuos inmunizados los
anticuerpos juegan un papel importante en la expulsion de

la Brucella abortus. (7)

Fase post-fagocitica: Donde los microorganismos pueden
guedar expuestos a la accion bactericida intracelular como
la formacion de peroxido, superoxido de hidrogeno,
halogenacion por el sistema mieloperoxidasa-perdxido de
hidrogeno haluro, cationicas y enzimas digestivas.
Desafortunadamente en el caso de cepas virulentas de B.
abortus los procesos bactericidas intracelulares puede
evitarse mediante la liberacion de factores de virulencia

bacterianos. (7)
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multiplicacion
de la boctana

Figura 4: Brucella abortus fagocitada por un
polimorfonucleado.
Fuente:
http://www.slideshare.net/pacofranklin/brucelosisexpjun201
2.

Br. abortus tienen predilecciéon decidida por el atero gravido,
ubre, testiculos y glandulas sexuales masculinas
accesorias, ganglios linfaticos, capsulas y bolsas

articulares.(3)

Los mecanismos de ingreso de la bacteria a estas células

no estan suficientemente aclarados aunque se presume
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gue el LPS (endotoxina) y las proteinas de la membrana
externa podrian participar en los mismos, mediante
receptores tipo manosa o integrinas, respectivamente. Las
células de la placenta son ricas en receptores de manosa y
en un factor de crecimiento conocido como eritritol,
presente en tejidos placentarios animales, lo que explica la

avidez de Brucella por los mismos. (8)

La supervivencia de Brucella dentro de las células se ha
asociado con la sintesis de enzimas antioxidantes y a la
produccion de GMP (guanosina 5 monofosfato) y adenina,
que inhiben la  fusion  fagosoma-lisosoma, la
desgranulacion, la activacion del sistema mieloperoxidasa-
haluro y la produccion del TNF-a. (34) La cadena O del LPS
ha sido implicada como una molécula clave en la sobrevida

endocelular. (1)

El periodo de incubacion oscila de 2 a 3 semanas, pero
puede ser mayor (300 dias o mas) dependiendo del tamafio

del ind6culo y la via de infeccion. Las cepas lisas de B.
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abortus se replican intracelularmente mas eficientemente

gue la cepa 19 o las cepas rugosas. (1)

El cuadro clinico y la evolucion de la infeccion varian en
funcion de la especie animal afectada. En los mamiferos
rumiantes y en el ganado porcino la manifestacion clinica

es el aborto. (8)

2.1.7.1. Vacas no prefiadas

Pueden resultar infectados debido al agotamiento de sus
anticuerpos hormonales contra el organismo con mayor
rapidez que en el caso de los bovinos que se infectan
durante la prefiez, en la vaca adulta no prefiada suele
ocurrir localizaciéon en la ubre y el (tero. Las ubres
infectadas son clinicamente normales pero tienen gran
importancia como fuente de reinfeccion del utero, como
fuente de infeccidon para los becerros o para el hombre que
ingiere la leche y por ello son la base de la prueba de

aglutinacion en leche y suero. (1)
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Después del establecimiento de los mecanismos de
reconocimiento antigénico o durante el periodo neonatal, si
ocurriese la infeccion, las hembras, a pesar de no
manifestar clinicamente la enfermedad y encontrarse
negativas a las técnicas serologicas de diagndstico en el
momento del servicio, pueden reactivar la infeccion durante
la gestacion. Una explicacion al menos parcial de este
hecho estaria dada por el aumento del eritritol placentario,
potente factor de replicacion en la mayoria de las especies

domeésticas. (1)

2.1.7.2. Vacas prefiadas

La infeccion en vacas ocurre por invasion a linfonodos
retromamarios si las vacas se encuentran gestantes,
posteriormente se produce una bacteriemia periddica que
produce una infeccion en utero y placenta, la mayoria de
las vacas abortan una vez, y de forma excepcional dos o

tres veces. (5)
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Al producirse la invasion del utero gravido las lesiones se
inician en la pared del 6rgano, pero pronto es ocupada por
la luz del Gtero, dando lugar a endometritis ulcerosa grave
de los espacios situados entre los cotiledones. El
alantocorion, los liquidos fetales y los cotiledones
placentarios son invadidos inmediatamente después con
destruccion subsecuente de las vellosidades. El aborto
suele producirse a los tres ultimos meses de gestacion,
siendo el periodo de incubacion inversamente proporcional
a la etapa del desarrollo del feto en el momento de la
infeccion.(3) La eliminacion de la bacteria es importante

durante los 45 dias post-parto. (14)

2.1.7.3. Feto

El eritritol, una sustancia producida por el feto y capaz de
estimular el crecimiento de B. abortus, existe de forma
natural en sus maximas concentraciones en la placenta y
los liquidos fetales y es probablemente responsable de que

la infeccidn se localice en estos tejidos. (3)
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Al provocarse la necrosis de estas uniones se produce la
muerte del feto debida a la multiplicacion acelerada de la
bacteria en placenta y utero, esto interfiere con el
suministro de oxigeno y nutrientes de la madre al producto,
esto provoca agonia fetal y dependiendo de su desarrollo,
el producto puede llegar a término o finalmente morir. El
feto puede permanecer muerto en el utero alrededor de 24
a 72 horas, iniciando un proceso de autolisis que producira
endotoxinas secundariamente a la muerte del feto. El
aborto se produce principalmente en los ultimos tres meses

de gestacion. (5)

2.1.7.4. Machos

El curso de la infeccion en machos es similar que en
hembras, solo que en ellos se infectan los testiculos vy
glandulas accesorias por la presencia de eritritol, el cual se
produce en el epididimo. La infeccion provoca
ocasionalmente orquitis y epididimitis unilateral con
tumefaccion aguda y  dolorosa. Las lesiones

granulomatosas espermaticas pueden producir fibrosis
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intersticial, lo cual repercutird en la libido del animal asi

como en la cantidad de semen producido. (5)

Brucella abortus

Por ingestion en anilaes maduros

Amnimal Infectado
Localizacion en tejido linfoide

Bacterias trasportadas en macrofagos al
torrente sanguineo (bacteremia intermitente)

Vaca
Toro
Animal prefiado Animal no Prefiado
Organos reproductores
Utero Glandula mamaria
Orquitis, epididimitis
. Las  brucelas
Embarazo inicial Embarazos postetiores permanecen en ¢l
. bazo, ganglios
Placentitis supramamarios y Infertilidad
otros tejidos
Aborto linfaticos
Brucelas presentes Arrojamiento de Se am_)ja en forma
en feto, placenta, brucelas en el parto intermitente la Brucelas presentes
liquidos fetales y brucela enla leche ot semen
descargas uterinas

Figura 5: El progreso de la infeccion con B. abortus en

ganado adulto susceptible.

Fuente: Quinn, P. J.; Markey, B K.; Leonard, F. C.; Fitz
Patrick, E. S.; Fanning, S.; Hartigan, P. J.2002. Veterinary
Microbiology and Microbial Disease.

Pagina | 50

Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P

Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

El género Brucella, expresa su tropismo por diferentes
organos y tejidos (placenta, glandula mamaria, organos
sexuales, articulaciones, bolsas sinoviales, pulmon vy
abomaso fetal) con periodicidad desconocida. Finalmente
se excreta en exudados uterinos, fetos abortados, leche,
semen y orina. De esta manera completa el ciclo infeccioso

y posibilita el inicio de otros. (1)

2.1.8. SIGNOS CLINICOS

El animal que esta infectado es asintomatico excepto
durante la gestacion. Algunas vacas abortan en el dltimo
tercio de la gestacion, siendo mas altamente susceptibles
las hembras gestantes no vacunadas que abortan pasado
el quinto mes de gestacion. En prefieces sucesivas suele
llegar al término el feto, aunque se registran casos de dos
y tres abortos en la misma vaca. (3) Sin embargo las vacas
pueden eliminar el organismo en la leche y en las
descargas uterinas. Es posible que la placenta quede
retenida y disminuya la lactancia. (34) A medida que la tasa

de abortos disminuye se limitan a primerizas y a los nuevos
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animales llegados al rebafo, ya que los demas han pasado

una etapa de resistencia parcial. (16)

En los toros, algunas veces se observa epididimitis,

vesiculitis seminal, orquitis y abscesos testiculares. (34)

Figura 6: (A) Membranas fetales necrosadas por infiltracion
de Brucella sp. (B) Lesion testicular

Fuente: Diaz Miranda Consuelo et.al., INIAP. Manual de
enfermedades infecciosas en el ganado bovino de la zona

central del litoral ecuatoriano.

En ocasiones se produce infertiidad en ambos sexos,
debido a metritis u orquitis/epididimitis En algunos paises
tropicales, un sintoma comun es la presencia de higromas,

particularmente en las articulaciones de las patas. Se
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pueden manifestar artritis después de infecciones
prolongadas. Los signos sistémicos normalmente no
aparecen en infecciones no complicadas, y las muertes son
raras salvo en el feto y recién nacido. En general las
hembras con infecciones pero no gestantes no presentan

sintomas. (34)

2.1.9. HALLAZGOS DE NECROPSIA

La gravedad de las lesiones placentarias es variable; en el
caso caracteristico se encuentran cotiledones necrosados,
engrosamiento de la placenta intercotiledonaria con aspecto
de gelatina amarillenta, asi como presencia de un exudado
viscoso inodoro de color caramelo. Mediante un examen
microscopico se observa que el estroma placentario
presenta infiltracibon mononuclear con algunas células
polimorfonucleares. Las células epiteliales de la placenta

presentan abundantes bacterias intracelulares. (41)

En los animales adultos puede encontrarse lesiones

ganulomatosas a purulentas en el tracto reproductivo del
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macho y de la hembra, glandula mamaria, ganglios
linfaticos supramamarios y otros tejidos linfaticos, huesos,
articulaciones y otros 6rganos y tejidos. Se puede observar
endometritis de leve a grave después de un aborto, y los
machos pueden tener epididimitis y/o orquitis unilateral o
bilateral. En el ganado vacuno infectado con B. abortus,
pueden encontrarse higromas en las rodillas, rotula,
corvejon, angulo de las ancas y entre el ligamento de la

nuca y las vertebras dorsales principales. (34)

Los fetos abortados suelen tener contenido abomasal
amarillento turbio y con grumos, muy diferente del normal
claro mucoso y cristalino. La lesibn mas importante para el
diagnostico de los fetos brucelosos es una bronconeumonia
grave con arteritis necrosante. Es frecuente observar
pequeiios granulomas con celulas gigantes en bazo,
higado, rindn, asi como linfonddulos fetales y pequeias

zonas de necrosis focal en los mismos 6rganos. (41)
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(A) (B)

Figura 7: (A) Lesion en testiculo de toro. (B) Placentitis
con necrosis cotiledonaria.

Fuente: Gasque GoOmez, Ramoén. UNAM Enciclopedia
bovina.

2.1.10. INMUNIDAD FRENTE A BRUCELA

La inmunidad en bovino frente a Brucella sp implica a la
inmunidad innata y a la adaptativa con la participacion de
macrofagos, celulas de citotoxicidad natural (NK), los
linfocitos T cooperadores (T CD4+), los linfocitos T

citotoxicos (T CD8+), los linfocitos B y las citoquinas. (42)
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2.1.10.1. Inmunidad natural/innata

Los mecanismos de la inmunidad innata son los primeros
en activarse ante la entrada de los agentes infecciosos. La
inmunidad innata reduce el numero inicial de bacterias y
prepara el ambiente para la activacion de los mecanismos

de la inmunidad adaptativa. (13)

2.1.10.1.1. Células efectoras de la

inmunidad innata

Por un lado las ceélulas NK actian matando ceélulas
infectadas y produciendo gamma interferon (IFN-y). Y por
otro, los PMN y los macréfagos van a fagocitar y destruir a
Brucella sp., pero también van a ser las células encargadas
de transportarla hasta los ganglios linfaticos regionales mas
proximos y al bazo, en donde se desarrollara la respuesta

inmunitaria especifica o adaptativa. (42)

Los FMN (fagocitos mononucleares), han desarrollado

diferentes estrategias para su eliminacion en respuesta al
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atague bacteriano. Estos mecanismos defensivos

comprenden:

a) Fagocitosis

b) Generacion de radicales de oxigeno

c) Acidificacion del fagosoma

d) Disminuciéon del pH, y fusion del fagosoma con el
lisosoma permitiendo la destruccion del patdégeno
mediante la degradacion por medio de las enzimas
lisosomales o por la actividad de defensinas

e) Procesamiento y presentacion de antigenos a los
linfocitos durante la fase de induccion de la
respuesta inmune especifica

f) Produccion de citocinas y citotoxicidad en la fase

efectora de esta respuesta (1)

Su interaccion temprana con los patdogenos determina el
curso de la infeccion. Un conjunto complejo de condiciones
microambientales, incluyendo citocinas Yy productos

microbianos, controlan la actividad funcional de estas
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células.(1)

En primer lugar, los neutrofilos son atraidos al sitio de la
infeccion por estimulos quimicos originados o derivados del
microorganismo, para posteriormente fagocitar la bacteria,
preferentemente opsonizada. La opsonizacion de las
bacterias por anticuerpos y complemento facilita su
fagocitosis. Una vez que el patdogeno es fagocitado, se
desarrolla una serie de mecanismos destructivos en el

neutrofilo para eliminar la bacteria. (30)

Para que se produzca la muerte de las bacterias
intracelulares es necesaria la desgranulacion de los
granulos de los neutroéfilos, con la consiguiente liberacion
de mieloperoxidasa. Sin embargo, la bacteria ingerida
puede sobrevivir al mecanismo destructivo de los fagocitos,
gracias a moléculas de bajo peso molecular que inhiben el
sistema antibacteriano  mieloperoxidasa-peroxido de
hidrogeno-haluro. Por ello, aunque los neutréfilos son las

primeras células relacionadas con la eliminacion de
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patdgenos extranos, ellos son considerados de baja

eficiencia contra Brucella. (30)

Los PMNN (neutrofilos) facilitan la diseminacion de las
bacterias por dos mecanismos: sirviendo de proteccion
frente a las actividades bactericidas de Ac. y complemento;
transportandolas hacia los tejidos linfoides y los organos del
sistema reticulo endotelial donde la bacteria infecta a los

macroéfagos y se multiplica en su interior. (13)

Los macrofagos son ceélulas fagocitica presentadoras de
antigeno capaces de modular la respuesta inmune a través
de la produccion de diferentes citoquinas; son la principal
célula blanco de esta infeccion. El tipo de fagocitosis, la
naturaleza del receptor utilizado y la activacion de esta
célula son variables criticas para determinar el desarrollo de
la infeccion; asi, se ha demostrado que cepas rugosas
(desprovistas de LPS) y lisas (con LPS) de B. abortus son
rapidamente ingeridas sOlo si son opsonizadas con

complemento o anticuerpos especificos. (43)
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El ingreso de la bacteria a los mismos se produce a traves
de la interaccion entre la molécula CD14 y el LPS. Esta
interaccion induce también la produccion de IL-12 que
estimula las células NK y los linfocitos T colaboradores o
helper (LTH) CD4+, que secretan IFN-?, favoreciendo el
desarrollo de una respuesta inmune predominantemente
mediada por LTH1. Una vez fagocitada la bacteria, los
macroéfagos poseen la capacidad de destruirla
inmediatamente, pero del mismo modo que ha sido descrito
para los neutrofilos, Brucella es capaz de inhibir estos

mecanismos de destruccion. (22)

Los receptores Toll-like (TLR) juegan un rol importante en el
inicio de la respuesta inmune innata. Estos receptores
presentes en ceélulas fagociticas profesionales reconocen
productos microbianos uniéndose directamente a ellos e
inducen senales intracelulares que activan factores de
transcripcion (como NF-kB) que modulan la produccion de
citoquinas. Células Natural Killer, forman parte de la
primera linea de defensa contra Brucella y una vez que son

activadas pueden eliminar células infectadas. B.
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abortus puede activar la actividad litica de las células NK,
estimulando la produccion de interleuquina-12 (IL-12) por
parte de las células presentadoras de antigenos IL-12

ademas estimula a las células NK a secretar IFN-y. (30)

2.1.10.1.2. Induccion de la Respuesta

Inmune Humoral.

El LPS es el primer antigeno frente al cual aparecen
anticuerpos de tipo IgM e IgG, después de la infeccion
natural o de la vacunacion con la cepa 19. Ya que los
anticuerpos pueden opsonizar las cepas patdogenas, nuevas
células fagociticas podrian ser invadidas, potenciando la
infeccion y promoviendo el establecimiento de la brucelosis
bovina. (43)

2.1.10.2. Respuesta Inmune

Especifica/adaptativa

La respuesta adaptativa se inicia al 4° o 5° dia postinfeccion

cuando los mecanismos naturales no han sido suficientes.
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En esta fase los macrofagos expresan en su superficie
determinados péptidos procedentes de la fagocitosis de
Brucella sp que seran reconocidos por los T CD4+

especificos en los 6rganos linfoides periféricos. (42)

En la inmunidad adaptativa participan activamente los
macréfagos como células presentadoras de Ag vy
productoras de citoquinas, los T CD4+, los T CD8+ y los
linfocitos B responsables de la respuesta humoral. Estos
linfocitos se podran diferenciar en ceélulas Thl o Th2 en
funcion del entorno particular de citoquinas presentes
durante las primeras fases de su activacion y proliferacion.
(42)

Las células NK producen IFN-y que estimula la fagocitosis y
la produccion de IL-12 por los macrofagos. Como
consecuencia de la fagocitosis los macréfagos también
producen IL-1 cuya funcidon es estimular la aparicion de

receptores para la IL-2 en los linfocitos. (42)
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Las funciones de la respuesta inmune adaptativa en la
brucelosis se basan principalmente en tres mecanismos.
Primero la produccion de IFN-y por células T CD4", CD8", y
células T yO, que activa la funcidn bactericida en
macrofagos. Segundo, la citotoxicidad de células T CD8"y
células T yd que eliminan macréfagos infectados. Y tercero
isotipos de anticuerpos Thl, tales como IgG2a que

opsonizan al patdogeno para facilitar su fagocitosis. (13)

Las bacterias intracelulares activan a los macréfagos para
la produccion de IL12, que también son estimulados por el
LPS-S de Brucella sp. (42)

2.1.10.2.1. Inmunidad de base humoral

Los Ac. son moléculas de naturaleza proteica, con una
estructura compleja producida por los linfocitos B, siendo
los responsables de la inmunidad de base humoral. En el
control de la brucelosis juegan un papel secundario o
subordinado, pero no por ello significa que no actuen. La

deteccion de estas moléculas en el suero de animales es el
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procedimiento mas utilizado para el diagndstico de la

brucelosis bovina. (42)

2.1.10.2.2. Inmunoglobulinas

Brucella sp., quizas en mayor grado que otros
microorganismos intracelulares facultativos, inducen la
produccion de Ac. Los animales en contacto con Brucella
lisa responden con la produccion de Ac dirigidos contra
diferentes componentes del microorganismo, pero
especialmente contra los antigenos superficiales, en
particular contra el LPS-S. Los Ac producidos colaboran en
la lucha del huésped contra el patdbgeno pero no son

suficientes para evitar la enfermedad. (13)

Los Ac constituyen formas solubles de los receptores de Ag
de los linfocitos B. (42)

Los isotipos de inmunoglobulinas que intervienen en la
respuesta inmune contra Brucella abortus son las IgM,
IgG1, IgG2 e IgA.
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e Caracteristicas IgM: No atraviesa la placenta, es
termolabil, sensible al mercaptoetanol. (4) Es la mas
importante en la respuesta primaria y debido a su gran
tamafio se encuentra en el torrente circulatorio. Es
mucho mas eficiente que la IgG en la activacion del
complemento por la via clasica (basta una solo
molécula para activarlo), en la aglutinacion y en la
opsonizacion a pesar de tener una menor afinidad por
el Ag que ésta. Su concentracién sérica en bovino
oscila entre 250-400 mg/100 ml. (42)

e Caracteristicas IgG: Atraviesa la placenta,
termoestable hasta 60°C, resistente al mercaptoetanol.
(4) Por su pequefio tamafo puede emigrar facilmente
a los liguidos histicos y a la superficie de los organos.
Tiene una gran afinidad por los Ag y puede aglutinar,
precipitar y opsonizar a los Ag facilitando la
fagocitosis. Su concentracion sérica en bovino oscila
entre 1.700-2.700 mg/100 ml y es la mas abundante
(42)
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e Caracteristicas IgA: No atraviesa la placenta, no fija
el complemento, abundante en la leche. (4) Su
principal funcién es evitar la adherencia de los Ag a las
paredes de las mucosas. En lo bovinos se concentran

principalmente en el calostro (400 mgr/100 ml). (42)

Poco después de la infeccion aparece la IgM, la cual puede
detectarse por aglutinacion y en parte por medio de la
reaccion de fijacion de complemento y la prueba del anillo

en la leche. (8)

Pueden aparecer, dentro de la clase IgG, anticuerpos
blogueantes 0 no aglutinantes, también Ilamados
asimétricos, en especial en infecciones cronicas, donde
suelen alcanzar titulos elevados. Estos anticuerpos se
diferencian de los anticuerpos completos en ciertas
propiedades tanto in vitro como in vivo como, entre otras, la
incapacidad de activar complemento por cualquiera de las
vias o dar adecuadas reacciones de aglutinacion. (8) La
fraccion de IgG estd compuesta por la IgG1l y la 1gG2. La
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primera es la mas importante para el diagnoéstico de la

brucelosis.

2.1.10.3. Antigenos de Brucella

Lipopolisacarido: Las especies de Brucella pueden ser

clasificadas como “lisas” (smooth, S) o “rugosas” (rough, R)
de acuerdo al aspecto de las colonias en medio sélido. El
aspecto diferente de estas colonias reside en el tipo de LPS
expresado en mayor proporcion en superficie: LPS-S vy
LPS-R, respectivamente. El LPS-S consta de una parte
glicolipidica (lipido A), inserta en la membrana externa y

otra polisacaridica expuesta al exterior. (30)

Esta ultima se divide en dos secciones: el nucleo o “core”,
mas interno y la cadena O (polisacarido O: PSO). Esta
cadena es un homopolimero linear de perosamina que se
encuentra ausente en el LPS-R de las especies rugosas.
Provocando que animales infectados produzcan

anticuerpos especificos contra este antigeno. (30)
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El PSO es el antigeno (Ag) inmuno dominante de
superficie, capaz de inducir una respuesta serologica en la
mayoria de los animales en contacto con especies lisas de
Brucella (B. abortus, B. mellitensis y B. suis); ademas es la
estructura antigénica mas expuesta y blanco de anticuerpos
(Ac) protectores. Por otro lado, el PSO posee epitopes
compartidos con otras especies bacterianas como Yersinia
enterocolitica, Vibrio cholerae, Salmonella landau,
Escherichia coli responsables de reactividad cruzada en
las pruebas seroldgicas que se basan en la deteccion de Ac
hacia este Ag. (13)

Las moléculas de manosa que presenta el extremo terminal
del LPS de Brucella (cepa lisa) favorecen la adherencia a
los fagocitos mononucleares del huésped, ya que éstos
tienen los receptores de manosa. Ademas de los fagocitos
mononucleares, las células de la placenta contienen gran
cantidad de receptores de manosa, lo que sumado al
tropismo de estas bacterias por el eritritol placentario de

bovino, aumenta las probabilidades de abortos en estos
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animales, debido a la presencia de la bacteria en ese tejido.
(30)

Polisacérido 0

Nicleo
\ Membrana

/‘ externa

Lipido A

Fosfolipidos

Espacio peripldsmico

(A) (B)

Figura 8: (A) Estructura antigénica de Brucella. (B)

Esquema simplificado de la membrana externa de la pared
celular de Brucella.
Fuente: Estein Silvia Marcela. Brucelosis: Inmunidad y

vacunacion.

Proteinas: Las proteinas de membrana externa han sido

clasificadas en tres grupos: el Grupo | se relaciona con la
biosintesis de la propia envoltura celular y tienen un peso

molecular entre 88 a 94 kDa; el Grupo Il es equivalente a

Pagina | 69
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

las porinas de otras bacterias Gram negativas, como Omp
2, OmpC y OmpF y tienen un peso molecular entre 35 a 40
kDa, finalmente, el Grupo Il con peso molecular entre 25 a
30 kDa que interacciona fuertemente con el LPS. Estos tres
grupos de proteinas de membrana externa son reconocidos

por el sistema inmune durante el curso de la infeccion. (30)

En Brucella han sido identificadas varias proteinas
periplasmicas inmunogénicas. (13) Destacan la proteina
superoxido dismutasa Cu/Zn (SOD) y la catalasa. La SOD
Cu/zn forma parte del sistema de defensa antioxidante
de Brucella, el cual protege a la bacteria de los efectos

toxicos de los intermediarios reactivos del oxigeno. (30)

Entre las proteinas citosoélicas se han caracterizado las
proteinas del estrés térmico: GroEL, GroES, DnaK, HtrA.
(13) Las proteinas GroEL y GroES son chaperonas
relacionadas con el plegamiento correcto de proteinas,
mientras que HtrA es una proteasa que degrada proteinas
dafadas oxidativamente. HtrA protege a la bacteria

intracelular del dano oxidativo y contribuye a la resistencia
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de Brucella a la destruccion por los fagocitos. La enzima
UvrA repara las lesiones del ADN después del dafio

oxidativo, como mecanismo de proteccion bacteriano. (30)

2.1.11. DIAGNOSTICO

Todos los abortos en el ganado bovino deben considerarse
como casos sospechosos y deberia investigarse. (25) El
diagnaostico clinico no es de gran utilidad desde el punto de
vista de que no hay signos patognomaonicos, en general el
aborto se produce en varios animales y son necesarias
pruebas de laboratorio para confirmar el agente etioldgico.
(21)

Diagnostico Bacteriolégico

Consiste en aislar las brucelas de o6rganos de mayor
concentraciéon como ser: puntos de fijacion de la placenta,

organos del feto (higado, pulmén, estomago), ganglios,
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leche, secreciones vaginales, plasma seminal y sangre.
(23)

El examen bacterioldgico es de eleccion, sin embargo, es
laborioso, costoso y no puede realizarse de rutina. (21) A
veces no se puede realizar el diagndstico bacteriologico de
la infeccion por Brucella; por ejemplo, en las campaias de
control cuando hay que examinar la situacion de un

elevado nimero de animales. (23)

Pruebas Serologicas

La deteccion de anticuerpos en suero, plasma, plasma
seminal, leche o descarga uterina es indicativa de infeccion
en el rodeo. Primero se utilizan pruebas de alta sensibilidad
(tamiz) y luego las confirmatorias de menor sensibilidad

pero mayor especificidad. (21)

Pruebas recomendadas por la OIE:
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Aglutinacién con antigeno buferado en placa (BPA)

Es una prueba tamiz, rapida, practica y econdmica que
reduce las aglutinaciones inespecificas y es ligeramente
mas sensible que la prueba de Rosa de Bengala. El bajo
pH del antigeno favorece la aglutinacion de los anticuerpos
del isotipo 1gG. (22)

Prueba de seroaglutinacién lenta en tubo

Las pruebas de seroaglutinacion detectan la presencia de
los anticuerpos IgM e IgG. Los anticuerpos IgM aglutinan
mas intensamente que los IgG ya que, al ser las moléculas
pentavalentes, poseen mayor numero de sitios de union.
(25) La prueba esta sujeta a menos errores de
manipulacion y presenta menos reacciones inespecificas

gue la de la placa. (23)
Prueba simultanea en tubos y 2- Mercaptoetanol

La prueba se realiza en un portaobjeto o en una placa de
vidrio. No son necesarios aparatos especiales, ademas

ofrece la ventaja de ser rapido y sencillo, lo que permite
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aplicarlo en forma masiva en campafas de control,
erradicacion y en muestreos para establecer la prevalencia
de la enfermedad. Sin embargo el método tiene el

inconveniente de las aglutininas especificas. (23)

Prueba de anillo en la leche (PAL)

La prueba se diseiid0 para detectar la presencia de
anticuerpos en la leche. La prueba de anillo en la leche se
usa especialmente como diagnostico presuntivo para
descubrir rebafos infectados. También se emplea en la
vigilancia epidemiologica en areas de control de la
brucelosis. Los animales de rebainos positivos a la prueba
de anillo en la leche deben ser examinados por pruebas

serologicas para identificar los infectados. (25)

Ezimoinmuno ensayo idirecto (I ELISA)

Permite detectar la presencia de anticuerpos contra

Brucella abortus de animales domésticos y salvajes. (25)
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Ensayo de polarizacion fluorescente para la deteccidon

de anticuerpo contra Brucella abortus en suero

Para la deteccion de anticuerpos contra Brucella abortus
tiene la capacidad de ser una prueba multi-especies,
permitiendo el diagndstico presuntivo en bovinos, caprinos,
ovinos, ciervos y bisontes. Este ensayo validado para
bovinos, tiene la capacidad de distinguir animales
infectados con Brucella de los animales vacunados con
cepa 19 y de los animales con reaccion cruzada con

bacterias gran negativas en mas del 90% de los casos. (25)

Fijacion de complemento

Es otra prueba sensible u especifica para descubrir los
anticuerpos de la Brucella, se ha demostrado que la
correlacion entre la infeccion y la reaccion positiva es mas
estrecha y coincidente. Esta prueba es la mas especifica,

pero resulta muy laboriosa, muy complicada e interviene
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muchos elementos y variantes que afectan su uniformidad.
(23)

Rosa de Bengala

Esta prueba de aglutinacion es una de la mas comunmente
usadas para el diagnostico de la brucelosis bovina, utiliza
células completas de Brucella abortus cepa 99 ocepa
1199.3, coloreadas con rosa de bengala a un pH de 3.65. El
pH bajo previene alguna aglutinacion por IgM, y estimula la
aglutinacion por 1gG1, reduciendo asi alteraciones no
especificas. Es considerada util para el tamizaje individual

de animales. (40)

La prueba de Rosa de Bengala es rapida, de facil
ejecucion, y permite el procesamiento de un gran numero
de muestras por dia. Es una prueba cualitativa que clasifica
los animales en positivo o negativo. En regiones de baja
prevalencia de infeccion o donde se practica la vacunacion
sistematica de terneras, la Rosa de Bengala es poco
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especifica, y produce muchos “falsos negativos”, si se usa

como prueba unica y definitiva. (36)

Los animales con resultados negativos son clasificados
como tales y los de resultado positivo son sometidos a otras
pruebas confirmatorias. De esta manera muchos sueros
sospechosos resultan negativos a la Rosa de Bengala y
como esta prueba es muy sensible (deja pocos “falsos
negativos”) y precoz en detectar la infeccion hay escaso

riesgo de no detectar animales infectados. (36)

Sus falsos negativos se limitan a enfermos con procesos de
pocos dias de evoluciéon y a algunos casos de enfermedad
de curso muy prolongado. Anticuerpos resultantes de la
vacunacion con Cepa 19 de B. abortus y algunos
anticuerpos que producen reacciones cruzadas son
detectados por esta prueba, por lo que es necesario utilizar
otras pruebas para confirmar animales reactores e
infectados. (40)

La prueba consiste en hacer reaccionar el suero sanguineo

del bovino con el reactivo Rosa de Bengala que en casos
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positivos presentard aglutinacion. Se produce una
suspension bacteriana a la que se ha afiadido el colorante
Rosa de Bengala, enfrentandola al suero sin diluir del
enfermo. Proporciona una aproximacion diagndéstica en
pocos minutos, con una sensibilidad y especificidad muy
altas. Presenta elevado grado de correlacion con la sero

aglutinacion. (40)

Figura 9: Reaccion Rosa de Bengala
Fuente: Torres Hernan, Sandoval Patricio. Programa

nacional de control de brucelosis bovina.

La prueba de Rosa de Bengala puede dar resultados falsos
positivos debido a la presencia de anticuerpos residuales
por vacunacion con B. abortus Cepa 19 y por reacciones
cruzadas con otras bacterias Gram negativas que
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comparten un lipopolisacarido superficial similar al que
presenta la Brucella. Dentro de estas bacterias se puede
citar a E. coli O: 116 y O: 157, Francisella tularensis,
Salmonella serotipos Kauffman-White del grupo N,
Pseudomona maltophilia y Yersinia enterocolitica serotipo
0: 9. (18)

Elisa por competicion

Esta prueba por su alta sensibilidad y especificidad ha
llegado a ser la técnica de inmuno-ensayo mas utilizada,
con aplicaciones para el diagnostico serolégico de rutina.
(40) Elisa de competicion (c-ELISA) posee ademas otra
ventaja: permite diferenciar animales vacunados de
infectados. (21) Las placas tapizadas por un
lipopolisacarido (S-LPS) de la bacteria, junto con un
anticuerpo monoclonal especifico para un epitopo de la
porcion O-polisacarido del antigeno S-LPS, proporciona esa
especificidad. (35)

El principio de la prueba se basa en un anticuerpo

monoclonal unico, el cual compite diferencialmente con los
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anticuerpos producidos en la respuesta a la vacunacion con
cepa 19, infeccion por B. abortus de campo u otros factores
no especificos para un epitope o0 determinante antigénico
especifico en el LPS de B. abortus. Las muestras de suero
o plasma son mezcladas con anticuerpo monoclonal
biotinilado e incubadas en placas de c-ELISA de 96 pozos,
a las cuales se les ha pegado LPS purificado de B. abortus.
(40)

En ausencia de anticuerpos en el suero problema (suero
negativo), el anticuerpo monoclonal (mAb) se unira al
epitopo de la porcién 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 e
inhibirdn su unién al epitopo de la porcion O-polisacéarido
del antigeno S-LPS y la consiguiente no aparicion de color.
Muestras procedentes de animales vacunados con la cepa
19 no competiran con el anticuerpo monoclonal debido a su
especificidad y baja afinidad, dando como resultado una

reaccion negativa (35)

Pagina | 80
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Cuadro 2: Clasificacion segun métodos de diagndstico

directo e indirecto

Métodos de diagnostico directos

Aislamientos

e Cultivos

bacteriologico

S,
e Cultivos

Celulares

Deteccion de
antigenos

e Inmunohistoq
uimica

e Inmunofluorec

encia

Deteccidn de

material genomico

e PCR

Métodos de diagnaostico indirectos: Deteccion de

anticuerpos especificos

Pruebas usadas como

tamiz

Antigeno buferado
en placa

Rosa de Bengala
RAP automatizada
Prueba rapida en

Pruebas confirmatorias

Lenta en Tubo

2 mercapto etanol
Fijacion de
complemento
Enzimoinmunoensa
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placa yo (ELISA)
e Anillo en laleche e Fluorescencia
e Prueba de polarizada
precipitacion del
Rivanol
e Prueba de moco
vaginal
e Pruba de semen
e Pruebas
intradérmicas de
Hipersensibilidad
Retardada.

Elaboracion: Autores

2.1.12. TRATAMIENTO

A pesar de los extensos estudios realizados en los ultimos
15 afos, la terapia antibidtica optima para el tratamiento de
la brucelosis estd aun en discusion debido a la
fisiopatologia de la enfermedad, relacion hospedero -
parasito, efectividad y costo del tratamiento y el riesgo
zoonotico, por lo anterior no se recomienda el tratamiento.
Debido a que la localizacion de la Brucella es intracelular,
para su tratamiento se requiere la asociacion de mas de un
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antimicrobiano por varias semanas, lo que resulta costoso a

la hora de evaluar la relacion costo-beneficio.(2)

2.1.13. CONTROL Y ERRADICACION.

Los aspectos epidemiologicos que determinan la dificultad
de la erradicacion de la brucelosis se pueden concretar en

los siguientes:

e El animal infectado eliminan un gran numero de
bacterias en el aborto o el parto.

e La eliminacion de bacterias en leche se puede
mantener en toda la vida del animal.

e Existen animales nacidos de vacas infectadas con
infecciones latentes que manifiestan los sintomas de la
enfermedad en el momento del parto o aborto

e También existen animales infectados con curacion
aparente que, sin embargo, pueden permanecer
eliminadores durante toda su vida.

e La bacteria presenta una gran resistencia en el medio
ambiente. (42)
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La Unica forma de liberar de esta enfermedad a una
explotacion ganadera, es a través de la ejecucion de un
programa sanitario adecuado, que contemple Ia
vacunacion, medidas sanitarias de manejo en la finca y
examenes sanguineos periodicos, para diagnosticar,

identificar y eliminar los animales infectados. (40)

La eliminacion de los animales enfermos, la vigilancia
epidemiologica, la vigilancia sanitaria en camales vy
mataderos, el control de la movilizacion de animales, las
pruebas serologicas y las campafas de educacion sanitaria

son indispensables en un programa de control. (40)

Para el control de brucelosis en areas enzoéticas con alta

prevalenciase recomienda la vacunacion. (27)

En zonas o paises con baja prevalencia se puede proceder
a un programa de erradicacion, que consiste principalmente
en aplicar al rebafio repetidas pruebas serologicas de
diagnostico, y eliminar los animales reactores hasta la

desaparicion completa del foco de infeccion. (27)
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2.1.13.1. Cuarentena

Medida sanitaria que se aplica a los predios infectados con
el fin de controlar el movimiento de hembras y machos, la
brucelosis al transmitirse por contacto directo, por lo tanto el
libre desplazamiento de animales provenientes de predios
infectados amenaza la condicion sanitaria de predios
limpios de la enfermedad. Se levantara la restriccion
cuando el predio cuarentenado se declare saneado o hasta
cuando los animales puedan desarrollar la enfermedad que

corresponde a veces de 120 dias al afo. (10)

2.1.13.2. Estrategia Nacional en el Ecuador

Cuadro 3: Prevalencia de acuerdo a regiones del Ecuador.

_ —a Prevalencia
Regiones Provincias
%
1 Carchi, Imbabura, Pichincha, | 1.97-10.62
Cotopaxi, Tungurahua vy
Chimborazo
2 Esmeraldas, Manabi, Santa |4.2-10.62
Elena, Guayas, Los Rios, El
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Oro y Santo Domingo de los
Tsachilas
3 Bolivar, Cafiar, Azuay y Loja
4 Amazobnicas
5 Islas Galapagos

Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

1.3-2.6

Sin datos

Indemne

Fuente: Torres Hernan, Sandoval Patricio. 2009. Direccion
de sanidad animal programas especificos.

Cuadro 4: Estrategias de control diferenciadas para cada

region
Prevalencia/ Regiones
Estrategias de control - e
ly?2 3y4 | mne
5
Camparia de vacunacion. X
Vigilancia epidemioldgica X X X
ldentificacion y X X
certificacion de fincas
libres
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Mantenimiento, X

vacunaciobn en areas

infectadas

Eliminaciéon de reactores X X
positivos

Control  sanitario  de X X X

ingreso 'y egreso de
animales
Actividades de educacion X X

sanitaria

Fuente: Torres Hernan, Sandoval Patricio. 2009. Direccion
de Sanidad Animal Programas Especificos.

La vacunacion con vacuna Cepa 19 para la prevencion de
brucelosis se aplicara en terneras nacidas en la propiedad,

una sola vez a la edad de 3-6 meses. (40)

La vigilancia epidemiologica es el diagnostico de predios y
animales mediante las pruebas de Ring-Test en leche y de

Rosa de Bengala como pruebas confirmatorias el ELISA
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Competitivo (c-ELISA) y otras pruebas autorizadas por la
OIE. (40)

2.1.13.3. Vacunas

Las vacunas utilizadas contra la brucelosis en general no
protegen completamente contra la infeccion y/o el aborto.
Hasta el momento, se han desarrollado diversas vacunas
para el control de esta enfermedad en las distintas

especies. (1)

2.1.13.3.1. Caracteristicas de la Cepa RB51

La vacuna cepa RB 51 es una mutante de la cepa 2308 de
Brucella abortus, genéticamente estable y de morfologia
rugosa, que perdio la cadena lateral O de polisacarido de la

superficie de la bacteria. (9)

Por lo que no induce la produccion de anticuerpos contra el
LPS en los animales vacunados. Este hecho es de

importancia en el control de la enfermedad ya que permite
Pagina | 88

Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P

Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA

MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

diferenciar los animales vacunados de los infectados

naturalmente. (1)

Fue desarrollada por pasajes seriados en medio selectivo,
lo cual dio como resultado una cepa igualmente
inmunogeénica, pero menos virulenta que la vacuna cepa
19. (9) La cepa RB51 se obtuvo por sucesivos pasajes en

medios de cultivo con rifampicina. (1)

La vacunacion con RB 51 no da como resultado titulos de
anticuerpos post vacunales contra Brucella que puedan ser

medidos por las pruebas standard. (9)

Los terneros se vacunan subcutaneamente entre los 4 y 12
meses, Y la revacunacion de 12 meses en adelante. (29) La
cepa RB51, permite la revacunacion y posibilita la

vacunacion de adultos sin riesgos de falsos positivos. (1)

2.1.13.3.2. Brucella abortus S19
La vacuna S19 de B. abortus, desarrollada en 1930 por el

Dr. John M. Buck, es una cepa atenuada, de morfologia
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lisa. (19) Aislada de la leche de vaca jersey, no exige CO2
para su desarrollo; es inhibida en medios de cultivo con

5u/ml de penicilina. (6)

La vacuna B. abortus Cepa 19 confiere proteccion completa
contra la infeccion en 67-75% de los animales vacunados.
En un porcentaje superior al 95% de la vacunacion evita el
aborto en hembras que se han infectado. (6)

Se utiliza como una vacuna viva que por lo general se
suministra a terneras entre 3 y 6 meses (29) La presencia
de la cadena O del LPS explica el desarrollo y persistencia

de anticuerpos post-vacunales en el suero. (17)

En animales inmunizados con esta cepa se pueden
observar anticuerpos especificos contra este antigeno del
tipo IgG1, 1gG2b e IgM. EIl defecto genético que permite la
atenuacion de esta cepa aun no ha sido definido, pero hace
gue pierda un mecanismo de virulencia esencial. Su
efectividad en el ganado bovino depende de variables como
la edad de vacunacion, dosis, ruta de administracion y de la

prevalencia de la brucelosis en el rebafio vacunado. (30)
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Los anticuerpos inducidos por la vacunacion con esta cepa
interfieren con el diagnostico tradicional de bovinos
infectados con cepas silvestres de B. abortus, por lo que
tiene un uso limitado en la vacunacion del ganado; esta
cepa puede también inducir aborto en hembras prefadas y

es patogena para la especie humana. (30)

La cepa 19 por producir Ac que enmascaran el diagnostico
debe ser administrada a los bovinos de menos de 10 meses
de edad y, por la misma razon no permite la revacunacion.
La dosis oficial de la vacuna cepa 19 es de 2ml con una

concentracién 15 — 30 x 10° de gérmenes viables. (1)
2.1.13.3.3. Brucella abortus 45/20

La cepa 45/20 es una cepa rugosa, fue desarrollada por 20
pasajes repetidos de Brucellaabortus45 en cobayos. A
pesar de que no induce anticuerpos contra la cadena O del
LPS e induce una proteccion significativa contra la infeccion
por Brucellaabortus, no es muy utilizada porque es

inestable y puede revertir a su forma virulenta in vivo. La
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cepa 45/20 también ha sido utilizada en forma inactiva, pero
adicionada junto a un adyuvante oleoso, la que ha
demostrado una relativa efectividad, pero provoca una

reaccion inflamatoria local en el sitio de la inyeccion. (30)

2.1.13.3.4. Brucella abortus RB51-SOD

Basandose en reportes sobre la efectividad de la proteina
SOD Cu/Zn de B. abortus expresada en E. coli DH5a en
proteger a ratones vacunados del desafio con la cepa
patogénica de B. abortus 2308, Schurig y col desarrollaron
una nueva cepa de B. abortus RB51, que sobre expresa la
proteina SOD Cu/Zn de Brucella (B. abortus RB51-SOD).
La inmunidad protectora proporcionada por la cepa B.
abortus RB51-SOD contra Brucella es superior a la de B.
abortus RB51, cepa parental, sin alterar las caracteristicas

de atenuacion de la vacuna. (30)

Las vacunas actualmente en uso contra la brucelosis
animal son del tipo denominado vacunas atenuadas, que se

obtienen a partir de bacterias que han perdido parcialmente
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su virulencia como resultado de inoculaciones o siembras
repetidas en medios de cultivo, pero que conservan su
capacidad antigénica, es decir su potencial para despertar
los sistemas de defensa. "Pero, resulta que una de las
desventajas de las vacunas actuales es que las bacterias
enteras atenuadas que se utilizan no son totalmente
avirulentas; conservan su capacidad de replicarse vy

consecuentemente pueden provocar la infeccion”. (7)

2.1.13.3.5. Vacunas ADN

En principio el método de vacunacion con acidos nucleicos
se basa en el uso de un plasmido bacteriano que tiene un
promotor viral fuerte capaz de expresarse en células
eucariontes, un gen que codifica para un antigeno
seleccionado y una secuencia de término de la
transcripcion o poliadenilacion. El plasmido se replica en
una bacteria (E. coli), se purifica y luego se inyecta por una
via determinada en el huésped. Las células del huésped es

capaces de sintetizar, procesar y presentar el antigeno a
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los linfocitos, originando eventualmente una respuesta de

células T y B especificas para antigeno seleccionado. (30)

El plasmido es fabricado sin su origen de replicacion
funcional en células eucariontes, por lo tanto nunca se
replica en una célula huésped de mamifero, ni se integra al

ADN cromosomal del hospedador. (30)

2.1.13.3.6. Vacunas ARN

Ademas de los vectores plasmidiales existen otros vectores
de expresion como los basados en el virus SemlikiForest
(SFV). Estos vectores son particulas virales suicidas del
virus SemlikiForest, cuyo genoma corresponde a un ARN
desnudo autorreplicable, cuya secuencia contiene inserto el
gen de interés que codifica para la proteina con capacidad
inmune. Experimentos han demostrado la alta eficiencia de
estos sistemas de expresion para expresar proteinas
heterdlogas en células eucariotas, asi como también la
capacidad para conferir excelentes niveles de proteccion en

Pagina | 94
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P

Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

animales inmunizados con estos sistemas de expresion,

superando incluso a las vacunas ADN. (30)

2.1.13.3.7. Caracteristicas de las cepas

vacunales

Tanto la vacuna RB51 como la cepa 19 son estables no se
propagan de un animal a otro. La ventaja de la RB51
comparada con la Cepa 19 es que no induce la formacion
de anticuerpos los cuales son detectados por las pruebas
estandar de diagnostico de brucelosis. La vacunacion de
hembras en estado de prefilez podria causar aborto. La
vacunacion de hembras adultas induce proteccion
iInmediata contra la Brucelosis ya que los animales obtienen
inmunidad 3-4 semanas después de la vacunacion, lo cual

acelera el proceso de control de la enfermedad. (6)

Ambas cepas vacunales son patdgenas para el hombre,
desde el punto de vista de la Salud Publica, la infeccion con

cepa RB51 en el hombre no es detectada por las técnicas
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convencionales (deben utilizarse tests serologicos que
detecten proteinas de la bacteria y no el LPS). Por otro
lado, el tratamiento comudn contra brucelosis no puede ser

utilizado, porque esta cepa es resistente a la rifampicina. (1)

2.2. BRUCELOSIS EN HUMANOS

La OMS comunica anualmente 500.000 nuevos casos
humanos que se estima representarian soélo el 4% de los

casos que realmente ocurren. (11)

En América Latina los paises en donde se registra el mayor
namero de casos son Argentina, México y Pera. (22)

Segun Ron J. los municipios que tienen las tasas mas altas
de la brucelosis humana en los hospitales de Ecuador entre
1996 y 2008 son Quito, Ambato, Loja, Tena y Guayaquil.
Siendo los grupos de mayor riesgo segun actividades
profesionales los trabajadores agricolas y trabajadores de

mataderos.(32)
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2.2.1. Transmision

La infeccion por brucelosis puede ser adquirida por
contacto directo con la sangre del animal infectado con
soluciones de continuidad en piel de humanos o a través la
mucosa conjuntival, o a través el tracto digestivo por
consumo de productos lacteos no pasteurizados y muy
ocasionalmente por inhalacion de aerosoles. Por lo tanto,
estan expuestos a adquirirla quienes trabajan con ganado
como médicos veterinarios, laboratoristas y trabajadores de

frigorificos y mataderos. (37)

La infeccidn interhumana es poco comun. (37) Pocas veces
la bacteria se ha transmitido por trasplante de medula 0sea,
transfusion de sangre o por contacto sexual. También se

han documentado infecciones congénitas inusuales. (39)

Menciéon aparte merece la infeccion humana por la vacuna
B. abortus cepa 19, que es la mas usada para proteger el
ganado bovino. Se han descrito casos de accidentes entre

los vacunadores (veterinarios y ayudantes) que se han
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pinchado un dedo o una mano con la aguja de la jeringa, o
han recibido aerosol en un o0jo. El curso de la enfermedad
generalmente es mas corto y mas benigno que en la
infeccion por cepas de campo de B. abortus, pero hay

casos severos que requieren hospitalizacion. (36)

2.2.2. Cuadro clinico

Es dificil determinar el periodo de incubacion de los
humanos pero se ha estimado que va desde 5 dias hasta 3
meses. (40) La brucelosis es una enfermedad

multisistémica con un amplio espectro de sintomas. (34)

La etapa aguda se manifiesta con fiebre elevada,
escalofrios, sudoracion de olor caracteristico, dolores
musculares y articulares. Debido al empleo de los
antibioticos ya no se registra el clasico patron de fiebre

ondulante. (8)

En ocasiones se observa esplenomegalia, hepatomegalia,

tos y dolor de pecho. Los signos gastrointestinales que
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incluyen anorexia, vomito, diarreas y constipacion aparecen
con frecuencia en los adultos y con menor frecuencia en los
ninos. (34)

En muchos pacientes, los sintomas permanecen de 2 a 4
semanas Yy van seguidos de una recuperacion espontanea.
Otros desarrollan una fiebre intermitente y otros sintomas
persistentes, que fluctian a intervalos de 2 a 14 dias. La
mayoria de las personas que padecen esta forma ondulante
se recuperan completamente en 3 a 12 meses. El término
brucelosis crénica debe reservarse a pacientes cuya
enfermedad lleve un periodo de evolucion mayor de seis

meses. (8)

Pocas personas se enferman de forma cronica; pueden
presentarse recaidas meses después de la aparicion de los
primeros sintomas, aun en los casos tratados con éxito. Las
reacciones de hipersensibilidad pueden ocultar los

sintomas de brucelosis. (34)
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En ocasiones se observan complicaciones, especialmente
en la forma ondulante y cronica. Las mas comunes son
artritis, espondilitis, epididimo-orquitis y fatiga crénica. Los
signos neurologicos aparecen hasta en un 5% de los casos
pueden incluir cambios en la personalidad, meningitis,
encefalitis y neuropatia periférica. La complicacion mas
grave es la endocarditis, que con frecuencia es la causa de
muerte. (34)

2.2.3. Diagndéstico

El diagnostico definitivo y confirmativo se basa en pruebas
de laboratorio. Se considera que el método mas confiable
para el diagnostico de una enfermedad infecciosa es el
aislamiento e identificacion del agente etiologico. En el caso
de Brucella, el aislamiento e identificacion del
microorganismo se debe hacer siempre mediante
hemocultivo, estos procedimientos son lentos (de una a
cuatro semanas), tediosos, poco exitosos, y por su
contagiosidad, de gran riesgo para la salud de los

profesionales encargados del estudio. Por estas razones, el
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examen bacteriologico no siempre es practicable, lo que
hace que el diagnostico se realice generalmente por
metodos seroldgicos rapidos relativamente faciles de

aplicar. (37)

El diagndstico seroldgico es el que se realiza de rutina, pero
la interpretacion de los resultados presenta dificultades. De
hecho, el gran niumero de técnicas en uso es un reflejo de
los problemas que presenta. El test de aglutinacion rapida
BPA (Antigeno Tamponado en Placa) se utliza como
prueba tamiz. En el hombre se utilizan los antigenos de
Huddlesson y Rosa de Bengala para realizar el diagnostico
serolégico mediante la aglutinacion rapida en placa. Las
pruebas complementarias: P. de Wright y 2-ME, se realizan
en aquellas muestras que fueron positivas al BPA,

Huddlesson y/o Rosa de Bengala. (1)

Estas pruebas clasicas estan siendo suplantadas por
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) indirectos y ELISA de

competicion y pruebas de polarizacion fluorescente. (1)
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La brucelosis cronica puede ser extremadamente dificil de
diagnosticar, si los resultados de las pruebas serologicas

son confusas y el organismo no puede cultivarse. (34)

2.2.4. Tratamiento

Los antibidticos son en general la base del tratamiento; es
posible que se requiera un tratamiento  prolongado.
Algunas formas de enfermedad localizada, como
endocarditis, pueden requerir cirugia. La OMS recomienda,
para brucelosis aguda en adultos, Rinfampicina 600 a 900

mg y Doxacilina 200mg por un minimo de 6 semanas. (39)

2.2.5. Arma Biologica y desarrollo de vacuna

humana

Actualmente no existen vacunas humanas autorizas en
Europa ni en USA. Existen sin embargo datos clinicos
limitados sobre una cepa de vacuna viva atenuada obtenida
en la antigua Unidn Soviética y en China. Debido a la

frecuencia de efectos adversos y a la corta duracion de la
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inmunidad, parece ser que fue utilizada solo durante un

corto periodo de tiempo. (24)

El verdadero interés actual en la especie Brucella sp. Se
debe a su posible uso como arma biolégica. (24) Las
brucelas son patdgenos altamente potentes en el hombre y
los animales y como tales, agentes biolégicos tambieén muy
eficaces para uso en armas biologicas. Se transmiten
facilmente a los seres humanos a través de aerosoles lo
gue hacen de estas bacterias mas atractivas para los

investigadores militares. (17)

Los esfuerzos internacionales de desarme hacen poco
probable que las armas biolégicas de destruccion masiva
sean utilizadas por los ejércitos de los estados en guerras
de hoy en dia. Sin embargo, han surgido temores de que
las armas bioldgicas pueden ser utilizados contra objetivos
civiles por parte de las organizaciones privadas, grupos e

incluso individuos en ataques de bioterroristas. (17)
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Se estima que solo 10 a 100 microorganismos son
suficientes para constituir una dosis de aerosol infeccioso
para los humanos. Aunque es sensible a desinfectantes,
puede vivir en el ambiente durante mas de 2 afos en
determinadas condiciones constituyendo asi un peligro para

humanos y animales. (24)

Rotzet., et.al (2002) hizo una evaluacion del riesgo de un
brote de brucelosis con especial respeto por su influencia
en la salud publica y la infraestructura médica a gran
escala, utilizando los siguientes criterios: impacto en la
salud publica, la entrega potencial de grandes poblaciones,
la percepcion del publico, es decir, el temor publico y la
sociedad civil trastornos y necesidades especiales de
preparacion de salud publica. La brucelosis fue clasificado
en la categoria B solo tiene un impacto inferior medico y
publico. (17)

En 1954, B. suis fue el primer agente considerado para
bioterrorismo por los Estados Unidos y otros paises. Pero

Brucella sp, y particularmente B. mellitensis y B. suis, no
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fueron considerados como importantes, pues el periodo de
incubacion es mas bien largo, muchas infecciones son
asintomaticas y la mortalidad es baja. Sin embargo el
agente podria ser utilizado mas bien como un agente
incapacitante puesto que la enfermedad se asocia a una
elevada morbilidad combinada con una clinica de
postracion, que mantendrian a una poblacion afectada, a
merced de unos potenciales invasores, 0 permitiria la
comision de actos terroristas con total impunidad y con
escasas posibilidades de contrarrestar la accion ofensiva.
(24)

En el campo de la salud publica veterinaria, el peligro que
representan el agroterrorismo (la deliberada manipulacion y
/ o contaminacion de los alimentos con la intencién de
perjudicar el desarrollo social, economico, fisico,
psicolégico y el bienestar de la sociedad) es motivo de
preocupacion. Los blancos pueden ser animales de granja
(vacas, cerdos, ovejas, caballos, aves y peces), cultivos
extensivos, alimentos procesados y las instalaciones de

almacenamiento. Los paises son libres de brucelosis animal
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puede sufrir graves pérdidas econdmicas por la
introduccion deliberada de la brucelosis en el ganado

bovino, ovino / caprino o porcino. (17)

Una vacuna humana permitiria no solo la prevencion de la
enfermedad en grupos de poblacion expuestos a Brucella
sp., sino el control de brotes epidémicos, si la vacuna se
adelanta a la aparicion de la clinica, dado el periodo de
incubacion, y por supuesto, esa hipotética vacuna podria
ser utilizada por las fuerzas armadas en caso de riesgo de

ataque biologico. (24)

Subunidades candidatas a vacuna estan siendo estudiadas.
Una de ellas la vacuna combinada contra antrax vy
brucelosis utilizando un promotor (Brucella GroE) y el
plasmido pBBR4MCS para producir la cepa de B.
mellitensisWR201PA y WRSPA. Dichas cepas han
mostrado eficacia y seguridad continuandose los ensayos
como candidatas a una vacuna contra antrax y brucelosis.
Otros investigadores del ejército de los Estados Unidos,

trabajan para la consecucion de una vacuna para ser
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inoculada en la mucosa nasal. Se halla aun en fase

experimental en primates. (24)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Materiales de campo
3.1.1.1. Materiales fisicos

e Overol

e Botas

e Guantes

e Tubos vacutainer 10 ml

e Tubos eppendorf de 1.5 ml
e Agujas vacutainer

e Capsulas vacutainer

e Jeringas 10ml

e Termo refrigerante

e Algododn

e Gradilla

e Gel refrigerante

e Etiquetas
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e Equipo para sujecion de animales (sogas,
nariguera)

e Camara fotografica

e Mochila

3.1.1.2. Materiales quimicos
e Alcohol

3.1.1.3. Materiales bioldgicos
e Bovinos

e Sangre — suero.

3.1.2. Materiales de Laboratorio

3.1.2.1. Materiales fisicos

Para “Rosa de Bengala”

e Micropipetas monocanal de precision a volumen fijo

o variable adecuadas para dispensar 30, 10-100 pl.
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e Placas de vidrio cuadriculado (consta de 72
cuadriculas).

e Aglutinoscopio con fondo obscuro y luz blanca

e Refrigeradorade 0°C a4 °C

e Congelador de -20 °C

e Agitador de tubos (vortex)

e Micropipeta monocanal ajustable de 5 ul a 50 pl.

e Centrifuga para 25 tubos de 10 a 15 cc.

e Termoregistradores tipo Rogget con conexion USB

e Termoregistradores de ambiente

e Cronometro de laboratorio (Timer).

e Punteras de pipetas desechables para micropipetas
volumen 10-100 pl.

e Rack’s para punteras

e Fundas de autoclavado volumen variable

e Basureros con identificacion de basura comun y de
riesgo biologico.

e El gotero incluido proporciona una gota de 30-40 pl.

e Palillos de madera (mondadientes) o peinetas.

e Crioviales
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Para “Elisa de competencia”

e Micropipetas monocanal de precision a volumen fijo
o variable adecuadas para dispensar 1, 10, 100 y
200 pl.

e Micropipetas multicanal de precision a volumen fijo
o variable adecuadas para dispensar 10, 100 y 300
ul.

e Agitador de placas con temperatura y cronémetro
regulable.

e Centrifuga para 25 tubos de 10 a 15 cc.

e Lector de ELISA Multicanal equipado de filtros de
450 y 650 nm.

e Lavador de placas automatico, semiautomatico o
manual.

e Canaletas plasticas para dispensar soluciones.

e Balanza Analitica calibrada

e Refrigeradorade 0 °C a4 °C

e Congelador de -20 °C

e Agitador de tubos (vortex).

e Termoregistradores tipo Rogget con conexion USB
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e Termoregistradores de ambiente

e Planchas de calentamiento con sistema de
agitacion.

e Cronometro de laboratorio (Timer).

e Punteras de pipetas desechables para micropipetas
y de volumen variable.

e Rack’s para punteras

e Probeta graduada de 500 ml para la preparacion de
la solucion de lavado.

e Pipeta volumétrica de 10 ml

e Pipeta graduada de 25 m|

e Pipetas graduada de 10 ml sin clase

e Erlenmeyer de 300 6 500 ml

e Tubos o placas plasticas para dilucibn de muestras
con vol. de hasta 500 pl.

e Fundas de autoclavado volumen variable

e Basureros con identificacion de basura comun y de
riesgo biologico

e Vasos de precipitacion de 50, 100 ml

e Magnetos para agitacion de diluciones.
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e Crioviales

3.1.2.2. Materiales quimicos

Para “Rosa de Bengala”

e Reactivo de Rosa de Bengala
e Suero de referencia o control positivo

e Suero de referencia o control negativo

Para “Elisa de competencia”

e Microplacas tapizadas con el lipopolisacarido liso
(LPS) de Brucella abortus.

e Solucion mAb (Anticuerpos monoclonales ratén)
liofilizada, para reconstituir.

e Conjugado HRP listo para usar. (HRP Conjugate)

e Solucion de lavado concentrada (PBS — Tween
solution 20 X.)

e Solucion Sustrato (Substrate solution)

e Solucion Buffer para dilucion (Sample dilution
Buffer)

Pagina | 113
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

e Solucion de parada. (STOP solution)
e Control positivo (Positive control serum)
e Control negativo (Negative control serum)

e Control débil positivo (Weak Positive control serum)

3.1.2.3. Materiales bioldgicos

e Suero bovino

3.1.3. Materiales de escritorio

Hojas de campo

Papel (cuadernos)

Esferograficos (boligrafos)

Computadora equipada con hardware y software

Calculadora
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3.2 Métodos

3.2.1. El area de estudio

Este estudio se realizdé en el cantdon Limon Indanza de la
provincia de Morona Santiago.

Ubicacion Geografica:

o Provincia: Morona Santiago
o Canton: Limén Indanza
o Parroquias:

General Lednidas Plaza
Gutiérrez
Indanza
San Antonio
San Miguel de Conchay
Santa Susana de Chiviaza
Yunganza
o Ubicacion:
2°57'0"S 57°27'36"0
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o Altitud: 1100msnm

o Superficie: 2.101,42 km?

) Clima: subtropical humedo
o Temperatura: 18-24°C

Fuente: llustre Municipio de Limon Indanza

3.2.2. Metodologia para la investigacion
experimental.

Factor de Estudio

e Establecer la frecuencia de brucelosis en el ganado
bovino del cantén Limon Indanza, frente a cuatro
variables: sexo, edad, procedencia y sistema de

reproduccion.

3.2.3. Método de campo

Las muestras de sangre bovina se obtuvieron de la vena
yugular a través de tubos “vacutainer’” al vacio, sin

anticoagulante; luego de recolectar 9mise etiquetaron y
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almacenaron inmediatamente en los termos refrigerantes,

para su transporte hasta Limon Indanza.

Seguidamente las muestras fueron llevadas hasta el
laboratorio del Hospital Basico Limén Area 3, en donde se
las someti0 a centrifugacion durante 5 minutos, para
extraer el suero que fue depositado en los tubos eppendorf
de 1.5 ml, los cuales se los almacenaron hasta su
utilizacion.

3.2.4. Método de laboratorio

Las muestras de suero fueron transportados a los
laboratorios veterinarios de Agrocalidad, ubicados en la
ciudad de Quito (parroquia Tumbaco) para su respectivo
analisis, se las someti6 a la prueba tamiz “Rosa de
Bengala®” aquellas muestras que resultaron positivas y
sospechosas a esta prueba se las aplico la prueba
confirmatoria “ELISA de competencia”, para determinar su

estado con respecto a Brucelosis.
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3.2.4.1. Rosa de Bengala

Preparacion de reactivos:

a) El antigeno de RB (Rosa de Bengala) se mantuvo en
refrigeracion a una temperatura de 4°C a 8°C,evitando
su congelacién ya que se inutilizaria para la prueba.

b) Tanto el antigeno como el suero se mantuvieron a
temperatura ambiente por lo menos hasta una hora
antes de realizar la prueba.

c) Los goteros se lavaron con agua destilada al terminar
la jornada de trabajo.

d) El Reactivo de RB: se sacé del refrigerador y se
equilibré a temperatura ambiente de 18 °C a 25 °C al
menos una hora antes de ser utilizado.

e) Las muestras y sueros control: se sacaron de la
refrigeradora y  se equilibraron a temperatura
ambiente de 18 °C a 25 °C.

f) Una vez que temperamos el reactivo de RB se agitd
suavemente el frasco antes de utilizarlo para que las

bacterias se re-suspendan.
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Procedimiento:

a) Reactivo de RB: se sacé de la refrigeradora y se
equilibré a temperatura ambiente de 18 °C a 25 °C al
menos una hora antes de utilizarlo.

b) Muestras y sueros control: se sacaron de la
refrigeradora y  se equilibraron a temperatura
ambiente de 18 °C a 25 °C.

c) Una vez temperado el reactivo de RB se agito
suavemente el frasco antes de su utilizacion para que
las bacterias se re-suspendan.

d) Quitamos el tapon al frasco del reactivo de RB y lo
colocamos en el gotero calibrado.

e) Depositamos sobre una placa cuadriculada de vidrio
30 ul del suero a probar y también 30 pl del antigeno
de Rosa de Bengala (1 gota). Anotamos la fecha de la
ejecucion del ensayo, numero de protocolo y las
muestras a analizar en LANASEVE-PT-001-RE-001
Hoja de Trabajo para Rosa de Bengala (RB).
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f) Mezclamos cuidadosamente el suero con el antigeno
de RB utilizando un palillo de madera por muestra o
una peineta.

g) Agitamos la placa en forma rotativa y lentamente,
luego incubamos a temperatura ambiente de 18 °C a
25 °C durante exactamente 4 minutos de forma
manual o en agitador de placas.

h) Realizamos el mismo protocolo anteriormente descrito,
para los sueros control positivo y negativo.

1) Registramos resultados en LANASEVE-PT-001-RE-
001 Hoja de Trabajo para Rosa de Bengala (RB).

Tratamiento de resultados:

a) Positivas y Sospechosas: Cuando se forman
grumos, aun siendo finos (no confundir con
aglutinaciones inespecificas producidas por impurezas,
hemolisis, etc.). Estas muestras deben someterse a las

pruebas confirmatorias.
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b) Negativas: Cuando la mezcla suero-antigeno es de
turbidez homogénea y sin grumos. Estas muestras son
negativas Yy no se realizan las pruebas
complementarias.

Informe de Resultados:

Formulario para reporte de Resultados de Brucelosis.

3.2.4.2. Elisa de competicion

Preparacion de reactivos:

a) Preparacion de la Solucion de Lavado: diluir la solucién
concentrada PBS-Tween 20x con agua destilada segun
la cantidad necesaria. Ejemplo: 25ml de PBS-Tween 20x
en 475 ml de agua destilada, mezclar.

b) Preparacion de la solucion mAb: reconstituir el mAb
liofilizado con 6 ml de la solucion buffer para dilucion.
Mezclarlo suavemente, NO USAR VORTEX.

c) Dilucion de las muestras y controles directamente en la

placa.
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d) Antes de utilizar los reactivos ponerlos a temperatura
ambiente, dos horas y homogenizarlos agitando
moderadamente.

e) Reservar el niumero de microplacas tapizadas necesarias
para el analisis y establecer el plan de distribucion de las
muestras con ayuda del formulario LX/FOR/039

“Template ELISA” Como se detalla a continuacion.

Cuadro 5: Distribucion de las muestras y controles en
los pocillos de la placa.

1 |2 3 4/5(6/7/8|9]10|11 (12
CPIM1 /M9
CP M2 M10
CN M3]|....
CN M4|...
dP |[M5
dP |[M6
Cc |[M7
Cc |M8

T OMmoO0|®@>

Fuente: Sandoval Valencia, Patricio. Procedimiento
PED/LSA-B/002: Procedimientos especificos de
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diagnostico de brucelosis bovina por la técnica de ELISA

Competitivo.

a) Colocar 45 pl de solucion buffer para dilucion en cada
uno de los pocillos que van a ser usados tanto para
controles como para muestras.

b) Los controles que se van a procesar son: Control
POSITIVO, débil POSITIVO,Negativo y control de
conjugado.

c) Adherir 5 ul de suero control POSITIVO (CP), deébil
POSITIVO (dP) y Negativo (CN) en cada uno de los
respectivos pocillos antes mencionados con la pipeta
de volumen variable segun los lineamientos del
proceso operativo LX/POE/034 “Utilizacion de pipeta
automatica de volumen variable”. Correr los controles
por duplicado.

d) Adherir 5 pl de la solucion buffer para dilucion en los
dos pocillos designados para el control de conjugado
(Cc) con la pipeta de volumen variable segun los

lineamientos del proceso operativo LX/POE/034
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“‘Utilizacion de pipeta automatica de volumen
variable”.

e) Adherir 5 pl de las muestras (M1, M2...) de suero a
analizar en cada uno de los pocillos designados con la
pipeta de volumen variable segun los lineamientos del
proceso operativo LVX/POE/034 “Utilizacion de pipeta

automatica de volumen variable”.

Procedimiento:

a) Para cada uno de los pasos en que haya que anadir
un reactivo se debe utilizar la pipeta automatica
multicanal segun el POE LVX/POE/028 (Utilizacion de
pipeta automatica multicanal).

b) Adherir 50 pl de la solucibn mAb en cada uno de los
pocillos usados tanto en controles como en muestras
de suero.

c) El tiempo de diferencia entre controles/muestras y la
adicion de la solucion mAb no debe exceder los 10

minutos.
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d) Tapar la placa y llevarla al lector de ELISA, en la
opcion de mezcla durante 5 minutos.

e) Incubar a temperatura ambiente (18 - 25° C) durante
30 minutos.

f) Pasado el tiempo de incubacion lavar la placa con
solucion de lavado (numeral 4.5) cuatro veces,
secandola con golpes fuertes sobre papel toalla para
absorber finalmente todo su contenido.

g) Adherir 100 pl de Conjugado HRP en cada uno de los
pocillos. Tapar la placa e incubar a temperatura
ambiente (18 - 25° C) durante 30 minutos.

h) Pasado este tiempo de incubacion repetir el lavado
como se indica en el numeral

1) Adherir 100 pl de solucién sustrato en cada pocillo e
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente
(18 - 25° C). Activar el tiempo del cronébmetro desde
gue se anade el sustrato en el primer pocillo.

j) Finalmente afadir 50 pl de la solucion de interrupcion
en cada uno de los pocillos en el mismo orden en que

se coloco la solucidn sustrato y mezclar suavemente.
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k) Medir las densidades oOpticas (DO) en Lector para
ELISA a 450 nm siguiendo los lineamientos del POE
LVX/POE/025 (Lector de Elisa Multicanal). Tener la
precaucion de leer la placa durante los primeros 15
minutos después de haber anadido la solucion de
interrupcion.

) Calcular los resultados en la hoja de célculo disefiada
especificamente para la prueba de Brucella por la
tecnica Elisa Competitivo, en Exel en el archivo LIVEX
2008, calculos, que seencuentra en la PC de LIFEX, o

a su vez de forma manual.

Tratamiento de Resultados:

El test es valido si los controles se encuentran en los
siguientes limites.

Cuadro 6: Limites de controles

OD Control del |0,75-2,0
Conjugado
Pl Control Positivo 90-110
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Pl Control Positivo Débil | 35- 65
Pl Control Negativo -10- 15

Fuente: Sandoval Valencia, Patricio. Procedimiento
PED/LSA-B/002: Procedimientos especificos de diagnostico
de brucelosis bovina por la técnica de ELISA Competitivo.

Si el test segun alguno de los parametros anteriores

resultara invalido, se debe repetir el ensayo.

Clasificacion de muestras:

Para clasificar una muestra como positiva o0 negativa seguir

el siguiente parametro.

Cuadro 7:Parametros para clasificar la muestra.

Pl ESTATUS
< 30% NEGATIVA
>=30 % POSITIVA

Fuente: Sandoval Valencia, Patricio. Procedimiento

PED/LSA-B/002: Procedimientos especificos de diagnostico

de brucelosis bovina por la técnica de ELISA Competitivo.
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Tanto el valor de densidad oOptica del control de conjugado
como el Pl de los controles positivos y Negativos pueden
variar segun el namero de lote, por lo que se recomienda

verificar estos valores en el inserto que viene con el kit.

Calcular el porcentaje de inhibicion (Pl), tanto de los
controles positivos, como Negativo, usando la siguiente

formula.

(Promedio de D. O muestras /controles

PI =100 - 100

X
(Promedio D. O control de conjugado Cc)

Informe de Resultados:

e Los resultados obtenidos se reportan en el formulario
LVX/FOR/006 “Resultados de analisis por la técnica de
ELISA el cual esta disefiado para dicha prueba.

e Por medio de la técnica ELISA competitivo para
Brucella abortus, valores de Pl = a 30 se consideran
positivos a anticuerpos contra Brucella abortus

indicando que el animal esta infectado.
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3.2.5. Método estadistico

3.25.1. Poblacidon

La poblacion bovina del canton Limén Indanza es de
26.299 segun la base de datos de la Comision Nacional de
Erradicacion de la Fiebre Aftosa (CONEFA), Region 4 del
afno 2011, distribuidos en 840 fincas dentro del cantdn, de
los cuales 20896 (corresponde a un numero de animales
mayores a 1 afo de edad) conforman la poblacion de

estudio.

3.2.5.2. Muestra

El tipo de muestreo que se realizd fue por areas o
conglomerados y al azar, basandonos en los datos de los
registros de la Comision Nacional de Erradicacion de la
Fiebre Aftosa (CONEFA), Region 4 del afio 2011.
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3.2.5.3. Diseio experimental

e Las pruebas estadisticas propuestas para este estudio

fueron:

1. Medidas de Tendencia central y dispersion de
datos.
2.t Student
3. Chi Cuadrado (X?)
4. Cuadros y Figuras
e Para el calculo del tamafio de la muestra se utilizo la
siguiente formula:

Z*pgN
"ENE
! ry

En donde:

= Poblacion Total: 26229

= N (Poblacion de estudio): 20892

" error: 5%

" Z: 1.96 (95% de
confiabilidad)
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" q (1-p)
" D 0.2 (probabilidad de casos
positivos en la poblacién) 2

B (1.96)(0.2)(1-0. 2)(20896)
. (20896)(0.05)%+(1.96)2(0.2)(1-0 .

B (3.8416)(0.2)(0.8)(20896)
" (20896)(0.0025)+( 3. 8416) (0.2

_ (3.8416)(0.16) (20896
T (5224)+( 0. 614656

_ 12843.85178
~ 52.854656

n = 243

n: a la muestra de 243 le ainadimos 2 animales con el
fin de generar una distribucion proporcional de
hembras y machos, garantizando la equivalencia
proporcional para cada animal en numeros enteros.

Quedando un valor de la muestra de 245 animales.

* Lourdes Miinch, Ernesto Angeles. 2002. Métodos y técnicas de investigacion.
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e Tomando en cuenta la proporcion de machos vy
hembras del total de la poblacién, la muestra total de
hembras es de 175,mientras que la de los machos es
de 70, dando una proporcion de 2,5 hembras para
cada macho. En vista de que cada animal compone
una unidad, se duplica este valor, resultandouna

relacion logicade 5 hembras para cada 2 machos.s

e Al mantener la relacion anterior, de 5 hembras para
cada 2 machos, se genera automaticamente una
muestra de 7 bovinos para cada UPA. En
consecuencia, al dividir 245 animales para 7, se

obtiene una muestra de 35 fincas.

e Para obtener el nimero de muestras por parroquia se
realizé el siguiente calculo proporcional al niumero de

animales por parroquia:

(35 x 100)/840 = 4.167 = 4,2

*Registros de la Comision Nacional de Erradicacion de la Fiebre Aftosa (CONEFA),
Region 4 del afio 2011.

Pagina | 132
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

Cuadro 8: Numero de muestras por parroquia

Muest

Parroquias Fincas| ra %
General Leonidas Plaza

Gutiérrez 237 10 4.2
Indanza 108 5 4.2
San Antonio 107 4 4.2
San Miguel de Conchay | 140 6 4,2
Santa Susana de

Chiviaza 179 7 42
Yunganza 69 3 4,2
Total 840 35

Fuente: Autores

e Las fincas de cada area (parroquia) fueron tomadas al

azar mediante un sorteo.

e Los animales muestreados fueron tomados de las
fincas al azar, y encontrados dentro de la edad

concerniente.
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Cuadro 9: Numero de animales y fincas seleccionados para el muestreo y porcentajes de
machos y hembras a muestrear.

Parroquias Fincas Hembras | Machos | Total Porcentaje | Porcentaje JigieiiE
Machos Hembras Total

Gral.  Leonidas |, 50 20 70 8,16 20,41 28,57
Plaza Gutiérrez
Indanza 5 25 10 35 4,08 10,20 14,29
San Antonio 4 20 8 28 3,27 8,16 11,43
SanERligtessde | o 30 12 42 4,90 12.24 17,14
Conchay
Santa Susana de 35 14 49 571 14,29 20,00
Chiviaza
Yunganza 3 15 6 21 2,45 6,12 8,57
Total 35 175 70 245 28,57 71,43 100,00
Fuente: Autores.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que no se encontré ningln caso positivo no se
realizaron analisis estadisticos. Por lo tanto solo

expondremos cuadros y figuras demostrativas.

4.1. Cuadros estadisticos demostrativos

Cuadro 10: Resultados de los analisis de Brucella abortus
en la poblacion bovina en el canton Limon-Indanza: casos
positivos y negativos.

PARROQUIAS Muestras | _~3S0S Casos
Positivos | Negativos

Gra!., Leonidas Plaza 20 0 70
Gutiérrez

Indanza 35 0 35
San Antonio 28 0 28
San Miguel de Conchay 42 0 42
Santg Susana de 49 0 49
Chiviaza

Yunganza 21 0 21
TOTAL 245 0 245

Fuente: Autores.

Del cuadro No 10 se deduce que no se presentaron casos
positivos a Brucelosis bovina.
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Cuadro 11: Frecuencia de Brucelosis bovina en hatos del cantén Limdén Indanza.

Machos Hembras Subtotal TOTAL

PARROQUIAS

Positiv | Negativ | Subtot | Positiv | Negativ | Subtot | Positiv | Negativ

0S 0S al 0S 0S al 0S 0S
Gral.Leonidas 0 20 20 0 50 50 0 70 70
Plaza Gutiérrez
Indanza 0 10 10 0 25 25 0 35 35
San Antonio 0 8 8 0 20 20 0 28 28
San Miguel de 0 12 12 0 30 30 0 42 42
Conchay
Santa Susana de 0 14 14 0 35 35 0 49 49
Chiviaza
Yunganza 0 6 6 0 15 15 0 21 21
TOTAL 0 70 70 0 175 175 0 245 245

Fuente: Autores.

Como se puede observar el cuadro 11, el total de los 245 bovinos entre machos y hembras,
sometidos a los andlisis de laboratorio, fueron negativos.
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Cuadro 12: Frecuencia de Brucelosis bovina en el cantén Limén Indanza segun el sistema de
reproduccion.

PARROQUIAS Monta Natural Inseminacion Mixta TOTAL
Artificial
Positivos | Negativos | Positivos | Negativos | Positivos | Negativos

Gral. Leonidas Plaza 0 50 0 0 0 0 50
Gutiérrez

Indanza 0 25 0 0 0 0 25
San Antonio 0 19 0 0 0 0 19
San Miguel de 0 30 0 0 0 0 30
Conchay

Santa Susana de 0 20 0 0 0 2 22
Chiviaza

Yunganza 0 15 0 0 0 0 15
TOTAL 0 159 0 0 0 2 161

Fuente: Autores

En el cuadro 12 se observa la muestra segun los sistemas de reproduccién utilizados por los
ganaderos del canton Limén Indanza, tanto Inseminacion artificial, Monta Natural y Mixta, no
se tuvieron casos positivos.
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Cuadro 13: Frecuencias proporcionales de bovinos
muestreados segun la edad.

Ne de
RANGO DE EDADES ) %
Animales

Entre 12-36 meses 133 54,29
Entre 37-61 meses 71 28,98
Entre 62-86 meses 19 7,76
Entre 87-111 meses 12 4,90
Entre 112-136 meses 6 2,45
Entre 137-161 meses 3 1,22
Entre 162-186 meses 0 0,00
> 187 meses 1 0,41
TOTAL 245 100

Fuente: Autores.
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Figura 10: Frecuencias proporcionales de bovinos
muestreados segun la edad.

60,00

40,00

20,00

0,00

Entre 1236 ¢ tre 37-61 o
MESESeses D020 sz
meses nr;eese_s Entre 112- 15
136 meses fnltre 137- Entre 162-
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186 meses > 187 meses

Porcentajes / bovinos

Edades de los bovinos muestreados

Fuente: Autores.

En el cuadro 13 y Figura.10,se observa que el 54.29%
representa a bovinos que estan comprendidos entre las
edades de 12-36 meses, el 28.98% representa animales
entre las edades de 37-61 meses, el 7.76% representa
animales entre las edades de 62-86 meses, un 4.9%
representa animales entre las edades de 87-111 meses, el
2.45% representa animales entre las edades de 112-136
meses, un 1.22% representa animales entre las edades de
137-161 meses, entre los 162-186 meses no hubo animales
muestreados y bovinos muestreados mayores a 187 meses
son el 0.41%; todos los casos analizados fueron negativos
a la brucelosis.
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Cuadro 14: Bovinos vacunados y no vacunados contra la

Brucella abortus en las parroquias del canton Limoén

Indanza.
Vacunacioén Proporciones
No % NO %
BERROSY NS Vacunados | Vacun | vacun | Vacun
ados ados ados
Gral. Leonidas 0 70 28,57 0
Plaza Gutiérrez
Indanza 0 35 14,29 0
San Antonio 0 28 11,43 0
San Miguel de 0 42 17,14 0
Conchay
Santa Susana de 0 49 20,00 0
Chiviaza
Yunganza 0 21 8,57 0
TOTAL 0 245 100,00 0

Fuente: Autores.

Como se observa en el cuadro 14, en las ganaderias del
canton Limon Indanza no se aplica la vacuna para prevenir
la Brucelosis bovina.

Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
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5. CONCLUSIONES

De la presente investigacion se concluye lo siguiente:

1. En el canton Limon Indanza, provincia de Morona
Santiago de 245 muestras de suero bovino sometidos
a la prueba tamiz Rosa de Bengala, 5 muestras
resultaron positivas y 8 fueron consideradas casos
sospechosos. A las pruebas positivas y sospechosas
se les aplic6é la prueba confirmatoria ELISA de
competicion dando resultados negativos a la misma,
en consecuencia no se presentd ningun caso pPositivo
a brucelosis, en el periodo Mayo-Julio del 2012,por lo
cual en la presente investigacion se tuvo una sero-

prevalencia del 0%.

2. De acuerdo con los resultados obtenidos en la
presente investigacion se acepta la hipotesis nula “En
el cantdn Limén Indanza no existe un incremento de

prevalencia de brucelosis bovina; en relacion a los
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datos obtenidos en 1988 en la tesis de grado de

Castro R. Edgar y Zhunio L. René.”

3. Los ganaderos incluidos en la investigacion tenian
conocimientos limitados de la enfermedad, razén por

la que no aplican biolégicos para su prevencion.

4. Por el dificil acceso a las fincas y en la mayoria, la
inexistencia de vias carrozables hay un limitado flujo
de movilizacion, sobre todo el ingreso de ganado
desde otras provincias; factor que consideramos

determinante para la no aparicion de la enfermedad.

5. Para mejorar genéticamente las ganaderias, los
productores se proveen de bovinos de fincas vecinas y
del canton; elemento importante que también nos
indica que no existe contacto directo con las

ganaderias de regiones endémicas a Brucelosis.
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6. RECOMENDACIONES.

1. Al no existir la enfermedad en la zona, debe
implementarse un programa de concientizacion y
capacitacion en el sector ganadero sobre Ia
importancia de prevenir la enfermedad mediante el uso

de biolégicos.

2. Promover el apoyo de instituciones cantonales vy
provinciales para implementar un calendario sanitario
de vacunacion en terneras de 3-9 meses de edad en

todo el canton.

3. Utilizar en planes futuros de reproduccion, semen
certificado para inseminacion artificial con el objeto de
evitar la introduccion de Brucelosis a las ganaderias

del canton.

4. Solicitar a Agrocalidad ponga en funcionamiento la
estacion cuarentenaria ubicada en el sector Plan de
Milagro e incorpore otra en la via Guarumales-

Méndez; a objeto de que se realice una vigilancia
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epidemiologica permanente del flujo de movilizacion

de animales provenientes de otras regiones del pais.

Pagina | 144
Autores: Verdnica Cabrera T / Marcelo Cardenas P
Tema: “PREVALENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA PROVINCIA
MORONA SANTIAGO”



Universidad de Cuenca
Facultad de Ciencias Agropecuarias

/. RESUMEN

La presente investigacion intitulada “Prevalencia de
Brucelosis bovina en el cantdén Limon Indanza provincia de
Morona Santiago” se ejecutd como tesis de grado por 2
estudiantes de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad de Cuenca.

Esta investigacion se llevo a cabo en las 6 parroquias del
canton Limon Indanza, muestreando 35 fincas ganaderas
seleccionadas al azar; en cada una de ellas se tomaron 7
muestras de sangre formadas por 5 hembras y 2 machos
en edades mayores a 1 ano, dando una muestra total de
245 bovinos. Utilizando como prueba tamiz para el
diagnodstico Rosa de Bengala y como prueba confirmatoria
ELISA de Competencia. De esta manera se conocio la
situacion actual de la enfermedad en el canton, ya que en el
afo 1988, en la tesis de grado de Castro R. Edgar y Zhunio
L.René, se obtuvo una prevalencia del 0.22%, lo que
justifica la investigacion presente.
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El método de campo comprendio la extraccion de sangre de
la vena yugular directamente en tubos al vacio “vacutainer”,
los cuales se colocaron inmediatamente en termos
refrigerantes para el transporte, previa rotulacion vy
recoleccion de datos. En los laboratorios del Hospital
Basico de Limon Area 3, se realizé el centrifugado

obteniendo el suero sanguineo.

La aplicacion de las pruebas se realizo en los laboratorios
veterinarios de Agrocalidad (localizados en la ciudad de
Quito, parroquia Tumbaco), utilizandose la prueba Rosa de
Bengala como prueba tamiz, se aplico a todos los positivos
y sospechosos la prueba ELISA de competencia como

prueba confirmatoria

Concluidos los andlisis de laboratorio no se presentaron
casos positivos por lo tanto se obtuvo una sero-prevalencia
del 0%.

Durante la investigacion se observo detalles distintivos que
nos hacen suponer la ausencia de la enfermedad en el

canton: La aplicacion de biolégicos para prevenir la
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enfermedad no se efectia, el método de reproduccion
empleado en las ganaderias es exclusivamente la monta
natural de todos los bovinos hembras muestreadas solo 2

fueron inseminadas en el ultimo celo.

No existe una movilizacion notable de ganado proveniente
de otras provincias u otros cantones, las ganaderias se
abastecen de reproductores, pie de cria y animales en
general para su hato, de ganaderias o fincas vecinas o

dentro del mismo canton.
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8. SUMMARY

This study entitled "Prevalence of bovine brucellosis in the
Limon Indanza city, province of Morona Santiago" was
implemented as thesis by two students of the career of

Veterinary Medicine in the University of Cuenca.

This research was conducted in six parishes from Limon
Indanza, sampling 35 randomly selected cattle farms, in
each of which took seven blood samples consisting of 5
females and 2 males at ages greater than one year, giving a
total sample of 245 cattle. Using as a screening test for the
diagnosis and Rose Bengal as a confirmatory test for
Competition ELISA. In this way, the researchers met the
current disease situation in the area, as in 1988.In this
thesis, R. Castro Edgar and L. Zhunio René showed that it
had a prevalence of 0.22% of brucellosis. This is the

background which justifies the present investigation.

The field method involved the removal of blood from the
jugular vein directly into vacuum tubes "vacutainer", which
were immediately placed in coolers for transport flasks, after

labeling and data collection. In the laboratories of the Basic
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Hospital Area 3 from Limon Indanza, was performed a

centrifugation to obtain the serum.

The application of the tests performed on Agrocalidad
Veterinary Laboratories (located in Quito city, Tumbaco
parish) using the Rose Bengal test as screening test. Then,
there was applied to all suspected and positive cases the

ELISA test as proof of competence confirmatory

Laboratory analysis concluded there were no positive cases

therefore had a sero-prevalence of 0%.

During the investigation it was found several details that
made the researchers to suppose the absence of the
disease in the area. The application of biological disease
prevention is not used; the playback method is used
exclusively for farming natural. Only 2female cattle were

inseminated in the last heat.

There is no significant movement of livestock from other
provinces or other towns, supplying farms are breeding,
breeding stock and animals in general for their herd, herds
or neighboring farms or within the same county.
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10. ANEXOS
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Anexol: Numero de animales por parroquia y por edades
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Terner | Ternera|Vacona | Torete | Toro | Hembr
0s < S S 1- S s >2| as>2 |TOTA
PARROQUIA lano <lafio | 2 AAos 1-2 |afos | anos L
anos

GeneralJRREERIIRESE S Plazal  oop 685 | 1279 | 890 | 877 | 2888 | 7295
Gutiérrez
Indanza 350 466 676 274 577 1519 3862
San Antonio 409 416 697 422 298 1364 3606
San Miguel de Conchay 542 539 751 576 530 1523 4461
Santa Susana de Chiviaza 426 462 849 636 445 1828 4646
Yunganza 187 179 439 323 260 971 2359
Total 2590 2747 4691 3121 | 2987 | 10093 | 26229

Fuente: Comision Nacional de Erradicacion de la Fiebre Aftosa (CONEFA), Region 4 afio
2011
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Anexo 2: Hoja de campo
UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
UNIVERSIDAD DE CUENCA DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS BOVINA EN EL CANTON LIMON INDANZA
HOla DE CAMPO
PROPIETARIO: MNo. DE ANIMALES: FECHA:
PARROQUIA:
CODIGO: SECTOR:
PREDIO(FINCA):
SISTEMA DE
EDAD SEXD VACUNADO EDAD
No. TUBO IDENTIFICACION REPRODUCCION .
° (MESES) MACHO [ HEMBRA | M.N. 1A MIXTA S1 NO VACUNACION
OBSERVACIONES: FIRMA:

Fuente: Autores.
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Anexo 3: Mapa politico del cantdén Limon Indanza

760,000 770.000 750.000 790.000 800.000 820.000

810.000
Via a Patuca

Norte

g
g
g
MAPA POLITICO DEL CANTON LIMON INDANZA
PLAN DE DESARROLLO Y ORDENAMIENTO TERRITORIAL
Limite In ‘ ESCALA= 1: 200,000 §
ul_::": Cantonal Elaborado por: Eeuee Téerke §
e il :
Vias en lastre bt —
25:: mas importantes Yunganzs - El Rosario
° g:"\l:rsn‘::. % Chivaza
- Cabeceras Parroquicles San Mguel de Conchay
Ad Centros Peblades — danzs

B800.000 $10.000 820.000 830.000

Fuente: Municipio de Limon Indanza
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Anexo 4: Fotografias

Fotos de Trabjo de campo.

Sujecién del ganado para toma de muestras.

Fuente: Autores.

Toma de Muestras Sanguineas.

Fuente: Autores
Toma de datos en la Hoja de Campo
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Fuente: Autores.

Centrifugacion y obtencion del suero sanguineo

Fuente: Autores.
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Fotos en los laboratorios ejecutando Rosa de Bengala

Reactivo Rosa de Bengala

Fuente: Autores.

Agregando el Reactivo Rosa de Bengala y el suero

sanguineo.

Fuente: Autores.
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Homogenizaciéon de la reaccién “Rosa de Bengala” y

del suero sanguineo con la ayuda de una peineta

Fuente: Autores.

Lectura de lareaccion a Rosa de Bengala

Fuente: Autores
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Fotos en los laboratorios ejecutando ELISA de

competencia

Kit para ejecutar ELISA de competicion

Fuente: Autores.

Mezcla de los reactivos que comprenden ELISA de

competencia con el suero sanguineo

Fuente: Autores
Lector de ELISA multicanal ejecutandose
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Fuente: Autores.

Fotos de entrega de resultados del analisis a los

ganaderos

Fuente: Autores
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Anexo 5: Fincas que Integraron la Muestra

PRINCIPAL/

CODIGO SUPLENTE PARROQUIA SITIO PROPIETARIO

A-GEN P Gral. Leonidas | Numbaime Espinoza LépezCelioSerafin
Plaza

B-GEN P Gral. Leonidas|Yavintza Molina Tapia Angel Aurelio
Plaza

J-GEN S Gral. Leonidas | San Bartolo Marca MariaDelfilia
Plaza

C-GEN P Gral. Leonidas | Flor del Bosque Angamarca Pefaranda
Plaza Marco

D-GEN P Gral. Leonidas | Numbaime Tigre Corte Victor Manuel
Plaza

E-GEN P Gral. Leonidas|Santa Clara RodriguezDeifilio
Plaza

F-GEN P Gral. Leonidas|San Jacinto Bonilla Manuel
Plaza

G-GEN S Gral. Leonidas|Yavintza Marin Reinoso Luis Patricio
Plaza

H-GEN P Gral. Leonidas | Chiviaza Centeno Segundo Placido
Plaza

I-GEN P Gral. Leonidas |La Florida Panjon Rosa
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A-CH

E-CH
B-CH
G-CH
H-CH
D-CH
C-CH
F-CH
C-Mli
E-Ml
B-Ml
F-Mi
D-Ml
A-MI
C-IN

D-IN
A-IN

B-IN

F-IN

o

TWTUVTTUTTUTTOTWLWLWNVWWTTUVTTT

T T

Plaza
Gral.
Plaza
Chiviaza

Chiviaza
Chiviaza
Chiviaza
Chiviaza
Chiviaza
Chiviaza
Chiviaza

Leonidas

San Miguel
San Miguel
San Miguel
San Miguel
San Miguel
San Miguel

Indanza

Indanza

Indanza
Indanza

Indanza

Plan de Milagro
Cerro Negro

El Achotal
Chiviaza
Ayankas

El Carmen
Chiviaza
Chiviaza

La Orquidia
San Miguel
nueva Principal
San Miguel
Florida

San Miguel
Florida

La Esperanza

La Esperanza

San José
San José

Feria

Lucero Fajardo José

Manuel

Guaraca Reinoso Miguel
Olegario

Calle Borja Carlos Gonzalo
Rojas Garnica Edita Lucia
Marca Victor

Torres Geovanny

Ahofia Esther
FernandezJosé

Orellana Patricio

Quito Quichimbo Rosa Elvia
Zhicay Julio

Guncay Celia Maria
PelaezMaita Miguel Antonio
Zhunio Luis Alejandro
Graciela Muy

Lojano  Espinoza Rene
Heriberto

Maita Julio Gonzalo

Nivelo GuncayMaria
Victoria

Sumba Quiroga Joseé
Clemente

Pefiaranda Brito Julio
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="
Norberto
E-IN S Indanza La Esperanza Lojano Guzman Luis
Rolando
B-AN P San Antonio Sarambiza Bonilla Lucero Manuel Cruz
A-AN P San Antonio Sarambiza Chacoén Cornelio
D-AN P San Antonio San Jorge SanchezMaria
C-AN S San Antonio Cerro Negro Lucero Fajardo Maria Zoila
E-AN S San Antonio San Jorge Castro Luz
A-YU P Yunganza Metzankim ArévaloChacon Carlos Joab
B-YU S Yunganza Corazoén de | Reinoso Angel
Yananas
C-YU S Yunganza San Jacinto de|Samaniego Moisés
Yananas
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Anexo 6: Informe de los analisis de laboratorio a “Rosa de
Bengala” y “c-ELISA”
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| LABORATORIO DE ENFERMEDADES \
\ BOVINAS
=i AGROCALIDAD
me INFORME DE ANALISIS hg BRI
mw: (Via Interoceanica Km. 14, Granja dei MAG, Tumbaco — Quito w
Telef. 02-2372-845 Ext. 222)

Informe N” B1208-039

Fecha del Informe : 13-08-2012
No. de Factura: 00000

Persona o Empresa Solicitante: DR.
Direccion: Teléfono: -——
Direccion/Provincia: AZUAY Cantén: CUENCA Parroquia: VARIAS

Descripeion: Se entregd al Laboratorio de Sanidad Animal, 245 muestras de sueros sanguineos de
bovinos recibidas en buen estado. para el diagnostico de Brucelosis.
Conservacion: Refrigeracion.

DATOS DE LA MUESTRA:

Propietario: TESIS CUENCA Predio: —--

Direccion/Provincia: AZUAY Cantén: CUENCA Parroquia:

Teléfono: -----

No. de muestras: 245 Tipo de muestras: SUEROS

Fecha de toma de la muestra: ———- Fecha de ingreso de las muestras: (01/08/2012
Fecha inicio andlisis: 25/07/2012 Fecha finalizacion analisis: 25/07/2012

RESULTADOS DEL ANALISIS

METODO ANALITICO: AGLUTINACION v ELISA
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1 A-GEN 1 Espinoza Celio 48 - NEGATIVO

2 A-GEN 2 Espinoza Celio 36 - NEGATIVO

3 A-GEN 3 Espinoza Celio 48 - NEGATIVO - -
4 A-GEN 4 Espinoza Celio 48 - NEGATIVO - -
5 A-GEN 5 Espinoza Celio 18 - NEGATIVO - -
6 A-GEN 6 Espinoza Celio 28 - NEGATIVO - -
7 A-GEN 7 Espinoza Celio 96 - NEGATIVO - -
8 B-GEN 1 Angel Molina 84 - NEGATIVO - -
9 B-GEN 2 Angel Molina 48 - NEGATIVO - -
10  B-GEN 3 Angel Molina 24 - NEGATIVO - -
11 B-GEN 4 Angel Molina 60 - NEGATIVO - -
12 B-GEN 5 Angel Molina 72 - NEGATIVO - %
13 B-GEN 6 Angel Molina 42 - NEGATIVO - -
14 J-GEN 7 Marca Maria Deifilia 24 - NEGATIVO - -
15 C-GEN 1 Marco Angamarca 29 - NEGATIVO

16 C-GEN 2 Marco Angamarca 48 - NEGATIVO - -
17 C-GEN 3 Marco Angamarca 48 - NEGATIVO - -
18 C-GEN 4 Marco Angamarca a2y ROT 10 AEGATIVO - -
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19 C-GEN 5 Marco Angamarca 36 - NEGATIVO - -

20 C-GEN 6 Marco Angamarca 14 - POSITIVO 224 NEGATIVO

21 C-GEN 7 Marco Angamarca 36 - NEGATIVO - -

22 D-GEN 1 Tigre Victor 36 - NEGATIVO

23 D-GEN 2 Tigre Victor 30 - NEGATIVO - -

24 D-GEN 3 Tigre Victor 18 - NEGATIVO - -

25 D-GEN 4 Tigre Victor 24 = NEGATIVO - -

26 D-GEN 5 Tigre Victor 48 - NEGATIVO - -

27 D-GEN 6 Tigre Victor 60 - NEGATIVO

28 D-GEN 7 Tigre Victor 24 - NEGATIVO - -

29 E-GEN 1 Rodriguez Deifilio 24 - SOSPECHOSO  25.06  NEGATIVO

30 E-GEN 2 Rodriguez Deifilio 144 - NEGATIVO

31 E-GEN 3 Rodriguez Deifilio 144 -- NEGATIVO - -

32 E-GEN 4 Rodriguez Deifilio 20 - NEGATIVO - -

33 E-GEN 5 Rodriguez Deifilio 72 - SOSPECHOSO 24.66  NEGATIVO

34 E-GEN 6 Rodriguez Deifilio 60 - NEGATIVO - -

35 E-GEN 7 Rodriguez Deifilio 120 - NEGATIVO - -

36 F-GEN 1 Bonilla Manuel 60 - NEGATIVO - -

37 F-GEN 2 Bonilla Manuel 36 - NEGATIVO - -

38 F-GEN 3 Bonilla Manuel 24 - NEGATIVO - -

39 F-GEN 4 Bonilla Manuel 120 - NEGATIVO

40 F-GEN 5 Bonilla Manuel 72 SOSPECHOSO 27.22  NEGATIVO

41  F-GEN 6 Bonilla Manuel el NEGATIVO

42  F-GEN 7 Bonilla Manuel 14 - NEGATIVO

43  G-GEN 1 Marin Luis 24 - NEGATIVO

44 G-GEN 2 Marin Luis 36 - NEGATIVO -

45 G-GEN 3 Marin Luis 48 - NEGATIVO -

46 G-GEN 4 Marin Luis 96 = NEGATIVO - -

47 G-GEN 5 Marin Luis 84 - SOSPECHOSO  14.71  NEGATIVO

48 G-GEN 6 Marin Luis 18 NEGATIVO

49 G-GEN 7 Marin Luis 14 = NEGATIVO = -

50 H-GEN 1 Segundo Centeno 60 - NEGATIVO -- --

51 H-GEN 2 Segundo Centeno 60 NEGATIVO - -

52 H-GEN 3 Segundo Centeno 20 - NEGATIVO

53 H-GEN 4 Segundo Centeno 24 - NEGATIVO - =

54 H-GEN 5 Segundo Centeno 36 - NEGATIVO -

55 H-GEN 6 Segundo Centeno 36 - NEGATIVO -

56 H-GEN 7 Segundo Centeno 24 - NEGATIVO -

57 |-GEN 1 Panjon Rosa 60 - NEGATIVO - -

58 |-GEN 2 Panjon Rosa 18 = NEGATIVO

59 I-GEN 3
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60 I-GEN 4 Panjon Rosa 20 - NEGATIVO
61 I-GEN 5 Panjon Rosa 18 - NEGATIVO - -
62 I-GEN 6 Panjon Rosa 18 - NEGATIVO - -
63 I-GEN 7 Panjon Rosa 19 - NEGATIVO - -
64 K-GEN 1 Lucero José 60 - NEGATIVO - -
65  K-GEN 2 Lucero José 72 - NEGATIVO - -
66 K-GEN 3 Lucero José 108 - NEGATIVO - -
67  K-GEN 4 Lucero José 96 - NEGATIVO - -
68 K-GEN 5 Lucero José 24 - NEGATIVO - -
69 K-GEN 6 Lucero José 30 - NEGATIVO -
70 K-GEN 7 Lucero José 84 - POSITIVO 26.11 NEGATIVO
71 A-CH 1 Guaraca Miguel 18 - NEGATIVO
72 A-CH 2 Guaraca Miguel 24 - NEGATIVO
73 A-CH 3 Guaraca Miguel 60 - NEGATIVO - -
74 A-CH 4 Guaraca Miguel 36 - NEGATIVO = -
75 A-CH S Guaraca Miguel 36 - NEGATIVO
76 A-CH 6 Guaraca Miguel 204 - NEGATIVO - -
77 A-CH 7 Guaraca Miguel 84 - NEGATIVO - -
78 B-CH 1 Rojas Edita Lucia 48 - NEGATIVO - -
79 B-CH 2 Rojas Edita Lucia 48 - NEGATIVO - -
80 B-CH 3 Rojas Edita Lucia 12 - NEGATIVO - -
81 C-CH 4 José Fernandez 48 - NEGATIVO - -
82 C-CH 5 José Fernandez 60 NEGATIVO
83 C-CH 6 José Fernandez 20 - NEGATIVO
84 C-CH 7 José Fernandez 15 - NEGATIVO - -
85 E-CH 1 Calle Carlos 96 - NEGATIVO
86 E-CH 2 Calle Carlos 84 - NEGATIVO - -
87 E-CH 3 Calle Carlos 60 - NEGATIVO - -
88 E-CH 4 Calle Carlos 60 = NEGATIVO - -
89 E-CH 5 Calle Carlos 60 - NEGATIVO - -
%0 E-CH 6 Calle Carlos 24 - NEGATIVO - -
91 E-CH 7 Calle Carlos 18 - NEGATIVO - -
92 D-CH 1 Aofia Esther 60 - NEGATIVO = -
93 D-CH 2 Aofia Esther 48 - NEGATIVO - -
94 D-CH 3 Aofa Esther 72 NEGATIVO
95 D-CH a Aofia Esther 156 - NEGATIVO - -
96 D-CH 5 Aofia Esther 30 - NEGATIVO - -
97 D-CH 6 Aofia Esther 72 - NEGATIVO
98 D-CH 7 Aofia Esther 30 - NEGATIVO
99 G-CH 1 Marca Victor 36 - NEGATIVO
100 G-CH 2 Marca Victor 48 - NEGATIVO ~
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101 G-CH | Marca Victor 36 - NEGATIVO - -
102 G-CH a Marca Victor 132 - NEGATIVO - =
103 G-CH S Marca Victor 24 - NEGATIVO - -
104 G-CH 6 Marca Victor 96 - NEGATIVO - -
105 G-CH 7 Marca Victor 24 - NEGATIVO - -
106 H-CH 1 Torres Geovani 18 - NEGATIVO - -
107 H-CH 2 Torres Geovani 18 - NEGATIVO = -
108 H-CH 3 Torres Geovani 24 - NEGATIVO - -
109 H-CH 4 Torres Geovani 24 - NEGATIVO - -
110 H-CH 5 Torres Geovani 60 - NEGATIVO -
111 H-CH 6 Torres Geovani 24 - NEGATIVO --
112 H-CH 7 Torres Geovani 24 - NEGATIVO -
113 F-CH 1 Orellana Patricio 60 - POSITIVO 20.44 NEGATIVO
114 F-CH 2 Orellana Patricio 60 - NEGATIVO - -
115 F-CH 3 Orellana Patricio 15 = NEGATIVO - =
116 F-CH 4 Orellana Patricio 36 - NEGATIVO - -
117 F-CH 5 Orellana Patricio 18 - NEGATIVO - --
118 F-CH 6 Orellana Patricio 48 SOSPECHOSO  20.14 NEGATIVO
119 F-CH 7 Orellana Patricio 48 - NEGATIVO - -
120 A-MI 1 Graciela Muy 54 - NEGATIVO - -
121 A-MI 2 Graciela Muy 72 - NEGATIVO - -
122 A-MI 3 Graciela Muy 9 - NEGATIVO
123 A-MI 4 Graciela Muy 18 - NEGATIVO - -
124 A-MI 5 Graciela Muy 84 - NEGATIVO - -
125 A-MI 6 Graciela Muy 20 - NEGATIVO - -
126 A-MI 7 Graciela Muy 21 - NEGATIVO - -
127 B-MI 1 Celia Guncay 48 - NEGATIVO =8 e
128 B-MI 2 Celia Guncay 15 - NEGATIVO =
129 B-MI 3 Celia Guncay 48 . NEGATIVO -
130 B-MI 4 Celia Guncay 36 - NEGATIVO
131 B-MI| 5 Celia Guncay 24 - NEGATIVO = =
132 B-MI 6 Celia Guncay 60 - NEGATIVO - -
133 B-MI 7 Celia Guncay 84 - NEGATIVO - -
134 c-mi 1 Quito Rosa 27 - NEGATIVO
135 c-Mi 2 Quite Rosa 84 - NEGATIVO
136 C-Mmi 3 Quito Rosa 18 - NEGATIVO -- -
137 c-MiI 4 Quite Rosa 36 - NEGATIVO -- -
138 C-MI 5 Quito Rosa 36 NEGATIVO - =
139  C-MmI 6 Quito Rosa 24 - NEGATIVO = -
140 C-MI 7 Quito Rosa 36 - NEGATIVO - -
141 D-MI 1 Luis Zhunio 16 -- NEGATIVO
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142 D-mI 2 Luis Zhunio 18 - NEGATIVO - -
143 D-MI 3 Luis Zhunio 48 = NEGATIVO - -
144  D-MI 4 Luis Zhunio 36 - NEGATIVO - -
145 D-MI 5 Luis Zhunio 30 - NEGATIVO - -
146 D-MiI 6 Luis Zhunio 20 - NEGATIVO - -
147 D-MI 7 Luis Zhunio 21 - NEGATIVO - -
148  E-MI 1 Julio Zhicay 48 - NEGATIVO - -
149 E-MI 2 Julio Zhicay 60 -- NEGATIVO - -
150 E-MI 3 Julio Zhicay 72 - NEGATIVO - -
151 E-MI 4 Julio Zhicay 60 - NEGATIVO - -
152 E-MI 5! Julio Zhicay 36 - NEGATIVO - -
153 E-MI 6 Julio Zhicay 28 - NEGATIVO - -
154 E-MI 7 Julio Zhicay 18 - NEGATIVO - =
155  F-MI 1 Miguel Peldez 48 - NEGATIVO - -
156 F-MI 2 Miguel Peldez 16 - NEGATIVO - -
157 FMI 3 Miguel Peldez 20 - NEGATIVO - -
158 F-mli 4 Miguel Peldez 18 - NEGATIVO - -
159  F-MlI 5 Miguel Peldez 20 - NEGATIVO - -
160 F-MI 6 Miguel Peldez 48 - NEGATIVO - -
161 F-MI 7 Miguel Peldez 48 - SOSPECHOSO  19.73 NEGATIVO
162 A-IN 1 Nivelo Maria Victoria 72 - NEGATIVO - -
163 A-IN 2 Nivelo Maria Victoria 24 - NEGATIVO - -
164  A-IN 3 Nivelo Maria Victoria 48 - NEGATIVO - -
165  A-IN 4 Nivelo Maria Victoria 96 -- NEGATIVO - -
166 A-IN 5 Nivelo Maria Victoria 48 - NEGATIVO - -
167 A-IN 6 Nivelo Maria Victoria 120 - NEGATIVO - --
168  A-IN 7 Nivelo Maria Victoria 24 - NEGATIVO - -
169  B-IN 1 Sumba José 24 - POSITIVO 243 NEGATIVO
170 B-IN 2 Sumba José 60 - NEGATIVO - -
171 B-IN 3 Sumba José 24 - NEGATIVO -- -
172 B-IN 4 Sumba José 60 - NEGATIVO - -
173  B-IN 5 Sumba José 84 - NEGATIVO - -
174 B-IN 6 Sumba José 120 - NEGATIVO - -
175 B-IN 7 Sumba José 36 - NEGATIVO - -
176 C-IN 1 Lojano Rene 48 - NEGATIVO - --
177 C-IN 2 Lojano Rene 36 - NEGATIVO - -
178 C-IN 3 Lojano Rene 42 - NEGATIVO - -
179 C-IN 4 Lojano Rene 36 - NEGATIVO - -
180 C-IN 5 Lojano Rene 48 - NEGATIVO - -
181 C-IN 6 Lojano Rene 36 - NEGATIVO -- -
182 C-IN 7 Lojano Rene 16 - NEGATIVO - -
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183 D-IN & Maita Julio Gonzalo 42 - NEGATIVO - --

184 D-IN 2 Maita Julio Gonzalo 36 = NEGATIVO - -

185 E-IN 3 Lojano Luis 18 - NEGATIVO - =

186 E-IN 4 Lojano Luis 36 = NEGATIVO - -

187 E-IN 5 Lojano Luis 48 - NEGATIVO - -

188 E-IN 6 Lojano Luis 62 - NEGATIVO - =

189 E-IN 7 Lojano Luis 15 - NEGATIVO - -

190 F-IN 1 Pefiaranda Julio 16 - NEGATIVO 2 =

191 F-IN 2 Penaranda Julio 24 - NEGATIVO - -

192 F-IN 3 Pefiaranda Julio 48 - NEGATIVO - -

193 F-IN 4 Pefiaranda Julio 20 - SOSPECHOSO 19.73 NEGATIVO

194 F-IN 5 Pefiaranda Julio 60 - NEGATIVO - -

195 F-IN 6 Pefiaranda Julio 48 - NEGATIVO - -

196 F-IN 7 4 Pefaranda Julio 60 - NEGATIVO - -

197 A-AN 1 Chacén Cornelio 60 = NEGATIVO - -

198 A-AN 2 Chacén Cornelio 48 - NEGATIVO - -

199 A-AN 3 Chacén Cornelio 30 - NEGATIVO - -

200 A-AN 4 Chacén Cornelio 48 - NEGATIVO - -

201 A-AN 5 Chacon Cornelio 18 - NEGATIVO = -

202 A-AN 6 Chacon Cornelio 48 - NEGATIVO - -

203 A-AN 7 Chacdn Cornelio 36 - NEGATIVO - -

204 B-AN 1 Bonilla Manuel 96 - NEGATIVO - -

205 B-AN 2 Bonilla Manuel 36 = NEGATIVO - <=

206 B-AN 3 Bonilla Manuel 120 - NEGATIVO - -

207 B-AN 4 Bonilla Manuel 24 - NEGATIVO - -

208 B-AN 5 Bonilla Manuel 18 - NEGATIVO - --

209 B-AN 6 Bonilla Manuel 36 - NEGATIVO - -

210 E-AN 7 Castro Luz 48 S NEGATIVO - =

211 C-AN 1 Lucero Maria 24 - NEGATIVO - -

212 C-AN 2 Lucero Maria 48 - NEGATIVO - -

213 C-AN 3 Lucero Maria 36 - NEGATIVO - -

214 C-AN 4 Lucero Maria 36 - NEGATIVO - -

215 C-AN 5 Lucero Maria 36 - NEGATIVO - -

216 C-AN 6 Lucero Maria 36 - NEGATIVO - -

217 C-AN 7 Lucero Maria 20 - NEGATIVO - -

218 D-AN 1 Sanchez Maria 36 - NEGATIVO - -

219 D-AN 2 Sanchez Maria 36 - NEGATIVO - -

220 D-AN 3 Sénchez Maria 18 - NEGATIVO - =
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221 D-AN 4 Sanchez Maria 36 - NEGATIVO - -

222 D-AN 5 Sénchez Maria 96 - NEGATIVO - -

223 D-AN 6 Sénchez Maria 108 - NEGATIVO - -
224 D-AN 7 Sénchez Maria 36 e SOSPECHOSO 24.46 NEGATIVO
225 A-YU 1 Arevalo Carlos 24 - NEGATIVO - -

226 A-YU 2 Arevalo Carlos 24 = NEGATIVO - -

227 A-YU 3 Arevalo Carlos 30 - NEGATIVO - -

228 A-YU 4 Arevalo Carlos 36 - NEGATIVO - -

229 A-YU 5 Arevalo Carlos 36 - NEGATIVO - -
230 A-YU 6 Arevalo Carlos 48 - NEGATIVO - -

231 A-YU 7 Arevalo Carlos 42 - NEGATIVO - -

232 B-YU 1 Angel Reinoso 36 - NEGATIVO - -

233 B-YU 2 Angel Reinoso 24 - NEGATIVO - -

234 B-YU 3 Angel Reinoso 36 - NEGATIVO - -

235 B-YU 4 Angel Reinoso 24 - NEGATIVO - -

236 B-YU 5 Angel Reinoso 28 - NEGATIVO - -

237 B-YU 6 Angel Reinoso 26 == NEGATIVO - =

238 B-YU 7 Angel Reinoso 26 - POSITIVO 27.07  NEGATIVO
239 C-YU 1 Samaniego Moisés 48 - NEGATIVO - -

240 c-Yyu 2 Samaniego Moisés 24 - NEGATIVO - -

241 c-YU 3 Samaniego Moisés 60 - NEGATIVO -- -

242 C-YU 4 Samaniego Moisés 48 - NEGATIVO - -

243 C-YU 5 Samaniego Moisés 48 -- NEGATIVO - -

244  C-YU 6 Samaniego Moisés 42 -- NEGATIVO - -

245 c-Yyu 7 Samaniego Moisés 36 - NEGATIVO - -

OBSERVACIONES: Nota: El Porcentaje de Inhibicion, superior o igual a 30% es considerado
como positivo.

Analizado por:
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oth Barrionuevo S. Dr. Patricio“Sandoval V.
Respomable Serologia Responsable Laboratorio~Sanidad Animal
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