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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo cuantificar los anticuerpos contra la
Brucella abortus en los vacunos de la granja K ayra, distrito de San Jerénimo-Cusco. Se
colectaron 103 muestras de sangre de vacunos mayores a seis meses, por puncion de
la vena caudal en tubos vacutainer de 5 mL, los cuales fueron centrifugados a 1500 RPM
por 10 minutos. Los sueros fueron separados y almacenados en crioviales de 2mL a -
20°C. El diagndstico se realizd en el laboratorio de Sanidad Animal “M.V. Atilio Pacheco
Pacheco” de la Escuela Profesional de Zootecnia-UNSAAC, mediante el método de
ELISA indirecta. La Prevalencia de Brucella abortus en los vacunos de la granja K’ayra,
por categoria (terneros, toretes, toros, terneras, vaquillonas, vaquillas y vacas) y sexo,
fue 0.00% (0/103). Por lo tanto, no existe la brucelosis bovina en los vacunos de la granja

K ayra, por sexo y categoria.

PALABRAS CLAVE: Brucella abortus, anticuerpos, ELISA, Vacunos.

Xi



. INTRODUCCION

La granja K'ayra, posee una poblacion importante de vacunos lecheros, los
mismos que nos representan a la region Cusco, por el potencial genético que estos
poseen. Estos vacunos juegan un rol fundamental en la formacién profesional de los
estudiantes de la escuela profesional de Zootecnia, quienes utilizan a estos vacunos
como material biolégico para las practicas de las diferentes asignaturas. Por lo tanto, es
necesario realizar estudios epidemiol6gicos sobre enfermedades de impacto
reproductivo como la brucelosis bovina, para asegurar la situacion sanitaria de los hatos
destinados a la produccién de carne y leche; dado que los vacunos con alguna
enfermedad zoondtica, no solo implicarian un riesgo a la salud puablica, sino que ponen
en riesgo la produccién e ingresos econdémicos. La brucelosis podria ocasionar no solo
una ola de abortos en los vacunos, sino que se podria contagiar a los trabajadores y
transmitirse al publico mediante el consumo de leche de vacas enfermas; por lo tanto, la
prevalencia de Brucella debe ser objeto de estudio.

Existen reportes de casos positivos a brucelosis en regiones como Cusco,
Cajamarca y San Martin; La region Cusco posee una importante poblacién de ganado
lechero de alrededor de 893,769 cabezas (MINAGRI, 2017), mostrando un ritmo de
crecimiento anual de 1.9% (periodo 2007-2016); por lo que es necesario el control
epidemiologico para garantizar el desarrollo del sector pecuario.

Es por ello que el estudio se centro en los vacunos de la granja K ayra ubicada
en el distrito de San Jeronimo-Cusco, con la finalidad de contribuir al conocimiento sobre
la presencia de este agente patdégeno; para ello fue necesario realizar el diagnostico

mediante la prueba ELISA, el cual es un método que facilita la deteccion de anticuerpos



de la Brucella abortus, por ser muy sensible, especifica y versatil (99,4% de sensibilidad
y 99% de especificidad), que utiliza cantidades muy pequefias de suero y da muy buenos
resultados incluso en presencia de hemolisis (Cordova et al., 2017). En este método se
utilizé la cepa 99 (S99)3 o la cepa 1119-3 (S1119-3)4 de B. abortus. También se utilizan
células enteras como lipopolisacérido liso (LPS) u O-polisacarido (OPS) como antigenos

validados para el diagndstico seroldgico de esta enfermedad (OIE, 2018).



I PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

La Granja K"ayra, facultad de Agronomia y Zootecnia-UNSAAC, es un referente
en la produccion de vacunos de leche, ya que cuenta con ejemplares de alta calidad
genética, que poseen un potencial productivo, en términos de produccién de leche. Sin
embargo, se ve afectada por la presencia de problemas reproductivos como abortos,
metritis, retencion de placenta, que repercuten en la productividad, por consiguiente, en
la rentabilidad de la granja K ayra. Estos problemas reproductivos se vienen dando con
frecuencia, los mismos que al tratamiento con antibiéticos no responden y siguen siendo
la causa principal de pérdidas de crias y saca de reproductores de alto potencial genético,

los cuales se podrian deber a la presencia de enfermedades como la brucelosis bovina.

La brucelosis bovina es una enfermedad causada por Brucella abortus,
caracterizada por un aborto espontaneo en el tltimo trimestre de gestacion. Las bacterias
gue causan esta enfermedad crecen dentro de las células y no son eliminadas por los
antibidticos, por lo que se ha informado que no existe una cura, porque el tratamiento de
los animales llevaria mucho tiempo, seria costoso y sin la garantia de una cura definitiva
(Garry et al., 1999). El problema de esta enfermedad es que el animal infectado es vector
y portador de la enfermedad, lo que empeora la situacion en la explotacion. Por lo tanto,
todos los animales afectados (positivos) deben ser sacrificados, independientemente de
su condicién o valor genético (Garry et al., 1999). El uso de pruebas diagnésticas de alta
sensibilidad y especificidad como la prueba ELISA, para detectar vacunos positivos a la
enfermedad es limitado en la actualidad, debido al costo que estas poseen comparado a
las pruebas de campo como Rosa de Bengala, razén por la cual no se utilizan con mucha

frecuencia en los trabajos de investigacién o en pruebas de rutina llevadas a cabo con



instituciones como SENASA, que realizan este tipo de pruebas cuando reportan casos

sospechosos.

Con el presente estudio se pretende conocer si la causa de los abortos que se
presentan en la granja K'ayra se deben a la presencia de la Brucella abortus en los
vacunos, para este fin, se plante6 como objetivo determinar la seroprevalencia de
anticuerpos contra la Brucella abortus en los vacunos de la granja K ayra, por categorias

y Sexos.



. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

3.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Objetivo general
Cuantificar los anticuerpos contra la Brucella abortus en los vacunos de la granja

K ayra, distrito de San Jeronimo-Cusco.

3.1.2. Objetivos especificos

e Determinar la seroprevalencia contra la Brucella abortus en los vacunos de la
granja K ayra, por categoria.

e Determinar la seroprevalencia contra la Brucella abortus en los vacunos de la

granja K ayra, por sexo.

3.2.  JUSTIFICACION

A nivel de la regién Cusco y especificamente en la granja no se han realizado
trabajos de investigacion para detectar la presencia de la brucelosis bovina. Sin embargo,
existen estudios realizados en otras regiones del Peru, en los cuales las prevalencias
reportadas son minimas, mostrdndonos que no se debe minimizar el riesgo. Desde el
punto de vista econémico esta enfermedad reduce la produccion ganadera y lechera;
asimismo, el control de brucelosis llega a implicar altos costos como programas de
vigilancia y vacunacion, ademas de sistemas de bioseguridad para los trabajadores; por
lo que su prevencion es clave para garantizar los ingresos de la actividad ganadera. El
presente estudio posee importancia en salud publica dado que las enfermedades
zoonoticas en vacunos podrian afectar sobre todo a aquellas personas que son parte de

la actividad ganadera que llegan a manipular productos carnicos y lacticos; por lo que



este tipo de estudios contribuyen en el control y prevencion de esta enfermedad,
mejorando la calidad de vida de la poblacién. Asimismo, la produccion de leche de estos
vacunos es destinada para la venta al publico, por lo que este estudio contribuye a

garantizar la seguridad alimentaria de muchos consumidores.

Los motivos antes expuestos nos han llevado a realizar el presente trabajo de
investigacion, el mismo que servira para notificar a las entidades correspondientes en el
caso de encontrar vacunos seropositivos, de la misma forma servira para prevenir
cualquier tipo de contagio del agente patdgeno a los humanos, ya sea por consumo de
la leche o por manipulacion de los vacunos enfermos, finalmente nos permitira contribuir

al control epidemioldgico de esta enfermedad en los vacunos.



IV. HIPOTESIS

H°: No existe la presencia de los anticuerpos contra la Brucella abortus en vacunos

de la granja K" ayra, distrito de San Jerénimo-Cusco.

Ha: Existe la presencia de los anticuerpos contra la Brucella abortus en vacunos

de la granja K" ayra, distrito de San Jeronimo-Cusco.



V. MARCO TEORICO

5.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
5.1.1. Antecedentes a nivel internacional

Alba (2021), en la indagacion realizada en el departamento de Cochabamba-
Bolivia, como parte de un programa de control y eliminacién de brucelosis bovina, analizé
por serologia a 3271 vacunos de 117 viviendas. Al realizar la prueba de aglutinacion
rapida en placa y haciendo uso de la técnica Rosa de Bengala, hall6 1311 situaciones
de sospecha de Brucella abortus, a la prueba ELISA identific6 978 casos positivos a
anticuerpos de Brucella abortus en las distintas zonas del distrito 9, del departamento de

Cochabamba.

Apaza, (2019) realiz6 su estudio en la Localidad de Yucumo, Municipio de San
Borja del departamento de Beni — Bolivia. Su objetivo fue establecer la prevalencia de
Brucelosis en Bovinos Lecheros. Para tal fin procesaron 188 muestras sanguineas con
prueba Rosa de Bengala, obtuvo 1 vacuno positivo que representa el 0.53% de la

poblacion total en estudio.

Motta et al., (2018) tuvieron como objetivo determinar la prevalencia de brucelosis
en bovinos del municipio de San Vicente del Caguan, Caquetd, Colombia. Trabajaron
con sueros de 198 animales, utilizando el ensayo de Rosa de Bengala, y confirmando
los casos positivos mediante ELISA competitivo. Lograron una tasa de seroprevalencia
del 0% en machos y del 5,81% en hembras. Obteniendo un 40% de prevalencia a nivel

de predios.



Escobar et al.,, (2017), tuvo como objetivo de establecer la prevalencia de
brucelosis bovina en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas. Muestrearon a
4903 bovinos, el mismo que evaluaron mediante las técnicas de aglutinacion rapida en
placa de Rosa de Bengala y ELISA. Encontraron 332 (6,77%) positivos por Rosa de
Bengala y 164 (3,34%) por el método de ELISA indirecta, de estos sacrificaron 282
(5,75%) animales del total de positivos.

Zambrano et al., (2016) al establecer los factores de riesgo de los animales frente
a la brucelosis bovina de la provincia Manabi, Ecuador. Seleccionaron 2369 bovinos,
determinando que existe un mayor riesgo de padecer la enfermedad para los bovinos
mayores de 5 afos.

Pacheco & Mosquera, (2015) en un predio ubicado en la Parroquia Buria del
estado Lara-Venezuela, realizo6 la estandarizacion de la PCR de la secuencia genémica
parcial Unicas del género Brucella: en esto, genes 16S RNAry Omp2. Se determin6 que
la sensibilidad para la prueba SLT fue de 100%, la especificidad para la prueba RB fue
de 88%, mientras que la amplificacién por PCR de los genes fue exitosa en el 16 %.
Llegando a la conclusion que, una de las herramientas mas trascendentales para
efectuar el diagndstico, es la PCR, esto con el fin de tener controlada la brucelosis bovina
en el territorio nacional, con el proposito de evitar que se eliminen animales importantes
en valor u olvidando animales que son falsos negativos que sigan dispersando esta

enfermedad en el grupo de bovinos nacionales.

Benitez (2013) al diagnosticar la brucelosis en la poblaciéon de vacunos en el
camal municipal de Ambato, provincia de Tungurahua, a traves del método rapido Atigen

Test Kit. Para lo cual tomaron 60 muestras de sangre de vacunos hembra, las que a la



evaluacion resultaron negativas, concluyendo que la brucelosis bovina no presenta

incidencia significativa que repercuta en la morbilidad de las hembras.

Sanchez et al., (2012) al determinar la coexistencia serologica con Brucella
abortus y Neospora caninum. Tomo al azar 500 muestras sanguineas de bovino lechero,
raza Holstein-Freisan en produccion, para su analisis por la técnica inmunoenzimatica
ELISA. Reportaron una coexistencia serolégica de Neospora caninum y Brucella abortus
de 21.2% (106/500).

Mosquera et al. (2008) en Coérdoba, Colombia detectaron Brucella abortus por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de sangre y leche de bovinos
en Colombia. Para ello, analizaron 136 muestras mediante la prueba del anillo (PAL) para
detectar la presencia de anticuerpos. De estos animales positivos se obtuvieron muestras
de sangre y leche para analisis por PCR. Se ha informado que, de las muestras de leche
gue fueron analizadas el 13.2% (18/1636) dieron positivas para PAL. Por otro lado, al
realizar un analisis de las 33 muestras de leche negativa para PAL, de todas ellas el
30,3% dieron positivas para PCR. En cuanto a las muestras de sangre de los animales
gue dieron positivo por medio del PAL, dieron positivo por PCR el 94.1% (16/17), en
tanto, de las muestras de leche positivo por medio de PAL, el 47% (8/17) dieron positivo
por medio de PCR.

Cevallos et al. (2008) en Guayaquil, Guayas-Ecuador, compararon la técnica de
PCR con un ensayo de Rosa de Bengala en la deteccion de Brucella abortus, en
muestras de sangre. Obtuvieron 172 muestras de sangre de 4 rebafios de bovinos con
reporte de prevalencia positiva a brucelosis, de los cuales 30 fueron serolégicamente

positivos para Rosa de Bengala y 29 fueron positivos para PCR. De los animales que
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dieron positivos a la prueba Rosa, 4 dieron a conocer sintomatologia clinica como:
presencia de abortos, deficiencia de los terneros y una muy baja productividad de leche
y carne, y las 26 vacas restantes fueron negativas a PCR y no mostraron sintomas
clinicos. De los 142 animales con Rosa de Bengala negativa, 25 fueron PCR positivas.
Sus resultados indican que el uso de la prueba PCR es mas especifico para la deteccion
de animales positivos y mas sensibles que la prueba serolégica de Rosa de Bengala.
5.1.2. Antecedentes a nivel nacional

Vergara (2022) en el distrito de Huari, region Ancash, realizé una indagacion con
329 vacunos mayores a cuatro meses de edad, entre hembras y machos, obteniendo
muestras de sangre que fueron analizadas por la prueba de Rosa de Bengala con el fin
de detectar los anticuerpos anti Brucella spp. No hall6 muestras positivas a las pruebas

(0%, IC 95% de 0% - 1%), indicando que la Brucella spp. esta ausente en la zona.

Salazar (2019) mediante la prueba Rosa de Bengala, determiné la prevalencia
seroldgica de brucelosis bovina, esto en el distrito de Puente Piedra- Lima, realizé un
muestreo de sangre al azar de 351 animales y analizé por la prueba seroldgica Rosa de
Bengala. Sus resultados muestran que ningun bovino fue seropositivo a Brucelosis

bovina, siendo su prevalencia igual a 0 %.

Maslucan ( 2019) haciendo uso de la prueba Rosa de Bengala, esto en los hatos
ganaderos, ubicados en la provincia de Rioja, distrito de Pardo, San Martin, realizé un
trabajo con 135 bovinos; de los cuales evidencio que no hay existencia de prevalencia
de Brucelosis bovina y que no existe ninguna relacion con la Raza, sexo, edad, lugar de

vivencia o el periodo reproductivo.
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Bardales (2017) en vacunos de las cuencas Mascon y Chonta, a través de la
prueba Rosa de Bengala y fijacion de complemento, analiz6 a 766 animales, de los
cuales se determiné la existencia de una prevalencia de 0.13%, esto respaldada por
medio de la prueba de Z de proporciones, afirmando que es menor a 01% la prevalencia.

Reyes et al. (2017) al establecer la presencia de la Brucella spp. en bovinos de la
provincia de Oxapampa, departamento de Pasco, Peru. Analizé a 441 animales a través
de la prueba de Rosa de Bengala. Report6 ausencia de esta enfermedad, ya que ninguna
muestra presentd anticuerpos aglutinantes.

Zavala et al. (2011) en su indagacion sobre de prevalencia de Brucella spp,
realizado a 5439 bovinos, estos del distrito de Codo del Pozuzo-Huanuco, de estos
estudios se hallé6 que dos vacunos dieron positivo, pero estos dieron negativos a la
prueba de confirmacién de fijacién de complemento. Por medio de la aplicacion de un
modelo de simulaciones estocasticas de distribucién beta, llegd a demostrar una
prevalencia de 0.02%, demostrando el minimo y 0.06% demostrando el maximo en un
intervalo de confianza.

Meza et al. (2010) al establecer la seroprevalencia de brucelosis en bovinos, en
crianzas de tipo de crianza extensivo ubicados en el distrito de Puerto Inca-Huanuco.
Realizaron el analisis de 3221 animales a través de la prueba de aglutinacion Rosa de
Bengala. No encontraron reactores positivos, calcularon una prevalencia media de
0.031% con rangos de 0.0008 a 0.1144% con el programa @Risk de simulaciones
estocastica de distribucion beta.

SENASA (2022) report6é en el mes de mayo, un caso positivo a brucelosis bovina

en el distrito de Encafada, provincia de Cajamarca, departamento de Cajamarca. En
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junio del 2019, reporto también un caso positivo a brucelosis bovina en el distrito de Agua
Blanca, provincia de El Dorado, departamento de San Martin (SENASA, 2019). En el aio

2014 report6é un acumulado de 15 casos positivos de brucelosis bovina (SENASA, 2014).

5.1.3. Antecedentes a nivel regional
SENASA (2022) reporté un caso positivo a brucelosis bovina en el distrito de

Coporaque, provincia de Espinar, departamento de Cusco.

Por otro lado Herrera (2019) tuvo como objetivo determinar incidencia de la
brucelosis en vacunos de la Pampa de Anta — Cusco. Trabajé con 336 muestras a través
de la prueba de ELISA indirecta. Sus resultados muestran que en los distritos de
Ancahuasi, Cachimayo y Huarocondo la incidencia fue de 65.67, 3.03 y 20.90%
respectivamente. Por categorias fue de: 6.67% en mayores a 6 meses; 21.28% en
vacunos de 1 a 2 afios; 22.03% en vacunos de 2 a 3 afos; 6.12% en vacunos de 3 a 4
afnos; 12.5% en vacunos de 4 a 5 afos; 29.55% en vacunos de 5 a 6 afios y 18.18% en

vacunos de 6 a mas afos. Reportando una incidencia total de 17.86%.

5.2. BASES TEORICAS
5.2.1. Brucelosis Bovina

La Brucelosis es una enfermedad causada por la Brucella abortus, esta bacteria
tiene una relacion con el Utero gravido, los testiculos, las glandulas mamarias, glandulas
sexuales, bolsa sinovial, vainas tendinosas, y de ellos vacunos en edad mayor los
ganglios linfaticos, esto llega a multiplicarse en los ganglios y por medio de la linfa o
sangre se posicionan en los organos (Blood et al., 1985). En terneros la infeccion es

temporal y transitoria, multiplicandose en los ganglios linfaticos. Cuando la vaca no esta
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en estado de gestacion, la Brucella abortus se llega a posicionar en el Gtero y en las
glandulas mamarias, si esta en periodo de gestacion la infeccion se inicia en la ubre y

llegan al Utero por fases bacterémicas (Blood et al., 1985).

A bajas temperaturas y en condiciones humedas, Brucella puede sobrevivir en

ambientes distintos por largos periodos (ver tabla 01)

Tabla 1. Supervivencia de Brucella en el medio ambiente

Fuente: Castro et al (2005).

Son bastante sensibles al calor, ya que al ser sometida a la pasteurizacion o al
exponerla a temperaturas de 60° C por 30 minutos se destruyen rapidamente. La Brucella

también es muy sensible a la radiacion ionizante y a la luz ultravioleta (Lopez , 2006).
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5.2.1.1. Sinonimia
Esta es conocida como fiebre ondulante, fiebre de malta, fiebre del mediterraneo (en
personas). En los animales, el aborto infeccioso, contagioso, epizodtico; en los vacunos

la enfermedad de Bang. (Acha & Szyfres, 2001).

5.2.1.2. Etiologia

Una de las causas principales de la brucelosis en los bovinos, bafalos y bisontes,
es la Brucella abortus, este siendo un cocobacilo o bacilo corto Gram negativo (Lowa
State University, 2009), no encapsulados, inmoviles, no formadores de esporas, de
crecimiento lento, aerobios estrictos e intracelulares facultativos.1 (Vega et al., 2008).
Se han reportado hasta nueve biovariedades (1 a 9) de B. abortus (Lowa State University,
2009). Las dimensiones de estos pequefios bacilos gramnegativos que son género de la
Brucella, por diametro tienen de 0.5 — 0.7, y de longitud 0.5 — 1.5 ym, y en su mayoria
prima la forma cocobacilar corta. (Alvarez et al., 2015). De metabolismo oxidativo,
emplean nitratos como aceptores de electrones. Los bacilos son catalasa y oxidasas
positivas, no fermentan azucares (Castro et al., 2005; Alvarez et al., 2015). Su genoma
esta constituido por 2 cromosomas circulares y escasea de plasmidos (Alvarez et al.,

2015).

5.2.1.3. Estructura

La membrana externa de Brucella esta enriquecida de fosfatidil colina y tiene un
componente de mayor estudio que es el LPS, este haciendo referencia a la endotoxina.
Esta constituida por 3 regiones, ellos son: Polisacarido O (cadena O), Lipido Ay

oligosacarido (nucleo) (ver figura 01)(Alvarez et al., 2015).
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Figura 1. Membrana externa de la pared celular de la Brucella.

Fuente: Castro et al. (2005)

Las proteinas que se localizan en la membrana externa estan asociadas a los
lipopolisacaridos, las que tienen mayor interés debido a su alta especificidad en
comparacién con otras especies de bacterianas, por lo tanto, Utiles para el

serodiagndstico e incluso para la produccion de vacunas (Alvarez et al., 2015).

5.2.1.4. Distribucién geografica

La distribucion de las distintas especies de Brucella y sus biovares presenta
variaciones geogréficas, de las cuales la B. abortus es la mas difundida. Las otras
especies como Brucella melitensis y Brucella suis estan irregularmente distribuidas. La
infeccion por Brucella canis tiene una distribucion es mundial, en cambio la Brucella ovis
esta distribuida en paises donde la cria de ovinos es preponderante (Acha & Szyfres,

2001).

En paises como Austria, Bélgica, Alemania, Bulgaria, Checoslovaquia, Hungria,
Finlandia, Dinamarca, Rumania, Paises Bajos, Suiza y Suecia; la brucelosis bovina, fue
erradicada. Esto teniendo a los paises europeos sin brucelosis bovina. Considerando
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también que los paises que son primeros productores de carne como Estados Unidos,
Francia, Australia, Gran Bretafia, Nueva Zelanda y Canada, con paises donde no hay
indice de brucelosis. La Brucelosis, es considera como una de las enfermedades en los
vacunos con mayor importancia en Latinoamérica como en otros entornos del desarrollo

preindustrial (Acha & Szyfres, 2001).

5.2.1.5. Periodo de incubacion

En el ganado bovino, el aborto y la muerte fetal suelen ocurrir de dos a cinco
semanas posterior a la infeccion. Se considera que la mayoria de las perdidas en etapa
de prefiez, suceden en la segunda mitad de esta. Es por ello, que cuando los animales
se infectan, el tiempo de incubacion es mas extenso (Lowa State University, 2009).
Cuando la etapa de prefiez esta mas avanzada, el periodo de incubacion es mas corto.
En el caso que la hembra se infecte por via oral en el tiempo del apareo, el tiempo de la
incubacion llega a tener una duracion de doscientos dias, si después de 6 meses de
apareamiento se llega a infectar, el tiempo de incubacién sera de dos meses. Factores
gue pueden afectar el tiempo de incubacion son: la virulencia bacteriana, las dosis, las

vias de infeccién y la susceptibilidad. (Acha & Szyfres, 2001).

5.2.1.6. Transmision

a) Viadigestiva

La via de invasion mas habitual es en el tracto gastrointestinal, por ingestion de
pastos, forrajes y aguas contaminadas por brucelas, estas son parte de las fuentes de
infeccion primordiales. Otro factor por el cual se infectan, es el habito de estos animales
por lamer las partes genitales de otros animales de su tipo (vacas) (Acha & Szyfres,

2001).
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b) Viatransplacentaria

La via placentaria es una de las principales vias de transmision. La infeccion
uterina suele ocurrir en el Gltimo trimestre de gestacion, provocando dafios en la placenta
y el feto, lo que puede conducir a la muerte fetal mas adelante, como aborto espontaneo,
mortinato o0 muerte y nacimiento de terneros débiles (Duran, 2012). En este contexto, la
principal fuente de infeccién en las vacas es el feto, las membranas fetales y las
secreciones vaginales que contienen grandes cantidades de Brucella. En menor medida,
las heces de terneros alimentados con leche contaminada pueden contribuir a la
contaminacién del campo, ya que no todas las especies de Brucella se destruyen en el

tracto digestivo (Acha & Szyfres, 2001).

c) Viasexual

La via sexual tiene escasa importancia en la secrecion de Brucella dentro del hato,
ya que los machos depositan el semen en la vagina de la hembra y se ha demostrado
gue la microbiota vaginal inhibe el desarrollo de la Brucella. Ademas, se ha encontrado
una proteina en el moco cervical y vaginal que protege al utero de la invasiéon de la

bacteria Brucella abortus (Duran, 2012).

d) Contaminacion de material obstétrico

B. abortus se elimina continuamente en las secreciones uterinas hasta 30 dias
después del parto o aborto, lo que hace que las intervenciones ginecologicas sean una
operacion peligrosa para los veterinarios y los animales si el equipo no esta

apropiadamente esterilizado (Duran, 2012).
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e) Otros productos

La propagacion de la infeccion a través del hato lechero también puede afectar la
produccioén de leche, ya que aproximadamente la mitad de las vacas infectadas eliminan
Brucella en la leche en las semanas, meses y afos posteriores al aborto o al parto;
especialmente en establos con muy malas condiciones sanitarias y durante el ordefio
(Rodriguez et al., 2001). Otra manera de contraer la infeccién, es por medio de otros
animales que, ya estan infectados o por medio de sus productos (por la sangre, secrecion
vaginal, orina, abortos, fetos y la placenta infectada), por ello, se considera como una
enfermedad de profesion de ganaderos, carniceros, granjeros y veterinarios. (Margni,

2005).

5.2.1.7. Signos clinicos

En el ganado bovino, B. abortus causa aborto y muerte fetal, y el aborto suele ocurrir
en la mitad del tiempo de gestacion. Es por ello, que varios terneros nacen con
dificultades y un aspecto débil que puede provocar su muerte a poco tiempo de su
nacimiento. Por otro lado, también se puede dar la retencién de la placenta y la metritis
secundaria (Lowa State University, 2009), que puede ser aguda con septicemia y muerte
o infertilidad crénica (Dias, 2003). Puede reducir el periodo de lactancia. Después del
primer aborto espontaneo, las gestaciones subsiguientes suelen ser normales; incluso

entonces, las vacas pueden eliminar este microbio en su leche y secreciones uterinas.

En los machos, a veces se observan epididimitis, cistitis, orquitis 0 abscesos
testiculares en los toros cuando la orquitis es aguda, pero si solo se ve afectado un

testiculo, pueden recuperar la fertilidad y convertirse en portadores (Dias, 2003).
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La infertiidad puede ocurrir en ambos sexos debido a metritis u
orquitis/epididimitis (Lowa State University, 2009). Se estima que la infeccion reduce la
produccion de leche entre un 20% y un 25% debido a la interrupcion de la lactancia por
aborto y concepcién tardia (Acha & Szyfres, 2001). Las vacas inseminadas artificialmente
con semen infectado, pueden repetir el celo varias veces (Acha & Szyfres, 2001). Las
vacas no prefiadas no muestran sintomas clinicos y cuando se infectan antes del servicio

en muchas oportunidades no abortan (Acha & Szyfres, 2001).

5.2.1.8. Susceptibilidad de rebafio

Los terneros y terneras menos de 6 meses de edad son menos susceptibles a la
infeccion y, por lo general, solo se infectan temporalmente. Los terneros alimentados solo
con leche que contiene Brucela pueden portar el patdgeno en sus ganglios linfaticos,
pero los animales generalmente estan libres de infeccion a partir de las 6 a 8 semanas

después de suspender la alimentacion infectada (Acha & Szyfres, 2001).

Las vacas son la categoria mas sensible, especialmente durante la prefiez, donde
las infecciones son comunes y los abortos son comunes. Algunos animales nunca se
infectan o, si lo hacen, la infeccion es transitoria. Algunas vacas lecheras muestran baja
susceptibilidad, mostrando infeccion sistémica, rendimiento reproductivo y produccién de
leche reducida durante uno o mas afos, pero se recuperan gradualmente. Sin embargo,
la mayoria de las vacas conservan titulos de aglutinacion positivos durante muchos afios
o durante toda la vida después de la infeccion, y aunque pueden parir normalmente y
volver a la produccion normal de leche después de uno o dos abortos, muchas vacas
son portadoras y excretadoras de Brucella. Se estima que solo del 10% al 25% de las

vacas abortan por segunda vez (Acha & Szyfres, 2001).
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5.2.1.9. Lesiones

Los fetos abortados entre el quinto mes de gestacion y el nacimiento suelen tener
edema con liquido subcutdneo excesivo, pero pocas lesiones evidentes. Las lesiones
placentarias no suelen estar descritas, pero los cotiledones suelen estar necroticos y
cubiertos de un exudado pardo. Las vacas adultas desarrollan endometritis de leve a
moderada después del parto, que generalmente se resuelve dentro de los 30 a 90 dias;
sin embargo, puede ocurrir retencién de placenta. El aspecto microscépico del Utero y
del posparto de la vaca preifiada es adecuado. En el caso de los machos, se puede
visualizar diferencias en el sistema reproductivo, como la epididimitis y orquitis, causando

la atrofia testicular, esto a causa de la Brucella. (Cordova et al., 2017).

5.2.1.10. Patogenia

Inmediatamente después de la entrada, las bacterias, libres o en fagocitos, son
transportadas al ganglio linfatico mas cercano al sitio de entrada (llarmon et al., 1988;
Rivers et al., 2006). Luego se multiplica en los ndédulos regionales y se transporta a varios
organos a través de la linfa y la sangre (Acha & Szyfres, 2001). Estos ganglios linfaticos
responden a la agresion a través de la hiperplasia de las células reticuloendoteliales y
linfaticas que puede desarrollarse durante semanas y persistir durante meses (Rodriguez
et al., 2001). Brucella sobrevive y se multiplica en los fagosomas de los macrofagos, y la
rapida acidificacion del medio, inhibe la fusion de los fagosomas que contienen bacterias
con los lisosomas (Ko & Splitter, 2003). La afinidad especifica de estas bacterias por el
endometrio gestacional fetal bovino y la placenta significa que estas bacterias también
se multiplican extensamente en los trofoblastos placentarios que rodean al feto (Meador

& Deyoe, 1989; Rivers et al., 2006), lo que determina una infeccion aguda en animales
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la manifestacién clinica de aborto en el dltimo tercio del periodo de gestacion o el
nacimiento de animales prematuros con baja tasa de supervivencia (Ficht, 2003). Esta
afinidad se debe a que la placenta produce una sustancia llamada eritrol, la misma que
es de alta concentracion en el ambiente uterino, asi como en el mismo feto, cuanto més
avanzado este el proceso de gestacion. El eritrol favorece a que las bacterias Brucella
sean propagadas de forma adecuada, ademas de que dicha sustancia se fije en los
tejidos. La invasion del utero gravido comienza en su pared, pero su luz se ocupa
rapidamente, lo que provoca una endometritis ulcerosa grave en el espacio entre los
cotiledones. La alantoina, el liquido amnidtico y los cotiledones son atacados por Brucella
seguido de la destruccion de las vellosidades que da lugar al aborto (Guerrero, 1996).
En bovinos machos, provoca cambios testiculares y reduccion de la fertilidad, a veces

con abscesos testiculares y epididimarios (Hausler & Koontz, 1974; Rivers et al., 2006).

El grado o nivel del organismo que puede predisponer una patologia, es decir la
virulencia de la Brucella abortus, se determina por su capacidad de interiorizarse, lograr
la supervivencia y efectuar su replicacion en los fagocitos especializados y no
especializados (Moreno & Moriyén, 2002; Rivas, 2014). El lipopolisacarido (LPS) de
Brucella es de poca dinamicidad biolégica , debido a que no incita a la sepsis, hace que
no se reflejen las inflamaciones que estan en curso, no se reclutan la cantidad de
neutréfilos necesarios, ni se producen las citoquinas, es resistente a las moléculas que
conforman el sistema inmune del hospedero, las mismas que tienen la funcién de eliminar
bacterias, tampoco activa la via alterna del complemento (Moreno & Moriyén, 2002; Ko
& Splitter, 2003; Rivas, 2014). En organismos dotados de macrofagos, la cadena O del

lipopolisacéarido (LPS) liso bacteriano que no fue reconocida y dirigida mediante el
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proceso de opsonizacion tienen interaccion con las moléculas receptoras como ManR,
gue se encuentran ubicadas en la membrana celular hospedera (Porte et al., 2003;
Moreno & Gorvel , 2004; Rivas, 2014). Después es introducida a través de balsas
lipidicas. En su mayoria estos componentes bacterianos entran a las células del
hospedero por fagocitosis “zipper”, este cuenta con la particularidad de inducir la
duplicacion parcial cromosomica, conocida como rearreglo y el citoesqueleto celular
hospedero (Porte et al., 2003; Moreno & Gorvel , 2004; Rivas, 2014). En las células que
se encuentran en el intestino, que son de tipo M y del epitelio, esta bacteria ingresa
igualmente a través de procesos “zipper”’ (Rivas, 2014). En el caso de los macréfagos,
generalmente los componentes bacterianos de dirigen a las fagolisosomas, son escasos
los componentes bacterianos que alcanzan el reticulo endoplasmico, este ultimo
constituye su ambiente de replicacion. Para el caso de las células epiteliales, en su
mayoria el destino por excelencia es el reticulo endopldsmico y son menores los
compuestos bacterianos cuya direccion son los lisosomas (Moreno & Gorvel , 2004;
Rivas, 2014). En cuanto el agente bacteriano se encuentra en el ambiente para realizar
su replicacidn, esta tiene la proteccion antibiética y elementos que eliminan las bacterias
del hospedero, ademas de los anticuerpos, esto predispone un proceso infeccioso

cronico (Roop et al., 2009; Rivas, 2014).

5.2.1.11. Respuestainmune

Después de ingresar al cuerpo, Brucella invade y se desarrolla en las células del
sistema fagocitico mononuclear. La respuesta inicial la proporcionan los linfocitos T
auxiliares tipo I, que junto con la activacion de los macréfagos son los responsables de

la eliminacion de las células infectadas (Vega et al., 2008). Si no se eliminan, ingresan a
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los vasos linfaticos regionales y de alli al sistema circulatorio, donde son fagocitados por
macréfagos y células polimorfonucleares y transportados a los érganos del cuerpo,
donde pueden continuar multiplicAndose y siendo fagocitados por células tisulares (Vega
et al., 2008). Ademas, recientemente se estudioé que las bacterias producen ureasa, que
aparentemente protege a Brucella durante su paso por el tracto digestivo (Vega et al.,

2008).

5.2.1.12. Latencia

El patdgeno no permanece en el itero mucho tiempo después de que una vaca
infectada haya abortado o parido normalmente. La infeccién se vuelve crénica y la
Brucella coloniza los ganglios linfaticos y las glandulas mamarias del ganado. Brucella

puede sobrevivir en la ubre durante muchos afios (Acha & Szyfres, 2001).

5.2.1.13. Diagnéstico

5.2.1.13.1. Método Directo

Un diagnoéstico definitivo de brucelosis necesita el aislamiento y la identificacion
del agente causal, pero no siempre es posible recuperar B. abortus de animales vivos
infectados. La leche, los hisopados vaginales y los tejidos afectados a menudo se
cultivan, pero los fetos abortados, los terneros infectados y las membranas fetales suelen

contener una gran cantidad de Brucella (Cérdova et al., 2017).

Las mejores muestras de cultivo son los contenidos de estobmago, higado y bazo
de fetos abortados y terneros infectados. Los ganglios linfaticos vinculados con el tracto
gastrointestinal también se cultivan de manera rutinaria como positivos para Brucella

(Cérdova et al., 2017).

24



a) Métodos de tincién
No son verdaderas bacterias acidorresistentes, pero son resistentes a la tincién
acida leve y pueden tefiirse de rojo con el método Ziehl-Neelsen modificado de Stamp.
Es un medio estdndar que examina frotis de los érganos o fluidos que son fijados con
anterioridad por medio del calor o etanol, la Brucella da una coloracién rojiza mediante

la tincion sobre un fondo azul (OIE, 2012).

b) Medios de Cultivo basales

El aislamiento y cultivo directo de Brucella se suele realizar en medios sélidos.
Varios medios basales deshidratados estan disponibles comercialmente, como base de
medio para Brucella, agar de soja tripticasa (TSA). Algunas cepas, como B. abortus
biovar 2, requieren la adicion de 2-5% de suero bovino o equino. Es posible recurrir al
uso de medios como el suero dextrosa, agar (SDA) o agar de glicerol dextrosa. EI SDA

suele ser el medio elegido para monitorear la morfologia de las colonias (OIE, 2012).

c) Medios e cultivo selectivos

Todos los medios de cultivo bases enumeradas anteriormente se pueden utilizar
para preparar un medio selectivo con la adicién del antibiético apropiado a fin de prevenir
la proliferacion de organismos diferentes de la Brucella. Uno de los medios que son de
mayor utilidad, por ello se emplea con mayor frecuencia es el Farrel, este tiene una
preparacién compuesta por 6 antibioticos en el medio basico. Se deben agregar estas
cantidades por 1llt de agar: cinco mil unidades (5 mg) de sulfato de polimixina B,
veinticinco mil unidades (25 mg) de bacitracina, cincuenta mil unidades (50 mg) de

natamicina, 100 mg de nistatina y veinte mil unidades de vancomicina (OIE, 2012).
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5.2.1.13.2. Métodos de reconocimiento de acidos nucleicos

La PCR, incluidos los formatos en tiempo real, es otro método para Brucella spp.
para su deteccion e identificacion. A pesar del alto grado de homologia de ADN en el
género Brucella, se han desarrollado varios métodos moleculares que posibilitan
distinguir en cierta medida entre el género Brucella y algunas de sus variantes bioldgicas

(OIE, 2012).

Este diagnodstico se establece mediante la prueba seroldgica de la tarjeta (PT) y
la fijacién del complemento (FC), Yersina enterocolitica serotipo 09 es una bacteria que
puede reaccionar también a las pruebas referidas, obteniendo asi falsos positivos

(Renteria, 2005). Los métodos indirectos para detectar la brucelosis incluyen:

5.2.1.13.3. Métodos Indirectos
a) Prueba de tarjeta o Rosa de Bengala

Esta prueba parte de identificar los anticuerpos que secretan las células
plasmaéticas, es decir son células circulantes, tienen una tipificacion dual: anticuerpos IgM
de la vacunacién y anticuerpos IgG1 e IgG2 de larga duracién como consecuencia de la
infeccion. También llamada Rosa de Bengala puede detectar anticuerpos que circulan
en la sangre del ganado, las mismas que no son dependientes del tipo (IgG o IgM)
sensibles al 75-80% y una especificidad del 80-85%, estas hacen una deteccion del falso
positivo y falso negativo. Aunque esta prueba diagndstica tiene algunos inconvenientes,
se considera una herramienta muy util por ser una prueba sencilla y rapida (Cordova et

al., 2017).
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b) Prueba de Rivanol
El principio de esta prueba de diagndstico es el mismo que el de la tarjeta, excepto
gue se agrega una sustancia de rivanol (lactato) para precipitar los anticuerpos IgM y el
sobrenadante contiene un anticuerpo IgG que se aglutina con el antigeno en la prueba y

reacciona solo con sueros que poseen anticuerpos de la infeccion (Cérdova et al., 2017).

c) Prueba de ELISA
Es una técnica muy sensible, especifica y versatil (99,4% de sensibilidad 99% de
especificidad) que utiliza cantidades muy pequefias de suero y tiene muy buenos

resultados incluso en presencia de hemdlisis (Cordova et al., 2017).

d) Prueba de fijacion de complemento
Esta prueba diagnostica tiene la sensibilidad més alta del 95 % y una especificidad
del 70 % para el diagnostico de brucelosis, pero su realizacion requiere mucho tiempo,
equipo y se recomienda como prueba confirmatoria cuando los resultados son
equivocos. Tiene la propiedad de distinguir los anticuerpos vacunales de los infecciosos,
y dado que detecta animales infectados, se considera una prueba diagnéstica de alta

confianza (Cérdova et al., 2017).

e) Prueba de Inmunodifusién Radial
Esta prueba es una buena herramienta para el diagnostico diferencial de
anticuerpos de vacuna y anticuerpos de infeccion porque tiene la misma sensibilidad
(95%) y mejor especificidad (80%) que la prueba de fijacion del complemento, lo cual es
importante porque detecta anticuerpos vacunales y de infeccion. Las vacunas son mas

seguras para los animales. Seria util monitorear rebafios vacunados contra la cepa 19 o
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RB51 para detectar diferencias entre las respuestas vacunales y postinfeccion (Cordova

et al., 2017).

5.2.1.14. Control

La brucelosis bovina generalmente se introduce en el rebafio por animales
infectados, pero también puede transmitirse por semen o fomites de toros infectados. En
areas endémicas, las terneras vacunadas o las novillas no prefiadas son la mejor opcién
para introducir nuevos animales a una manada no infectada (Lowa State University,
2009). El ganado prefiado o en movimiento debe ser de un rebafio o area libre de
brucelosis y debe ser seronegativo. Los animales jovenes deben estar en cuarentena
durante aproximadamente un mes y sometidos a pruebas de B. abortus antes de su
incorporacion al rodeo (Lowa State University, 2009). La erradicacion se puede lograr
mediante el aislamiento de los rebafios infectados, la vacunacion, los métodos de prueba
y sacrificio, diversas formas de vigilancia y la identificacion de la fuente de la enfermedad.
Todas las areas que entren en contacto con animales infectados y sus secreciones
deben limpiarse y desinfectarse a fondo. Las vacunas contra las cepas 19 y RB51 de
Brucella abortus son de posible empleo para el control de la patologia en regiones
endémicas, como también en programas de eliminacion patolégica (Lowa State

University, 2009).

El control de la brucelosis depende de la identificacion y erradicacion de los
animales infectados. Ademas, la vacunacion de animales en sanos es un pilar importante
del programa de control para erradicar la enfermedad en una etapa posterior (Estein,

2006).
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5.2.1.15. Vacunas contra Brucella abortus
A la actualidad se han empleado clasicamente cepas bacterianas atenuadas y

componentes antigénicos propios de la Brucella (Rivers et al., 2006).

5.2.1.15.1. Bacterias atenuadas

a) Brucella abortus S19

La cepa 19 de Brucella abortus , es lisa concadena O del LPS, debido a eso, que
en el caso de que el animal se encuentre inmunizado a esta cepa, se observan varios
anticuerpos especificos contra los tipos 1gG1,IgG2b e IgM (Vemulapalli et al., 2000).
Aquellos anticuerpos que se introducen por medio de vacunas generan una interferencia
al momento de diagnosticar a los bovinos que se infectaron con cepas silvestres de B.
abortus, es por ello que su utilizacion se encuentra limitada, uno de los efectos adversos

es la induccion del aborto en el caso de la hembra prefiada (Olsen, 2000).

Los anticuerpos provocados por la vacunacion con esta cepa interfieren con la
respuesta a la infeccién con Brucella de tipo salvaje, por lo que su uso en la vacunaciéon
del ganado es limitado; la cepa también puede causar aborto en vacas prefiadas (Olsen,

2000).

b) Brucella abortus 45/20
La cepa 45/20 es una cepa rugosa que no se usa mucho porque es inestable y

puede volver a su forma virulenta in vivo (Corbeil et al., 1988).

c) Brucellaabortus RB51
Brucella abortus RB51 es una cepa rugosa resistente a la rifampicina. La

proteccion conferida por la vacunacion con esta cepa esta asociada con la activacion de
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los linfocitos T (Vemulapalli et al., 2000; Olsen, 2000). La vacunacion induce altos niveles

de IFN-y, que es esencial en las primeras etapas de la infeccion (Pasquali et al., 2001).

5.2.1.15.2. Vacunas subcelulares

Se han probado varios antigenos de Brucella para determinar su capacidad para
provocar respuestas inmunitarias mediadas por células. Estos antigenos forman parte
de estructuras bacterianas como la lipoproteina de 18fikDa presente en la superficie de
Brucella (Vemulapalli et al., 2000b). Proteina periplasmica P39, ferritina bacteriana (Al-
Mariri et al., 2001) y proteina ribosomal L7/L12, que proporcionaron una proteccion
comparable a la obtenida por B. abortus cepa 19 en ratones (Oliveira et al., 2002; Ko &

Splitter, 2003).

5.2.1.15.3. Nuevas tendencias en la generacion de vacunas contra Brucella

Con el paso del tiempo, se instauro una variedad estratégica para que las
inmunizaciones sean de mayor efectividad con base en moléculas de acido nucleico, que
han dado lugar a la tercera generacion de vacunas, se trata de las vacunas de ADN y

ARN (Rivers et al., 2006).

a) Vacunas ADN

Las vacunas que emplean este recurso metodico, utilizan plasmido bacteriano,
estos plasmidos estan compuestos por promotores virales que se expresan en la célula
eucarionte, este es un gen codificador de los antigenos seleccionados, con secuencia de
término de la transcripcion o poliadenilacidon. Los componentes celulares de los
huéspedes tienen la capacidad de realizar la sintesis, el procesamiento y la presentacion

de antigenos a los linfocitos, ello hace que las células T y B respondan. Los plasmidos
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se fabrican sin la necesidad de replicar funcionalmente en las células eucariontes,
entonces, no hay replicacion en las células hospederas ni integracion al ADN (Donnelly

et al., 1997).

En principio, los métodos de vacunacion con acidos nucleicos se basan en el uso
de plasmidos bacterianos con potentes promotores virales capaces de autoexpresion en
células eucariotas, genes que codifican antigenos seleccionados y una secuencia de
término de la transcripcion o poliadenilacion. Las células huésped son capaces de
sintetizar, procesar y presentar antigenos a los linfocitos, provocando finalmente
respuestas de células T y células B especificas de antigeno. Los plasmidos se generan
sin replicar la célula eucariota, por eso no hay replicacion en las células hospederas ni

integracion al ADN de los hospederos (Donnelly et al., 1997).

v' Vacunas ADN para B. abortus

Esta comprobado que la vacuna de ADN estan compuestas por los genes de la
proteina L7/L12 (Kurar & Splitter, 1997) y lumazina sintetasa (Velikovsky et al., 2002)
protegen significativamente al ratébn de la brucelosis. Es asi que, el ratobn BALB/c
vacunado con un plasmido ADN que tiene el gen (sodC), realiza la codificacién proteica
de SOD Cu/Zzn de Brucella abortus (pcDNA-SOD), desarrolla los anticuerpos
especificamente contra la proteina recombinante SODr, muestran anticuerpos
especificos inmunoglobulinas tipo 1gG2a, que fueron superiores a IgG1 para provocar
una respuesta proliferativa de las células T para producir INF-y y nofideflL-10 o IL-4, lo
gue demuestra que la vacunacion con pcDNASOD indujo suficientes anticuerpos y
respuestas inmunitarias de tipo Thl para proteger contra el ataque de cepas patdégenas

de Brucella (Ofate et al., 2003).
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b) Vacunas ARN
Este vector es una particula suicida del componente viral Semliki Forest, contiene
ARN desnudo autorreplicante, con una estructura secuencial con insercion del gen

codificador proteico de capacidad inmune (Andesson et al., 2001; Fleeton, et al., 1999).

5.3. BASES CONCEPTUALES
5.3.1. Antigeno

Una molécula exdgena o enddgena que es extrafia al cuerpo. Puede unirse
especificamente a anticuerpos (Ac) o por receptores de células T (TCR), que no resulta

en la totalidad de los casos con respuestas inmunitarias (Vega, 2009).

5.3.2. Anticuerpo

Un anticuerpo (Ac) también denominado inmunoglobulina (Ig) es una molécula
con una composicion glicoproteina con un 10% de carbohidratos y un 90% de
polipéptidos, con capacidades especificas para integrarse a los antigenos. Es conocida
también como: anticuerpos, gammaglobulinas (debido a su movilidad electroforética),
antitoxinas, aglutininas o precipitinas (Vega, 2009). Son productos de células B que se

unen especificamente a fragmentos antigénicos (Gallastegui et al., 2002).

5.3.3. Reaccibén antigeno — anticuerpo.

Los antigenos son partes de microorganismos 0 parasitos que contienen sitios
especificos de reconocimiento humoral (anticuerpos) o celular (linfocito) para la
respuesta inmune, llamados epitopos (Gallastegui et al., 2002). Los denominados
antigenos crudos suelen ser extractos solubles de microorganismos o parasitos, que

consisten en antigenos y varios componentes de las células en las que estan presentes.
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En el antigeno crudo, la mayoria de los componentes son irrelevantes, pero pueden ser
reconocidos por anticuerpos o linfocitos y provocar reacciones de falso positivo o

negativo, por lo que deben ser purificados (Gallastegui et al., 2002).

5.3.4. Prueba ELISA

La técnica ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) es actualmente la
tecnologia inmunologica mas utilizada, se caracteriza por el empleo del marcador
enzimatico para detectar y amplificar la reaccion corporal y antigénica (Rodriguez , 2004).
Para este tipo de pruebas el elemento de la respuesta inmune se inmoviliza sobre
algunos elementos solidos, usualmente una placa de poliestireno, polietileno,
polipropileno o nailon, que le permite adsorber pasivamente y eliminar los compuestos
libres por lavado. La interaccion antigeno-anticuerpo esta determinada por una reaccion
colorimétrica cuando la accion enzimatica produce la degradacion de los sustratos
correspondientes. La absorbancia de los pocillos que hay en las placas ELISA se miden

para tener conocimiento cuantitativo de las respuestas inmunes (Rodriguez , 2004).

Todas las pruebas ELISA utilizan enzimas unidas covalentemente a antigenos o
anticuerpos. Si la muestra de prueba contiene el antigeno o anticuerpo de interés, el
anticuerpo marcado con enzima se une a él (principio de inmunologia) y la enzima
convierte el sustrato incoloro en un producto detectable (principio de enzimologia). De
esta forma, se generan productos detectables solo cuando el antigeno o anticuerpo de

interés esta presente en la muestra en estudio (Rios et al., 2012).
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Figura 2. Tipos de ELISA

Fuente: Obtenido de Rios et al. (2012), A) ELISA directo, B) ELISA indirecto, C) ELISA
de Sandwich directo, D) ELISA de Sandwich indirecto

5.3.5. ELISA indirecto

Este método permite detectar el anticuerpo. Para estas pruebas, los soportes
tienen antigenos especificos, los anticuerpos muestreados se prueban contra dichos
antigenos. Se inicia con la agregaciéon muestral al paciente y los anticuerpos, si estan
presentes, se unirdn al antigeno ya agregado al sustrato o soporte (Rios et al., 2012).
Luego se realiza un lavado para eliminar cualquier material que no esté unido al antigeno,
consecuentemente se afiade un anticuerpo ligado a un enzima denominado conjugado,
gue se une al anticuerpo en el caso de que se encuentre en las muestras de los animales.
Una vez concluido el segundo lavado y se elimine la totalidad de no uniones, se afiade
un sustrato incoloro, que se convertira en un producto detectable si el conjugado todavia

esta presente (Rios et al., 2012).
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El procedimiento del método de ELISA indirecto segun (Abyntek, 2019) se

describe a continuacion:

1. Lainmovilizacion del antigeno encima de la placa.
2. Incorporacion del anticuerpo primario, sin marcar union al antigeno.

3. Incorporacion de anticuerpo secundario con marcacion enzimatica de union al

anticuerpo primario.

4. Agregacion del sustrato cuya funcion es reaccionar frente a la enzima permitiendo

a cuantificar el anticuerpo.

Figura 3. Ficha Técnica de fase ELISA indirecto

Fuente: Obtenido de Sanchez (2010), (1) El antigeno se pega a la placa (2) Se afiade
el suero problema. (3) se aflade el conjugado. (4) se adiciona el sustrato.

5.3.6. Prevalencia
Caracteriza la cantidad de sujetos de una comunidad que padecen de alguna
patologia enmarcada en un tiempo especifico. La prevalencia depende del inicio y la

duracion de la enfermedad (Pita et al., 2004). Si la incidencia de una enfermedad es baja
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pero los individuos afectados lo tienen durante mucho tiempo, la fraccién de la
comunidad enferma se vincula en alto grado a la presencia de tal evento. Por el contrario,
si hay un alto grado de incidencia en un intervalo temporal corto, ya sea por recuperacion
0 muerte, es de baja prevalencia, si esta Ultima sufre alteraciones, es posible que sea
por alteraciones de la incidencia, la duracién patologica o ambas razones (Pita et al.,

2004).
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VI. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

6.1. AMBITO DE ESTUDIO
Para el presente estudio se realizd el muestreo de sangre de los vacunos de la

Granja K ayra, Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Agronomia y Zootecnia-
UNSAAC, ubicado en el distrito de San Jerénimo, provincia de Cusco, departamento de
Cusco. Latoma de muestras se realizé en el mes de febrero del 2022, consecuentemente
se efectud el andlisis serologico en el laboratorio de Sanidad Animal “M.V. Atilio Pacheco

Pacheco” de la Escuela Profesional de Zootecnia.

6.1.1. Ubicacion politica

e Region : Cusco
e Departamento : Cusco
e Provincia : Cusco
e Distrito : San Jerénimo

6.1.2. Ubicacion geogréfica

e Latitud Sur :13°337,39¢

e Longitud Oeste : 71°52'562,73¢

e Altitud :3220ms.n.m
e Superficie : 93.58 Km2

Fuente: (Robles, 2019).

6.1.3. Delimitacién Politica

e Por el Norte: con los distritos de San Salvador y Taray de la provincia de Calca

(Cerros Picol y Nafiuhuayco).
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6.1.4.

Por el Sur: Con el distrito de Yaurisque de la provincia de Paruro (cerro de
Occoruro).
Por el Este: Con el distrito de Saylla (Lircay y ex hacienda Angostura).

Por el Oeste: Con el distrito de San Sebastian.

Fuente: (Robles, 2019).

Datos climéaticos

Temperatura: El distrito de San Jerénimo posee una temperatura maxima
promedio de 22°C y una temperatura minima promedio de 4.4° C (SENAMHI,
2014).

Precipitacion: La precipitacion acumulada es de 698.2 mm, siendo los meses

mas lluviosos enero, febrero, octubre y diciembre (SENAMHI, 2014).

6.2. MATERIALES DE ESTUDIO

6.2.1.

Tipo de investigacion

El presente estudio corresponde a una investigacion basica de tipo descriptivo.

Segun el disefio es una investigacion no experimental y transversal.

6.2.2.

Poblacién

Vacunos mayores a seis meses de edad, de las razas Brown Swiss, Holstein e

hibridos de la granja K'ayra, de la Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de

Agronomia y Zootecnia-UNSAAC, distrito de San Jerénimo, region Cusco.
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6.2.3. Tamafo de muestra
Se trabajé con la totalidad de vacunos mayores a seis meses de edad de las
categorias (terneros, toretes, toros, terneras, vaquillonas, vaquillas y vacas) y sexos

(hembras y machos), el cual correspondio a un total de 103 vacunos.

6.2.4. Materiales Auxiliares

6.2.4.1. Equipos

Refrigeradora de -20°C (ELECTRIX EU21)

e Incubadora de 26° C (JITERBUG — 4, BOEKEL).

o Refrigeradora de 8°C (LG)

e Lector de microplacas de ELISA (Biotek EPOCH 2)

e Cabina de flujo laminar (Telstar Bio Il A).

e Vortex (GENIE 2)

e Centrifuga (Nuve 2000)

6.2.4.2. Instrumentos

e Micropipetas de 30 - 300 pl

e Micropipetas de 100 — 1000 pl

e Micropipetas de 10-100 pl

e Mochetas

e Cronémetro
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6.2.4.3.

Probeta de 100 a 1000 ml

Materiales

Casquete para las agujas vacutainer.

Tubos vacutainer con separador de suero de 5mL.

Agujas vacutainer de 21G x 1"

Alcohol de 70°

Torundas de algodén.

Gradillas

Puntas o tips desechables de 5 — 300 pl.

Puntas o tips desechables de 100-1000 pl

Cooler refrigerante

Baterias de hielo

Guantes desechables

Viales criogénicos de 2.0 mL

Pipetas Pasteur desechables.

Barbijo

Gorro
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6.2.4.4.

6.2.4.5.

Agua destilada

Parafilm.

Papel absorbente.

Reactivos de laboratorio

Placa tapizada por LSP de Brucella abortus.

Control negativo

Control positivo

Conjugado concentrado

Solucién tampon de dilucion n.°1

Solucién tampon de dilucién n.°2

Sustrato TMB n.°13

Solucién de frenado n.°3

Solucién de lavado concentrada (20x)

Materiales de Escritorio

Cuadernos de campo

Tablero

Fichas individuales para los animales

Marcador indeleble
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e Laptop

e Lapicero

6.3. METODOLOGIA

6.3.1. Toma de muestras

Las muestras de sangre, se tomaron de vacunos hembras y machos mayores a
seis meses de edad, de las razas Brown Swiss, Holstein e Hibridos, de la granja K ayra.
Dichas muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena caudal, para lo cual se
realizo la desinfeccion de la zona de muestreo con alcohol de 70°, seguidamente se
colect6 la muestra sanguinea en un tubo vacutainer de 5 mL (figura 5), el cual se rotulo
con los datos de cada vacuno. Dichas muestras fueron colocadas en un cooler
refrigerante en medio de las baterias de hielo, para conservar la muestra a 8°C durante

el traslado al laboratorio.

Figura 4. Toma de muestras de sangre de vacunos de la granja K'ayra
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6.3.2. Obtencion del suero.

La obtencién de suero sanguineo se realizd por centrifugacién a 1500 RPM por
10 minutos (Mufioz & Morente, 2009) (figura 6). Luego se aspird cuidadosamente la
fraccion superior de aspecto claro y transparente, de color amarillento (suero) con ayuda
de una pipeta Pasteur estéril sin tocar el gel de la interface (Mufioz & Morente, 2009).
Consecuentemente se colocé en crioviales de 2 ml y se conservé en la congeladora de
-20 °C, por un periodo de 5 dias, hasta el momento del analisis por el método ELISA

indirecta.

Figura 5. Centrifugacién de muestras de sangre

6.3.3. Metodologia de laboratorio.
Se utilizé el método de ELISA indirecta, para detectar anticuerpos contra Brucella

abortus.
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6.3.3.1. Meétodo de ELISA indirecta para detecciéon de anticuerpos contra

Brucella abortus.

6.3.3.1.1. Descripciony principios de laprueba (segun el kit de laboratorio IDEXX,
2022)

Las placas estan tapizadas con un lipopolisacéarido (LPS) de Brucella. Las
muestras a analizar se diluyen y se incuban en los pocillos. Cualquier anticuerpo
presente en la muestra especifico frente a Brucella forma un complejo LPS de antigeno-
anticuerpo en la superficie del pocillo. Tras el lavado, se incuba en los pocillos un
conjugado de un anticuerpo anti-rumiante unido a una enzima. El conjugado se une a los
complejos LPS de antigeno-anticuerpo. Después de otro lavado, se afiade a los pocillos
el substrato (TMB). En presencia de la enzima, el substrato se oxida generando una
coloracion azul, que vira amarilla luego de afiadir la solucion de frenado. La intensidad
del color es proporcional a la concentracion de anticuerpos especificos anti-Brucella
presentes en la muestra. El resultado se obtiene comparando la densidad 6ptica (DO) de

la muestra con la media del control positivo (IDEXX, 2022a).

6.3.3.1.2. Preparacion de las muestras y reactivos

a) Solucion de lavado

La solucion de lavado concentrada (20X) almacenada a 8°C, se diluyo en una
proporcion de 1:20 con agua destilada. Esta solucion conocida como "solucion de lavado”
se cubrio con papel parafilm y se llevé a una temperatura de 21°C en una incubadora,

antes de ser utilizada (IDEXX, 2022a).
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Figura 6. Preparacion de solucién de lavado y conjugado

b) Conjugado
El conjugado concentrado almacenado a 8°C, se diluyé en una proporcion de
1:100 con la solucién tampdn de dilucién n. °1. Este conjugado diluido se llevé a una

temperatura de 21°C en una incubadora antes de ser utilizada (IDEXX, 2022a).

c) Muestras
Se descongelo las muestras a una temperatura ambiental de 18°C y homogeniz6

en un vortex antes de realizar el ensayo (IDEXX, 2022a).
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Figura 7. Homogenizacion de muestras de suero

Después de homogenizar las muestras, se prepar6 la plantilla ELISA, en la cual

se asigno la posicion de las muestras en cada pocillo de la placa (ver tabla 02 y 03).

Tabla 2. Distribucion de las muestras de vacunos de K ayra, en la placa ELISA,
placal.

=
N
w
N
(6]

6 7 8 9 10

=
=
=
N

A CP M M M M M M M M M M M
B CP M M M M M M M M M M M
C CN M M M M M M M M M M M
D CN M M M M M M M M M M M
E M M M M M M M M M M M M
F M M M M M M M M M M M M
G M M M M M M M M M M M M
H M M M M M M M M M M M M

46



Tabla 3. Distribucion de las muestras de vacunos de K ayra, en la placa ELISA,

placa Il.

1
CP
CP
CN
CN

I O Mmoo w >
T SN

< <L

6.3.3.1.3. Procedimiento de la prueba, segun (IDEXX, 2022a).
1. Se anotd la posicion de las muestras en las placas tapizadas con antigeno.

2. Se dispens6 190 pl de solucién Tampon de Dilucién n. °2 en cada pocillo (figura
9).

Figura 8. Adicion de tampon de dilucién alos pocillos de la placa ELISA.

3. Se afiadio a los pocillos 10 pl de Control Negativo (CN) NO DILUIDO en las
posiciones C1 y D1, y 10 ul de Control Positivo (CP) NO DILUIDO en las

posiciones Al y B1, ambos por duplicado.
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4. Se dispensé 10 pl de muestra NO DILUIDA en el resto de los pocillos (figura 9) y
se procedi6 a sellar la placa con papel Parafilm para evitar la evaporacion de los

reactivos de los pocillos de la placa.

Figura 9. Adicién de muestras de suero a los pocillos de la placa ELISA

5. Se procedié a mezclar el contenido de los pocillos usando un agitador de placas.

6. Se cubrid la placa e incubd por 1 hora a 26°C (figura 10).

Figura 10. Primeraincubacion de la placa ELISA
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7. Se elimind el contenido liquido de cada pocillo y se lavé cada pocillo con 300 pl
de Solucién de Lavado, por 3 veces (figura 11). Después del lavado final se elimino
el fluido de lavado residual de cada placa golpeandola sobre papel toalla.

Figura 11. Primer lavado de los pocillos de la placa ELISA

8. Se dispensd 100 pl de Conjugado DILUIDO en cada pocillo (figura 12).

Figura 12. Adicién de conjugado a los pocillos de la placa ELISA.

9. Se incubo por 30 minutos a 26°C (figura 13).
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Figura 13. Segunda incubacién de la placa ELISA

10. Se repitio el paso 7 (figura 14).

Figura 14. Segundo lavado de los pocillos de la placa ELISA.
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11.Se afadio 100 ul de Substrato TMB n.°13 en cada pocillo (figura 15).

Figura 15. Adicion de sustrato TMB a los pocillos de la placa ELISA.

12.Se procedi6 con la segunda incubacion por 20 minutos a 26°C lejos de la luz
directa.
13. Se afiadio 100 ul de Solucién de Frenado n.°3 por pocillo (figura 16).

Figura 16. Adicion de solucion de frenado a los pocillos de la placa ELISA.
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14.Se realiz6 la medicion de los valores de densidad 6ptica (DO) de muestras y
controles con un lector de microplacas ELISA a 450 nm de longitud de onda (figura

17).

Figura 17. Lectura de las densidades Opticas de cada pocillo de la placa ELISA

6.3.3.1.4. Sensibilidad y especificidad de la prueba
El kit ELISA para la deteccion de anticuerpos de la Brucella abortus del laboratorio
IDEXX, posee una sensibilidad calculada de 95.8% y una especificidad de 99.8%

(IDEXX, 2022b).

6.3.3.1.5. Validacion de la prueba

La reaccion es considerada valida, si los controles positivos (CPx) presentan un
valor medio de densidad o6ptica (DO) >=0,350, a 450 nm de longitud de onda; y si el
cociente del valor medio de las DO de los controles positivos (CPX) y el valor medio de

las DO de los controles negativos (CNXx) es >=3,00 (IDEXX, 2022a).
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a) Calculos

e Media de los controles negativos

CN %=(CN1 + CN2)/2

Donde:

CNx: Densidad optica promedio de los controles negativos.
CNZ1: Densidad éptica del control negativo 1, posicion C1
CN2: Densidad 6ptica del control negativo 2, posicion D1

¢ Media de los controles positivos

CP % =(CP1 + CP2)/2

Donde:

CP x: Densidad éptica promedio de los controles positivos
CP1: Densidad o6ptica del control positivo 1, posicion A1
CP2: Densidad o6ptica del control positivo 2, posicion B1

6.3.3.1.6. Calculo de resultados

Muestra porcentual (M/P)

M/P (%) =(DOmuestra — CNX)/(CPx — CNX) * 100

Donde:
M/P (%): Muestra porcentual
CNx: Densidad optica promedio de los controles negativos.

CPx: Densidad optica promedio de los controles positivos
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DO muestra: Densidad 6ptica de cualquier muestra

6.3.3.1.7. Interpretacion de resultados

Segun (IDEXX, 2022a) para sueros individuales:

e Muestras con porcentaje M/P % <= 110, se consideran como negativos.

e Muestras con porcentaje M/P % >110y < 120, se consideran dudosos.

e Muestras con porcentaje M/P % >120, se consideran positivos

6.3.4. Determinacion de la prevalencia

Para determinar la prevalencia de anticuerpos contra Brucella abortus, se utilizd

la siguiente formula (Pita, et al, 2004 ):

P=—x100

Donde:
P = Prevalencia de la enfermedad.
C = NUmero casos existentes.

N= Total de animales evaluados.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. SEROPREVALENCIA DE LA Brucella abortus EN LOS VACUNOS DE LA

GRANJA K'AYRA, POR CATEGORIAS.

7.1.1. Determinacion cualitativa de los anticuerpos contra Brucella abortus en
vacunos.

En las muestras evaluadas no se encontré6 sueros positivos, por lo que a la
observacion no hubo presencia de coloracion amarilla en los pocillos de la placa ELISA
después de agregar el sustrato cromégeno TMB. En las figuras 18 y 19 se observa la
coloracion amarilla en los pocillos correspondientes a los controles positivos mas no en

los sueros objeto de estudio.

Figura 18. Placa ELISA con resultados cualitativos para anticuerpos contra

Brucella abortus, placa l.
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Figura 19. Placa ELISA con resultados cualitativos para anticuerpos contra

Brucella abortus, placa ll.

7.1.2. Determinacion cuantitativa de los anticuerpos contra Brucella abortus en
vacunos.

Para determinar de forma cuantitativa la presencia de los anticuerpos contra

Brucella abortus en vacunos de la granja K ayra, primero se realizé la lectura de los

valores de densidades Opticas con un lector de microplacas ELISA a 450 nm de longitud

de onda, las que se muestran en las tablas 04 y 05.
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Tabla 4. Densidades Opticas de las muestras, obtenidas con el lector de

microplacas para la deteccidon de anticuerpos contra Brucella abortus, placa I.

1

2

3

4

5

6

7 8

9

10

11

12

1,764
1,814
0,058
0,052
0,104
0,124
0,114
0,07

I &G mmoO o >

0,124
0,079
0,146
0,06
0,06
0,104
0,115
0,078

0,056
0,076
0,095
0,062
0,086
0,075
0,054
0,057

0,067
0,055
0,087
0,051
0,066
0,064
0,085
0,065

0,066
0,074
0,073
0,059
0,07
0,092
0,066
0,081

0,061
0,053
0,119
0,056
0,08
0,07
0,127
0,084

0,062 0,061
0,154 0,154
0,051 0,054
0,085 0,078
0,086 0,068
0,117 0,109
0,126 0,058
0,115 0,124

0,074
0,164
0,062
0,13
0,065
0,077
0,06
0,134

0,06
0,054
0,063
0,062
0,067
0,083
0,068
0,101

0,148
0,08
0,066
0,06
0,183
0,104
0,098
0,071

0,087
0,069
0,154
0,082
0,064
0,196
0,068
0,061

Tabla 5. Densidades Opticas de las muestras, obtenidas con el lector de

microplacas para la deteccidon de anticuerpos contra Brucella abortus, placa ll.

1 2

A 1,723 0,054
B 1,726 0,082
C 0,044 0,061
D 0,046 0,144
E 0,077 0,055
F 0,151 0,063
G 0,083 0,07
H 0,068

En las tablas 04 y 05, se muestran los titulos de anticuerpos de las muestras

analizadas, los que se encuentran por debajo de los valores de densidades Opticas de

los controles positivos (posicion Al y A2), lo cual nos indica que no hubo presencia de

anticuerpos contra la Brucella abortus en los sueros evaluados.
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A partir de los valores de densidades Opticas de las muestras evaluadas se

determiné el % M/P, cuyos valores se muestran en las tablas 06 y 07.

Tabla 6. Porcentaje M/P para determinar la presencia de anticuerpos contra

Brucella abortus en vacunos de la granja K ayra, placa .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 98558 3979 0,058 0,692 0,634 0,346 0,404 0,346 1,096 0,288 5,363 1,845
B 101,442 1,384 1,211 0,000 1,096 0,115- 5,709 5,709 6,286 0,0SE; 1,442 0,807
C 0,173 5,248 2,307 1,845 1,038 3,691 0,23i 0,058- 0,404 0,461 0,634 5,709
7 -0,173 0,288 0,404 0,232[ 0,231 0,058 1,730 1,326 4,325 0,404 0,288 1,557
E 2,826 0,288 1,788 0,634 0,865 1,442 1,788 0,750 0,577 0,692 7,382 0,519
F 3979 2826 1,153 0,519 2,134 0,865 3,576 3,114 1,269 1,615 2,826 8,131
G 3,403 3,460 0,058- 1,730 0,634 4,152 4,095 0,173 0,288 0,750 2,480 0,750
H 0,865 1,326 0,115 0,577 1,499 1672 3,460 3,979 4556 2,653 0,923 0,346

Tabla 7. Porcentaje M/P para determinar la presencia de anticuerpos contra

Brucella abortus en vacunos de la granja K" ayra, placa ll.

1 2

A 99,911 0,536
B 100,089 2,203
C -0,060 0,953
D 0,060 5,895
E 1,905 0,595
F 6,311 1,072
G 2,263 1,489
H 1,369

En las tablas 06 y 07, se observa los resultados obtenidos al hacer el calculo del

% M/P a partir de las densidades 6pticas de cada muestra, el cual nos indica la presencia
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0 ausencia de anticuerpos contra Brucella abortus. En la presente evaluacion no se

encontrd ninguna muestra positiva, ya que los % M/P fueron menores a 110. Asimismo,

ninguna de las muestras tuvo valores similares a los controles positivos.

Tabla 8. Seroprevalencia de Brucella abortus en vacunos de la granja K ayra, por

categoria.

Categoria N° muestras Positivos Seroprevalencia%
Brucella
abortus
Terneros 3 0 0.00 + 0.00 %
Toretes 3 0 0.00 + 0.00 %
Toros 3 0 0.00 + 0.00 %
Terneras 12 0 0.00 = 0.00 %
Vaquillas 8 0 0.00 + 0.00 %
Vaquillonas 11 0 0.00 = 0.00 %
Vacas 63 0 0.00 + 0.00 %
Total 103 0 0.00 £ 0.00 %

En las categorias terneros, toretes, toros, terneras, vaquillas, vaquillonas y

vacas, no se encontré ningln vacuno seroreactor positivo a Brucella abortus, lo cual nos

indica que no existe la enfermedad de la brucelosis en los vacunos de la granja K ayra.
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7.2. SEROPREVALENCIA DE LA Brucella abortus EN VACUNOS DE LA GRANJA
K’AYRA, POR SEXOS.

7.2.1. Seroprevalencia de la Brucella abortus en vacunos de la granja K ayra, por
Sexo.

Tabla 9. Prevalencia de Brucella abortus en vacunos de la granja K ayra, por

Sexo.

Sexo N° muestras Positivos Seroprevalencia
Brucella (%)
abortus

Hembras 94 0 0.00 £ 0.00 %

Machos 9 0 0.00 £ 0.00 %

Total 103 0 0.00 = 0.00 %

En la tabla 8, se puede observar que, tanto en vacunos hembras como en machos
mayores a 6 meses de edad no se encontré vacunos positivos a anticuerpos contra

Brucella abortus.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, de 103 vacunos
evaluados, no se encontrd ningln vacuno positivo, por lo tanto, la prevalencia de Brucella
abortus en los vacunos de la granja K’ayra, por categoria y sexo, fue 0.00%. No se realizé
otra prueba confirmatoria, ya que la prueba ELISA es una prueba robusta con una
especificidad menor y una sensibilidad superior a la prueba de Fijacion de complemento

(CFT), por lo que se generan pocos falsos negativos (OIE, 2022).

Nuestros resultados son iguales a los reportes realizados en Peru por Vergara,

(2022) en la provincia de Huari, region Ancash; Salazar, (2019) en la provincia de Lima;
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Maluscan, (2019) en la provincia de Rioja, departamento de San Martin; y Reyes et al.,
(2017) en la provincia de Oxapampa, regién Pasco; los cuatro autores realizaron la
evaluacion por el método de Rosa de Bengala y encontraron una prevalencia de 0.00%.
Los reportes realizados por Bardales, (2017) en la cuenca de Maluscan y Chonta, region
Cajamarca; y Zavala et al., (2011) en el distrito de Pozuzo, region Huanuco, mediante la
prueba de campo de Rosa de Bengala y Fijacibn de complemento, como prueba
confirmatoria definitiva; evidencian prevalencias de 0.13 % y 0.02% respectivamente.
Asimismo, Meza, (2010) en la provincia de Puerto Inca, departamento de Huanuco, por
la prueba de Rosa de Bengala encontré una prevalencia de 0.031%. Sus resultados
difieren al presente estudio, esto se podria deber al método Rosa de Bengala utilizado
por dichos autores, que posee menor especificidad comparado al método ELISA, y por

lo tanto, genera mayor numero de falsos positivos.

Nuestros resultados difieren con lo reportado por Herrera, (2019), en los distritos
de Ancahuasi, Huarocondo, Cachimayo, Zurite y Anta de la provincia de Anta, Regién
Cusco, quien encontré por el método de ELISA indirecta una incidencia de 17,86%. Esta
diferencia probablemente se deba a que esta zona posee un alto potencial ganadero,
razon por la cual el mejoramiento genético ha sido constante y mediante la introduccién
de vacunos de diversas procedencias, lo cual ha limitado que se realice un control
riguroso que evite el ingreso y la diseminacién de la enfermedad en los rebafios; también

podria estar relacionado al mayor tamafio de muestra con el cual trabajo dicho autor.

Otros estudios llevados a cabo a nivel de los paises vecinos reportan prevalencias
superiores a lo encontrado en el presente estudio, tal es el caso de Apaza, (2019) en el

departamento de Beni-Bolivia, por la prueba de Rosa de Bengala; Mota et al., (2018) en
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Caqueta-Bolivia, por ELISA competitivo; Escobar et al., (2017) en Santo Domingo de
Tsachilas-Ecuador, por la prueba de ELISA indirecta; y Sanches et al., (2012) en el
estado de Hidalgo-México, por el método de ELISA, encontraron prevalencias de 0.53%,
5.81%, 3.34% y 21.2% respectivamente. Sus resultados nos muestran que la
enfermedad persiste en los paises vecinos, lo cual se debe considerar para los
programas de mejoramiento genético que utilizan semen importado procedente de estos
paises. Por otro lado, Pacheco & Mosquera, (2015) en el estado de Lara-Venezuela,
determinaron que el 16% de muestras amplificaron por PCR. Asimismo, Mosquera et al.,
(2008) en Cordova-Colombia determinaron que el 94,1% de muestras de sangre
positivas por prueba del anillo (PAL) y el 47% de las muestras de leche positivas por PAL
fueron positivas por PCR. Cevallos et al., (2008) determinaron que, el 17,60% de los
vacunos negativos por la prueba de Rosa de Bengala (RB) y el 13,33% de vacunos
positivos por RB fueron positivos por PCR. Estos autores utilizaron la técnica de PCR
como prueba confirmatoria, mostrandonos que las pruebas de campo nos pueden dar
falsos negativos y que es necesario realizar la confirmacion con pruebas muy especificas
en hatos donde se encuentre seropositivos.

Los resultados encontrados podrian ser un indicador de que se esta realizando un
adecuado control de la enfermedad en nuestro pais, particularmente en la granja K'ayra,
esto también se puede atribuir a que en dicha granja se aplica la reproduccién por medio
de la inseminacion artificial con pajillas de origen conocido y no se compran vacunos

para pie de cria de otros hatos.
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8.1.

8.2.

VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

No existe anticuerpos contra Brucella abortus en los vacunos de la granja K"ayra,
por categoria.

No existe anticuerpos contra Brucella abortus en los vacunos de la granja K ayra,

por sexo.

RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de campo como Rosa de Bengala, como prueba tamiz al inicio
de la campafia. En caso de encontrar reactores positivos confirmar con las
pruebas de ELISA, Fijacion de complemento o PCR, con la finalidad de contribuir
con la vigilancia epidemiolégica de la brucelosis bovina e identificar casos
asintomaticos o la posibilidad de algun brote.

Realizar pruebas seroldgicas o moleculares para la detecciobn de otras
enfermedades que estén asociadas al aborto en vacunos de la granja K'ayra, con
la finalidad de identificar la enfermedad que estd ocasionando este tipo de
problemas reproductivos.

Implementar un plan de bioseguridad y prevencion de enfermedades en la granja

K ayra.
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Anexo 1. Célculos para determinar la prevalencia Brucella abortus en vacunos de
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Anexo 2. Reactivos del Kit IDEXX utilizados en la técnica de ELISA indirecta.

Anexo 3. Organizacion de materiales consumibles para la prueba de ELISA

indirecta.
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Anexo 4. Organizacion de las muestras de suero antes de realizar la prueba

ELISA, de acuerdo a la plantilla.
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Anexo 5. Registro de datos y resultados de vacunos machos evaluados por ELISA, para deteccidon de

anticuerpos contra Brucella abortus.

Resultados para anticuerpos

N° | N.° Arete N';i?rz?ei(tao Edad Sexo Raza Categoria contra Brucella abortus
DO %MP | Diagnéstico
1 |1830 31/05/2021 |8 meses Macho Hibrido Ternero 0,196 8,131 |NEGATIVO
2 |1841 05/06/2021 |7 meses Macho Hibrido Ternero 0,151 6,311 |NEGATIVO
3 |1845 25/06/2021 |7 meses Macho Holstein Ternero 0,082 2,203 | NEGATIVO
4 |1820 17/04/2021 |8 meses Macho Hibrido Torete 0,081 1,499 | NEGATIVO
5 |1816 13/03/2021 |9 meses Macho Hibrido Torete 0,061 0,346 | NEGATIVO
6 |1818 28/03/2021 |9 meses Macho Hibrido Torete 0,053 -0,115 | NEGATIVO
7 |1501 05/06/2018 |3 afios y 6 meses Macho | Brown Swiss Toro 0,066 0,634 |NEGATIVO
8 1728 18/11/2018 3 afios y 1 mes Macho Holstein Toro 0,07 0,865 |NEGATIVO
9 1750 29/05/2019 2 afios y 7meses Macho Holstein Toro 0,077 1,905 |NEGATIVO
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Anexo 6. Registro de datos y resultados de vacunos hembras evaluados por ELISA, para deteccion de

anticuerpos contra Brucella abortus.

Nimero Resultados para anticuerpos
N.° Fecha de Estado total de contra Brucella abortus

N° Arete | Nacimiento Edad Sexo Raza Categoria | Productivo | partos DO %MP | Diagnhéstico
1 1826 | 01/05/2021 |8 meses Hembra| Holstein Ternera - - 0,064 | 0,519 | NEGATIVO
2 1831 | 18/06/2021 |7 meses Hembra| Hibrido Ternera - - 0,068 | 0,750 | NEGATIVO
3 1835 | 04/07/2021 |6 meses Hembra Hibrido Ternera - - 0,061 | 0,346 | NEGATIVO
4 1838 | 19/07/2021 |6 meses Hembra| Holstein Ternera - - 0,054 | 0,058 | NEGATIVO
5 1842 | 07/06/2021 |7 meses Hembra| Hibrido Ternera - - 0,083 | 2263 | NEGATIVO
6 1843 | 18/06/2021 |7 meses Hembra| Hibrido Ternera - - 0,068 | 1,369 | NEGATIVO
7 1844 20/06/2021 |7 meses Hembra Holstein Ternera - - 0,054 0,536 | NEGATIVO
9 1846 | 13/07/2021 |6 meses Hembra| Holstein Ternera - - 0,061 | 0,953 | NEGATIVO
10 1847 17/07/2021 |6 meses Hembra Hibrido Ternera - - 0,144 5,895 | NEGATIVO
11 1848 05/08/2021 |6 meses Hembra Hibrido Ternera - - 0,055 0,595 | NEGATIVO
12 | 1849 | 09/08/2021 |6 meses Hembra| Hibrido Ternera - - 0,063 | 1,072 | NEGATIVO
13 | 1607 | 02/02/2021 |11 meses Hembra | Brown Swiss | Vaquilla - - 0,069 | 0,807 | NEGATIVO
14 1608 | 11/03/2021 |10 meses Hembra | Brown Swiss | Vaquilla - - 0,087 | 1845 | NEGATIVO
15 | 1783 | 18/08/2020 |1 afioy 4 meses |Hembra| Hibrido Vagquilla - - 0,08 | 1442 | NEGATIVO
16 | 1794 | 03/12/2020 |1afioylmeses |Hembra| Hibrido Vaquilla - - 0,066 | 0,634 | NEGATIVO
17 1796 | 08/12/2020 |1 un afioy 15 dias |Hembra| Holstein Vaquilla - - 0,071 | 0,923 | NEGATIVO
18 | 1798 | 10/12/2020 |1afioy 1 meses |Hembra| Holstein Vaquilla - - 0,06 | 0,288 | NEGATIVO
19 | 1813 | 02/03/2021 |10 meses Hembra| Holstein Vaquilla - - 0,154 | 5709 | NEGATIVO
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Resultados para anticuerpos

Ndmero
N.° Fecha de Estado total de contra Brucella abortus
N° | Arete | Nacimiento Edad Sexo Raza Categoria | Productivo | partos DO | %MP | Diagnéstico
20 | 1814 | 04/03/2021 |10 meses Hembra Holstein Vagquilla - - 0,082 | 1557 | NEGATIVO
21 | 1733 | 28/02/2019 |2 afiosy 10 meses | Hembra Holstein | Vaquillona | Prefada - 0,06 | 0,288 | NEGATIVO
22 | 1735 | 03/03/2019 |2 afiosy 9 meses | Hembra Holstein | Vaquillona | Prefiada - 0,134 | 4556 | NEGATIVO
23 | 1739 | 12/03/2019 |2 afiosy 9 meses | Hembra Hibrido Vaquillona | Prefiada - 0,06 | 0,288 | NEGATIVO
24 | 1742 | 22/03/2019 |2 afiosy 9 meses | Hembra | Holstein | Vaquillona | Prefada - 0,054 |-0,058| NEGATIVO
25 | 1745 | 30/03/2019 |2 afiosy 9 meses | Hembra |Brown Swiss | Vaquillona | Prefiada - 0,063 | 0,461 | NEGATIVO
26 | 1757 | 18/11/2019 |2 afiosy 2 meses | Hembra Holstein | Vaquillona | Prefiada - 0,062 | 0,404 | NEGATIVO
27 | 1760 | 22/11/2019 |2 afiosy 2 meses | Hembra Holstein | Vaquillona | Prefada - 0,067 | 0,692 | NEGATIVO
28 | 1762 | 29/11/2019 |2 afiosy 1 meses | Hembra Hibrido | Vaquillona | Prefiada - 0,083 | 1,615 | NEGATIVO
29 | 1763 | 29/11/2019 |2 afiosy 1 meses | Hembra Hibrido Vagquillona | Prefiada - 0,068 | 0,750 | NEGATIVO
30 | 1776 | 10/06/2020 |1 afio y 7 meses Hembra Holstein | Vaquillona | Prefiada - 0,101 | 2653 | NEGATIVO
31 | 1781 | 02/08/2020 |1 afioy 5 meses Hembra Holstein Vaquillona | Prefada - 0,148 | 5363 | NEGATIVO
32 | 1512 | 06/08/2012 |9 afiosy 4 meses | Hembra Holstein Vaca Produccion 4 0,076 | 1,211 | NEGATIVO
33 | 1535 | 13/06/2013 |8 afiosy 6 meses | Hembra Hibrido Vaca Produccién 2 0,104 | 2826 | NEGATIVO
34 | 1547 | 12/12/2013 |8 afios Hembra Hibrido Vaca Produccién 1 0,095 | 2,307 | NEGATIVO
35 | 1558 | 16/04/2014 |7 afiosy 9 meses Hembra Holstein Vaca Produccion 2 0,124 | 3979 | NEGATIVO
36 | 1561 | 02/05/2014 |7 afiosy 7 meses | Hembra Holstein Vaca Produccién 4 0,059 | 0,231 | NEGATIVO
37 | 1569 | 21/08/2014 |7 afios 4 meses Hembra Holstein Vaca Produccién 1 0,114 | 3403 | NEGATIVO
38 | 1572 | 19/09/2014 |7 afiosy 2 meses Hembra Holstein Vaca Produccion 4 0,07 | 0,865 | NEGATIVO
39 | 1573 | 19/09/2014 |7 afios Hembra Holstein Vaca Produccion 3 0,124 | 3979 | NEGATIVO
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Resultados para
anticuerpos contra Brucella

Numero
N.© Fecha de Estado total de abortus
N° Arete | Nacimiento Edad Sexo Raza Categoria | Productivo | partos DO %MP | Diagnostico
40 1576 | 22/10/2014 |7 afiosy 2 meses | Hembra | Holstein Vaca | Produccion 3 0,062 | 0,404 | NEGATIVO
41 1583 | 05/12/2014 |7 afios Hembra Hibrido Vaca | Produccion 1 0,079 | 1,384 | NEGATIVO
42 1584 | 08/12/2014 |7afios Hembra Hibrido Vaca | Produccién 4 0,086 | 1,788 | NEGATIVO
43 1597 22/03/2015 |6 afiosy 9 meses Hembra Holstein Vaca Produccion 3 0,075 | 1,153 | NEGATIVO
44 1606 | 04/09/2015 |6 afios y 3 meses Hembra Holstein Vaca Produccion 2 0,054 |.0,058 | NEGATIVO
45 1610 | 07/09/2015 |6 afiosy 3 meses | Hembra Hibrido Vaca | Produccion 3 0,057 | 0,115 | NEGATIVO
46 1625 | 07/02/2016 |5 afosy 11 meses| Hembra Hibrido Vaca | Produccion 1 0,146 | 5248 | NEGATIVO
47 | 1629 | 11/03/2016 |5 afiosy9 meses | Hembra | Hibrido Vaca | Produccién 1 0,06 | 0,288 | NEGATIVO
48 1630 | 21/03/2016 |5 afiosy9meses | Hembra Hibrido Vaca | Produccion 2 0,067 | 0,692 | NEGATIVO
49 1634 | 26/04/2016 |5afiosy 8 meses | Hembra | Holstein Vaca | Produccion 1 0,065 | 0,577 | NEGATIVO
50 1637 | 20/06/2016 |5 afiosy 6 meses | Hembra Hibrido Vaca | Produccion 1 0,06 | 0,288 | NEGATIVO
51 1638 | 21/06/2016 |5 afiosy 6 meses | Hembra | Holstein Vaca | Produccion 2 0,092 | 2134 | NEGATIVO
52 1644 | 20/10/2016 |5afiosy2 meses | Hembra | Holstein Vaca | Produccién 1 0,104 | 2,826 | NEGATIVO
53 1647 | 14/11/2016 |5 afosy 1 mes Hembra | Holstein Vaca | Produccion 1 0,066 | 0,634 | NEGATIVO
54 | 1654 | 15/12/2016 |5 afios Hembra | Holstein Vaca | Produccién 2 0,087 | 1,845 | NEGATIVO
55 1659 | 23/02/2017 |4 afiosy 10 meses| Hembra | Holstein Vaca | Produccion 2 0,051 |.0,231 | NEGATIVO
56 1660 | 07/03/2017 |4 afiosy 9 meses | Hembra Hibrido Vaca | Produccion 1 0,115 | 3,460 | NEGATIVO
57 1668 | 09/04/2017 |4 afiosy 8 meses | Hembra Hibrido Vaca | Produccion 1 0,078 | 1,326 | NEGATIVO
58 1682 | 06/09/2017 |4 afiosy 3 meses | Hembra | Holstein Vaca | Produccion 2 0,066 | 0,634 | NEGATIVO
59 1698 | 16/05/2018 |3 afios 7 meses Hembra Hibrido Vaca | Produccion 1 0,074 | 1,096 | NEGATIVO
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Resultados para

anticuerpos contra Brucella

Numero
N.° | Fechade Estado | total de abortus
N° | Arete | Nacimiento Edad Sexo Raza Categoria | Productivo | partos DO %MP | Diaghostico
60 | 1711 | 05/06/2018 |3 afiosy 6 meses | Hembra Holstein Vaca Produccién 1 0,056 | 0,058 | NEGATIVO
61 | 1714 | 12/06/2018 |3 afiosy 6 meses | Hembra Holstein Vaca Produccion 1 0,064 | 0,519 | NEGATIVO
62 | 1715 | 19/09/2018 |3 afiosy 3 meses | Hembra Holstein Vaca Produccion 1 0,085 | 1,730 | NEGATIVO
63 | 1748 | 11/05/2019 |2 afios y 1 mes Hembra Hibrido Vaca Produccion 1 0,073 | 1,038 | NEGATIVO
64 1502 | 07/04/2012 |9 afios y 8 meses Hembra Holstein Vaca En seca 3 0,119 | 3,691 | NEGATIVO
65 | 1524 | 27/12/2013 |8 afios Hembra Holstein Vaca En seca 4 0,056 | 0,058 | NEGATIVO
66 | 1563 | 01/06/2014 |7 afiosy 6 meses | Hembra Holstein Vaca En seca 3 0,08 | 1442 | NEGATIVO
67 | 1584 | 31/01/2015 |7 afios Hembra |Brown Swiss| Vaca En seca 2 0,07 | 0,865 | NEGATIVO
68 | 1590 | 09/02/2015 |6 afiosy 11 meses| Hembra |Brown Swiss| Vaca En seca 2 0,127 | 4152 | NEGATIVO
69 | 1592 | 12/02/2015 |6 afiosy 11 meses| Hembra Hibrido Vaca En seca 2 0,084 | 1672 | NEGATIVO
70 | 1593 | 21/12/2017 |4 afios Hembra |Brown Swiss| Vaca En seca 1 0,062 | 0,404 | NEGATIVO
71 | 1594 | 18/03/2015 |6 afios y 10meses | Hembra Holstein Vaca En seca 3 0,183 | 7,382 | NEGATIVO
72 | 1595 | 21/03/2015 |6 afiosy 9 meses | Hembra Holstein Vaca En seca 4 0,154 | 5709 | NEGATIVO
73 | 1605 | 02/09/2015 |6 afiosy 3 meses | Hembra Hibrido Vaca En seca 1 0,051 |.0,231 | NEGATIVO
74 | 1608 | 07/09/2015 |6 afiosy 4 meses | Hembra |Brown Swiss| Vaca En seca 1 0,085 | 1,730 | NEGATIVO
75 | 1609 | 07/09/2015 |6 afiosy 4 meses | Hembra Holstein Vaca En seca 3 0,104 | 2,826 | NEGATIVO
76 | 1615 | 21/11/2015 |6 afios y 1 mes Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,086 | 1,788 | NEGATIVO
77 | 1631 | 30/03/2016 |5 afiosy 9 meses | Hembra Holstein Vaca En seca 2 0,117 | 3,576 | NEGATIVO
78 | 1645 | 22/10/2016 |5 afiosy 2 meses | Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,126 | 4,095 | NEGATIVO
79 | 1651 | 02/12/2016 |5 afiosy 1 mes Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,115 | 3,460 | NEGATIVO
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Resultados para
anticuerpos contra Brucella

Numero
N.° Fecha de Estado |total de abortus
N° Arete | Nacimiento Edad Sexo Raza Categoria | Productivo | partos | DO %MP | Diagnéstico
80 | 1657 | 17/02/2017 |4 afiosy 10 meses| Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,061 | 0,346 | NEGATIVO
81 | 1659 | 23/02/2017 |4 afiosy 10 meses| Hembra Holstein Vaca En seca 2 0,154 | 5709 | NEGATIVO
82 | 1683 | 14/10/2017 |4 afiosy 2 meses | Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,055 | 0,000 | NEGATIVO
83 | 1691 | 30/04/2018 |3 afiosy 8 meses Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,078 | 1,326 | NEGATIVO
84 | 1697 | 15/05/2018 |3 afiosy 7 meses Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,068 | 0,750 | NEGATIVO
85 | 1699 | 18/05/2018 |3 afiosy 7 meses Hembra Hibrido Vaca En seca 1 0,109 | 3,114 | NEGATIVO
86 | 1702 | 22/05/2018 |3 afiosy 7 meses Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,058 | 0,173 | NEGATIVO
87 | 1704 | 23/05/2018 |3 afiosy 7 meses Hembra Hibrido Vaca En seca 1 0,124 | 3979 | NEGATIVO
88 | 1712 | 11/06/2018 |3 afiosy 7 meses Hembra Hibrido Vaca En seca 1 0,074 | 1,096 | NEGATIVO
89 | 1717 | 15/10/2018 |3 afiosy 3 meses Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,164 | 6,286 | NEGATIVO
90 | 1723 | 02/11/2018 |3 afiosy 2 meses Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,062 | 0,404 | NEGATIVO
91 1724 | 02/11/2018 |3 afios y 2 meses Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,13 | 4,325 | NEGATIVO
92 | 1731 | 27/12/2018 |3 afios Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,065 | 0,577 | NEGATIVO
93 | 1732 | 23/02/2019 |2 afiosy 10 meses| Hembra Holstein Vaca En seca 1 0,077 | 1,269 | NEGATIVO
94 | 1743 | 23/03/2019 |3 afios Hembra Hibrido Vaca En seca 1 0,098 | 2480 | NEGATIVO
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