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l. RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad causada por bacterias cocobacilos Gram
negativos del genero Brucella de caracter zoonotica que causa abortos, infertilidad,
metritis, mortalidad neonatal entre otras complicaciones, afectando especialmente
a mamiferos incluyendo al hombre. El objetivo del presente trabajo fue generar
informacion georeferenciada de fincas seropositivas a Brucelosis bovina en la
provincia del Azuay mediante la utilizacion de la prueba de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecta en muestras de leche cruda
obtenidas de 153 predios que abastecen a la empresa Parmalat para la creacion de
mapas epidemioldgicos y de las rutas de recoleccion, posteriormente se evalué la
relacion entre la seropositividad con respecto a los factores de riesgo: procedencia
de los animales de reemplazo, sistema de reproduccion y procedencia del agua de
consumo de los animales. Los resultados obtenidos mostraron que existe una
frecuencia relativa de 7.8% de positivos (12 fincas). En el analisis de relacion entre
los elementos (p>0,05) se encontré que el Unico factor de riesgo que tiene relacion
significativa es la procedencia de los animales de reemplazo, concluyendo que el
empleo de la prueba ELISA indirecto en leche conjuntamente con programas de
georeferenciacibn nos permite obtener diagnosticos eficaces, rapidos, a bajos

costos y con gran utilidad epidemiolégica.

Palabras claves: Brucelosis. Leche. Georeferenciacion. ELISA-i
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. ABSTRACT

Brucellosis is a disease caused by Gram negative coccobacilli bacteria of the genus
Brucella of a zoonotic nature that causes abortions, infertility, metritis, neonatal
mortality among other complications, especially affecting mammals including man.
The objective of this work was to generate georeferenced information on farms
seropositive to bovine brucellosis in the province of Azuay by using the indirect
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in raw milk samples obtained from
153 farms that supply the Parmalat company for the creation of epidemiological
maps and collection routes, subsequently the relationship between seropositivity
with respect to risk factors was evaluated: origin of the replacement animals,
reproduction system and origin of the drinking water of the animals . The results
obtained showed that there is a relative frequency of 7.8% of positives (12 farms).
In the analysis of the relationship between the elements (p> 0.05) it was found that
the only risk factor that has a significant relationship is the origin of the replacement
animals, concluding that the use of the indirect ELISA test in milk in conjunction with
programs georeferencing allows us to obtain efficient, rapid diagnoses at low costs

and with great epidemiological utility.

Keywords: Brucellosis. Milk. Georeferencing. ELISA-i
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1. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad zoonotica que ocasiona grandes pérdidas
econOmicas, disminuyendo la produccién y dificultando la libre comercializacion de
animales y sus productos (Soria y col., 2013). Esta enfermedad es causante
principalmente de abortos, nacimientos débiles o muertos, retencién de placenta,
orquitis, epididimitis y artritis. Después del primer aborto las gestaciones pueden ser
normales, sin embargo las vacas pueden eliminar la bacteria en la leche y en las
descargas uterinas (Roman y col., 2014). Si bien la prevalencia de la brucelosis
bovina esta asociada a las condiciones de cada localidad, region o pais, con planes
sanitarios deficientes y sistemas de manejo tradicionales, ésta afecta directa o
indirectamente a la salud humana (lbarra y Salgado., 2016).

A pesar de que en el 2009 AGROCALIDAD implement6 el Programa nacional de
control de brucelosis bovina, no se ha alcanzado avance significativos en el control
de esta enfermedad, esto se puede atribuir a multiples factores socioeconémicos y
de caracter cultural tales como el desconocimiento de la enfermedad, los métodos
de diagnéstico son muy invasivos o tediosos y por el alto costo que representa
realizar el andlisis a un gran numero de animales (AGROCALIDAD., 2013).

A estos factores se les suman el numero reducido de pruebas con las que cuentan,
gue si bien estas presentan una alta confiabilidad y especificidad, la utilizacion en
masa de las mismas representa un alto costo y trabajo (Vizcarra, Lasso, y Tapia.,
2015). Debido a esto se ve observado la necesidad de desarrollar nuevas técnicas
que permitan al ganadero y al profesional obtener resultados confiables y eficaces
(Rivera y col., 2003).

Ya que las pérdidas econdémicas que causa esta enfermedad son de gran
importancia, asi como (Mainato., 2017) determiné que existe una pérdida de $ 6,14
al afio por animal, $ 11.26 al afio por vaca y vacona mayor a 18 meses, y por cada
hembra infectada $ 264.90 al afio considerando una seroprevalencia de 4.25% en
la provincia del Cafar que representaria a $ 861,548 al afio.

Edison Alfonso Mainato Aguayza 15
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Es por ello que el desarrollo de estas técnicas permitiran obtener resultados mas
efectivos en el menor tiempo posible, que si bien favorecera al avance en estos
programas también permiten la inclusion, asociacion he innovacion con otras areas
de investigacion estadistica y epidemiolégica, que si bien las mismas
tradicionalmente solian analizar datos socioeconémicos, ambientales y de salud no
consideraban el espacio geogréfico en donde ocurrian los eventos (Oyarzo y col.,
2002).

Por ello el analisis espacial nos permite explicar las variaciones geograficas de la
presentacion de la enfermedad; para evaluar la relacién entre la misma y posibles
factores de riesgo. Y asi fortalecer la capacidad de cuantificar, describir, analizar,
gestionar y monitorear la enfermedad de acuerdo a las distintas zonas estudiadas
(Alves y col., 2010).

Edison Alfonso Mainato Aguayza 16
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Generar informacion georeferenciada de predios seropositivos a brucelosis bovina

en la provincia del Azuay mediante Elisa Indirecto en leche.

2.2. Objetivo especificos

* Estimar la seropositividad de Brucelosis Bovina en ganaderias con relacion a la
procedencia de los animales de reemplazo, sistema de reproduccion y fuentes del

agua de consumo de los animales.

* Identificar geograficamente los predios analizados y la variacion entre los factores
de riesgo: procedencia de los animales de reemplazo, sistema de reproduccion y

fuente del agua de consumo de los animales con relacion a la Brucelosis bovina.

2.3. Hipoétesis

Ha: El uso de la prueba de ELISA-i en muestras de leche permite analizar la

frecuencia de brucelosis bovina en la provincia del Azuay.

Edison Alfonso Mainato Aguayza 17
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Brucelosis

La brucelosis bovina es una enfermedad infecciosa que afecta a los animales y al
hombre ocasionada por cocobacilos Gram negativos del género Brucella (Adamu y
col., 2016). Afecta a bovinos de todas las edades pero con mayor prevalencia a los
animales sexualmente maduros que ademas puede afectar a otras especies como
porcinos, ovinos, caprinos, equinos, caninos y bufalos. En cada una de ellas

produciendo distintos signos y sintomas distintos (Paredes., 2012).

3.2. Distribucion geografica de Brucelosis.

Desde los afios cincuenta, la mayoria de los paises de América latina y el Caribe,
con ayuda técnica de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), han
reconocido y abordado las zoonosis como un problema social, econémico y sanitario
dentro de estas enfermedades se encuentra la Brucelosis; que a pesar de los
esfuerzos en América del Sur, aun existen cifras preocupantes de prevalencia de
brucelosis bovina: Argentina, entre 10-14%; Venezuela 10.5%; Bolivia 8.5%;
Paraguay 7.5%; Brasil 4.7%; Colombia 4.7%; Chile, entre 3 y 15%; Ecuador, 6% v,
en Uruguay 0.5% (OPS., 2001; Soria y col,. 2013).

3.3. Signos clinicos

La brucelosis afecta a bovinos de todos las edades, pero persiste con mayor
frecuecuencia en animales sexualmente adultos, la infeccion da lugar al aborto y
retencion de la placenta y causando infertilidad, en las vacas el signo principal de la
enfermedad es frecuentemente el aborto al final del tercio medio de la gestacién de
5 a 7 meses o0 en cualquier etapa de la gestacién; sin embargo, se han presentado
casos en los que no hay aborto, sino solamente retencion placentaria y endometritis
(Agurtoy Fernandez., 2012; Ibarray Salgado., 2016).

Edison Alfonso Mainato Aguayza 18
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Ademas, puede ocurrir produccion de mortinatos, placenta retenida, que produce
metritis grave y menor produccion de leche, en el macho las vesiculas seminales
son afectadas, se crean ampollas e inflamacién en los testiculos que causa una
posterior atrofia, por lo que se infiere que la bacteria es secretada en el semen
(Guerrero.,2010) La afectacion en humanos se caracteriza por fiebre ondulante,
ademas de inflamaciones en las articulaciones, dolor de cabeza, insomnio,

bronquitis, pérdida de peso, debilidad y postracién (Zambrano y Pérez., 2015).

3.4. Patogenia

La patogenia de las brucelosis de los rumiantes presenta unos caracteres
especificos. En el ganado bovino, el periodo de incubacién varia entre 14 y 180
dias. Cuando las hembras se infectan al principio de la gestacion, el periodo de
incubacion es mas prolongado, en cambio si ocurre en la segunda mitad de la
gestacion, el periodo es méas corto. En términos generales, se considera que en las
vacas los abortos y la mortinatalidad fetal ocurren entre las dos semanas y cinco
meses después del inicio de la infeccion (Errico Maio., 2015; Mejia Martinez y
Lemus Flores., 2012).

Aunque cada una de las especies de brucella tiene sus hospederos preferidos,
todas son patdgenas en una amplia categoria para los mamiferos, incluyendo al
hombre. Inmediatamente después de la penetracion del agente etiolégico, las
brucellas son transportadas, libres o en el interior de células fagociticas, hasta los

nddulos linfaticos mas préximos al lugar de entrada (Blasco., 2008).

Segun (Adamu y col., 2016) si las bacterias no son destruidas, pueden sobrevivir
largos periodos de tiempo en el interior de las células del sistema reticuloendotelial
y los nédulos linfaticos afectados responden a la agresion por medio de una
hiperplasia reticuloendotelial y linfatica, que puede tardar varias semanas en
producirse y persistir durante meses. Cuando las bacterias no son aisladas y
destruidas en los nodulos, se produce su diseminacion a través de la via linfatica o

mas frecuentemente a través de la sangre (Tortora, Funke, y Case., 2007).

Edison Alfonso Mainato Aguayza 19
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Por tanto, la diseminacion hematdégena permite la colonizaciéon del bazo, utero,
placenta, glandula mamaria, nédulos linfaticos y de otros 6rganos como el testiculo,
epididimo y glandulas sexuales accesorias en los machos. Estas bacterias al llegar
al atero se multiplican abundantemente en los cotiledones y el corion placentarios,
asi como en los liquidos fetales, donde causan lesiones en la pared del érgano
endometriosis ulcerosa en los espacios intercotiledonarios y destruccion de las
vellosidades, que en muchas ocasiones causan la muerte y la expulsion del feto
(Diaz., 2016; Mosquera y col,. 2009).

3.5. Factores de riesgo

3.5.1. Procedencia de animales de remplazo de animales

Asi como lo manifiesta (Eustorgio y col ., 2008) la brucelosis en un rebafio se puede
deber a la introduccién de animales infectados a los que no se les ha realizado un
andlisis previo. En las ferias o exposiciones ganaderas representa un factor de
contagio de alto riesgo, ya que los animales expuestos pueden contagiarse y al
regresar al rebafio puede diseminar la enfermedad. Ademas las becerras infectadas
durante el parto o posterior al consumir calostro contaminado pueden presentar los
signos de la enfermedad hasta llegar a la edad adulta o desarrollar la primera

gestacion (Meza C y col., 2015).

3.5.2. Procedencia de agua de consumo para los animales.

Una de las principales via de ingreso del patdgeno es por la via oral ya sea por el
consumo de agua o alimentos contaminados con las secreciones o restos de
abortos de animales infectados o también por el lamido de las secreciones
vaginales, restos fetales y los becerros recién nacidos de vacas enfermas (Tortora,
Funke, y Case., 2007). La Brucella puede permanecer viable durante mucho tiempo
en pasturas y el agua a 8°C a un Ph de 6,5 en donde pueden permanecer viables
hasta por 60 dias, 0 en tierras humedas a temperatura ambiente en donde puede

permanecer viable hasta por 65 dias (Motta y col., 2018).
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3.5.3. Sistema de reproduccion.

Los toros son susceptibles a la enfermedad aunque muchas de las veces no
desarrollan sintomatologia. Los sementales infectados son los transmisores
principales de los patdégenos ya que al momento de realizar la monta y la
eyaculacion se realiza en la vagina lo que provoca la eliminacion de la bacteria por
los anticuerpos propios de la misma por lo que para que se dé el contagio por esta
via debe existir un gran nimero de bacterias patbgenas en el semen que traspasen
la barrera vaginal. Distinto es el caso cuando se utiliza semen de toros enfermos
para la inseminacion artificial en donde el semen es depositado directamente en el
Gtero, saltando asi la barrera natural de la vagina (Blasco., 2008; Errico Maio.,
2015).

3.6. Pruebas de diagnéstico.
3.6.1. Métodos directos

3.6.1.1. Cultivo microbiolégico

Este método consiste en aislar especificamente la bacteria a partir de muestras de
fetos abortados (contenido estomacal, bazo y pulmoén) membranas fetales,
secreciones vaginales, leche, semen, y tejido articular lesionado o fluidos de
hidrogromas. El cultivo de gran especificidad; sin embargo existe factores como que
es laborioso, costoso, no se lo puede realizar rutinariamente y sobre todo representa

un gran riesgo para el personal del laboratorio (Diaz., 2016; Wampash., 2017).
3.6.1.2. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Esta prueba permite la deteccion de la secuencia especifica del &acido
desoxirribonucleico (ADN) de la bacteria causante del proceso de transmision,
detectando al agente patdogeno en el hospedador directamente y no la ausencia de
los anticuerpos en el suero de los animales sospechosos, esta prueba llega a tener
una sensibilidad hasta del 82 %(Montes., 2000).
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3.6.2. Método indirecto

3.6.2.1. Prueba de anillo en leche cruda (Ring test).

Esta se prueba se basa en la reaccion por la union de los anticuerpos presentes en
la muestra de leche con los antigenos coloreados con hematoxilina de brucellas
dando como resultado un complejo antigeno anticuerpo que se adhiere a la grasa
de la leche formando una capa de color morado en forma de anillo variando este
desde un blanco cremosos a un morado intenso esta dependiendo del nimero de
complejo antigeno anticuerpo. Esta es una prueba rapida de bajo costo que sirve
de tamizaje pero muy sugestiva y no muy utilizada en los ultimos afios (Acosta y
Ortiz., 2010; Maldonado y col., 2010).

3.6.2.2. Prueba de fijacién de complemento (FC).

Es una prueba que detecta cuantitativamente los anticuerpos que se producen
durante la enfermedad, es muy utilizada para diferenciar los titulos de vacunacién
en los animales de aquellos debidos a la infeccion. Los titulos estimados mediante
esta técnica no se desvanecen conforme avanza la enfermedad o se hace mas
cronica, generando asi una sensibilidad del 89% y especificidad diagnostica del
83,5% ademas recientes analisis de laboratorio han permitido una mayor eficiencia
y velocidad para realizar esta prueba y es considerada actualmente como una de
las pruebas definitivas para la confirmacion de la enfermedad (Mejia Martinez y
Lemus Flores., 2012).

3.6.2.3. Ensayo por inmunoaglutinacion ligado a enzimas (ELISA)

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) son procesos en los cuales
se utilizan enzimas como marcadores para identificar la formaciéon de complejos
antigeno-anticuerpo. La gran mayoria de las pruebas ELISA requieren de un paso
de separacion del conjugado enzimético libre antes de proceder a determinar la

cantidad de conjugado enzimatico enlazado (Guzman., 2004).

La interaccion entre los anticuerpos y los antigenos puede ser evaluada mediante

pruebas in vitro dentro de este método se encuentra la ELISA debido a su
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sensibilidad y especificidad diagnostica es la técnica de mayor eleccion ademas que
con ella se puede procesar el mismo un nimero pequefio de muestras asi como un
namero grande sin correr los riesgos de errores de procedimiento y andlisis (Felipe
y Azze., 2012).

Esta prueba se clasifica en ELISA directa y ELISA indirectas, el principio de la
segunda es que los antigenos capturan a los anticuerpos y la reaccion se evidencia
por la formacion del conjugado antiinmunoglobulina-enzima. La cantidad de
conjugado formado indica la cantidad de anticuerpos en el suero, no obstante se
debe considerar que la correlacion se ve afectada por la baja cantidad de
anticuerpos o por la poca afinidad de los anticuerpos. Este método de deteccion es

utilizado para detectar anticuerpos de clase IgG o IgA (Zambrano y Pérez., 2015).
3.6.2.4. Rosa de Bengala.

Es una prueba de caracter cualitativo mas no cuantitativo, es un procedimiento de
aglutinacion rapida macroscopica que detecta inmunoglobulina de tipo G1, es
importante el antigeno reuna las cualidades necesarias para evitar que los
resultados puedan dar falsos positivos 0 negativos, si bien en un inicio la prueba fue
destinada para suero de porcinos posteriormente se modificé el antigeno para

poderlo aplicar en bovinos y otras especies (Fernandez., 2007).

El uso de la rosa de bengala asociada a otras pruebas complementarias permite su
aplicacion como prueba calificativa de diagndstico y vigilancia epidemiologica en
area libres de brucelosis, siempre y cuando se pueda confirmar con pruebas como
ELISA competitiva y fijacion de complemento todo esto acompafiado de material,
técnica y personal adecuado con la finalidad de evitar errores no programados
(Morera y Andrade., 2004).

3.7. Prevencion.

Asi como en todas las enfermedades la mejor forma de controlar y erradicar el

problema del predio es mediante la vacunacion, que permite una proteccion contra
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la infeccidn, una disminucion de los riesgos de infeccion, abortos y la difusion de la

enfermedad.

3.7.1. Vacuna con cepa S19 de B. abortus.

Esta cepa ha servido de base para los programas de erradicacion de la enfermedad
en una gran cantidad de paises, es un cultivo vivo de brucellas, un cada dosis se
encuentran un aproximado de 60 X 10° unidades formadoras de colonias (CFU) que
se presentan comercialmente en forma liofilizada es decir que contiene
microorganismos atenuados de morfologia lisa, que tiene una delecion en dos de
los genes del operdn ery que participa en el catabolismo del eritritol. Esta vacuna
es de baja virulencia, relativamente alta inmunogenicidad y buena antigenicidad
(AGROCALIDAD., 2008; Garcia A., 2013).

La vacuna se aplica en ternera de 3-6 meses de edad en una dosis de 2 ml, por via
subcutdnea en la region de las tablas del cuello, existe varios factores que
determinan la efectividad de la vacuna depende de varios factores como la edad del
animal, dosis, via de administracion y la prevalencia de la brucelosis en el rebafio
(Carbonell y col., 2016).

Entre las ventajas que presenta esta cepa es que requiere inoculacion Unica en toda
la vida, alcanza una respuesta inmunitaria rapida y no presenta reacciones locales.
Y las desventajas es que presenta una reaccion aglutinogénica, una infeccion
patogénica ocasional persistente y requiere una cadena de frio rigurosa para su

conservacion (Casas Olascoaga., 2008).

3.7.2. Vacuna con cepa RB51 de B. abortus

Es una vacuna viva atenuada, que requiere revacunacion y cuya virulencia se
encuentra mas atenuada que la cepa S19. El periodo que la vacuna sobrevive
dentro del animal es importante para producir la inmunidad. Una vez eliminada la
vacuna, la inmunidad empieza a disminuir lentamente. Para evitar esta disminucion

de la inmunidad se debe revacunar. La revacunacion resulta en un efecto aditivo,

Edison Alfonso Mainato Aguayza 24



UNIVERSIDAD DE CUENCA

en otras palabras, la inmunidad sobrepasa al nivel obtenido con la primera
vacunacion y su duracion es mas larga. Como RB51 no produce complicaciones
diagnodsticas, la revacunacion se puede hacer a cualquier edad. La vacuna se
desarrollo a partir de la cepa lisa S-2308, para obtenerse la mutante RB51, que es
una cepa rugosa estable de B. abortus, carente de la cadena “O” de LPS. Se aplica
subcutanea entre los 4 a 12 meses de edad con revacunaciones anuales y tiene la
ventaja que los animales resultan negativos a pruebas serolégicas de diagndstico
(Ernesto y Elvinger., 2009).

3.8. Antecedentes

La brucelosis es de gran importancia econémica y de la salud publica razén por la
cual, a nivel mundial se han tomado medidas de control y erradicacion, donde, el
diagnéstico rapido efectivo y el sacrificio controlado de los animales seropositivos
han sido los métodos de control mas eficientes ademas de programas de motivacion
hacia los ganaderos. Sin embargo, en paises en vias de desarrollo, existen factores
gue no permiten el avance en el control y erradicacién de esta enfermedad como el
escaso numero de pruebas eficaces para el diagnéstico, falta de politicas de control
y el conocimiento de las mismas (Ibarra Rosero., 2013).

Si bien los prueba de diagndstico tienen importantes aplicaciones en la medicina
veterinaria poblacional, asi como en actividades de vigilancia y certificaciéon de
predios libre de esta enfermedad se debe considerar estrategias para la
implementacion de un sistema de vigilancia que nos permita analizar la evolucién
del programa y a su vez detectar de forma rapida el ingreso de esta enfermedad al

hato ganadero (Maldonado y col., 2010).

Por ello, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) como reguladora de los
procesos de diagnéstico, control de brucelosis y otras enfermedades infecciosas
aprueba seis examenes indirectos para su diagnostico oficial: la prueba de
Aglutinacion en placa con antigeno tamponado, Rosa de Bengala, Fluorescencia
polarizada, ELISA indirecto, Fijacion del complemento y ELISA competitivo. Las
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cuatro primeras son consideradas pruebas tamiz y las otras confirmatorias (Diaz
2016).

El fundamento principal para la accion de las pruebas de ELISA de caracter indirecto
ya sea en sangre o leche es el mismo con la Unica diferencia es en la forma de
obtener la muestra ya que a diferencia de la sangre que muchas veces requieren
aditivos para el transporte y ademas para el analisis deben ser muestras
individuales de cada animal. En cambio la leche no requiere de aditivos para su
transporte y almacenamiento ademas que la muestra puede ser de un gran nimero

de animales (Motta Delgado y col., 2018; Pool y col., 2004).

En esta técnica, los antigenos de la muestra se fijan por adsorciéon pasiva a una
superficie inerte. Seguidamente, se afiaden los anticuerpos especificos que al
reconocer al antigeno quedan unidos a el. Después de un lavado que elimina las
moléculas que no han reaccionado, aquellos anticuerpos que han quedado unidos
al antigeno fijado a la placa se detectan por un segundo anticuerpo marcado con
una enzima. Se lava de nuevo la placa, y se afiade a continuacion el sustrato de la
enzima, y ambos al reaccionar producen un compuesto coloreado. La intensidad de
color que se produce en la reaccion es proporcional a la concentracion del antigeno

de la muestra (Fernandez., 2007; Gémez., 2005).

Dentro de las pruebas indirectas que se han desarrollado y validado para el analisis
de brucelosis en leche se encuentran: la prueba de anillo de leche (PAL), ELISA
indirecta en leche (ELISA-i) y la prueba de fluorescencia polarizada en leche (MFPA)
éstas son las pruebas mas utilizadas por los productores de leche y carne en la

mayoria de las ganaderias a nivel mundial.

A pesar de la alta sensibilidad y especificidad diagnostica de estas pruebas existen
ciertos factores que pueden interferir con los resultados como: muestras de calostro,
dilucion de la muestra de leche, periodo de lactancia y leche proveniente de
animales vacunados, a pesar de que las prueba de ELISA-i fue desarrollada para

superar las dificultades de la prueba PAL ésta no puede discriminar entre
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anticuerpos vacunales o los generados por cepas patdogenas (Mejia y Lemus.,
2012).

Es por ello que se sugiere la utilizacion de ELISA-i como prueba tamiz de elevada
sensibilidad con respecto a la Rosa de bengala (RB) y de ELISA competitivo y la
prueba de Fijacion de completo (FC) como prueba confirmatoria y diferencial del
estatus vacunal de los animales positivos en las pruebas indirectas (Franceschini y
col., 2009).

En el Ecuador la brucelosis es una enfermedad endémica por ello la agencia
Ecuatoriana de aseguramiento de la calidad del Agro lanz6 un proyecto para
disminuir el nimero de animales infectados utilizando como estrategias: la
capacitaciéon, vacunacion, vigilancia epidemiolégica con serologia y el sacrificio de
animales seropositivos (AGROCALIDAD., 2016).

3.9. Epidemiologia espacial.

El uso de mapas en relacién a la salud no es reciente ya que se tiene datos de la
ubicacién de los casos de fiebre amarilla en 1789 por Seamon y Pascalis en Nueva
York y después en 1854, John Snow realizo un mapa para ubicarlas muertes por
cblera en Londres, pero no fue hasta fines del siglo XVII donde los cientificos creian
gue vivir cerca de las personas enfermas tenia una relacion causal con el desarrollo
y propagacion de las enfermedades y por lo tanto mapear la ubicacion de los casos
ayudaria al control de las mismas es por ello que durante el siglo XIX hubo una
inmensa cooperacion entre los geografos y epidemiélogos o médicos para

georeferenciar (Alves y col., 2010; Soler y col., 2017).

Pero a finales del siglo XIX existié un declive debido a que el espacio geografico era
visto solo como el espacio en donde ocurria los actos y no como influian los factores
en la presencia de estos actos, hasta finales del siglo XX en donde se empieza la
era de las enfermedades cronicas y la teoria de los factores de riesgo, fue una época
en donde la conductay el estilo de vida eran factores directos para la ocurrencia de

las enfermedades (Adamu y col., 2016).
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La incorporacion de la perspectiva espacial a la salud ha conllevado grandes
contribuciones a la compresion de los procesos de salud-enfermedad y esto puede
llevar a diferentes variaciones en los resultados de aquellos obtenidos en los
estudios que no se consideran el espacio geografico. Para esto se ha implementado
los sistemas de informacion geografica (SIG) estos son sistemas computarizados
de gestion de base de datos disefiados para el tratamiento simultaneo de datos

espaciales y sus caracteristicas asociadas (FAO., 2005).

La perspectiva espacial fue aplicada desde siempre mediante la superposicion de
copias de diferentes mapas buscando las areas de coincidencia de los factores,
pero con el avance de las computadoras ha permitido la articulacion de sistemas
graficos y la elaboracion de automatizada de datos espaciales, para ello los datos
deben estar referidos en una localizacion terrestre usando la codificacion numérica
ordinal o nominal, con estos cddigos las localizaciones son trasformadas en

coordenadas de algun sistema de referencia geografica (FAO., 2005).

Los sistemas de coordenadas mas utilizados son latitud y longitud, UTM (Universal
Transverso de Mercator) y SPC ( State Plane Coordinate System, todo esto
mediante diferentes softwares que hoy en dia pueden ser adaptados y compartidos
desde diferentes dispositivos electrénicos (Alonso Sarria., 2006).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Areade estudio

El presente proyecto se realizé los cantones Cuenca, Nabdn y Ofa pertenecientes
a la provincia del Azuay, situada en el sur del pais, en la zona geogréfica conocida
como region interandina o sierra, principalmente sobre la hoya de Paute en el
noreste y la hoya de Jubones en el suroccidente. Su capital administrativa es la
ciudad de Cuenca, la cual ademés es su urbe mas grande y poblada. Ocupa un
territorio de unos 8.639 kmz?, siendo la duodécima provincia del pais por extension.
Limita al norte con Cafiar, al sur con Loja, por el occidente con Guayas, al
suroccidente con EI Oro, al este con Morona Santiago y al sureste con Zamora

Chinchipe. (Figura 1).

Figura 1. Division geografia de la provincia del Azuay (CUENCA lluste., 2018).
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En la presente investigacion se analiz0 muestras de leche procedentes de las
ganaderias de la empresa PARMALAT ubicada en la ciudad de Cuenca, dicha
empresa cuenta con un total de 153 ganaderos distribuidos en 3 Cantones con 5

rutas de recoleccion y 2 sub rutas de abastecimiento.
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En el canton Cuenca se encuentran 60 productores con 2 rutas de recoleccion.

En el cantén Nabon se encuentran 73 productores con 2 rutas de recoleccion y 2

sub rutas de abastecimiento.
El cantdn Ofa cuenta con 20 productores y una ruta de recoleccion.

4.2. Georeferenciacion

4.2.1. Materiales de trabajo.

e Softwares

e Teléfono movil.

4.2.2. Procedimiento

Se procedié a viajar conjuntamente con los recolectores de acuerdo a la ruta
establecida para cada uno de ellos, una vez que se llegaba al sitio de recoleccion
de la leche se realizo6 la encuesta digital al productor en donde se obtenia los datos
basicos de la finca, el manejo de la misma, informacién de las variables a analizar
y las coordenadas del sitio; para ello previamente se registré ésta encuesta en la
plataforma del programa Survey 123 for ArcGIS para posterior ser descargada al
teléfono mavil, esto se realiz6 en cada una de las rutas y de forma individual a cada
uno de los productores. Para ello previamente se capacitd he informé a los
ganaderos sobre la el objetivo del proyecto riesgos de la enfermedad y el beneficio

gue obtendrian cada uno de ellos (Anexo 1).

Una vez obtenida la informacién de todos los ganaderos se subié los datos a la
plataforma central en donde se adquiere una base de datos lista para analizar y
ademas se puede observar la ubicacion geografica de todos los sitios en donde se
realizo las encuestas. Para luego realizado el andlisis de las muestras y obtener los

resultados de positividad se pudo identificar en el mapa la ubicacion de los mismos.
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4.3. Tomade muestras de leche.

4.3.1 Materiales

e Muestras de leche cruda
e Alcohol al 70%

e Agitador

e Cucharon

e Envases estériles
e Guantes de latex
e Beaker

e Cooler

e Gel refrigerante

e Marcador

4.3.2. Procedimiento de la toma de muestras de leche.

Al igual que para la realizar las encuestas se viajoé conjuntamente con los
recolectores hacia los sitios de recoleccion de la leche .Una vez que se lleg6 a los
sitios se prepard y desinfecto los materiales a utilizar. Para luego proceder a
introducir el agitador hasta el fondo de los tanques y levantandolo para formar
movimiento y homogenizar la leche por 30 segundos. Para extraer la muestra se
introdujo el cucharon dos veces en la leche volcando el contenido dentro del mismo

tacho y obtener la muestra de 100 ml de leche (Anexo 2).

En los casos en donde existia varios tanques de entrega, una vez homogenizados
todos, se tomO una porcion uniforme de cada recipiente y se los deposito en el
beaker hasta completar 1000 ml de los cuales se adquiri6 una muestra de 100 ml
en los envases estériles para luego, colocarlos en el cooler a una temperatura de 2
°C a 8°C y ser llevadas al laboratorio. Al realizarse los analisis en muestras frescas

no se adiciono ningun conservante a la leche (Anexo 3).
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4.4. Ensayo de ELISA-i
4.4.1. Materiales

e Lacto suero de leche

e Tubos de ensayo

e Centrifuga

e Kit Brucellosis Milk Indirect ( ID.Vet)
e Incubadora

e Espectrofotémetro de placas

e Computadora
4.4.2. Procedimiento del ensayo de ELISA-i

Para el ensayo de ELISA se procedi6 a depositar 5 ml de leche en el tubo de ensayo
identificarlo y centrifugarlo a 15000 revoluciones por minuto durante 30 min, para
obtén el lacto suero de cada muestra. Mientras tanto se atempero los reactivos y las

microplacas a temperatura ambiente de 10 °C a 15°C (Anexo 4).

Para luego a depositar 100 pl de solucién de control negativo en los pocillos Al-
B1 y 100 pl de solucién de control positivo en los pocillos C1-D1, asi también se
depositaron 100 pl de lactosuero desde el pocillo E1 hasta completar las distintas
columnas de acuerdo al numero de muestras las mismas que fueron puestas en

incubacion a 21°C por 45 minutos (Anexo 5).

Se preparo la solucion de lavado para ello fue necesario equilibrar la solucion de
lavado concentrado (20X), a temperatura ambiente y agitar correctamente para
disolver los cristales que suelen formarse. Una vez disueltos se realizé una dilucion

1:20 con agua destilada para obtener la solucién de lavado (1X).

Transcurrido los 45 minutos se realizé el lavado de los pocillos con 300 pl de
solucion de lavado (1X), en cada pocillo este procedimiento se realiza por tres veces
con intervalos de 2 a 5 minutos entre lavado evitando que exista depdsitos de grasa

o restos de lactosuero. Posterior a los lavados se depositdo 100 pl de Conjugado
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(1X) en todos los pocillos este conjugado se prepard diluyendo el conjugado
concentrado (10X) al 1:10 en diluyente 3 y se incub6 por 30 minutos a 21°C (Anexo
5).

Transcurrido los 30 minutos se realizé nuevamente el lavado con 300 pl de solucion
(1X) repitiendo el proceso por 3 veces con intervalo de 2 a 5 minutos entre lavado.
Después se distribuyd 100 ul de Solucién de revelacion en cada pocillo y se incubo

por 15 minutos (Anexo 6).

Finalmente transcurrido los 15 minutos de incubacién se deposita 100l de Solucién

de parada y se lleva al espectrofotometro de placas para su lectura.

4.5. Validacién del proceso de ELISA-i

Para que el test fuese validado: El valor medio de la densidad Optica de los controles

positivos (DOcr) debio ser superior a 0.350 de densidad Optica.
DOcp>0.350

El cociente entre la medida de los controles positivos (DOcp) y la media de los

controles negativos (DOcn) debid ser superior a 3.

DOc¢p

DOcy >

Para la interpretacién de resultados, se calcul6 el porcentaje S/P

%E — DOmuestras—DO CN x 100
P DOcp_DOcy

Las muestras que presentaron un S/P%

e Inferior o igual al 45% fueron consideradas como NEGATIVAS
e Superior a 45% e inferior o igual a 50% fueron consideradas como
DUDOSAS

e Superior a 50% fueron consideradas como POSITIVAS.
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4.6. Métodos estadisticos.

Para mostrar los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA indirecto para la
deteccidn de anticuerpos en suero de leche cruda de muestras obtenidas en fincas
del Azuay, se realizd una estadistica descriptiva adecuada a los tipos de variables

implicadas para evidenciar el comportamiento de los datos generados.

Para analizar el numero de fincas positivas en relacion al ndmero total de la
poblacion se utiliz6 una tabla frecuencias mediante la frecuencia absoluta
expresandolos también mediante un gréafico de pastel y para analizar la probabilidad
de que se presente los casos se utilizo la frecuencia relativa, mediante las tablas de
contingencia se demuestra la asociacion entre los casos positivos y cada uno de los
factores de riesgo para ello se utilizé la prueba de Chi-cuadrado. Se considerd un
nivel de significancia del 5% (p< 0.05) para cada una de las pruebas. Este analisis

se realizd en el programa estadistico SPSS version 22.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Ensayo Elisa

Una vez realizado el ensayo de ELISA indirecta de las muestras de leche y posterior
a la lectura, el software nos brinda la densidad 6ptica de cada pocillo que se pueden
observar en la (Tabla.l) éstos valores nos permitira realizar los célculos para la
validacion del ensayo y la interpretacion de cada uno de los resultados, se puede
observar también que el resultado de algunas muestras son OVRFLW (Overflow)
esto quiere decir que la absorbancia de la muestra excede la del estandar mas alto

en su curva de calibracién (Gomez., 2005).

Tabla 1. Densidad Optica de muestras de leche correspondiente a la ruta del canton
Ofia y Nabon.

. 1 2 3 4 5 6
A 0,069 0,094 0,106 OVRFLW 0,077 0,086
B 0,071 0,091 0,148 0,09 0,073 0,083
C 0,535 0,083 0,084 0,086 0,092 0,092
D 0,5 1,832 0,088 OVRFLW 0,077 0,087
E 0,093 0,103 0,106 0,75 0,073 0,07
F 0,11 0,08 0,084 0,075 0,147 0,134
G 0,107 OVRFLW 0,071 0,083 0,08 0,075
H 0,218 0,083 0,088 0,167 0,091 OVRFLW

OVRFLW (el valor de la muestra excede el estandar mas alto en la curva de
calibracion del lector de placas)

En la Tabla 2 se puede observar los porcentajes de seropositividad de las muestras
analizadas, estos porcentajes se obtuvieron a partir de los valores de la densidad

oOptica (Tabla .1) obtenidos al realizar la lectura de la placa de ELISA.
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Tabla 2. Porcentajes de seropositividad de muestras de leche correspondiente a la

ruta del cantén Ofia y Nabon.

%SP 1 2 3 4 5 6
A 0,223 5,363 8,045 ! 1,564 3,575
B 0,223 4,693 17,430 4,469 0,670 2,905
c 103,911 2,905 3,128 3,575 4,916 4,916
D 96,089 1,564 3,799
E 5,140 7,374 8,045 0,670 0,000
= 8,939 2,235 3,128 1,117 17,207 14,302
G 8,268 -I 0,223 2,905 2,235 1,117
H 33,073 2,905 4,022 21,676 4,693 !

OVRFLW (el valor de la muestra excede el estandar mas alto en la curva de
calibracion del lector de placas)

Una vez que la prueba fue validada, con la ayuda del programa estadistico Excel y

con los parametros establecidos por el Kit se puede determinar que el porcentaje

de seropositividad de los pocillos D2-G2-A4-D4-E4-H6 es superior al 50% por ello

son consideradas muestras positivas.

5.2 Frecuencia de muestras seropositivas.

De acuerdo a la distribucion de los resultados obtenidos mediante la utilizacién del

ensayo ELISA indirecto en leche para la deteccion de anticuerpos frente a

Brucelosis el resultado del analisis estadistico con las tablas de frecuencias nos

muestran que de 153 ganaderias estudiadas se encontré un total de 12 fincas

positivas y 141 negativas (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias de positivos obtenidos con la aplicacion del ensayo ELISA

indirecto en leche.

Resultado Frecuencia Porcentaje
Negativo 141 92.20%
Positivo 12 7.80%
Total 153 100.00%

Edison Alfonso Mainato Aguayza
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La frecuencia relativa de los casos positivos a Brucelosis en leche recolectada de
distintas fincas en la provincia del Azuay corresponde a un 7.8% de las fincas total
estudiada es decir de las 153 ganaderias 12 resultaron positivas. En un estudio
similar realizado por (Gonzales, 2018) en el cantdn Eloy Alfaro, provincia de
Esmeraldas en donde analizé 40 fincas productoras de leche mediante la misma
técnica, en donde se pudo observar un 62.5% de positivos. Asi también (Vergara
Collazos y col. 2008) en el municipio de Popayan Cauca, Colombia obtuvieron una
positividad de 15% de un total de 247 muestras. Esto demuestra la funcionalidad de
la prueba y que el porcentaje de positivos va a depender del nUmero de muestras y

la region en donde se realice el muestreo.

Figura 2. . Resultado de la prueba de ELISA-i en leche para deteccién de

anticuerpos de B. abortus en 153 muestras

@ Negativo

@ Positivo

La frecuencia de presentacion de casos positivos en las distintas zonas del Azuay
es de un 7.8. % lo que se puede interpretar que de cada 100 fincas en el Azuay
existe un total de 8 ganaderias positivas a brucelosis mediante la prueba de ELISA
indirecta en leche. Al ser una prueba relativamente nueva y poco aplicada no se
encuentra datos recientes de comparacion a nivel provincial y nacional, cabe indicar
gue existe estudios realizados en el afio 1979 por PNSA — MAG esto segun
(AGROCALIDAD., 2008) en donde fue 0.29-1.71 % de prevalencia en el Azuay pero
cabe recalcar que este porcentaje es basado en un analisis de 754 muestras
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mediante Rosa de Bengala y en un estudio similar realizado en la provincia del
Candar por (Mainato., 2017) utilizando la misma prueba de Rosa Bengala en donde
obtuvo un 4.25 % de seroprevalencia . Esto nos permite indicar que el porcentaje
de prevalencia va a depender de la zona, el afio en que se realice el muestreo y de
la representacion estadistica.

Pero se debe tomar en consideracion que (lbarra Rosero., 2013) obtuvo un 99.25
% de sensibilidad y un 94.92 % de especificidad para la prueba de ELISA indirecto
en leche en el estudio realizado en el norte de Ecuador y algo similar obtenido por
(Rivera y col., 2003) en el departamento de Cundinamarca Colombia con una
sensibilidad del 95.3% y una especificidad del 95% por lo que nos permite confiar
mas en la prueba y reducir este factor en la conmutacién de valores de prevalencia

de brucelosis en el estudio de una region.

Figura 3. Distribucién de los resultados seropositivos en los cantones.

Ofa

33%

Cuenca
42%

25%

Los 12 resultados seropositivos se encuentran distribuidos en los tres cantones de
la provincia siendo el canton Cuenca con el mayor numero de caso con un total de
5 fincas seropositivas que representa un 42% de los resultados asi también el
cantdon Ofia es el que menos casos presenta con 3 fincas seropositivas que

representa un 33% .
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5.3. Analisis de relacion entre factores y seropositividad de la prueba.

Tabla 4. NUumero de casos en relacién a las variables de la procedencia de agua

para el consumo.

Resultado

Tipo de procedencia del Negativo Positivo Total
agua de consumo Cantidad Porcentaje Cantidad Porcentaje

Acequia 75 90.36% 8 9.64% 83
Acequia, Pozo 6 85.71% 1 14.29% 7
Acequia, Rio 3 100.00% 0 0.00% 3
Pozo 30 90.91% 3 9.09% 33
Rio 27 100.00% 0 0.00% 27
Total 141 92.16% 12 7.84% 153

Dentro del factor de procedencia del agua para consumo se encuentran las

variables si su origen proviene directamente de acequias, pozo, rio o si se obtenia

el agua de dos lugares simultdineamente en donde se pudo observar un mayor

namero de fincas que obtenia el agua de acequias y asi también en las mismas fue

en donde se presentd el mayor nimero de casos positivos ( Tabla 4), por ello se
realizé la prueba de asociacion para determinar si existe una relacion entre el factor
y la frecuencia de casos ya que (lbarra y Salgado., 2016; Paredes.,2012)
manifiestan que entre los principales factores de riesgo para la transicion de la
Brucelosis se encuentra el ingreso por via oral ya sea por el consumo de alimento
contaminado o por el agua de consumo en especial cuando la misma recorre varios

predios hasta llegar hacia los animales.
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Tabla 5. Analisis de la prueba de Chi-Cuadrado en relacion a la procedencia del

agua de consumo.

Pruebas de chi-cuadrado
Significacidn asintdtica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de
Pearson 3,396a 4 0,494
Razén de verosimilitud 5,645 4 0,227
N de casos validos 153

5 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es
0,24.

Los resultados obtenidos de la prueba de Chi cuadrado para el estudio de la
correlacion entre la variable y frecuencia de seropositividad nos muestran que no
existe relacién estadisticamente significativa entre la procedencia del agua y la
frecuencia de seropositividad con un valor de p< 0,05; asi como se muestra en la
(Tabla 5). A pesar que (Diaz Aparicio., 2013; Zambrano y Pérez., 2015) mencionan
que el agua es uno de las principales fuentes de transmision de la enfermedad en
especial cuando existe un incorrecto desecho de los restos fetales producidos por
abortos en el predio y fincas aledafias. Ademas este factor debe ser tomado en
consideracion no sélo para la transmision de la bacteria entre bovinos ya que el
agua puede ser un factor de transmicion hacia otras especies incluidas al hombre
esto segun (Agudelo y col., 2012).

Tabla 6. Numero de casos en relacion a las variables de la procedencia de animales

de reemplazo.

Tipo de procedencia de Negativo Positivo Total
animales de reemplazo. Cantidad Porcentaje Cantidad Porcentaje

Ferias de la provincia 6 75.00% 2 25.00% 8
Ferias fuera de la provincia 5 71.43% 2 28.57% 7
Propios 111 94.87% 6 5.13% 117
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Propios, Ferias de la

o 8 88.89% 1 11.11% 9
provincia
Propios, Ferias fuera de

o 11 91.67% 1 8.33% 12
provincia
Total 141 92.16% 12 7.84% 153

Dentro del factor de procedencia de los animales de reemplazo se encuentran las
variables si su origen proviene de ferias de la provincia, ferias fuera de la provincia
, Si los animales son propios y si provienen de dos lugares simultAaneamente en
donde se pudo observar un mayor numero de fincas que obtenia a los animales de
reemplazo de su propia finca y asi también en las mismas fue en donde se presento
el mayor nimero de casos positivos a diferencia de los predios en donde los
animales procedian tanto de ferias de la provincia y propios como de fuera de la
provincia y propios se observo una menor frecuencia de casos (Tabla 6.).

Sin embargo, si se hace un andlisis de los casos positivos respecto al tipo de
procedencia de animales de reemplazo, se observa que un mayor porcentaje de
casos positivos se da cuando la procedencia de animales de reemplazo es de Ferias
de la provincia o de ferias de fuera de la provincia.

Si bien es conocido que los animales sexualmente maduros son los mas propensos
a adquirir la enfermedad debido al mayor contacto sexual que existe entre estos y
a diseminarla esto no impide que los animales jévenes sean medio de ingreso de la
enfermedad hacia las fincas, en especial cuando se desconoce la procedencia de

los mismos esto segun (Diaz., 2016; Roman y col., 2014).

Ademas (Martinez y col., 2018) menciona que la movilizacion de ganado de una
region hacia otra genera grandes oportunidades para la que una enfermedad que
es considerada exdtica en la zona llegue a diseminarse con gran rapidez, asi como
también (Mufioz., 2014) menciona que el traslado incontrolado de bovinos desde un
hato o zona con presencia de la enfermedad hacia otra es una de las causantes
principales para el fallo en los programas de erradicacién de la brucelosis por ello
para determinar si existe una relacion entre el factor y la frecuencia de casos en

este estudio se realiz6 la prueba de asociacion.
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Tabla 7. Analisis de la prueba de Chi-Cuadrado en relacion a la procedencia de
los animales de reemplazo.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacién
Valor gl asintotica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 8,749a 4 0.0068
Razén de verosimilitud 6,258 4 0.18
N de casos validos 153

4 casillas (40,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es,55.

Los resultados obtenidos de la prueba de Chi cuadrado para el estudio de la
correlacién entre la variable y frecuencia de seropositividad nos muestran que existe
relacion estadisticamente significativa entre la procedencia de los animales de
reemplazo y la frecuencia de seropositividad con un valor de p< 0,05; asi como se
muestra en la (Tabla 7).En un estudio epidemioldgico realizado por (Zambrano,
Pérez y Rodriguez .,2016) en Manabi Ecuador concluyeron que hay mayor riesgo a
presentarse seropositividad en animales mayores a 5 afos, fincas dedicadas a la
produccion de leche , en las que no se vacuna y en fincas que no investigan el

estado sanitario de los animales de ingreso.

Ademas, (Obregon., 2020) manifiesta que en hatos grandes usualmente se
mantiene por la introduccion de animales de reemplazo generalmente novillas
provenientes de distintas fuentes y que podrian estar en periodo de incubacion
aunque eso va a depender de la frecuencia de adquisicion, la precedencia y el
historial de los animales adquiridos. Asimismo (Martinez y col., 2018) sugiere que la
densidad de poblacion dentro de la finca va a permitir el mayor contagio entre
animales adultos hacia los jovenes favoreciendo asi la permanecia de la

enfermedad en la finca.
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Tabla 8. NUumero de casos en relacion a las variables del sistema de reproduccion.

Resultado
Tipo de sistema de Negativo Positivo Total
reproduccion. Cantidad Porcentaje | Cantidad | Porcentaje
Inseminacion Artificial 37 86.05% 6 13.95% 43
Monta Natural 104 94.55% 6 5.45% 110
Total 141 92.16% 12 7.84% 153

Dentro del factor del sistema de reproduccion se encuentran las variables si el
sistema es mediante inseminacion artificial o mediante monta natural en donde se
pudo observar que un mayor niumero de fincas utilizan el sistema de monta natural.
Sin embargo, cuando se analiza el sistema de reproduccion artificial se evidencia
gue existe un mayor porcentaje de casos positivos, respecto a que cuando se

analiza el sistema por monta natural(Tabla 8.).

Si bien (Paredes., 2012) menciona que el principal medio de transmisién es el
contacto sexual con reproductores infectados que no pueden presentar sintomas o
gue provengan de otras fincas de la localidad. (Martinez y col., 2018) sugiere que el
ingreso de la enfermedad al predio no siempre se da por la compra de hembras ya
que la adquisicion de reproductores sin la realizacion de pruebas puede ser este el
principal medio de transmisién en el hato ya que el toro es el encargado de aportar

el 50% del material genético dentro del todo el predio.

Ademas, (Ibarra Rosero., 2013; Rosero y col., 2018) mencionan que en relacion a
las practicas de manejo del uso del semen o reproductores de hatos sin los
chequeos seroldgicos respectivos hacen un factor de gran importancia en la
transmision de la enfermedad y (Diaz., 2016) menciona que si el toro donante es
portador de la bacteria y si se le extrae semen, hay una posibilidad de que el semen
sea un factor de transmision debido a que el semen es depositado directamente en
el Utero saltdndose las barrera natural de la vagina, este riesgo es mayor en
sistemas de reproduccidn pequefios 0 asociaciones en done se comparte un

semental no certificado para toda la localidad. .
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Tabla 9. Andlisis de la prueba de Chi-Cuadrado en relaciébn al sistema de

reproduccion.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn
asintdtica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3,089a 1 0.079
Razén de verosimilitud 2,801 1 0.092
N de casos validos 153

1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento

minimo esperado es 3,37.

Los resultados obtenidos de la prueba de Chi cuadrado para el estudio de la
correlacion entre la variable y frecuencia de seropositividad nos muestran que no
existe relacion estadisticamente significativa entre el sistema de reproduccién y la
frecuencia de seropositividad con un valor de p< 0,05; A pesar de existir un numero
igual de casos positivos en los dos sistemas. Asi como se muestra en la (Tabla 9).
Si bien la transmisién por via sexual es aceptada por varias literaturas segun un
estudio realizado por (Francisco y col., 2002) considera que este es un factor de
baja relevancia anteponiendo factores como la presencia de restos fetales,
presencia de perros la no eliminacion de animales sospechosos y el orden de

ordefio como los factores de mayor importancia.

Asi también, en un estudio realizado por (S. Mainato, Guevara y Vallecillo., 2017)
en la provincia de Cafar Ecuador mencionan que existe un mayor riesgo de
presentarse seropositividad en animales que presentaron problemas de metritis
postparto y animales con esterilidad permanente, ademas al constratar con el
estudio realizado por (Ernesto y Elvinger.,2009) en ninguno de los dos es
considerado el sistema de reproduccion como un factor de alto riesgo para la

presencia de la enfermedad.
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Figura 7. Mapa de recorrido de la ruta Ofa.

[ 70600 TUa00 TI0000 T TG TIE000 TIBE00
i i A0
8 ¥ ‘ 8 g
\,_' i |
LMY ERSIDAL LR A
W B .
WP
cooGQ [GECTOR | FACULTAD DE
ﬁ / -~ %%—g CIENCIAS AGROPECUARIAS
H . OE  Monsoma | )
OF  [Monsorm | CARRERA DE
Lo g% MEDICINA VETERINARIA
o s Y ZOOTECNIA
3 ! o Momsoma o
; mm——-ﬂ "FRECUENCIA Y REFERENCIACION
: NABON .':. %g § | GEOGRAFICADE MUESTRAS DE
D18 Cocapats Naen | LECHE POSITIVAS A BRUCELOSIS
o onsers | EN FINCAS DEL AZUAY"
4 ! e ! MUESTRAS DE LECHE
i .~ eI
s 02 Monsoma | :
0N Memsema LEYENDA
g "'amu 0% wensos g Muestras Positivas
8 0@ Codwpsn | LI .
o1 o G5 Coowm | uestras Negativas
b /1 o4 (chamba | Vias
g 013 o1 ¥ o4 04 [TarboVes g |:| Limites cantonales
P O -m
i ONA | om N o Monsems | g
H 016" o7 onsora | s
e CN— Autar:
%g Edison Alfonso Mainato Aguayza
[ ] .
Director:
030,03 ‘ Dr. Juan Carlos Ramdnez Cardenas|
g W, 07515 8 g
] K.l“ -
© -:-:-,—“;: & CUENCA - ECUADOR
TOED00 THB000 T10000 T12000 ?lﬂll 716000 i‘HHJ]

Edison Alfonso Mainato Aguayza 48



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Figura 8. Mapa de recorrido de la ruta Nabon.
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En el mapa (Figura 9) perteneciente a la ruta Tarqui se puede observar la

localizacion de 3 predios seropositivos a Brucelosis los mismos que se encuentran

en los sectores de Gualay , Trancas Pamba y Manzano Pamba que si bien no tiene

asociacion geogréfica si representan un foco de riesgo para los predios que se

encuentran a su alrededor
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Figura 10.Georreferenciacion de las muestras recolectadas de la ruta Solados.
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En el mapa (Figura 10) perteneciente a la ruta soldados se puede observar la
ubicacion de dos predios seropositivos a brucelosis en el sector de Pucan los dos
predios se encuentran a gran cercania entre ellos y como se puede observar las
condiciones geografias de la zona son muy similares en toda la ruta en especial el
afluente de sequias que cruzan por los predios y se unen en las corrientes del rio
yanuncay lo que podia representar geograficamente un causal de riesgo.
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En esta (Figura 11) ruta no se encontraron predios positivos a Brucelosis por lo que

se asumiria que el sector de la Paz esté libre de focos epidemioldgicos.
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Figura 12.Georreferenciacion de las muestras recolectadas de la ruta Ofia.
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En este mapa (Figura 12) se puede observar la ubicacion de los predios

pertenecientes a la ruta Ofia la misma que recorre dos cantones es por ello que se

observa 4 predios positivos a brucelosis localizados; 3 en el sector de Morasloma

del cantén Ofa y uno en el cantén Nabon, al existir gran cercania entre los predios

del cantén Ofia y la gran comercializacion interna de animales en la zona y los

sistemas de regadios que tiene su origen en fuentes de agua comun representan

factores de riesgos en la localidad.
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Figura 13. Georreferenciacion de las muestras recolectadas de la ruta Nabon.
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En el mapa (Figura 13) se puede observar la ubicacion de los predios que se

encuentran en el cantén Nabon en donde se encontré 2 predios seropositivos de

gran cercania con condiciones de manejo y geograficas similares por lo que

epidemiologicamente se describira como un foco epidemioldgico localizado en el

sector Chacanin.
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Como se observa en la distribucion geografica de los resultados seropositivos se

presenta en los 3 cantones como focos aislados en algunos casos y en otros con

gran cercania entre las fincas seropositivas, esto nos permite tener una base

general de ubicacion para tomar decisiones sobre protocolos de manejo, cuidado,

movilidad y adquisicion de animales en estas zonas sin previo diagnostico asi

también se presenta una base general para estudios posteriores focalizados en

estas zonas.
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5. CONCLUSIONES

La prueba de ELISA-i en leche nos permite determinar fincas seropositivas con
mayor rapidez, reduciendo costos, personal y tiempo, para tomar decisiones de

control y analisis mas especifico dentro del hato o zona ganadera.

Con la aplicacion de la prueba de Elisa indirecta en leche se obtuvo una frecuencia
del 7.8 % de seropositividad en las 153 fincas distribuidas en la provincia del Azuay
(p< 0.05).

Estadisticamente existe una correlacién entre la frecuencia de seropositividad a
brucelosis y la procedencia de los animales. No asi con la procedencia del agua de
consumo Y el sistema de reproduccion que se emplea en las distintas fincas (p<
0.05).

La aplicacion de la georefenciacion nos permite identificar detalladamente la
ubicacion de los predios seropositivos a brucelosis, para determinar si existe
asociacion de factores geograficos entre los predios. Y delimitar las zonas de mayor

riesgo en donde se puede presentar la enfermedad.

Con la georeferenciacion nos permite establecer una base de datos geogréficos de
la enfermedad y su distribucion exacta dentro de la provincia para que los ganaderos
, empresas e investigaciones futuras dispongan de informacién que les permita

conocer los sitios de mayor riesgo de presencia de la enfermedad.
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6. RECOMENDACIONES

La aplicacién de esta prueba a gran escala con un mayor numero de empresas
lacteas, asociaciones 0 personas; para establecer protocolos de control y

erradicacion de brucelosis bovina con mayor rapidez y eficacia.

Para estudios posteriores investigar los factores asociados a la leche que pueden
influir en los resultados de la prueba como el numero de animales de cual provine
la muestra, cualidades fisico quimicas de la leche y tiempo de almacenamiento de
la muestra, asi también la aplicaciéon de pruebas directas e individuales con la
finalidad de determinar con mayor exactitud el porcentaje de sensibilidad y

especificidad de la prueba.

Vincular las herramientas tecnoldgicas de georreferenciacién con todas las ramas
de la investigacion que permita un mejor aprendizaje, facilitando al profesional el
analisis de la interaccién de los factores socioecondmicos y geograficos con la

actualidad y cambios de que éstos sufren.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Capacitacion y georreferenciacion de los predios.
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Anexo 5. Pocillos con muestras de lacto suero y colocacion de solucién de lavado.
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Anexo 6. Pocillos con solucion de revelacion y solucion de parada.
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