UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias de la Salud

Prevalencia aparente de brucelosis bovina a través de
ELISA indirecto en 48 fincas de los cantones Rio Verde y

Quinindé, provincia de Esmeraldas
Trabajo de investigacion

Elcy Maigua
Medicina Veterinaria

Trabajo de titulacién presentado como requisito
para la obtencion del titulo de
Médico Veterinario

Quito, 22 de mayo de 2018



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ
COLEGIO DE CIENCIAS DE LA SALUD

HOJA DE CALIFICACION )
DE TRABAJO DE TITULACION

Prevalencia aparente de brucelosis bovina a traves de ELISA indirecto en
48 fincas de los cantones Rio Verde y Quinindé, provincia de Esmeraldas

Elcy Maigua

Calificacion:

Nombre del profesor, Titulo académico Rommel L. Vinueza S.. Dr.MSc.

Firma del profesor:

Quito, 22 de mayo de 2018



Derechos de Autor

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y Manuales
de la Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de Propiedad
Intelectual USFQ, y estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad

intelectual del presente trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacion de este
trabajo en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Orgéanica

de Educacion Superior.

Firma del estudiante:

Nombres y apellidos: Elcy Maribel Maigua Teran
Cadigo: 00103930
Cédula de Identidad: 1725883092

Lugar y fecha: Quito, 22 de mayo de 2018



RESUMEN

La brucelosis bovina es una patologia zoonética producida por la bacteria Brucella
abortus. Esta patologia produce grandes pérdidas economicas causadas por la baja en la
produccion, infertilidad y abortos. Debido a esto, se realiz6 un estudio epidemioldgico
descriptivo, transversal e intencionado para conocer la situacion de Brucelosis bovina en
los cantones Rio Verde y Quinindé de la provincia de Esmeraldas, Ecuador. Se comprobd
ademas, mediante una revision sistematica la existencia de 39 trabajos a nivel nacional
sobre prevalencia de Brucelosis bovina en diferentes zonas del pais, de los cuales
solamente uno hace referencia a la provincia de Esmeraldas. Mediante la técnica Elisa
indirecta en leche de tanque se corrobor6 una prevalencia aparente de 43.33% para Rio
Verde y del 16.66% para Quinindé. Uno de los mayores riesgos asociados a la presencia
de la enfermedad fue el desconocimiento de la misma por parte de los ganaderos, que
conlleva a un sistema de vacunacion deficiente sobre todo en zonas rurales. Se demostrd
la alta sensibilidad y especificidad de la técnica Elisa indirecto en leche de tanque, para
el diagnostico de fincas sanas y fincas infectadas. EIl presente estudio toma importancia
porque se convierte en una herramienta para érganos reguladores del pais, autoridades
y los mismos ganaderos de la zona, para establecer estrategias especificas para las dos
zonas pertenecientes a Esmeraldas.

Palabras clave: Brucelosis bovina, sensibilidad, especificidad, prevalencia aparente,
pérdidas econémicas, Elisa indirecto.



ABSTRACT

Bovine brucellosis is a zoonotic pathology produced by the Brucella abortus bacterium.
This pathology produces great economic losses caused by the decline in production,
infertility and abortions. Due to this, a descriptive epidemiological study was conducted,
transversal and intentional to know the situation of bovine brucellosis in the cantons Rio
Verde and Quinindé of the Esmeraldas province, Ecuador. It was also verified, through
a systematic review, the existence of 39 works at national level about prevalence of bovine
brucellosis in different areas of the country, of which only one refers to Esmeraldas
province. The indirect Elisa technique in tank milk corroborated an apparent prevalence
of 43.33% for Rio Verde and 16.66% for Quinindé. One of the greatest risks associated
with the presence of the disease was the lack of knowledge on the part of the farmers,
which leads to a system of vaccination deficient especially in rural areas. The high
sensitivity and specificity of the indirect Elisa technique in tank milk was demonstrated
for the diagnosis of healthy farms and infected farms. This study is important because it
becomes a tool for regulatory bodies of the country, authorities and the same cattle
ranchers in the area, to establish specific strategies for the two areas belonging to
Esmeraldas.

Key words: Bovine brucellosis, sensitivity, specificity, apparent prevalence, economic
losses, indirect Elisa.
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INTRODUCCION

El ganado bovino ha representado por afios un papel importante en la vida del ser
humano, ya que se aprovecha los productos obtenidos directamente del animal como lo es la
carne, leche y sus subproductos. Sin embargo existen patologias que pueden afectar su
produccion como la brucelosis bovina producida por la bacteria Brucella abortus, la cual
también representa un riesgo para el ser humano por ser zoonética (D"Pool, et.al. 2004). La
brucelosis bovina se transmite por via digestiva, genital y contacto directo; mientras que el
contagio al hombre se da por el consumo de subproductos contaminados principalmente. La
patologia se caracteriza por el aborto en el Gltimo tercio de la gestacion, infertilidad y
disminucion de la produccion. Dentro del Ecuador, la enfermedad provoca pérdidas
econdmicas equivalentes al 2 0 3% de la produccion ganadera (Sanchez, 2012). Por esta razén
el Programa Nacional de Control de Brucelosis ha intentado tomar fuerza desde su creacion en
el 2009, teniendo como ejes fundamentales la vacunacion, remocion de reactores positivos,
vigilancia epidemioldgica y el diagndstico (Marifio-Jannaut, 2000). Dentro de estos, el
diagnostico es el paso inicial para establecer el estatus sanitario de una regién del pais y en
base a esto tomar medidas especificas para el control de la enfermedad en dicha area. Por tal
importancia, el diagnostico debe usar un método especifico, sensible y aceptado por la OIE,
como Elisa indirecto (Maldonado, et.al, 2012). Elisa indirecto permite la deteccién de
anticuerpos contra Brucella abortus usando como muestra el suero de leche, el cual representa
de forma confiable el estado fisiologico del animal (Vanzini, et.al, 1998). Los estudios
registrados a nivel del pais sobre brucelosis bovina corresponden en su mayoria a tesis de
pregrado con limitada distribucién, con un unico trabajo referente a Esmeraldas (Moncayo,
2015). Teniendo en cuenta que Esmeraldas es la segunda provincia en la costa con una
importante poblacion de ganado vacuno con 285941 cabezas (INEC, 2016); resulta

preocupante no tener suficientes datos de la provincia. Con todos los antecedentes, el siguiente



10

estudio busco contribuir con datos sobre la seroprevalencia de la enfermedad en una de las
zonas de las cuales se tiene menor informacion usando una técnica de diagnostico confiable.
Este es un paso inicial para establecer el estatus sanitario de dicha &rea. Se determind la
prevalencia aparente de Brucelosis bovina mediante la técnica ELISA indirecta para leche de
tanque en fincas de los cantones Rio Verde y Quinindé en la provincia de Esmeraldas, con la
participacion de predios pertenecientes al programa “Planes de Finca” impulsados por el

GADPE e IICA.
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DESARROLLO DEL TEMA

Epidemiologia de la enfermedad:

La brucelosis es una patologia zoonoética causada por la bacteria Brucella spp. que
afecta al ganado bovino, caprino y porcino; sin embargo, no se descarta el contagio a otras
especies como animales silvestres, domésticos, mamiferos marinos y se incluye el hombre
(D"Pool, et.al. 2004). En bovinos el agente especifico corresponde a la bacteria Brucella
abortus, el cual tiene afinidad por el Utero, gldndulas mamarias, testiculos, glandulas sexuales,
vainas tendinosas, ganglios linfaticos y es en estos Gltimos donde se produce su replicacion
(Acha & Szyfres. 2003). En vacas no gestantes la bacteria se ubica en el Utero y la glandula
mamaria. Es precisamente la infeccion del conducto galactéforo de la glandula mamaria la
fuente méas importante de contaminacién zoondtica a los seres humanos (Acha & Szyfres.
2003). La bacteria puede sobrevivir en ambientes a baja temperatura y humedad por largos
periodos, y por el contrario, es bastante sensible al calor a temperaturas superiores a 60° C
(Blasco. 2012).

La replicacion vy fijacion de la bacteria en el Utero del animal se da por la sustancia
eritritol propia de la placenta. Diferentes estructuras como el alantocorion, liquidos fetales y
cotiledones de la placenta se ven invadidos por la bacteria causando destruccién de las
vellosidades y por consiguiente el aborto, el cual se produce en el Gltimo tercio de la gestacion.
Esto se convierte en el principal signo clinico de la brucelosis bovina (Acha & Szyfres. 2003).
La afinidad de la bacteria por tejidos reproductores de macho y hembra causa ademas
retenciones placentarias, infertilidad, baja en la produccion de leche, epididimitis y orquitis en
machos; por ende la enfermedad conlleva pérdidas econémicas (AGROCALIDAD, 2016).

Ademas presenta un cuadro clinico que no suele identificarse de manera temprana, por lo que
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es comun detectarla en su forma cronica y esto dificulta su completa curacion, dando como
resultado el sacrificio de los animales infectados (Sanchez, 2012).

El periodo de incubacion de la bacteria tanto en animales como en el hombre vade 1 a
3 semanas, pudiendo durar meses. En cuanto a la transmision en bovinos, la principal via de
contagio es la oral cuando las vacas lamen los fetos abortados y descargas genitales. Los
terneros pueden infectarse en el Utero o al beber leche de vacas infectadas. Se debe tener en
cuenta que la excrecion de la bacteria se da desde los 39 dias post infeccidn, con una descarga
masiva en el aborto, y continuando por 15 dias adicionales (AGROCALIDAD, 2016). En
cambio el hombre contrae la infeccion durante el manejo de animales, ingestion de leche sin
pasteurizar y productos derivados y contaminados. Los animales portadores de la enfermedad
que entran en contacto con el hombre, representan un riesgo zoonético permanente (Espinosa,
2011). Dentro de los diagnosticos diferenciales que se debe tomar en cuenta estan Diarrea Viral
Bovina, Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, Leptospirosis, Campylobacteriosis y

Trichomoniasis (SAG, 2014).

Situacién internacional y nacional de la Brucelosis Bovina:

La brucelosis bovina ha representado por afios un problema sanitario y econémico, siendo
peligrosa por ser una patologia antropoozonotica distribuida mundialmente. Por tal importancia
forma parte de la lista de enfermedades de declaracion obligatoria (AGROCALIDAD, 2013).
Sin embargo, existen paises y regiones que han logrado su erradicacion mediante programas
de control exhaustivos como la mayoria de los que pertenecen a la Union Europea. Dicho
programa fue desarrollado desde el afio 1975 viendo su méas importante progreso en los Gltimos
afios (Mufioz, 2018). Gracias a esto, para el 2014 la Unién Europea cont6 con 14 paises y 4
regiones de los estados miembros oficialmente libres de brucelosis bovina (European

Commission, 2014).
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Algunas de las estrategias que incluyd la Union Europea para lograr dicho estatus
fueron la vigilancia epidemioldgica, diagnéstico, vacunacion y control de movilizacion.
Tomando como paso inicial el incremento paulatino del censo bovino nacional de los paises
que lo conforman hasta lograr la totalidad del mismo (Tribunal de Cuentas Europeo, 2016).
Mediante esta informacidn se pudo realizar pruebas sobre cada animal sin exceptuar ninguno,
siendo un rebafo positivo aquel con un solo animal infectado o sospechoso. El programa
establece el sacrificio obligatorio de dicho animal quedando totalmente prohibido la aplicacion
de tratamiento o uso de vacunas, y adicionalmente vacio sanitario de la explotacion (European
Commission, 2009). Otra de las estrategias establecidas consiste en medidas profilacticas sobre
las explotaciones donde se detectd bovinos positivos a la enfermedad, tanto en instalaciones,
pastos, control en el movimiento de animales y reposicion de animales sacrificados (Mufioz,
2018). Dentro de estas medidas profilacticas la mas importante es un programa de vacunacion
de todo bovino sano perteneciente a un hato.

De todas las estrategias mencionadas, es fundamental “la intensificacion de las pruebas
diagnosticas para elevar con la mayor brevedad posible su clasificacion sanitaria” (Mufioz,
2018). Dichas pruebas diagnosticas deben ser Elisa en leche dos veces al afio o bien una Elisa
seroldgica. En definitiva, tanto la vigilancia, el sistema de notificacion, la contribucion
financiera de la UE, la trazabilidad y el diagnéstico de la enfermedad fueron y son ejes
fundamentales para cumplir con el programa de control de la enfermedad y mantenerse por
afios libres de la misma (Mufioz, 2018). Este plan de control establecido de forma rigurosa ha
logrado posicionar a la Union Europea como los principales competidores en productos
bovinos libres de enfermedades como brucelosis bovina. La mayoria de paises o regiones que
lo conforman estan libres de la enfermedad, atreviendo a declararse completamente libres para

el 2018 (Muiioz, 2018). Paises como los pertenecientes a la Union Europea se convierten en
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modelos a seguir para lograr el control y erradicacion de brucelosis bovina en otros lugares del
mundo.

Si bien, la prevalencia de brucelosis en humanos no es bien conocida, “se estima que
a nivel mundial afecta a 500.000 personas al afio, especialmente en paises del area
mediterranea, Arabia, India, México, América Central y Sudamérica” (Zambrano & Pérez,
2015), representando el 0.6% de la poblacion mundial. En Ecuador, la enfermedad est& bajo
una vigilancia pasiva sin ser obligatoria su declaracion desde el 2008, por lo que no se tienen
datos certeros sobre la prevalencia de la enfermedad en personas (Ron Roman et al. 2014). Sin
embargo el Ministerio de Salud Publica ha registrado 152 personas infectadas por brucelosis
entre 1998 y 2007 seglin datos del INEC (AGROCALIDAD, 2016).

A nivel de Ecuador, es importante mencionar que el sector ganadero aporta con
alrededor del 7.59% del Producto Interno Bruto (Banco Central del Ecuador, 2015),
representando una de las ramas mas importantes de la economia del pais. Por este motivo, la
caracteristica epidemioldgica y evolutiva de la enfermedad ha provocado un impacto social y
econdmico superior a otras enfermedades reproductivas dentro del Ecuador. Se sabe que en el
pais, la enfermedad “provoca pérdidas anuales de 5.5 millones de dolares a causa de abortos,
reduccion de la produccidon de leche y mortalidad” (AGROCALIDAD. 2009). Estas pérdidas
equivalen al 2 0 3% de la produccion ganadera afiadiendo el gasto dedicado a atencion sanitaria
y conservacion de la salud (Sanchez, 2012). Adicionalmente, se generan pérdidas econdmicas
indirectas, ya que el Ecuador no puede exportar carne bovina a grandes paises porque la
comercializacion internacional exige que los alimentos de consumo humano sean inocuos
(Zambrano, Pérez, & Rodriguez, 2016).

Para seguir el ejemplo de paises mas desarrollados, desde el afio 2009 en el Ecuador
se establecid el “Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina” establecido por

AGROCALIDAD, el cual se fundamenta en las estrategias dictadas por la OIE en el “Cdédigo
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Sanitario para los Animales Terrestres” capitulo 8.4 y 11.3 referente a bovinos (OIE, 2015;
OIE, 2011). El programa considera la vacunacion, remocion de reactores positivos, vigilancia
epidemiolégica y el diagndstico (Marifio-Jannaut, 2000). Dichas estrategias de control
dependen también del estado epidemioldgico de cada regidn del pais, por lo que se necesita
tener datos actualizados de cada uno. Entonces se vuelve necesario realizar pruebas
diagndsticas en cada region del Ecuador, y es precisamente este aspecto el que no se ha logrado
completar (Zambrano, Pérez, & Rodriguez, 2016).

El Ecuador también se ha esforzado en llevar un registro del numero de cabezas de
ganado correspondiente a cada provincia del pais, siendo el Ultimo registro virtual en 2016 en
la “Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua” (INEC, 2016). Resultando
dificil cumplir este objetivo en zonas rurales. Desde el afio que se establecio el Programa de
Control, se han venido realizando estudios para conocer la situaciéon de la enfermedad en
diferentes regiones del pais. La mayoria de los trabajos registrados estan direccionados a
establecer la prevalencia de la enfermedad en zonas pertenecientes a la provincia de Manabi, y
algunas provincias de la Region Sierra. Sin embargo, el Unico estudio enfocado en conocer la
situacion de la provincia de Esmeraldas fue realizado en el 2015 por Moncayo, y es el Gnico

registro que se tiene de dicha provincia.

Pruebas diagndsticas:

Como parte integral en los programas de control de brucelosis el diagnostico de la
enfermedad es el primer paso para establecer el estatus sanitario de una region (Maldonado,
et.al. 2012). Este deberia ser realizado a través de un método especifico, sensible y que detecte
todas las fases de la infeccién. Las técnicas aprobadas por AGROCALIDAD son aglutinacion
rapida en placa (Rosa de Bengala) que es de caracter cualitativo. Esta prueba es capaz de

detectar anticuerpos IgM e 1gG. La aglutinacion ocurre cuando la muestra contiene anticuerpos
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contra Brucella abortus y es enfrentado al antigeno de Rosa de Bengala, el fendbmeno ocurre
dentro de los cuatro primeros minutos (Sanchez, 2012). Este tipo de test indirecto esta aceptado
por la OIE como prueba tamiz, sin embargo, esta prueba tiene una debilidad, ya que existe la
presencia de resultados falsos negativos que pueden estar relacionados con casos iniciales o
tardios de la infeccion. Por otro lado pueden existir falsos positivos por anticuerpos por
vacunacion, reacciones cruzadas o falla en la ejecucion de la prueba (Castro, Gonzélez, & Prat.
2005). Autores como McGiven y sus colaboradores indican que “las pruebas de aglutinacion
pueden considerarse menos sensibles y especificas que Fijacion del complemento, ELISA
competitivo, ELISA indirecto y Fluorescencia Polarizada” (2003). De estas alternativas las
técnicas de ELISA para el diagndstico de Brucelosis pueden identificar titulos de anticuerpos
significativamente mas bajos de los que pueden detectar otras pruebas como Rosa de bengala”
(D"Pool, et.al. 2004; McGiven et al. 2003).

La prueba de Elisa indirecto tiene como ventaja agilizar y reducir el estrés de los
bovinos durante la toma de muestra gracias a la facil manipulacion y rapidez. Representa
también una ventaja econémica para el ganadero en areas productoras de leche, ya que el costo
de muestreo es muy bajo. Elisa indirecto se considera una herramienta de vigilancia
epidemiolégica ya que permiten definir el estado de infeccion a nivel parroquial, provincial o
poblacional (Vanzini, et.al. 1998). Se sabe ademas que “el suero de leche se relaciona bien con
el suero de sangre permitiendo reflejar el estado fisiologico del animal” (Vanzini, et.al. 1998).
Por lo tanto, de los tipos de ELISA existentes, el Elisa indirecto que usa suero de leche se
considera altamente sensible y especifico para anticuerpos contra Brucella abortus, y
adicionalmente es aceptado por la OIE para estudios de prevalencia.

El test de ELISA indirecto utiliza un lipopolisacarido liso de Brucella abortus cepa
1119-3 biotipo 1 como antigeno (Nicola, Sebastian. 2009), ademas un anticuerpo monoclonal

para un epitopo especifico de 1gG bovina, el cual estara conjugado con HRPO (peroxidasa de
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rabano) como marcador enzimatico para su respectiva deteccion. Contiene también agentes
quelantes de cationes divalentes EDTA y EGTA para reducir posibles reacciones no especificas
(AGROCALIDAD, 2016). Este método permite amplificar la sefial ya que el sistema de
deteccion emplea dos anticuerpos, uno primario contra el antigeno y uno secundario marcado
contra el primero. Esta es la razén por la cual presenta mayor sensibilidad, al poder unirse uno
0 mas anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. Usando esta técnica la deteccion del
patdgeno en leche de tanque es un sistema relativamente barato, sencillo y confiable para

establecer el diagnostico sanitario de una finca (AGROCALIDAD. 2016).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utiliz6 el kit de Elisa indirecto “Brucellosis Antibody Test Kit (Tank milk)”, que mide
anticuerpos anti-Brucella abortus, de la casa comercial IDEXX. Este kit esté disefiado para el

analisis de 96 muestras de leche de tanque.

Area experimental

El area se sitUa en la provincia de Esmeraldas, region Costa, con una superficie de 15216 Km2,
una altitud de 15 msnm, con temperatura media anual de 25.6°C y una precipitacion media de
738mm (Clima-Data, 2018). La provincia presenta una poblacion ganadera correspondiente a
285941 cabezas de ganado (INEC, 2016), siendo la segunda provincia con mas cabezas de
ganado en el pais. El estudio se desarrollé en parroquias de los cantones Rio Verde y Quinindé,

de la zona norte y sur de la provincia respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Mapa del area de estudio en la provincia de Esmeraldas, Ecuador
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Disefio de estudio

Para determinar la prevalencia aparente de brucelosis bovina se realizd un estudio
epidemioldgico descriptivo transversal e intencionado, en donde se incluyé 48 fincas ganaderas
de los cantones Quinindé y Rio Verde de la Provincia de Esmeraldas durante el periodo

comprendido entre Julio a Octubre del 2017.

Poblacion de estudio

La poblacion de estudio se conformo de 48 muestras de leche provenientes de tanque, haciendo
referencia a 30 fincas de Rio Verde y 18 fincas de Quinindé, todas dedicadas a la produccion

lechera y subproductos. Cada finca ganadera maneja alrededor de veinte bovinos.

Recoleccion de muestras:

Se trabajo con la colaboracion de la prefectura de la provincia de Esmeraldas (GADPE) vy el
IICA para el muestreo, ya que las fincas participantes pertenecen al programa “Planes de
finca”. Por otro lado, el diagnostico fue realizado en la Universidad San Francisco de Quito en
el Laboratorio de Entomologia Médica y Medicina Tropical, y el Laboratorio de Diagndstico
Clinico del Hospital Veterinario de la universidad.
Las condiciones de manejo de las muestras de leche se consideraron desde la toma de muestra
y fue realizado por personal instruido en el tema cumpliendo con ciertos requisitos sugeridos
por AGROCALIDAD:
- Las muestras de leche provenientes de tanques de recoleccion se tomaron en su estado
crudo con la grasa homogeneizada, asegurandose de no contaminar el contenido de un
tanque con otro (AGROCALIDAD, 2017).
- Se tomd una muestra de 15 ml por tanque independientemente del volumen del tanque,

para asegurar un volumen adecuado de suero.



20

- Para la recoleccion de muestras se emplearon frascos de orina estériles (identificada
con su procedencia, fecha y hora de recoleccién, y ubicacion geogréfica), que
aseguraron un cierre hermético para que no se derrame la muestra o ingrese alguna otra
sustancia (AGROCALIDAD, 2017).

- Se mantuvo refrigerado los contenedores con las muestras a 4-8°C (ICA, s.f.).

- Parael traslado de las muestras se asegurd de mantener la cadena de frio, y se asegurd
que no existieran muestras de leche cortada (ICA, s.f.). Las muestras fueron trasladadas

al siguiente dia, por lo que no se necesito de aditivos para su conservacion.

Procesamiento y analisis de leche:

Las muestras de leche se consideraron de alto riesgo biologico. Cada muestra de leche paso
por ciertos niveles de aceptacion como coloracidn y consistencia cremosa. Después fueron
procesadas para extraer el respectivo suero el cual se mantuvo en congelacion entre -18 y -
30°C hasta su pertinente uso, segun los estatutos mencionados por AGROCALIDAD. Para la
extraccion de suero se descongeld a temperatura ambiente de 18°C a 25°C y se centrifugo a
3500 rpm por 15 minutos. Posteriormente se elimino el exceso de grasa para conservar el suero
de leche; este se recolectd con micropipeta usando micropuntas individuales por muestra para
evitar contaminacion entre muestras. EI volumen que se obtuvo para realizar la prueba de Elisa
indirecta fue de 1.5ml con un duplicado de cada uno para mantener en reserva por cualquier
inconveniente (ICA, s.f.). Una vez extraido el suero se mantuvo en congelacion hasta el dia del
procesamiento. Para esto se uso una técnica recomendada por la OIE como lo es Elisa indirecto,
con el kit Brucellosis Antibody Test Kit (Tank Milk) de IDEXX para medir anticuerpos contra
Brucella abortus. Se siguieron las especificaciones del kit para el procesamiento, célculo de

seropositividad por muestra y la interpretacion de resultados.
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Parametros de interpretacion

Para el céalculo del porcentaje de seropositividad de cada muestra se usé la formula matematica
proporcionada por el propio kit comercial Brucellosis Antibody Test Kit (Tank Milk) de
IDEXX el cual hace relacion entre DO muestra y DO control positivo (M/P%). Se siguieron
los criterios de validacion de la placa que indica el inserto del kit, al igual que los pardmetros

de interpretacion indicados para considerar una muestra positiva o negativa.
- M

Negativos: —% < 45%

Sospechoso: 45% < %% < 55%

Positivos: %% > 55%

Resultados:

Dada las especificaciones para interpretar los resultados obtenidos en el kit de Elisa indirecto,
se obtuvo 13 casos fincas positivas de las 30 muestreadas en Rio Verde (Tabla 1). En el caso
de Quinindé se obtuvieron 3 fincas positivas de 18 muestreadas (Tabla 2). La prevalencia

aparente calculada fue 43.33% para Rio Verde y 16.66% para Quinindé (Figura 2).

TABLA 1.- Prevalencia aparente para Rio Verde

Numero de muestras Prevalencia aparente
Positivo 13
Negativo 16 43.33%
Sospechoso 1

Fuente: La investigacion

Elaborado por: El autor



TABLA 2.- Prevalencia aparente para Quinindé

Numero de muestras

Prevalencia aparente

Positivo

3

Negativo

15

16.66%

Fuente: La investigacion

Elaborado por: El autor
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DISCUSION

Es necesario tomar en cuenta que muchas de las pruebas existentes tienen limitaciones en
cuanto a sensibilidad, especificidad, costos, disponibilidad y acceso por parte de los ganaderos
(Pefia, et al. 2014). Dentro de éstas, la OIE ha admitido pruebas tamices y pruebas
confirmatorias. Es por ello que la mayoria de estudios en el pais han sido realizados con el
método Rosa de Bengala considerada una prueba tamiz y de bajo costo. Sin embargo esta
técnica no detecta estados iniciales de la enfermedad o estados tardios, lo que representa una
debilidad si se quiere determinar la prevalencia confiable de una zona o una finca
(AGROCALIDAD, 2016). Por este motivo para este estudio se eligié una prueba aceptada por
la OIE como prueba confirmatoria. El Elisa indirecto que usa suero de leche se volvio util en
este estudio para la vigilancia epidemioldgica de Brucella abortus. Esta prueba se fundamenta
en el hecho de que las concentraciones de IgG en leche se relacionan bien con los niveles
séricos en sangre, por lo tanto, se puede suponer de manera l6gica que la leche puede reflejar
el estado fisioldgico del animal (Vanzini, et.al. 1998). Elisa indirecto para leche de tanque
permite detectar incluso un solo caso positivo por su nivel de sensibilidad del 95% para este
caso, tomando en cuenta que la densidad de color es proporcional a la concentracién de
anticuerpos especificos anti-Brucella abortus presentes en la muestra (Martinez, 2017). En el
2017 se realizaron estudios para la validacion del Kit comercial Brucellosis Antibody Test Kit
(Tank Milk) el cual es utilizado por AGROCALIDAD, en donde se obtuvo una sensibilidad
analitica hasta la dilucion 1/32 para la casa comercial IDEXX (Martinez, 2017), y otro estudio
realizado en Colombia confirma la misma informacion para la técnica Elisa indirecto (Rivera,
et.al. 2003). Dicha investigacion avala que los resultados obtenidos en este estudio son
confiables, demostrando que Elisa indirecto es capaz de reconocer sujetos enfermos y sanos de
una poblacion (Martinez, 2017). Por lo tanto, el test permitié analizar leche de tanque con la

misma sensibilidad y especificidad, permitiendo detectar rapidamente las fincas positivas y
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sospechosas. Las fincas que resultaron positivas reflejan la necesidad de una prueba
confirmatoria en cada uno de los bovinos para identificar cuales son los animales afectados y
acercarnos a una situacion més real de la enfermedad en cada finca y por consiguiente de la
zona (Vergara, et al. 2006); dejando asi una puerta abierta para una nueva investigacion. Por
medio de Elisa indirecta, se detectd una prevalencia aparente de 43.33% de fincas afectadas en
el cantén Rio verde, y de 16.66% en Quinindé. Estos valores conseguidos demuestran que al
menos en una de las dos zonas de importancia ganadera de Esmeraldas la presencia de
brucelosis es relativamente alta en relacion a la muestra utilizada.

La alta proporcion de fincas positivas obtenidas en este trabajo es de relevancia, ya que
los Unicos datos confiables hasta la actualidad han expuesto prevalencias de brucelosis de 4.2-
10% en Esmeraldas por AGROCALIDAD en el afio 1979, siendo uno de los dos Unicos
estudios a nivel de todo el pais sobre la enfermedad aparte de Carbonero y sus colaboradores
en 2018. A partir de entonces, solo existen publicaciones referentes a tesis de grado, o tesis de
maestrias no publicados oficialmente en revistas cientificas. Esta informacion se obtuvo
realizando una sistematizacién de los trabajos publicados sobre el tema a nivel del pais en los
buscadores PubMed, EBSCO, Springer link, Google Scholar Search Engines y Scielo, asi como
la Red de Repositorios de las Universidades Ecuatorianas, tomando en cuenta el periodo 2003-
2017 (ver Anexo 1). Haciendo mencion a la provincia de Esmeraldas solo se presenta una tesis
de grado en donde se determina una prevalencia de 18% para dicha provincia (Moncayo, 2015).
De presentarse la proporcidn referida por Moncayo en 2015 con la técnica Rosa de Bengala y
comparandolo con los resultados obtenidos en este estudio por medio de Elisa indirecta, se
podria indicar que la prevalencia de brucelosis en la zona estaria subestimada. Sin embargo,
seria importante también considerar que la prevalencia en cada canton puede variar
significativamente, justificando la diferencia en prevalencias de este trabajo con el de Moncayo

en 2015. Esta variacion obtenida por el presente trabajo permite tener una idea del estatus
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sanitario actual de dos zonas importantes en la provincia dedicadas a la produccién de leche, y
por consiguiente la posibilidad de tomar medidas preventivas especificas para mejorar el
problema a través de nuevos proyectos.

La proporcion de fincas contaminadas con brucelosis bovina resulto ser mas alta en uno
de los dos cantones, siendo este Rio Verde. Con el fin de analizar los factores causales que
podrian estar relacionados a un resultado positivo en la finca muestreada, durante la recoleccion
de muestras se decidio realizar una entrevista con los propietarios acerca de la enfermedad.
Durante las entrevistas se pudo confirmar que en la mayoria de fincas muestreadas los
propietarios no conocian sobre la enfermedad y algunos Gnicamente habian oido hablar de ella.
Esto indica que la posibilidad de que se estuviera tomando medidas preventivas como
vacunacion era practicamente nula en dichas zonas. Esta percepcion que el productor tiene en
cuanto a la brucelosis bovina claramente repercute en las tasas prevalentes de la enfermedad,
ya que toda finca positiva estuvo relacionada a un propietario que no conoce sobre la
enfermedad. Este andlisis concuerda con varios estudios realizados en diferentes zonas dentro
del pais y fuera de él, atribuyendo la enfermedad sobre todo al desconocimiento de la misma
como lo menciona Escobar (2011), Ventocilla y sus colaboradores (2009), Zambrano (2016)
entre otros.

El desconocimiento de la brucelosis tiene como resultado caracteristicas productivas
pobres y mal manejo de los animales, dando al productor poca ganancia econémica. En la
mayoria de fincas muestreadas las condiciones sanitarias eran deficientes, siendo regular la
convivencia de los bovinos con otras especies, la falta de asesoramiento veterinario, monta
natural, uso de agua de pozo, manejo de fetos abortados por el propio propietario o falta de
cuarentena de vacas que abortan. Debido a estos factores el contagio de brucelosis a humanos

era también muy probable.
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Desde que el programa de control de brucelosis bovina se estableci6 han existido varios
obstaculos para poder cumplirlo, y son precisamente estos los que se busca ir corrigiendo con
el pasar del tiempo. Uno de los principales obstaculos es justamente el desconocimiento de la
enfermedad por parte de los productores a nivel rural, ya que esto dificulta el cumplimiento de
la mayoria de las estrategias para el control de la enfermedad. Se ve afectado tanto el sistema
de notificacion, la vacunacion, diagnéstico y eliminacion de animales positivos; claves
fundamentales para el control y erradicacion de la enfermedad. Al no entender la patogenia de
la enfermedad y su peligro zoonético, el ganadero no le da la debida importancia a su
prevencion, evitando el control de la enfermedad en una determinada zona. Pese a que el
diagndstico es uno de los pasos iniciales para establecer el estatus sanitario, en nuestro pais
seria necesario ir un paso mas atras y hacer la concienciacion del productor en cuanto a todo
lo que implica la enfermedad.

Es debido a la falta de informacion sobre la enfermedad y reposicion de animales
eliminados que los ganaderos evitan la notificacion de este tipo de patologias. En este aspecto
la Uni6n Europea tuvo una gran ventaja, ya que dedicé un gran aporte financiero a la
concienciacion de los productores y reposicion de animales (Mufioz, 2018), un hecho que en
Ecuador no ha sucedido. Por consiguiente, los reactores positivos que se mantienen representan
un foco de diseminacion y permanencia de la enfermedad.

Otra de las caracteristicas que se pudo observar a nivel de fincas, es que los animales
nuevos eran provenientes de ferias; es decir sin ningun tipo de registro de salud o vacunacion.
La puerta de entrada a la enfermedad era muy probablemente este aspecto, ya que una de las
medidas mas importantes para el control de la brucelosis bovina en una explotacion ganadera
es el manejo de un programa de vacunacion adecuada (AGROCALIDAD, 2016). Es
precisamente esto en lo que se enfoca el Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina;

realizando campafias de vacunacion contra la enfermedad se busca crear inmunidad en los
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animales (Zambrano, 2016). Pese a que se ha venido trabajando en dicho programa, es
necesario considerar que éste busca cumplir su meta a largo plazo siguiendo los modelos de
paises méas desarrollados. Sin embargo uno de los inconvenientes que encontramos con los
propietarios es que dichas camparias no llegan a zonas rurales como las de este estudio. Por lo
tanto este estudio demuestra también el incumplimiento del programa, ya que las zonas
correspondientes al estudio declararon nunca haber sido visitadas por dichas campafas, un
aspecto concordante con el estudio realizado por Zambrano (2016).

En comparacion a Rio Verde, en Quinindé 3 de las fincas resultaron ser positivas.
Adicionalmente en esta zona se pudo comprobar por medio de los propietarios que las
campafias de vacunacion han visitado al menos una vez sus respectivas zonas. Esto demuestra
la eficacia de una de las estrategias de control como lo es la vacunacion (Escobar, 2011), ya
que aquellas fincas negativas estaban relacionadas a zonas que tuvieron acceso al programa.
Por lo que una de las soluciones podria radicar en contratar mayor nimero de personal que se
enfoque precisamente en zonas de dificil acceso. Es importante considerar que la vacunacion
juega un papel primordial en el control de la enfermedad porque permite su prevencion, limita
su difusion y por consiguiente reducen el impacto econémico (Zambrano, 2016). El programa
sugiere la vacunacion a terneras de 4 a 6 meses de edad, existiendo dos tipos de vacunas en la
actualidad, la Cepa 19 y la RB51. De estas, el programa de control de la enfermedad trabaja
con la Cepa 19 para la inmunizacién de los bovinos en ganaderias extensivas, la cual se debe
aplicar a bovinos de 4 a 8 meses como maximo (Escobar, 2011). La ventaja de esta vacuna es
su mayor resistencia frente a desafios de la enfermedad manteniendo titulos altos por largos
periodos, y puede usarse en animales adultos con dosis bajas. Sin embargo se debe considerar
que puede existir persistencia de los titulos de anticuerpos incluso después de los 24 meses,
por lo que pruebas diagndsticas resultarian falsas (Peniche, et.al. 2009). La razén por la que no

se trabaja con la RB51 es la necesidad de una revacunacion en la pubertad de los bovinos para
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mantener una buena inmunidad, resultando aun mas dificil cumplir este aspecto al realizar
campafias. Con esta informacion, se comprueba que el problema radica en que dichas campafas
de vacunacion no llegan a todas las zonas del Ecuador, siendo un ejemplo la diferencia en la
prevalencia entre Quinindé y Rio Verde.

Los esfuerzos para el control de la enfermedad deben estar basados en la deteccion y la
prevencion, ya que ningun tratamiento se considera viable para la enfermedad (Llaguno, 2015).
La deteccidn oportuna de la enfermedad es punto clave para la erradicacion de la enfermedad
en un predio. En cuanto a la deteccidn, siguiendo el modelo de la OIE, este deberia ser realizado
dos veces por afio usando al menos una prueba tamiz como Rosa de Bengala, sin embargo en
zonas rurales esta estrategia es nula, y mucho menos las pruebas de caracter confirmatorio que
son de mayor costo. Es precisamente en este aspecto en donde el gobierno del Ecuador deberia
trabajar incluyendo a instituciones de educacion superior como Universidades que puedan
realizar estudios similares al presentado en este trabajo. De esta manera se podria determinar
el estatus sanitario de diferentes zonas y poder cubrir poco a poco todas las regiones del pais.
Con este punto de partida, se podria definir estrategias y calendarios especificos que se ajusten
a cada explotacion; siempre incluyendo a médicos veterinarios para interpretar los resultados
obtenidos y aplicar las estrategias del programa.

El presente estudio toma importancia ya que brinda datos actualizados que podrian
convertirse en herramientas para los érganos reguladores, autoridades y los mismos ganaderos
para modificar las estrategias aplicadas en el programa de control de brucelosis para zonas
pertenecientes a Esmeraldas. Pese a que este estudio no podria hacer inferencia a toda la
provincia de Esmeraldas, resulta importante ya que forma parte de un estudio mucho mas
grande que abarca una mayor cantidad de zonas y que permitira tener una idea mas real de la
provincia. Por lo que se recomendaria también que este tipo de estudios sigan siendo

actualizados ya que pueden ser de mucha ayuda en estudios seroepidemioldgicos a nivel de
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campo. Ademas, se deberia incentivar a que este tipo de estudios sean publicados en revistas
cientificas ya que al momento de realizar la sistematizacion de trabajos publicados se pudo
comprobar que los Unicos estudios reportado en revistas indexadas a nivel internacional ha sido
realizado por Zambrano en 2015 y 2016, Rodriguez y sus colaboradores en 2015, Ron Roman
y sus colaboradores en 2014; siendo los Unicos con publicaciones completamente cientifica.

En aquellas fincas que dieron negativo para la enfermedad es importante tomar medidas
de manejo adecuadas para evitar su ingreso. En primer lugar se recomendaria desarrollar un
programa de capacitacion en diferentes comunidades de los cantones para difundir informacion
sobre la enfermedad y su efecto tanto en salud pablica como en la produccién. Dentro de las
principales medidas preventivas que se recomendarian es la vigilancia periodica de los
animales para una deteccion precoz de la enfermedad, introduccion solo de animales
provenientes de predios libres de la enfermedad o por minimo hacer un periodo de cuarentena.
Los ganaderos deben tener claro el manejo en cuanto a restos fetales, placenta, y la desinfeccién
de reas contaminadas. Esto seria incinerar los restos o bien tratarlos con cal viva y depositarlos
en una fosa comun. Un programa de vigilancia epidemioldgica eficiente permitira detectar de
forma temprana la enfermedad y también mantener libre de la enfermedad aquellas fincas que
ya lo sean. Hay que considerar que en este estudio existe un caso sospechoso en Rio Verde,
con un valor de seropositividad cercano a rangos positivos. Considerando que el kit es
altamente especifico y sensible, se podria pensar que dicha muestra tenia una pobre distribucién
del anticuerpo en la muestra probablemente porque no fue correctamente homogenizada al
momento de ser descongelada (IDEXX, 2010).

Finalmente, con los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede determinar que
a nivel nacional existe todavia un largo camino para lograr el control de la enfermedad, y mas
aun para su completa erradicacion. Actualmente no existen regiones o zonas completamente

libres de la enfermedad en el pais, pero si existen predios individuales que han recibido
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certificacion libre de brucelosis. Por ejemplo el Ministerio de Agricultura y Ganaderia declara
que el 2017 termina con 41 predios libres de brucelosis bovina en Loja (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, 2018) y Zamora Chinchipe con 47 predios libres (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, 2017). Para esta certificacion el diagnostico mediante técnicas
seroldgicas de alta sensibilidad como Elisa fueron un pilar fundamental, asi como el
cumplimiento de las normativas establecidas en el Programa de Control de Brucelosis.
Especificamente en Esmeraldas la situacion de brucelosis resulta preocupante porque dichos

programas de control y diagnostico no llegan a las zonas de mayor vulnerabilidad.
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CONCLUSIONES

La prevalencia obtenida en el estudio resultd ser mas alta que la reportada por Moncayo
en 2015, lo que indicaria que dicha informacion puede estar subestimada, que pudo
haber un aumento de casos positivos a la enfermedad, o que la diferencia de prevalencia
de un canton a otro es significativa. Esto indica que se necesitan més estudios en la
region para obtener un mayor nimero de datos en cuanto a prevalencias de diferentes
zonas y poder inferir a la provincia de Esmeraldas de forma confiable.

En el 90% de las fincas estudiadas se introducen los animales directamente de compras
en ferias ganaderas sin ningun tipo de registro sanitario, lo que constituye uno de los
principales factores de propagacion y permanencia de la enfermedad en la zona.
Desde el afio 2000 hasta la actualidad existen alrededor de 40 estudios referentes a la
Brucelosis Bovina en el Ecuador, en donde la mayoria corresponden a tesis de grado
de diferentes instituciones universitarias con una limitada distribucion, y Gnicamente 3
trabajos han sido publicados en revistas cientificas. De todos los estudios publicados
apenas uno hace mencion a Esmeraldas, demostrando la falta de informacion sobre una
de las provincias mas importantes dedicadas a la produccién de subproductos animales
después de Manabi. Ademas queda demostrado mediante la sistematizacion de
informacion realizada, que no existen suficientes datos confiables para establecer
prevalencias confiables de diferentes zonas del pais.

El presente estudio demuestra un deficiente cumplimiento del programa ya que
unicamente algunas parroquias del canton Quinindé han tenido acceso al Programa de
Control de Brucelosis, mientras que la mayoria nunca se ha visto beneficiado por este.
Por otro lado todas las fincas muestreadas en Rio Verde nunca habian sido visitadas

por el programa de control de brucelosis.
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ANEXO A. SISTEMATIZACION DE TRABAJOS REALIZADOS SOBRE BRUCELOSIS BOVINA

ESTUDIO AUTORES ANO ZONA GEOGRAFICA | ANALISIS PREVALENCIA ENTIDAD TIPO DE
APLICADO PUBLICACION
Brucelosis Bovina en la Provincia Marina Dalila 2016 Costa (Manabi) Rosa de Bengala, prevalencia: 2,19% Revista Scielo Publicacién en Revista
Manabi, Ecuador. Estudio de los Zambrano Aguayo, Elisa-C cientifica
Factores de Riesgo Miguel Pérez Ruano,
Ximena Rodriguez
Villafuerte
Situacion actual de la brucelosis y Dario Fabian Andrade | 2016 Costa (Santo Domingo Rosa de Bengala, Por fincas: 1,56% Escuela Superior Tesis de Grado
tuberculosis bovina en la provincia Andrade de los Tséachilas) Elisa-C Por animales: 0,028% | Politécnica de
de Santo Domingo de los Tséchilas Chimborazo
Estudio Epidemioldgico de Marina Dalia 2016 Costa (Manabi) Metanalisis: Rosa Revision sistematica: | Universidad Tesis de Doctorado
brucelosis bovina en la provincia Zambrano Aguayo de Bengala, ELISA- | Costa: 1,96% Agraria de la
Manabi, Ecuador C, Milk Ring Test Sierra: 1,74% Habana
Experimental: Rosa | Amazonia: 0,52%
de Bengala, Elisa-C | Prevalencia
experimental:
Fincas: 11,90%
Mataderos: 2,63%
Individual: 2,31%
Prevalencia de brucelosis bovina Jose Manuel Moncayo | 2015 Costa (Esmeraldas) Rosa de bengala Prevalencia: 18,33% Universidad Tesis de grado
(Brucella abortus) mediante la Castro Estatal de
prueba rosa de bengala en los Quevedo

cantones (Eloy Alfaro, Muisne y
Esmeraldas) de la provincia de
Esmeraldas
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Seroprevalencia de brucelosis en Marina Dalia 2015 Costa (Manabi) Rosa de Bengala, Bovinos: 2,33% Revista Scielo Publicacién en revista
ganado bovino y en humanos Zambrano Aguayo, Elisa-C Humanos: 1,06% cientifica
vinculados a la ganaderia bovina en Miguel Pérez Ruano
las zonas norte y centro de la
provincia Manabi, Ecuador
Seroprevalencia, aislamiento y Tania Alexandra 2015 Sierra (Pichincha) Rosa de Bengala, Rosa de Bengala: Universidad Tesis de Grado
biotipificacion de Brucella spp., de Ortega Sierra SAT-EDTA 5,98% Central del
bovinos faenados en dos camales de SAT-EDTA: 7,30% Ecuador
la provincia de Pichincha
Determinacion del indice de Carlos Ivan Barros 2015 Costa (Guayas) Rosa de Bengala Prevalencia: 0% Universidad Tesis de Grado
prevalencia de brucelosis bovina en Morales Técnica de
el canton Naranjal provincia del Machala
Guayas
Prevalencia y factores de riesgo de Silvia Silvana Flor 2015 Costa (Guayas) Rosa de bengala Prevalencia 0% Universidad de Tesis de Masterado
brucelosis bovina en ganaderias de la | Alvarez Guayaquil
Isla Puna, 2012. Propuesta y
medidas de prevencion.
indice de prevalencia de Brucelosis Julio Cesar Torres 2015 Costa (El Oro) Rosa de Bengala, Prevalencia 0% Universidad Tesis de Grado
bovina en el cantdn Las Lajas, Freire Elisa-C Técnica de
provincia de El Oro Machala
Circulating Strains of Brucella Rodriguez Hidalgo R, | 2015 Costa (Santo Domingo Rosa de Bengala, Prevalencia: 7,62% Revistas NCBI Publicacion en revista
abortus in Cattle in Santo Domingo Contreras Zamora J, de los Tséachilas) SAT -EDTA, PCR cientifica
De Los Tsachilas Province — Benitez Ortiz W, y AMOS-PCR,
Ecuador Guerrero Viracocha K, crecimiento en

Salcan Guaman H, medio de Farrel

Minda E, Ron Garrido

L.
“Prevalencia de brucelosis en ganado | Maria Cecilia Narvdez | 2014 Sierra (Bolivar) Rosa de Bengala, Prevalencia: 0% Universidad Tesis de grado
bovino de la parroquia Salinas del Chango Elisa-C Estatal de Bolivar
canton Guaranda provincia Bolivar”
Prevalencia de brucelosis bovina en Yamil Antonio 2014 Costa (El Oro) Rosa de bengala Prevalencia: 0% Universidad tesis de Grado
fincas ganaderas del cantén Pasaje Villamar Martinez Técnica de

Machala
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Prevalencia de brucelosis bovina en Max Lenin Tituafia 2014 Costa (El Oro) Rosa de Bengala Prevalencia 0% Universidad Tesis de grado
fincas ganaderas del cantén Zaruma | Orellana Técnica de
Machala
Determinacion del indice de Juan Carlos Ortega 2014 Costa (El Oro) Rosa de Bengala Prevalencia: 0% Universidad Tesis de Grado
prevalencia de la brucelosis en el Chamba Técnica de
canton Pifias, Provincia de El Oro Machala
Diagndstico de brucelosis (Brucella) | Maria José Benitez 2013 Sierra (Tungurahua) Anigen Rapid B. Prevalencia: 0% Universidad Tesis de grado
bovina (Bévidos) mediante Gonzales Brucella AB. Test Técnica de
“ANIGEN RAPID B. BRUCELLA Kit Ambato
AB. TEST KIT” en vacas lecheras
del camal municipal del cantén
Ambato de la provincia del
Tungurahua
Determinacion de la prevalencia de Arias Caisaguano 2013 Costa (Manabi) Rosa de bengala Prevalencia: 29,33% Universidad Tesis de Grado
brucelosis bovina (Brucella abortus) Técnica Estatal de
en la provincia de Manabi mediante Quevedo
la prueba de la rosa bengala.
Incidencia de brucelosis bovina Avrias Caisaguano, 2013 Costa (Santo Domingo Rosa de Bengala, 29% Universidad Tesis de Grado
(Brucella abortus) en la provinciade | Gustavo Ulices de los Tséachilas) PCR Técnica Estatal de
Santo Domingo de los Tséchilas Quevedo
Estudio epidemioldgico de Diego Marcelo Cuenca | 2013 Costa (Santo Domingo Rosa de Benngala, Prevalencia 0,5% Universidad de las | Tesis de grado
brucelosis humana y animal en la Jaramillo de los Tséachilas) SAT-EDTA fuerzas armadas
Hacienda San Antonio, ESPE Santo ESPE
Domingo.
Determinacion de la seroprevalencia | Raul Efrén Diaz 2013 Sierra, Costa, Amazonia | Rosa de Bengala, El Oro: 3,91% Universidad Tesis de Grado
y andlisis de factores de riesgo de Albuja, Oscar Fabian (Loja, El Oro, Zamora SAT-EDTA Zamora Chinchipe: Central del
brucelosis en bovinos, en las Lamifia Juifia Chinchipe) 0% Loja: 0% Ecuador

provincias de Zamora Chinchipe,
Lojay El Oro
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Prevalencia de brucelosis bovina Milton Medardo 2013 Sierra (Pichincha) Ring Test, Rosa de Ring Test: 21,4%, Universidad Tesis de Grado
mediante la prueba de anillo en leche | Neppas Tuqueres Bengala, Elisa-c Rosa de Bengala: Politécnica
(Ring Test) y Rosa de Bengala en la 12,1% Elisa-C: Salesiana
asociacion agropecuaria El ordefio 8,9%  Ring Test
de La Chimba-Cayambre-2012 por animal: 23,2%
Rosa de Bengala por
animal: 4,6 %
Elisa-C por animal:
3,26%
Determinacion de seroprevalencia de | Vanessa Alejandra 2013 Amazonia (Pastaza) Rosa de Bengala, Por finca: 3,4% Por Universidad Tesis de Grado
Brucelosis ovina en la provincia de Jaramillo Benavides, SAT-EDTA animal: 1,04% Central del
Pastaza y posibles factores de riesgo | Cristina Vanessa Ecuador
asociados con la enfermedad Yépez Jacome
Prevalencia de Brucelosis Bovinaen | Diego Alonso Agurto 2013 Sierra (Cafiar) Rosa de Bengala, 0,02% Universidad de Tesis de Grado
le Parroquia Ingapirca, Canton Granda, Pedro Ismael Elisa-C Cuenca
Cafiar, Provincia Cafiar Fernandez Panjon
Prevalencia de brucelosis bovina en Veronica Ximena 2013 Amazonia (Morona Rosa de Bengala, Prevalencia: 0% Universidad de Tesis de Grado
el Cantén Limon Indanza Provincia Cabrera Tenecela, Santiago) Elisa-C Cuenca
Morona Santiago Marcelo Ramiro
Cardenas Pelaez
INCIDENCIA DE BRUCELOSIS Rubén Dario Vera 2013 Costa (Manabi) Rosa de Bengala, Rosa de bengala: 22% | Universidad Tesis de grado
BOVINA (Brucella abortus) EN EL | Ganchozo PCR PCR: 9,67% Técnica Estatal de
CANTON PICHINCHA, Quevedo
PROVINCIA DE MANABI”
Aislamiento y biotipificacion de Marlon Hernan 2013 Sierra (Carchi) Rosa de Bengala, Prevalencia: 3,91% Universidad Tesis de Grado
Brucella spp. De reservorios Carlosama Yépez SAT-EDTA Central del
animales seropositivos en el centro Ecuador
de faenamiento de Tulcén
Prevalencia de brucelosis bovina Carmen Alezandra 2012 Sierra (Pichincha) Rosa de Bengala, 2,18% Universidad Tesis de Grado
mediante el método Card-Test (Rosa | Sanchez Pefia Elisa Politécnica
de Bengala) en la comunidad de Salesiana

Pesillo Cayambre-Ecuador
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Determinar la prevalencia de Sergio Ramon Paredes | 2012 Costa (Santo Domingo Rosa de Bengala, Prevalencia por finca: | Escuela Tesis de Grado
brucelosis bovina y factores de Vargas de los Tséachilas) Milk Ring Test, 5,26% Politécnica del

riesgo en la parroquia Alluriquin, SAT-EDTA Prevalencia en Ejercito - Santo

Recinito Cristal de Lelia animales: 0,19% Domingo

Prevalencia de brucelosis bovina en Cuenca Velasco 2012 Costa (El Oro) Rosa de bengala, prevalencia: 0% Universidad tesis de Grado
la parroquia Huertas del canton Mauricio David SAP Nacional de Loja

Zaruma provincia de EI Oro

Prevalencia de brucelosis en Isabel Cristina 2012 Sierra (Imbabura) Rosa de Bengala Prevalencia: 1,15% Universidad de las | Tesis de Grado
haciendas ganaderas lecheras y Calderon Yépez Américas

plantas de faenamiento en la

provincia de Imbabura

Evaluacion de la incidencia de Jose Luis Espinoza 2011 Sierra (Pichincha) Rosa de Bengala y Prevalencia 18,83% Universidad de las | Tesis de grado
brucelosis bovina de las haciendas Benitez SAT-EDTA Incidencia: 4,95% Américas

"El Prado" y "Aychapicho",

localizadas en la provincia de

Pichincha-Ecuador, mediante

aplicacion de técnicas

inmunodiagndsticas

Incidencia-Prevalencia y plan de Francisco Daniel 2011 Sierra (Carchi, Rosa de Bengala Carchi: 8,52% Escuela Superior Tesis de Grado
control de brucelosis bovina en hatos | Escobar Iglesias Imbabura, Pichincha) Imbabura: 0,75% Politécnica de

lecheros de la sierra norte Pichincha: 0,36% Chimborazo

ecuatoriana

DETERMINACION DE Maicol Dario Pozo 2011 Amazonia (Pastaza) Rosa de Bengala prevalencia 0% Universidad Tesis de grado
BRUCELOSIS BOVINA (Brucella Rosero, Gabriela Técnica de

abortus) CON LA PRUEBA ROSA | Elizabeth Norofia Cotopaxi

DE BENGALA EN LA Changoluisa

ASOCIACION “UNION LIBRE”

DE LA PARROQUIA 10 DE

AGOSTO PROVINCIA DE

PASTAZA”

Incidencia de Brucelosis bovina. Ayala B.E.A, Tobar 2011 Sierra (Carchi) Rosa de Bengala, 1,54% Universidad Tesis de grado

Brucella abortus en los hatos
lecheros de la Asociacién Rancheros
del Norte, Parroquia EI Carmelo,
Cantén Tulcan, Provincia del Carchi

O.LJ

Elisa-C

Politécnica Estatal
de Carchi
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Prevalencia de Brucelosis Bovinaen | Pricila Espinoza 2010 Amazonia (Morona SAP Cantonal: 2,22% Universidad de Tesis de Grado
el Cantén Gualaquiza, Provincia de Ortega Santiago) El Ideal: 10% Cuenca
Morona Santiago Gualaquiza: 8,5%
Nueva Tarqui: 2,86%
Incidencia de brucelosis bovina en el | Bustamante U.G.A 2009 Costa (Manabi) Rosa de Bengala 2,28% Universidad Tesis de grado
canton Santa Ana de la provincia de Técnica de
Manabi. Babahoyo
Determinacion de brucelosis Ballen L.D.E, Ormaza | 2009 Costa (Manabi) Elisa-1, prueba 1,58% Escuela Superior | Tesis de Grado
mediante pruebas en placa y contra DJ.A rapida en placa Politécnica
muestra con ELISA indirecto en el Agropecuaria de
ganado bovino del Cantén Bolivar Manabi
en el invierno.
Prevalencia de Brucelosis, Geovany Macias 2003 Sierra (Guayas, Rosa de Bengala, El Empalme: 6,71% Universidad Tesis de Grado
Tuberculosis, Leptospirosis y Antrax | Rodriguez Pichincha, Los Rios) Microaglutinacion, | Pichincha: 8,33% Técnica de
en los Bovinos Faenados en los observacion Quevedo: 7,71% Manabf

Camales de ElI Empalme, Pichincha
y Quevedo desde 2001 a 2003

macroscopica

Fuente: La investigacion

Elaborado por: El autor
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ANEXO B: DENSIDAD OPTICA DE CADA MUESTRA DE LECHE

A 450NM

Densidad obtenida a una longitud de onda de 450 nm mediante espectofotometro. El primer

casillero representa al control negativo, y los dos casilleros siguientes representan a los

controles negativos. El color amarillo representa las muestras correspondientes a Rio Verde, y

el color azul representa a muestras de Quinindé.

1 1 3 4 5 6 7 8 g 10 1 1
A 017  o0g16l 08 o312 o301 024 0088 07 4 o670 009
B 1903 03% 0393 057 047 2699 278 301 0568 4 o5 o4
C 0604 0418  0In 019 032 28 0,815 4 04 4 026  00%
D 0178 0,08 016  0Ms 4 4 0,163 4 4 08| 039 4
3 0305 0402 4 0531 4 0w 0,581 4 4 o059 02| 1366
F 4 017 o087 o309 028 03 4 ods 0282 4 4 4
G 0,576 4 2 o o 4 0,155 4 03 Lm 4 0
H 012 o016 o012 o005 oug 0l 0,093

Fuente: La investigacion

Elaborado por: El autor
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ANEXO C: RESULTADOS OBTENIDOS PARA M/P%
(PORCENTAJE DE SEROPOSITIVIDAD) DE CADA MUESTRA

Resultados obtenidos mediante formula establecida por Brucellosis Antibody Test Kit (Tank
Milk). Casilleros amarillos indican reactores y casilleros azules indican no reactores.
Adicionalmente casilleros violetas indicarian resultados sospechosos segln los criterios de

interpretacion proporcionados por el Kit.

1 2 3 4 3 b I § 9 10 1 12
A 0,00 103,10 96,30 25,16 23,74 22,84 -4 1543 501,03 6,43 33,33 -2,32
B 213123 3445 35,61 38,58 46,71 333,16 336,30 373,81 58,19 301,03 60,65 36,65
c 62,84 3897 0,65 542 2643 306,19 90,06 301,03 1510 301,03 16,65 -2,11
D 7,87 -4,39 533 21 501,03 501,03 5%
E
F
G 2,58
H 0,65 116 0,65 2,8 0,13 0,26 -3,10

Fuente: La investigacion

Elaborado por: El autor
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ANEXO D. RECEPCION DE MUESTRAS DE LECHE DE TANQUE
EN EL LABORATORIO DEL HOSPITAL VETERINARIO DE LA
UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO

ANEXO E. EXTRACCION DE SUERO DE LECHE E
IDENTIFICACION CORRESPONDIENTE




ANEXO F. COLOCACION DE CONTROLES POSITIVO,
NEGATIVO, Y REACTIVOS EN LOS POSILLOS
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ANEXO H. EQUIPO QUE TRABAJO DURANTE EL ANALISIS DE
LAS MUESTRAS DE SUERO DE LECHE POR ELISA INDIRECTO

Laboratorio de Entomologia y Medicina tropical de la Universidad San Francisco de Quito-

Ecuador 2017.




