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VIl RESUMEN

Esta investigacion se la realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo. EI objetivo general de esta
investigacion fue: Determinar la prevalencia de Brucelosis bovina en la provincia
de Santo Domingo de los Tsachilas mediante las pruebas de Rosa de Bengala y
confirmacion con PCR. En este estudio se hizo la comprobacion de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la muestra que salieron
positiva con la prueba serolégica Rosa de Bengala (RB) en el diagnéstico de la
brucelosis bovina. Un total de 400 muestras de sangre fueron recolectadas en
43 hatos en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas con una alta tasa
de prevalencia histérica de brucelosis. Un promedio del 29% dio positivo para el
andlisis de RB, mientras tanto que con PCR fue del 25% , en cuanto a la
prevalencia de brucelosis bovina de acuerdo a la procedencia prevalencia de
brucelosis bovina segun su procedencia es la siguiente; la parroquias de Valle
Hermoso y Alluriquin con 1% casos positivos en cada zona, El Esfuerzo, y Santa
Maria del Toachi con 1.5% caso en cada sector, Luz América con 2% caso;
La Concordia con 3% casos positivos, Puerto Limén 9% casos positivos y San
Jacinto del Bla 10% casos. El analisis mediante la Prueba No Paramétrica de y?
determiné significancia estadistica (P<0.05).Las muestras positivas
amplificaron un fragmento de 725pb. Con este trabajo se sugiere que la técnica
de PCR es una herramienta altamente eficiente y muy util para el diagnéstico de
la brucelosis en bovino. Se determind que las pérdidas econémicas producidas

en vacas enfermas es de $ 886 délares.

VIIl. SUMARY

Xii



This research was conducted in the Laboratory of Biotechnology, State Technical
University Quevedo. The overall objective of this research was to determine the
prevalence of bovine brucellosis in the province of Santo Domingo de los
Tsachilas using the Rose Bengal test and PCR confirmation. This study was done
to check the technique chain reaction (PCR) of the sample that came
serologically positive with Rose Bengal (RB) in the diagnosis of bovine
brucellosis. A total of 400 blood samples were collected from 43 herds in the
province of Santo Domingo de los Tsachilas with high historical prevalence of
brucellosis. An average of 29% tested positive for the analysis of RB, meanwhile
that PCR was 25%, in relation to the prevalence of bovine brucellosis according
to the prevalence of brucellosis source by source as follows: the parishes Valle
Hermoso and Alluriquin with 1% positive cases in each area and the effort, and
Santa Maria del Toachi case with 1.5% in each sector, with 2% American Light
case, La Concordia with 3% positive cases, 9% Puerto Limon positive cases and
San Jacinto Bua 10% cases. The analysis by nonparametric c2 determined
statistical significance (P = 0.05). Positive samples amplified a fragment of 725pb.
This work suggests that the PCR is a highly efficient and useful for the diagnosis
of brucellosis in cattle. It was determined that the economic losses produced in
diseased cows is $ 886 U.S. dollars.
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CAPITULO I.

MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION



1.1. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad endémica en muchos paises del mundo. Afecta la
sanidad y la produccién, ademas tiene una importante repercusion econémica en el
comercio internacional de animales y productos derivados. Ocasiona significativas
pérdidas en la produccion pecuaria debido a que provoca abortos, metritis, infertilidad
y el nacimiento de animales débiles. Por otro lado, constituye un importante problema
para la salud publica. EI hombre adquiere la infeccién por el consumo de leche no

pasteurizada y sus derivados, o por el contacto con material infeccioso.

La lucha contra la Brucelosis se basa en cuatro aspectos fundamentales: el
conocimiento de la enfermedad, el diagndstico correcto, la vacunacion y la
eliminacién de los animales positivos con un Unico destino el sacrificio. La vacunacion
y el diagndstico de los animales constituyen un objeto muy valioso para los planes de

control y erradicacion.

El agente causal de la brucelosis es la bacteria Brucellaspp. Se trata de un
cocobacilo, aerébico, Gram negativo. Se conocen 8 especies, CuyosS reservorios
naturales principales para las distintas especies son: vacunos (B. abortus), caprinos
(B. melitensis), porcinos (B. suis), ovinos (B. ovis), caninos (B. canis), roedores (B.
neotomae) y, ademas, la recientemente hallada en mamiferos marinos (B. ceti y B.

pinnipedialis).

La tendencia general favorable en la mayoria de regiones del Ecuador puede no
reflejar la existencia de areas locales endémicas, en las que la brucelosis continta
siendo un problema no resuelto, ya que las zonas de baja incidencia pueden
enmascarar las cifras de areas rurales escasamente pobladas. La identificacion de
dichas zonas y el estudio de su situacion epidemiolégica han de contribuir a delimitar
el impacto actual de la enfermedad y a la toma de decisiones de salud publica.
Nuestro pais esta claramente identificado por la produccion, de carne o leche; sin



embargo diversas areas ganaderas sufren pérdidas enormes a causa de los abortos,
que es un problema de gran impacto econémico y un factor limitante del desarrollo
de la produccion bovina, no solo del pais sino también de la ganaderia de todo el
mundo, lo cual es una de las principales preocupaciones de los productores de

nuestro pais.

La brucelosis del ganado bovino en Ecuador se encuentra ampliamente difundida, en
grados variables de intensidad, de acuerdo con los diferentes sistemas de produccion
ganadera existentes, causando pérdidas que van mas alla de los US $ 3,000.000
anuales que corresponden al 18% de la poblacién de ganado bovino que esta

afectado por esta enfermedad.

Por este motivos, se han desarrollado programas de control y erradicacion de la
brucelosis en varios paises que se apoyan en la vacunacion masiva de terneras con
la cepa B. abortus B19 o con B. abortus RB51 y en la certificacién de rebafios libres.
Esta Gltima operacion se apoya en el serodiagnéstico: La prueba de rutina se realizan
a intervalos regulares, con sacrificio de los animales reactores, hasta la obtencion de

tres 0 mas analisis negativos para todos los animales destinados a la reproduccién.

Como el diagnéstico positivo significa la remocion del animal de la poblacién, las
caracteristicas de sensibilidad y especificidad relativas de la prueba se tornan
importantes, pues resultados falso-positivos obligan a sacrificar animales sanos, y
resultados falso-negativos a dejar fuentes de infeccién en contacto con los animales

Ssanos.

La técnica utilizando antigeno acidificado amortiguado son cualitativos, rapidos,
baratos, de ejecucion simple y poseen Optima sensibilidad y buena especificidad. El

mas difundido la Rosa de Bengala.
1.2 Objetivos



1.2.1. General

1.2.2.

Determinar la prevalencia de Brucelosis bovina en la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas mediante las pruebas de Rosa de Bengala y

confirmacion con PCR.

Especificos
Determinar el porcentaje de brucelosis (Brucellaabortus) en ganado de
bovino criollo en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas mediante la
prueba serolégica Rosa de Bengala.

Analizar la sensibilidad y especificidad de la prueba Rosa de Bengala.

Determinar el costo por diagnostico utilizando la prueba serolégica (Rosa de

Bengala) y la técnica de la PCR.

1.3.Hipotesis

La Rosa de Bengala permitird mostrar el porcentaje de incidencia de Brucella
abortus en la provincia de Santo Domingo de los Tséchilas.

La suscripcion de sensibilidad y especificidad de la prueba Rosa de Bengala,
permitira el empleo en zonas de baja prevalencia reduciendo los costos en el
pesquisaje serologico de la Brucelosis bovina y representa una herramienta

certera en el estudio de focos de la enfermedad.



CAPITULO II.

REVISION DE LITERATURA

2.1. Brucelosis

2.1.1. Generalidades



La Brucelosis es una enfermedad que afecta a los animales y que, accidentalmente
se transmite al ser humano, quien juega un papel minimo en su propagacion. Esta
patologia permanece como una de la mas difundida zoonosis en el mundo. La
brucelosis animal puede generar barreras en la comercializacion de los animales y
sus productos, lo cual podria alterar seriamente el desarrollo socioeconémico,
especialmente de los pequefios ganaderos que es el sector mas vulnerable. Por
esta razdon, la OMS y otros organismos han establecido planes para eliminar la
brucelosis de ovinos, caprinos y bovinos tanto en Europa como en América Latina.
(SESA, 2002)

Los programas de control y erradicacion de la brucelosis bovina tienen un marcado
efecto en la incidencia de la infeccibn humana. Se puede citar como ejemplo lo
ocurrido en Dinamarca, donde se notificaban alrededor de 500 casos por afio entre
1931y 1939. La erradicacion de la Brucelosis en animales condujo a la erradicacion

de esta enfermedad en humanos en 1962.

2.1.2. Brucelosis bovina

Es una enfermedad contagiosa, causada por la Brucella abortus y caracterizada
por inflamacién de los 6rganos genitales y membranas fetales, asi como aborto y
esterilidad (OPS 1986). El signo predominante en hembras prefiadas es el aborto,
o bien el nacimiento prematuro o a término de terneros muertos o débiles. Por lo
general el aborto se produce en la segunda mitad de la prefiez, a veces con
retencién placentaria y, en consecuencia, una metritis que puede causar infertilidad
permanente. Se estima que la infeccion ocasiona pérdidas del 20 a 25 % en la
produccion de leche por la interrupcion del periodo de lactancia debido al aborto, y

a la concepcién demorada (Acha, 2001).

2.1.3. Etiologia



Es una enfermedad causada por una bacteria del genero Brucella spp, se trata de
un cocobacilo, aerébico, gram negativo, que infecta en forma primaria a los
animales. Samartino. (2005). Las bacterias son bacilos gran negativos pequefios,
qgue varian de 0.4 - 3 micras de longitud a 0.4 - 0.8 micras de anchuras de forma

cocoide. (Cancellan, 1981).

El género Brucella estd formado por un reducido numero de bacterias
gramnegativas, estrechamente relacionadas entre si. Son pequefias (0.4 a0.8x 0.4
a 2.5 J), aerobios sin capsula, ni espora, que se presentan aisladas o en pequefios

grupos; de desarrollo éptimo a 37 °C y pH 6.6 a 6.8.Sandoval, P. (2007).

Se conocen 7 especies: Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B.
ovis, B. canis y B. maris. Los reservorios naturales principales para las distintas
especies son: vacunos, caprinos, porcinos, ovinos, caninos, roedores y, ademas, la

recientemente hallada en mamiferos marinos. Samartino. (2005)

Con respecto a la taxonomia del género Brucella pertenecen al Reino de las
proteobacteria, que comprende la Clase Rodospirilla, el Orden Rizobial, la Familia
Brucella ceae y el género Brucella. (Redvet, 2007).

2.1.4. Epidemiologia

Investigadores que se han referido al tema concuerdan en que son muy diversas
las especies susceptibles a la enfermedad, entre ellas se describen los animales
domeésticos como los bovinos, porcinos, equinos, caprinos, ovinos, caninos
(esporadicamente); el bufalo, yak, camello, alpaca, etc. En los animales silvestres,
en las ratas del desierto, y otros muridos, en la liebre, en el caribd, el zorro, el hurén,
antilope, bisonte americano, visén, mamiferos marinos, etcétera (Bofill et al. 1996).
Afecta principalmente al ganado bovino productor de leche criado en forma
estabulada, debido al continuo contacto a que estan sometidos los animales (SESA,
2002).



2.1.5.Patogénesis

La puerta de entrada suele ser la cavidad faringea, las Brucelas llegan en pocos
dias a los ganglios linfaticos vecinos, de los que pasan a la sangre, donde pueden
permanecer de 10 a 21 dias, causando elevacion de temperatura persistente,
durante 2 semanas Yy, tras intervalos diversamente largo, pueden repetirse a
consecuencia de nuevas invasiones de brucelas en la via hematica. La Brucella
abortus tiene predileccidén por Gtero gravido, ubre, testiculos u glandulas sexuales
masculinas accesorias, ganglios linfaticos, capsulas y bolsas articulares. Después
de la invasién inicial se produce la localizacion, primeramente en los ganglios

linfaticos mamarios e iliacos (Blood y Radostits, 1992).

Las brucelas llevadas por la sangre a los tejidos de la placenta fetal, materna y al
feto y sus cubiertas, muestran singular predileccién por ellos, en la matriz prefiada,
se multiplican con gran energia, primero y con preferencia en el epitelio que reviste
las vellosidades embrionarias del coreo, propagandose por entre la mucosa uterina
y el coreo, produciéndose una necrosis en las vellosidades y ademas una capa de
exudado fibrinoso purulento que poco a poco relaja la union entre las placentas fetal
y materna ( Crawford, 1986 ).

Los microorganismo en el torrente circulatorio pueden localizarse en diferentes
organos, produciendo alteraciones morbosas que no pasan de ser inflamatorias,
tales 6rganos son el higado, bazo utero, glandulas mamarias, vesicula seminal,
articulaciones y medula 0sea. La enfermedad afecta a todos los érganos del
individuo y no solo se confina a los genitales (Merchan y Packer, 1970).

Las brucelas llegan a las cubiertas fetales y por deglucién del liquido amnidtico al

feto, en el que producen procesos inflamatorios en el estdmago e intestino delgado



y en diversos parénquimas. La relajacion entre la placenta fetal y la materna, y el
trastorno que sufre por ello la nutricion del feto y por la enfermedad misma que

puede producir poco a poco su muerte y su expulsion.

La muerte intrauterina y la expulsion prematura del feto, depende del periodo de
prefiez en que se verifica la infeccion y de la velocidad con que se desenvuelven las
alteraciones en las placentas y el feto. Si la infeccion se realiza en un periodo
avanzado de preflez o si una relativa inmunidad de la madre, acontecido la
extension del proceso morboso, el feto es expulsado en el plazo normal o se

produce simplemente un parto prematuro (Crawford, 1986).

La Brucella spp; puede penetrar en el organismo por distintas vias; una vez dentro,
en la submucosa, es fagocitada por los leucocitos polimorfonucleares (PMN), y los
macrofagos tisulares, donde no solo no es destruida sino que puede multiplicarse
en su interior, localizandose, finalmente, en los 6rganos del sistema mononuclear

fagocitico.

B. abortusyB. Mellitensis pueden ser opsonizadas por el suero humano, proceso
facilitado por la presencia de anticuerpos especificos, promoviendo su fagocitosis
por los PMN; (Corbeil, et al. 1988).Estas células son capaces de destruir a B.
abortus, pero tienen muy poca capacidad frente a B. mellitensis, debido
probablemente a la presencia de algiin componente de su pared celular, como el
5’-guanosin monofosfato y la adenina que podrian inhibir la de granulacién de los
granulos peroxidasa positivos de los PMN, y el sistema antibacteriano
mieloperoxidasa H202 (Yong, 1994)

2.2. Diagnéstico de brucelosis bovina



El diagndstico de la brucelosis animal puede tener varios objetivos: conocer la
prevalencia y distribucién de la enfermedad, detectar animales infectados o servir
de herramienta para la vigilancia epidemiolégica de zonas indemnes. Para ello se

cuenta con métodos directos e indirectos.(Arestegui y Gualtieri, 2005).

2.2.1. Métodos directos

Estan basados en la identificacién de Brucella o de sus componentes en los tejidos

de los animales.

2.2.1.1. Diagnostico bacteriolégico

Se basa en el aislamiento e identificacién del agente causal. Si bien es considerado
el diagndstico de certeza, en el caso de brucelosis no es tan practico y sencillo de
realizar, por lo que no se presta para su empleo en gran escala, como lo requiere
un programa de control. Es de utilidad cuando se necesita completar una
investigacion epidemioldgica, en el examen de reproductores machos utilizados en
inseminacion artificial o para detectar animales con infeccién cronica o latente, que

no pueden ser identificados por pruebas seroldgicas. (Arestegui y Gualtieri, 2005).

2.2.1.2. Diagndstico por PCR

Basado en la amplificacion del material genético. Este método ha adquirido un gran
desarrollo en los ultimos afios, habiéndose llegado a una sensibilidad en la
deteccion equivalente a unas 100 brucellas. Es un método altamente sensible ya
que es capaz de detectar 25 cepas diferentes de B.melitensis, B.abortus, B.canis,

B.ovis, B.suisy B.neotomaey altamente especifico ya que los resultados fueron



siempre negativos ante una variedad de bacterias, virus y hongos. (Arestegui y
Gualtieri, 2005).

2.3. Métodos Indirectos: Serologia

Aunque el diagnostico de certeza, de especificidad absoluta, es el bacteriolégico,
las dificultades propias de su implementacion hacen que la serologia sea el recurso
diagnostico més utilizado, la serologia es la ciencia que estudia la deteccion de
anticuerpos en los distintos liquidos corporales: suero, plasma, lagrimas,
secreciones bronquiales, liquido sinovial, leche, calostro, plasma seminal, moco

vaginal, etc. (Arestegui y Gualtieri, 2005).

El suero es un liquido de color amarillento rico en proteinas (enzimas, factores del
complemento, productos de la inflamacion y efectores solubles de la respuesta
inmune humoral: Los anticuerpos (Ac). son elaborados por la células plasmaticas
como parte de la respuesta a la estimulacion producida por una molécula extrafia
para el organismo llamada antigeno (Ag). El suero es una fuente heterogénea de
Ac producto de la exposicién a distintos Ag que pueden ser de origen ambiental,

producto de vacunaciones o enfermedades (bacterias, virus, parasitos, etc).

El Ag poseen sitios de union (epitopes o determinantes antigénicos) a los cuales se
unen los Ac en forma especifica. Para investigar la presencia de Ac especificos
contra un Ag se debe utilizar una prueba seroldgica adecuada. El resultado de la
prueba nos permite establecer si el animal tuvo contacto con el Ag en cuestion. Por
esta razon, la presencia de Ac para un determinado Ag, en un Unico muestreo, no

implica que el animal este enfermo.

Solo dos muestras pareadas, tomadas con un intervalo de 2-3 semanas, y que
presentan un aumento del nivel de Ac (3-4 veces) indicara una evolucion en la

respuesta a la infeccién (conversion serologica). Por esta razén la serologia cumple
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un papel complementario en la confirmacién de un diagnostico. Por lo tanto, las
pruebas serologicas dan una evidencia indirecta de la infeccion brucélica que
cuando son efectuadas en forma uniforme y se las interpreta con criterio
epidemioldgico (considerando la situacién del rodeo) constituyen un instrumento

practico para el diagndstico. (Arestegui y Gualtieri, 2005).

Varios investigadores han sefialado la alta sensibilidad y especificidad de la Rosa
de Bengala lo que unido a su facil manipulacion y rapida lectura hacen que la misma
sea de gran utilidad en el diagndstico masivo de la Brucelosis. De este modo
Plommet en 1972 y Priadi en 1992 recomendaron su utilizacion en el programa de

control y erradicacién de la Brucelosis por ser simple, fiel y econémica.

La RB es muy utilizada para el diagnéstico de la brucelosis bovina, ovina, caprina 'y
porcina pues tiene la ventaja de que en piaras con titulos bajos e inespecificos a la

aglutinacion, los resultados son negativos (Rahway, 1993).

Se considera uno de los procedimientos mas practicos para el diagnostico de
Brucelosis porcina. Samartinoet al., (1997), aplicaron la técnica del antigeno
buferado en placa (BPA) como prueba tamiz en el diagndstico de la Brucelosis y
obtuvieron mayor sensibilidad al compararla con la Rosa de Bengala aunque las

dos fueron determinante para la condicién de animal reaccionante.

La prueba de Rosa de Bengala es una prueba sencilla de aglutinacion en manchas
gue emplea un antigeno brucélico coloreado con Rosa de Bengala y tamponado,
para obtener un pH bajo, por lo general de 3.65 a 4.0.Es recomendada como una
prueba decomplementacion con otras, como la pruebade placa. Esta prueba
reconoce la IgG1 y la IgM, empleandose como una prueba depreseleccion en el
diagnéstico individual debovinos, es altamente sensible especialmenteen animales
vacunados, por lo que lasmuestras positivas deben ser confirmadas porotros
meétodos. (FAO/OMS, 1986; Tizard, 1989).

11



2.4. Supervivencia de Brucella en el ambiente

La supervivencia del microorganismo en el ambiente puede jugar un rol importante
en la epidemiologia de la enfermedad de diversos estudios tendientes a determinar
la capacidad de supervivencia de Brucella expuesta a diferentes condiciones

experimentales y ambientales.

La temperatura, humedad y el pH tienen fuerte influencia sobre la capacidad de la
bacteria para sobrevivir en el ambiente. Las Brucellas son sensibles a la luz solar
directa, desinfectantes y pasteurizacion. En condiciones de sequedad ellas
sobreviven solamente si estan contenidas en material proteico la Brucella puede
sobrevivir en agua corriente (de canilla) por varios meses a 4-8 °C, 2.5 afios a 0 °C

y varios afios en tejidos o medios congelados. (Young, 1994).

La Brucella puede también sobrevivir hasta 60 dias en suelos humedos y hasta 144
dias a 20°C y 40% de humedad relativa. También puede sobrevivir 30 dias en la
orina, 75 dias en fetos abortados y mas de 200 dias en exudados uterinos. En paja
de piso de corrales contaminada con materia fecal de animales infectados y
excretando Brucella, la bacteria se destruye a 56 — 61 °C dentro de las 4.5 horas sin
embargo, existen publicaciones conflictivas donde se informa la supervivencia de

Brucella en abonos liquidos de estiércol. (Young, 1994).

De acuerdo a un estudio, B. abortus puede sobrevivir al menos por 8 meses a 12
°C (Plommet, 1972), mientras que otros estudios, indican que no puede ser
recuperada de los contenedores con estiércol y agua después de los tres meses,
ademas, otros estudios indican que la supervivencia de Brucella esta condicionada
a influencias estacionales. Se ha mencionado que Brucella puede sobrevivir en
materia fecal, desperdicios de establos y abonos liquidos de estiércol por 85-103

dias en invierno, 120-210 dias en primavera, 30-180 dias en verano. (Young, 1994).
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2.5. Obtencion de la muestra para serologia

- Extraccién de sangre: en los grandes animales, la sangre se obtiene de la vena

yugular o bien de la vena caudal; en los pequefios animales a partir de la vena
cefalica antibraquial o de la safena. Si la extraccion se hace con jeringa debe hacerse
en forma lenta para no generar turbulencia y evitar la hemolisis. Los tubos para
colectar la muestra deben estar secos, limpios y perfectamente rotulados. (Arestegui
y Gualtieri, 2005).

- Obtencién del suero: para su obtencién, se deja coagular la sangre en el tubo a

temperatura ambiente (20-22°C) durante 12-24 h o se coloca en estufa a 37°C
durante 3 - 4 h. El suero obtenido a partir de la retraccion del coadgulo es separado
con la ayuda de pipeta. Si hay glébulos rojos en suspension deberé centrifugarse a
1500-3000 rpm durante 5 minutos. (Arestegui y Gualtieri, 2005).

-Conservacion del suero: si el suero va a ser utilizado en forma inmediata se

refrigera, de lo contrario se congela a —20°C. No debe congelarse y descongelarse
repetidas veces. La caracteristica deseable es que sea translicido e inodoro. No
deben utilizarse en pruebas serologicas sueros hemolisados o contaminados.
(Arestegui y Gualtieri, 2005).
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CAPITULO 1IIl.

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.MATERIALES Y METODOS

3.1.1. Localizacion y duracion del experimento

El presente estudio se desarrollé en la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas,
en las 7 parroquias urbanas: Abraham Calazac6n, Bomboli, Chiguilpe, Rio Toachi,
Rio Verde, Santo Domingo y Zaracay8 parroquias rurales: Alluriquin, El Esfuerzo,
Luz de América, Puerto Limon, San Jacinto del Bua, Santa Maria del Toachi, Santo

Domingo y Valle Hermoso que esta conformada por dos cantones: Santo Domingo
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y La Concordia. A una altura de656m.s.n.m.Se extrajeron 5cc de sangre por
individuos adultos se tomaron un total de 400 animales (200 bovino criollo y 200
bovino de las razas europeas). Esta investigacion tuvo una duracion de cuatro

meses.

3.1.2. Cuadro 1Datos generales de la Provincia Santo Domingo

Cuadro 1 Datos generales

Cabecera Provincial Santo Domingo de los Colorados

3.564 km2 (3.532 Km2 el canton)

Altitud 656 metros sobre el nivel del mar

Limites Norte: Provincias de Pichincha y Esmeraldas; sur: Los Rios y; este
Cotopaxi: y oeste: provincia de Manabi.

Subtropical

22,9°

331.126 habitantes.

Distribucién 70% urbano y 30% rural
Poblacional

De 500 a 5.000 mm/afio

Composicion 50% hombres y 50% mujeres
poblacional

Division politica = 1 cantén: Santo Domingo de los Colorados

= 7 parroquias urbanas: Abraham Calazacon, Bomboli,
Chiguilpe, Rio Toachi, Rio Verde, Santo Domingo y Zaracay

= 8 parroquias rurales: Alluriquin, El Esfuerzo, Luz de América,
Puerto Limén, San Jacinto del Bua, Santa Maria del Toachi,
Santo Domingo y Valle Hermoso.

Comunidades 7 comunidades: Congoma Grande, Chiguilpe, Bia de los Colorados, El

LIEEIES Poste, Los Naranjos y OtongoMapali.

FUENTE: PLAN DE DESARROLLO 2012

3.2. Materiales y equipos.
3.2.1. Material

Como material se utilizd los bovino criollo y de raza europea provenientes de los

diferentes cantonesy parroquia de la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.

De campo Cantidad

= Bovinos400

» Tubos vacutainer (tapa roja)400
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= Tubos vacutainer ( tapa lila)400
= Jeringuillas de 5 ml.400

= Gel refrigerante (pilas)

= Termo

= Tablero

T )

» Esferogréficos.

= Lapizl

» Hojas de registro para la toma de muestras.400
= Guantes (caja) 1
» Etiquetas.400

= Mapas.

= Gradillas.

= Vestimentas (overol, botas)
= Cintas Scott

N N O

» Fundas plasticas 24

3.2.2. Equipos de Laboratorio Cantidad

» Refrigeradora 1
= Estufa

» Centrifuga

» Antigeno Rosa de Bengala(Frascos)

» KIT de PCR

» Relgj

= Eppendorf2000

= Gasa 6
= Alcohol 90 grados (Ltrs) 1/2
= Micropipeta 4

e I N N

= Punta amarilla2000
= Mandil 1



» Toallas(paquetes) 2

= Mascarilla 12

= Agua destilada(Ltrs) 1/2
3.2.3. Materiales de Laboratorio Cantidad

= Computador 1

= Calculadora 1

Programa de procesamiento de datosl

Formulas de calculo bovinométrico (indices, etc.)

3.3. Protocolo

La prueba de aglutinacion en placa para el diagnéstico de Brucelosis ha demostrado
su eficacia como prueba acampo y sus resultados son comparables a otras pruebas
de Laboratorio cuando su técnica de ejecucion e interpretacion se realizan segun

normas estandar internacionales.

3.3.1. Introducciones

3.3.1.1. Manejo del Antigeno

Debe conservarse a temperatura entre 4-8 grados centigrados. Si por accidente se
congelara debe ser eliminado. Cuando no se utiliza debe permanecer tapado pues
la evaporacion o la introduccién de elementos extrafios modifica su concentracion
desvirtuando los resultados. Sueros y antigenos deben ser utilizados a temperatura
ambiente (Alton et al., 1969 y OMS, 1971).

3.3.1.2. Aglutinoscopio.
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Es una caja rectangular de madera con las siguientes medidas: largo 45 cm.
ancho35 cm., alto 15 cm. Con visera de 13 cm. en la parte anterior. Para evitar la
evaporacion de las pruebas es conveniente colocarle tapa (marco y vidrio). La placa
(vidrio) estard dividida en cuadrados de 4 x 4 cm., medida muy importante para
permitir la extension y diametro de cada dilucién, debajo de la visera llevara una
fuente de iluminacion. De esta forma la luz sera incidente y permite una buena

lectura.

3.3.1.3. Pipetas

Debe utilizarse pipetas aforadas especiales con divisiones para cada dilucion o en
su efecto una pipeta Kant de 0.2 mL. Dividida en centésimas. Deben desecharse

las pipetas con la punta rota.

3.3.1.4. Goteros

Para agregar el antigeno deben utilizarse goteros calibrados que liberen 0.03mL. El
uso de estos goteros es muy importante para mantener la relacion antigeno-
anticuerpo.

3.3.2. Técnica de la prueba en Placa

a. El vidrio (placa) previamente limpio debe ser perfectamente desengrasado
cada vez con alcohol 96° y bien secado, esto evita que las diluciones
modifiquen su didmetro y se deformen (ver cuadro No. 1).

b. Colocando la pipeta en angulo de 45° con respecto a la placa y tocando el
vidrio, descargar las cantidades de sueros correspondientes a cada dilucion

utilizando una fila de cuadrados de arriba abajo (ver cuadro No. 1).
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c. Con el gotero calibrado y previa agitacion del frasco para homogenizar el
antigeno, descargar en posicion vertical, una gota de antigeno para cada
cuadrado con suero.

d. Con un palillo se mezcla el suero y antigeno varias veces sin modificar el
diametro y luego se trata con movimientos circulares de llegar a los didmetros
correspondientes (ver cuadro No. 1) se comienza a mezclar de abajo hacia

arriba es decir de la dilucibn mayor a la menor.

Cuadro.2. Cantidades de suero antigeno y didmetros

Dilucion Cantidad de suero Cantidades de antigenos Didmetros
1/25 mm. 0, 08 mL 0, 03 mL 27 mm.
1/50 mm. 0, 04 mL 0, 03 mL 24 mm.
1/100 mm. 0, 02 mL 0,03 mL 21 mm.
1/200 mm 0, 01mL 0, 03mL 18 mm.
1/400 mm 0,005 mL 0, 03mL 15 mm.

e. Se toma la placa y se hace un suave movimiento de rotacion 5 vueltas a la
derechay 5 a la izquierda.

f. Se vuelve a colocar la placa en el aglutinoscopio y este es el momento que
se toma como comienzo de la prueba. A contar de aqui se cuentan los ocho
(8) minutos que dura la prueba.

g. Transcurridos cincos minutos de la iniciacién de las pruebas se vuelve a rotar
la placa 3 veces en cada sentido. Se apoya la placa en el aglutinoscopio y se

espera que transcurra los tres minutos restantes para hacer la lectura.

3.3.3. Lectura de la prueba en placa
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Transcurridos los ocho minutos se procede a la lectura. Para ello se enciende la luz,
se inclina la placa hacia delante y luego lentamente hacia atrds fijandose
atentamente en el sedimento que deja la prueba al correr de delante a atras.

Dicho sedimento se interpreta a asi en cada dilucién:

Liquido uniforme sin grumos, reaccion negativa (-). Liquido no tan uniforme,
pequefios 0 medianos grumos, reaccion incompleta (). Liquido limpido, grandes

grumos, reaccién positiva (+).

La practica continuada de la prueba ejercita para la buena y justa lectura.

La técnica antes descrita corresponde al estandar internacional y garantiza
resultados comparables con otras pruebas seroldgicas de estricta exactitud pero

complicado mecanismo de ejecucion.

3.3.3.1. Los signos utilizados para la interpretacion de los resultados

La nomenclatura utilizada en el diagnéstico serolégico, tiene caracter de
internacional. Como difiere de la habitualmente usada en Ecuador, es conveniente
modificarla y adoptar aquella.

Las cruces con que se cuantifica cada dilucién significan intensidad de reaccion y
no identificaciéon de titulo aglutinante.

Asi, una muestra de suero puede merecer una - dos - tres o cuatro cruces, en cada
dilucion, de acuerdo al tamafio de los grumos y la limpidez del liquido intermedio

por ejemplo:

1/25 ++Grumos apenas perceptibles, liquido turbio

1/25 ++Grumos mas grandes, liqguido menos turbio

1/25 +++ Grumos algo mas grandes, liquido menos turbio ain

1/25 ++++ Grumos bien grandes, liquido limpido.

Asi para todas las diluciones: 1/50 — 1/100 — 1/200 — etc. Ver cuadro 2.
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La posibilidad de determinar si una dilucién es reaccidénate a 1 — 2 — 3 cruces, es

subjetiva, depende del observador y puede dar lugar a controversias, razon por la

cual esa intensidad de reaccion se ha resuelto representarla con la letra

que

significa reaccion incompleta y cuando se trata de una reaccion 4 cruces se

representa con el signo () como reaccion completa. La practica continuada de la

prueba ejercita para una buena y ajustada lectura.

La técnica antes descrita, corresponde al estandar Internacional y seguirla

estrictamente garantiza resultados comparables con otras pruebas serolégicas de

especifica exactitud, pero complicado mecanismo de ejecucion.

Cuadros 3. Interpretacion de los resultados

Bovinos no vacunados o vacunados después de los 8 meses

1/25 1/50 1/10 1/200 RESULTADOS
- - - - Negativa

I - - - Negativa

+ - - - Negativa

+ I - - Sospechosa

+ + - - Sospechosa

+ + I - Sospechosa

+ + + - Positiva
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+ + + [ Positiva

+ + + + Positiva

Bovinos vacunados a los 3 — 8 meses después de los 30 meses de edad

- - - - Negativa

I - - - Negativa

¥ - - - Negativa

n | - - Negativa

+ + - - Negativa

+ + I - Sospechosa
+ + + - Sospechosa
+ + + I Sospechosa
+ + + + Positiva

() Reaccién Incompleta; (+) Reaccion Completa; () Reaccion Negativa
3.4. Metodologia

3.4.1. Campo

Se realizaron planificaciones y cronogramas de trabajo previos a las visitas a las
explotaciones ganaderas. Los animales utilizados para la investigacion fueron a
nivel de cada finca de acuerdo al nimero de muestras que designada para cada
canton. Se extrajeron de la vena coccigea media o yugular, 5 mL por animal. Una
vez tomada la muestra se identificaron  para posteriormente transportarla al
laboratorio de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. La sangre extraida se

dejaron reposar por unas cuatro horas luego se tomaron el suero, y este se
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congelo.
3.4.2. De laboratorio

Se utilizoé el método de aglutinacion rapida con antigeno de Brucella en Rosa de
Bengala. Se prefirid6 este método por la seguridad de los resultados, por lo facil de
ejecutar y por su economia. Con esta prueba se detectd los animales infectados.
En el laboratorio se utilizé el aglutinoscopio, que es una caja de madera con un
foco y una placa de vidrio con varios cuadrantes. Se lavé con desinfectante, se
enjuago y se seco, después se desinfecto con alcohol, por Gltimo se secé con

toallas absorbentes.

Una vez preparado todos los materiales a utilizar, con una pipeta de Pasteur se
tomo de los tubos de ensayo, que contienen suero sanguineo, una gota equivalente
a 0,03mL, la misma que se colocé en cada cuadrante, donde posteriormente, con
otra pipeta, se cogié el antigeno Rosa de bengala (la misma cantidad), el mismo
que debe estar fuera de refrigeracion por 15 minutos antes de la prueba. El
antigeno se deposité encima de la gota de suero sanguineo para luego procedio a
homogenizar utilizando un mondadientes. Después se cogio la placa de vidrio del
aglutinoscopio para realizar ligeros movimientos circulares de derecha a izquierda
y viceversa, se dejé reposar aproximadamente de 3 a5 minutos para observar a
través de la luz artificial si existe o no-aglutinacion, si existe aglutinacion (grumos)
de la muestra es positiva caso contrario sera negativa. Sé monitoreara 400

animales.

3.4.3. Protocolo de extraccién de ADN por el método de TENS.

Se utilizo el protocolo de TENS modificado. En el caso de muestras de sangre
colectadas en EDTA lavar por dos o tres ocasiones con 200 pL de solucién salina

(CINa 0,9%) y centrifugamos por 30 seg. Este paso ayudara a eliminar el exceso de
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proteinas. Agregamos 400 pL de tampon de extraccion TENS (50mM de Tris-HCI,
50mM de EDTA, 100mM de NaCly 1% de SDS), y 5 pL de proteinaza K (20mg/ml).

Incubamos a 56 °C por 1 hora.

Luego agregamos un volumen de fenol/cloroformo/isoamil alcohol (25:24:1) y
homogenizamos para formar una emulsion, posteriormente centrifugamos a 10000
rom por 10 minutos y transferimos la parte superior “acuosa” a un nuevo tubo.
Posteriormente agregamos 2 volumenes de Etanol 95% helado, y homogenizado
para ayudar a la precipitacion del ADN. A continuacion centrifugamos a 10000 rpm
por 5 minutos, ddescartamos el Etanol 95% y suspendemos con Etanol al 70% y
ccentrifugamos a 10000 rpm por 5 minutos, al descartar el Etanol 70% se dejo secar
a temperatura ambiente y se suspendio en 50 yL de TE buffer (10mM tris-HCL pH
8, y 1mM Disodiun EDTA).

Ademas se incluy6 siempre un control negativo de la extraccion de ADN empleando

agua destilada estéril en vez de sangre total. (Ferreira' y Amores2009).

3.4.3.1. Cantidad y compensacion del ADN extraido

Se prepar6d un gel de agarosa al 1% disuelto en 50 mL de TAE 1X, se le agrego
bromuro de etidio 0.5 ug /mL, luego se colocd en la cdmara de electroforesis. Se
preparé una mezcla con 3 uL de ADN, 3 pL de azul de bromofenol y 8 uL de agua
ultra pura, se depositdo un volumen de 14 pyL de la solucion en cada hoyo. Las
muestras se corrieron a 75 V por 30 min. Después de la migracion el gel es colocado
en la band- deja del transluminador para observar comparativamente las bandas

de ADN y ser fotodocumentado.
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3.4.3.2. Disefio de los iniciadores sintéticos

Se utilizaron iniciadores dirigidos a la secuencia 16S ARNr que fueron publicados
en el EMBL-X13695 del GenBank, se seleccionaron dos juegos de iniciadores que

fueron evaluados para PCR. Cuadro. 3.

Cuadro 4. Juegos de iniciadores utilizados en la deteccién de brucelosis.

Iniciadores Secuencia Localizacion

AB1 5"-GCGACGATCCATAGCTG-3’ 240 -257 (16S ARNI)
AR2 5-AACCATAGTGTCTCCACTAA-3 947-966 (16S ARNI)
BRU-2F 5 GTGGGGAGCAAACAGGATTA 3 455-475(16S ARNr)
BRU-2R 5 CAAGGGCTGGTAAGGTTCTG 3 655-675 (16S ARNI)

3.4.4. Protocolo de PCR Simple

La implementacion de la reaccion en cadena de la polimerasa se realizé a partir del
protocolo estandar descrita por Romero et al. (1995a); tomando en cuenta la
temperatura de hibridacion del fabricante para cada juego de iniciadores. Para el
analisis de la PCR se probo el juego de iniciadores AB1/AR2 en un volumen total
de 50 pL utilizando 3 pL de ADN, 5 pL 10X Buffers KCI; 1U de taq polimerasa; 4
ML de DNTPS (200 mm); 1 uL de oligonucleitidos (25pMol de cada iniciadores); 3
pL de MgCI2 (1,5Mm) y 32.8 yL de agua ultrapura. La reaccién fue programada

en un termociclador (Techne), cuyo programa fue de 95 °C por 5 min y 40 ciclos de

25



95°C por 30 segundos; 54°C por 90 segundos y 72 °C por 90 segundos y una
extension final de 72°C por 6 min.

3.4.5. Analisis electroforético de los productos obtenidos en laPCR

simple.

De cada producto de ADN amplificado se tomd6 10 uL y se mezclé con 3 uL de
tampon de depdésito (13,3% (v/v) glicerol, 3,3% (p/v) azul de bromofenol) para
depositar en un gel horizontal de agarosa al 2% (p/v) y se le agrego 4 UL de
bromuro de etidio (0.5ug/mL), se migro a 75 V durante 40 min. Luego se visualizaron
los productos de ADN utilizando un transiluminador de UV y se fotodocumento. Se
utilizé un marcador peso molecular de 100 pb (Gilco BRL) para corroborar el tamafio
de las bandas obtenidas.

3.5. Disefio experimental

3.5.1. Método Porcentual

Los casos positivos fueron evaluados mediante la Prueba No Paramétrica para una

sola muestra, Prueba de Chi Cuadrado, cuya férmula matematica es:

x> =(Fo — Fe) ?/Fe
En donde:
x?= Chi Cuadrado
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Fo = Frecuencias observadas.

Fe = Frecuencias esperadas.

El valor calculado de y? se compar6 con el valor tabulado de 2 con k —r grados
de libertad.

Se realiz6 también el Analisis de sensibilidad del método de diagndstico

utilizados mediante la férmula:

Sensibilidad = A x 100
A+C

Resultados de la Prueba Resultados Verdaderos

Positivos (A)
Negativos ©
Total (A+C)

3.5.2. Datos a Evaluar

3.5.2.1. Prevalencia de brucelosis bovina
De acuerdo a los resultados del analisis laboratorio, de los casos

positivos y mediantes las pruebas aritméticas y porcentuales se

establecieron su prevalencia mediante la siguiente férmula:

PBB = N°. Animales positivos X 100

27



N°. Animales muestreados
Donde:

PBB= Prevalencia de brucelosis bovina.
3.5.2.2. Prevalencia de brucelosis bovina por raza criollay europea

Sobre los casos positivos se realizd un andlisis de la prevalencia por

razas.

3.5.2.3. Zonas de mayores Prevalencias.

Luego de los analisis de las muestras seroldgicas en el laboratorio se
procedié a determinar las zonas que tuvieron una mayor prevalencia.
Ademas se realizd la comprobacion de unos reactores positivos con la

técnica de PCR.

3.5.2.4. Determinacion de las pérdidas econ6micas.

Con la determinacién de la prevalencia y su distribucion por razas, se calculo el
monto de las pérdidas econémicas causadas por la enfermedad.
3.5.2.5.Medir la sensibilidad y especificidad de la pruebas de Rosa de

Bengala.

Para medir la sensibilidad y la especificidad de la pruebas de Rosa de

Bengala, se aplicaron la siguiente formula.

Férmulas.

Sensibilidad =— MO, 109
Positivo + falso negativo 28




Negativo
Negativo+ falso positivo

X 100

Especificidad =

3.5.2.6. Establecer el costo por Diagndstico

Para establecer el costo por diagnéstico por cada una de las pruebas y
se considerd los costos totales. Los costos fijos son aquellos valores
gue se consideran constantes para las dos pruebas como, los equipos y
materiales etc.; mientras que los variables guardan relacion con el

transporte, costo de reactivos, etc.
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CAPITULO IV.

RESULTADO Y DISCUCION

4.1 RESULTADOS

El diagnostico de este trabajo y dirigido a determinar la brucelosisbovina en la
Provincia de Santo Domingo de los Tséachilas la cual se comprobo con la prueba
Rosa de Bengala y se hizo la comprobaciéon con la técnica molecular PCR de los
reactores positivo que salian con la prueba de serologia. Ademas, se confirmd la

sensibilidad y especificidad de la Rosa de Bengala.

El comportamiento de tan elevadas seroprevalencia con tendencia ascendente, es

caracteristico para los estados epizoéticos naturales y espontaneos; es decir,
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aquellos en los que no existe control sobre las fuentes y vias de transmisiéon de la
brucelosis. Se ha demostrado que cuando la infeccion esta establecida en forma
endémica, practicamente en los cantones y parroquia que no tienen un control en
ingresos de animales que vienen de otros hatos y no se le hace un andlisis rapido
(RB) de esta enfermedad que causa grande pérdida econdémica a la ganaderia de
nuestros pais y por ende a las personas que tienen o han tenido contacto con el
patdgeno, o consume producto lacteo sin pasteurizar por o que existe respuesta

inmunoldgica en personas portadores y no portadores de la bacteria.

En el presente trabajo de investigacion que se desarrolld6 en la provincia ante

mencionado se obtuvieron los siguientes resultados.

4.1.1. Prevalencia de brucelosis bovina en la provincia de Santo

Domingo de los Tsachilas.

Extensiones de tierra en Santo Domingo estan destinadas a pastizales para la
crianza del ganado vacuno, tanto de carne como de leche. Es una zona en donde
esta actividad se desarrolla en una forma intensa constituyéndose en la actividad
econOmica y comercial mas importante, la provincia cuenta con una poblacién
aproximada de 318.540 bovinos distribuidos en fincas de pequefios, medianos y
grandes productores, de los cuales 87.540 cabezas corresponde a ganado de
carne, 55.495 cabezas ha ganado criollo que tiene ese gen de rusticidad y 175.505

cabezas a ganado de doble propdsito.

Esta poblacién ganadera se encuentra asentada en una superficie de 193.776
hectareas de pastos naturales. Del total de 55495 unidades bovinas, que constituye
la poblacion de ganado bovino criollos en todas, provincia de Santo Domingo de
los Tsachilas, segun el dltimo censo agropecuario, de los cuales se evalué un
tamafio de la muestra experimental de 200 unidades bovinas criollas y 200 de las

razas europeas ( Brown Swiss, Holsteing,) de la cuales ; del cual se obtuvieron 174
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unidades bovinas criollas negativas a brucelosis y 26 unidades bovinas
proporcionaron positivo a brucelosis lo que produjo un total de 13 % de prevalencia,
en cambio en la razas europea presentaron los siguientes resultados de las 200
muestras alcanzaron 168 unidades bovinasnegativas a brucelosis y 32 unidades
bovinas proporcionaron positivo a brucelosis lo que produjo un total de 16 % de

prevalencia ver cuadro 5, figura 1.

Cuadro 5.-Resultados y porcentajes de bovinos reaccionantes a la prueba de Rosa

de Bengala, la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.2013.

Razas de Bovino # de Casos # de Casos % de
Positivos Negativos Prevalencia
Criollo 200 26 174 13
Europeo 200 32 168 16
Total 58 342 19
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INCIDENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA (Brucella
abortus) EN LA PROVINCIA DE SANTO DOMINGO DE
LOS TSACHILAS
342
" 350
™ 300
£ 250 174 168
: 200
'g 150 o
g 100 . 26 32 .
3 >
Total Criollo Europeo
M Positos 58 26 32
m Negativos 342 174 168
Prevalencia 29% 13% 16%

Figural.- Numero de bovinos analizado con la prueba Rosa de Bengala, en la Provincia
de Santo Domingo de los Tsachilas.2013.

En la (Figura No 2) se describe que el total de la dos poblacion tiene un (29%) de
brucelosis, de los cuales 13% pertenece a la raza criollay 16% a las razas europea,
esto nos da una idea de que la raza criolla ademas de tener ese gen de rusticidad

al medio ambiente en la época critica presenta también en la parte de sanidad.

4.1.2. Zonas de mayores prevalencias de brucelosis en la Provincia de Santo

Domingo de los Tsachilas.

De los 400 animales muestreados (200 criollos y 200 europeos); obtenidos en 43
fincas de las cuales procedieron de ochos parroquia de la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas, un total de 58 animales resultaron positivos (26 criollos

y 32 europeo respectivamente) y procedieron de las siguientes zonas:

En las parroquias Valle Hermoso y Alluriquin con 2 casos positivos cada zona; El

Esfuerzo, y Santa Maria del Toachi con 3 caso en cada sector, Luz América con 4
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caso; La Concordia con 6 casos positivos, Puerto Limon 18 casos positivos y San

Jacinto del Bua 20 casos, como se muestra en el cuadro 5.Indicando que si hay

significancia estadistica con respecto a la procedencia. (P<0.05). Ver anexo I, figura

1.

Cuadro 6.-Procedencias de los animales positivos y negativos a brucelosis de, la

Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.2013

Provincia de # de animales

Santo Domingo
de los Tsachilas

# de # de % de Casos
animales animales

Parroquias muestreados
Valle Hermoso 20
San Jacinto del 120
Bla
Puerto Limén 100
El Esfuerzo 20
Alluriquin 26
Luz América 24
Santa Maria del 30
Toachi
La Concordia 60
TOTAL 400

Positivos  Negativos

Total

2 18 1
20 100 10
18 82 9

3 17 15
2 24 1

4 20 2

3 27 15
6 54 3
58 342 29
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INCIDENCIA DE BRUCELOSIS BOVINA (Brucella
abortus) EN LA PROVINCIA DE SANTO DOMINGO
DE LOS TSACHILAS
400
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odel |Limon uin del .
reado | oso z0 ca .| rdia
Bua Toachi
M Positos 58 2 20 18 3 2 4 3 6
H Negativos 342 18 100 82 17 24 20 27 54
Prevalencia| 29% 1% 10% 9% 1,5% 1% 2% 1,5% 3%

Figura 2. Prevalencia de la Brucelosis bovina, de acuerdo a la Procedencia

dela Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas.2013

Los resultados de la (Figura No 3) indican que del total de muestras de sangre y
plasma analizado, un promedio del 29% dio positivo con el analisis de RB, mientras
tanto que con PCR fue del 25 %, el indice de correlaciéon entre RB vs PCR dio un
promedio del 86%, lo que sugiere que la técnica molecular de PCR versus RB es
14% mas sensible, con el objetivo de revalidar los datos obtenidos en los ensayos
anteriores e incrementar la sensibilidad para la deteccién de Brucella abortus en

sangre de bovino.

Los resultados demostraron que hubo amplificaciones a partir de muestras positivas
por RB. Como se muestras en la figura 6; laaplicacion de la técnica PCR para
reconfirmar los resultados que salieron positivos con la prueba Rosa de Bengala (58
animales) al aplicar la PCR 50 animales resultaron positivo lo ocho animales fueron
falso negativos estan técnica aumenta la sensibilidad y especificidad de la

brucelosis en el diagnadstico.
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En gel de agarosa al 2 % se muestran los resultados de la PCR empleando el juego
de primer AB1 - R2. Los resultados obtenidos en la figura 6, se demuestran los
resultados obtenidos por amplificaciones de PCR a partir de fuentes de ADN de
muestra de sangre de animal con sefiales clinicas de la enfermedad. La linea MPM:

indica el marcador de peso molecular de 100 pb, C+: control positivo.

En las lineas 1 hasta la 11 son los productos de amplificacion de la PCR, linea C-:
control de los reactivos de la PCR, entonces se establece que hay asociacion
estadistica entre la aplicacion de PCR y la Rosa de Bengala con la brucelosis a una

confianza del 99 por ciento.

Figura 3: Gel de electroforesis, productos de amplificacion de la PCR

4.1.3. Determinacion de las pérdidas econémicas

En el cuadro 7, se observan los resultados a cerca de las pérdidas econdmicas que
sufre el ganadero cuando una vaca aborta. Se estima que en las ganaderias dela
Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas el productor deja de percibir $ 886,00
por cada aborto, por concepto de venta de leche ($ 736,00) y por el precio del
ternero ( $ 150,00 ); lo cual da un total de ( $ 886.A mas de los resultados obtenidos
se debe considerar la pérdida que tiene el ganadero que por efecto de la brucelosis
el animal queda infértil o portador sano, lo que conlleva a que tome medidas

drasticas como es la venta para camal del animal infectado.
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Cuadro 7.- Estimacion de la pérdida econdémica causada por el aborto

producido en la Provincia de Santo Domingo de los Tséchilas

2013.

Parametros

Provincia de Santo
Domingo de los
Tsachilas

Duracién de la lactancia ( dias )

Promedio de produccién de leche (Llts ) vaca dia

Precio del litro de leche a nivel de finca

Sub total pérdida en leche ($)

Valor del ternero

Total
de pérdida ($)

230

(0¢]

$ 0,40

736,00

150,00

886,00

4.1.4. Medir la sensibilidad y especificidad de la pruebas de Rosa de Bengala.

Para medir la sensibilidad y la especificidad de la pruebas de Rosa de Bengala, se

aplicaron la siguiente formula.

Férmulas.

Sensibilidad = ﬁm 00
400

La sensibilidad de la prueba Rosa de Bengala fue de 14.5 %

Especificidad = 342 x100
400
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La especificidad de la prueba Rosa de Bengala fue de 85.5 %

4.1.5.1. Costos por diagndstico

Dentro de los costos por analisis de muestras durante la investigacion en la
Provincia de Santo Domingo de los Tséachilas dados a conocer en el Cuadro, 7
podemos determinar que el precio promedio de un andlisis por reaccion de (PCR)
es de 6.16 dolaresy para la prueba Rosa de Bengala de 1.26 délares.

CUADRO 8. Costo de las pruebas para el diagnostico de brucelosis en

Bovino. Laboratorio de biotecnologia. UTEQ. Quevedo, 2013.
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COSTOS TOTAL NUMERO COSTOS

PRUEBAS COSTOS MUESTRAS POR
MUESTRAS
FIJOS VARIABLES €))
Reaccion
en Cadena
de la
Polimerasa
Equipos  450.00 0.208 93.60 58 1.61
Materiales 500.00 0.180 90.00 58 1.55
Reactivos 850.00 0.205 174.25 58 3.00
6.16
TOTAL DE
Rosa de
Bengala
Equipos 300 0.073 21.90 400 0.05
Materiales 550 0.79 43450 400 1.09
Reactivos 520 0.089 46.28 400 0.12
1.26
TOTAL DE
LA
PRUEBA

4.2. DISCUSION



En la presente investigacion que trata de determinar la incidencia de brucelosis en
la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, se establecié que esta enfermedad
alcanza un promedio de 13%, en animales de bovinos criollo menor a las razas
europea que alcanza un 16%. Estos resultados concuerdan con lo sostenido por
Acha, (1.977), que manifiesta que la infeccidén ocurre en todas las edades pero mas
comunmente afecta a animales sexualmente maduros y que los distintos grados de

susceptibilidad a la infeccion varian segun la edad, el sexo y la rusticidad del animal.

Ademas esto nos ha llevado ampliar las investigaciones, especialmente sobre el
uso de las nuevas tecnologias para enfrentar los problemas sin resolver el
diagnéstico referente a la brucelosis. Los analisis de este estudio revelan que la
PCR es un método eficaz para identificar brucelosis en bovino, a partir de muestras
de sangre periférica total. Su presencia qued6 demostrada por la amplificacion del
segmento de ADN de 725pb, la cual se realiz6 la comprobacion de las muestras
gue salieron positiva con la prueba rosa de bengala ( 58 animales positivos) y al

hacer la técnica de PCR surgieron ( 50 animales).

La Rosa de Bengala mostrd baja eficiencia respecto a la PCR, lo que podria estar
asociado a una actividad controlada de Brucella spp. Envacas infectadas. Esto se
vio reflejado por el 25 % de incidencia de brucelosis con la técnica de PCR,
encontrandose falso positivo y una conjugacién de los anticuerpos de otra bacteria

como (E. coli; V. célera, Y. enterdlitica.) con las pruebas seroldgicas.

Esto no significa que la PCR utilizada en este estudio haya tenido una sensibilidad
del 100%, ya que existen variantes de esta prueba que incrementan su sensibilidad
en forma exponencial y podria identificar infecciones crénicas no detectadas por
las pruebas serolégicas convencionales (Rosa de Bengala). Similares resultados
obtuvieron (Leal- Klevezas et al., 1995), en un grupo de 22 individuos expuestas a
infeccion natural donde aislaron Brucella spp. De sélo un individuo, mientras que
por la PCR se identificaron 19, de las cuales soOlo 14 fueron positivas

serologicamente.
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El diagnostico de la brucelosis en la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas
es realizado mediante la prueba de aglutinacion Rosa de Bengala, como prueba
tamiz, seguida por la prueba confirmatoria de PCR. La prueba Rosa de Bengala es
una prueba de campo de simple realizacion con una especificidad de 100% y una
sensibilidad de 75%, (Corbel, 2009 yTizard, 1995). Por lo tanto se acepta la primera

hipotesis alternativa.

Para estudios de seroprevalencia en lugares donde no se practica la vacunacion
contra la brucelosis, como es el caso de esta provincia en la mayoria de la ganaderia
no lo hacen. De los 200 animales criollo salieron 26 positivo, por el otro lado de la
200 muestras tomado de la muestras de la raza europea arrojaron 32 positivo esto
los animales criollo representan magnificas ventajas frente a otras areas ganaderas
donde la infeccion esté presente y constituyen permanentes amenazas para la salud

animal y la salud publica. Por lo tanto se acepta la otra hipotesis alternativa.

Las razas europea obtuvo mayor porcentaje de incidencia de esta enfermedad, lo
gue un factor para que se presente Brucelosis abortus es que las hembras en esa
ganaderia fueron adquiridos en feria ganadera y no fueron chequeados antes de
ser ingresados al hato, lo que coincide con Corbel et al; (2009), que indican que
una forma de prevenir la presencia de B. abortus en el rebafio es llevando a cabo
un manejo seleccionado como: diagnostico, vacunacion, sistema de vigilancia,
saneamiento ambiental, técnicas de manejo, desecho de los productos
provenientes de hatos o animales infectados.

El diagndéstico de la brucelosis se realiza mediante la utilizacién de distintos
métodos, los que de acuerdo con las caracteristicas de la enfermedad, permiten

determinar la situacion en el hombre y los animales en esta provincia.

Las parroquias mas afectadas por esta enfermedad se establecen en las zonas de

San Jacinto del Bua y Puerto Limon 10y 9 % respectivamente debido posiblemente
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a que los ganaderos no aplican medidas profilacticas y una oportuna vacunacion de
las terneras entre los 3 y 6 meses de edad.

El efecto de la brucelosis se lo mide a través de la produccion de leche que la vaca
deja de producir cuando esta aborta, debido a que se producen cambios
hormonales en el animal por la ausencia de la oxitocina, induciendo a la produccioén
de progesterona que inhibe la produccién de leche, ademas se debe considerar lo
indicado por Acha ( 2001 ), quienes manifiestan que son muy pocas las vacas
infectadas que se curan completamente por lo tanto se las debe considerar
portadoras permanente de la infeccion por lo que el ganadero debe optar por

deshacerse de los animales con brucelosis.

Los indices indican en el presente trabajo de investigacién, que la Brucelosis bovina
se encuentra en umbrales considerados peligrosos en los hatos ganaderos de la,
provincia de Santo Domingo de los Tsachilas. En la que se deberan tomar todas las
medidas necesarias de control y erradicacion para asi evitar la diseminacién de esta

enfermedad, que originan grandes pérdidas econdmicas.

Los indices indican en el presente trabajo de investigacion, que la Brucelosis bovina
se encuentra en umbrales considerados peligrosos en los hatos ganaderos de la
provincia de los Tsachilas. En la que se deberan tomar todas las medidas
necesarias de control y erradicacion para asi evitar la diseminacion de esta

enfermedad, que originan grandes pérdidas economicas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

De la presente investigacion se determinaron las siguientes conclusione

recomendaciones.

5.1. Conclusiones

43



La raza criolla presento 26 de casos positivos con un equivalente a 13%, en

cambio la raza europea 32 casos positivos con un equivalente al 16 %.

La sensibilidad y especificidad de esta prueba (Rosa de Bengala) fue de 14.5

y 85.5 % respectivamente.

La presencia de Brucella abortus, en los hatos ganaderos es mayor en las
razas europea que la criolla. El analisis mediante la Prueba No Paramétrica

de ¥ no determiné significancia estadistica (P<0.05).

Se establecié que el costo para cada una de técnica utilizada fue para la
prueba rosa de bengala de $ 1.26 mientras que para la técnica de PCR es $
6,16.

Se determind que las pérdidas econdmicas producidas en vacas enfermas
es de $ 886 Doélares.

5.2. RECOMENDACIONES

Sacrificar a los animales con reaccion positiva a brucelosis en la presente
investigacién, para evitar de esta manera posible contagio y la diseminacién

de la enfermedad.
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Aplicar con caracter obligatorio a la vacunacion a animales destinados a la
reproduccion con el fin de llevar un control epidemiologico de esta

enfermedad.

Tomar las medidas preventivas mas adecuadas para poder llegar a mantener

la zona con niveles bajos de infeccion.

LaPCR es una buena alternativa ya que es econémica, rapida y segura, por
lo que puede ser utilizada para detectar brucelosis en sangre total, y como
una herramienta para comprobar si la muestras realizada con rosa de

bengala es positiva.

Que las personas que laboren en el manejo de los animales, sean sometidos
a un analisis con la Técnica molecular (PCR) para conocer si han sido

infectados.

Concientizar a los productores a realizar analisis de seroaglutinacion a todos

los animales.

Que los gobiernos actuales realicen campafias de difusion, control y
erradicacion, dando a conocer los riesgos que representa la brucelosis como
enfermedad tanto en el hombre como en la produccién animal que repercute

en lo econdmico.
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ANEXOS



ANEXO I.- Evaluacion de casos positivos mediante la Prueba No Paramétrica

para una sola muestra,Prueba de Chi Cuadrado para las razas.

Casos Fo Fe (Fo-Fe) (Fo-Fe)? (Fo-Fe)%Fe
Positivos
Criollos 26 29 3 9 0.31
Europeo 32 29 -3 9 0.31
Total 58 58 0 NS 0.62

58/2=29

El resultado obtenido es 0.62.

Losg.l.=(r-1)

gl.=2-1=1

gl.=1

Buscamos en la tabla x2 con un a 0,05 y 1 g.I. = 3,841; Por tanto no se acepta la
hipétesis de investigacion porque el %2 calculado es inferior al %2 de la tabla. No

hay significancia estadistica (P<0.05).
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ANEXO Il. Evaluacion de casos positivos mediante la Prueba No Paramétrica

para una sola muestra, Prueba de Chi Cuadrado para la

procedencia.

Casos Positivos Fo Fe (Fo—Fe) (Fo—Fe)> (Fo-Fe)’Fe
Valle Hermoso 2 1725 -525 27.56 3.80
San Jacinto del Bua 20 7.25 1275 162.56 22.42
Puerto Limén 18 7.25 10.75 115.56 15.94
El Esfuerzo 3 725 -4.25 18.06 2.49
Alluriquin 2 725 -525 27.56 3.80
Luz América 4 725 -3.25 10.56 1.46
Santa Maria del Toachi 3 7.25  -4.25 18.06 2.49
La Concordia 6 725 -1.25 1.56 0.22
TOTAL 58 58 0 falaiaiaia 52.62

58/8=7.25

El resultado obtenido es 52.62.
Losg.l.=(r-1)

9l.=8-1=7

gl.=7

Buscamos en la tabla x2 con un a 0,05 y 7 g.I. = 14,067, Por tanto si se acepta la

hip6tesis de investigacion porque el 2 calculado es superior que el y? de la tabla.

Si hay significancia estadistica con respecto a la procedencia. (P<0.05).
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Foto.1. Hato en el recinto El esfuerzo caudal

Foto.2. Toma de la muestra de la parte
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Foto.4. Muestra almacenada pararespectivo analisis
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Foto.5. colocacion de muestra en aglutinoscopio
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Foto.6. Muestra para ser analizada

56



Foto.8. Muestra positiva y negativa
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Foto.9. Confirmacion con PCR

B. aborilus

Penetracion de la bacteria Brucellaspp al huésped
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