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RESUMEN

Se evalud la respuesta inmune humoral en 22 hembras Holstein, 1 hembra Jersey, y 3
hembras hibridas (26 animales en estudio), luego de la vacunacion con la Cepa 19,
utilizando tres pruebas seroldgicas: IELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”
indirecto), SAT-EDTA (“Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA) y RB
(Rosa de Bengala). Las terneras pertenecen a la Hacienda “El Prado”, propiedad de la
Escuela Politécnica del Ejército, ubicada en la parroquia de Loreto del Canton
Rumifiahui. Dichos animales fueron vacunados entre los 4 y 7 meses de edad con 6 x
10'° gérmenes vivos de Brucella abortus Cepa 19. La prueba SAT-EDTA que detecta
inmunoglobulinas M (IgM), fue positiva a los 7 dias posvacunacion y alcanzo titulos
méaximos a los 14 dias. Luego, en el dia 35, su concentracion en el suero fue reduciendo,
pero sin desaparecer, estando presentes hasta el dia 217 aproximadamente. Las
inmunoglobulinas G (IgG), reconocidas por la prueba iELISA y RB aparecieron casi al
mismo tiempo que las IgM (7 — 14 dias), y alcanzaron titulos maximos entre los 35 y 56
dias posvacunacion, estando presentes hasta el dia 203, aproximadamente. La vida
media de los anticuerpos dependi6 de la edad de vacunacion, asi pues en animales
jovenes (Grupo C = 4,17-4,87 meses), el promedio de supervivencia de anticuerpos
IgM fue de 85,57 dias, mientras que animales con mayor edad (Grupo A = 6,10 a 6,87
meses) presentaron una vida media de 190,909 dias. ElI mismo caso ocurre con los
anticuerpos 1gG, en los animales jovenes, el promedio de supervivencia fue de 28,85
dias, mientras que en animales de 6,10 a 6,87 meses la vida media de IgG fue de 95

dias.



ABSTRACT

The humoral inmune response of 22 female Holstein, 1 female Jersey and three hibrids
were evaluated (26 study animals), after the vaccination with 19 strain, using three
serological tests: iIELISA (indirect “Enzyme Linked Immunosorbant Assay”), SAT-
EDTA (“Serum Agglutination Test” with EDTA presence) and RB (Rose Bengal). The
heifers belong to “El Prado ranch”, property of the Army Polytechnic School, placed in
the Loreto parish, Rumifiahui cantonment. Those animals were vacunated between 4
and 7 months old with 6 x 10'° live germs of Brucella abortus 19 strain. The SAT-
EDTA test that detects M (IgM) inmunoglobuline was positive 7 days after vacunation,
and reached the highest titrimetry in the 14™ day. Then in the 35ft day, the concentration
en the serum was reduced, but without disappearing, being present until the 217" day
approximately. The recognized G inmunoglobulins (IgG) by the IELISA test and RB
showed up almost at the same time of the IgM (7 -14 days) and reached the highest
titrimetry values between the 35" and 56" days after vaccination, being presented until
the 203 day, approximately. The antibodies midlife depended in the vaccination age,
thus in young animals (C Group = 4,17— 4,87 months), the antibodies survival average
IgM was of 85,57 days, while the oldest animals (A Group = 6,10 to 6,87 months)
showed a midlife of 190,909 days. The same case occurs with the IgG antibodies, in
young animals, where the survival average was of 28,85 days, while in the animals of

6,1 to 6.87 months the midlife of IgG was of 95 days.
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l. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes y Justificacion

La brucelosis bovina, es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano que
afecta principalmente a la ganaderia de zonas lecheras, produciendo en el Ecuador,
grandes pérdidas econdmicas estimadas en 40 millones de ddlares anuales (MAG —
SESA, 2006) y que incidentalmente se transmite al ser humano, constituyendo una
zoonosis ampliamente distribuida a nivel mundial estimandose que cerca de 500 mil
casos de brucelosis en humanos se presentan cada afio (OPS — OMS, 2001;

PANAFTOSA, 2000).

Esta enfermedad posee gran impacto en la produccién pecuaria debido a que provoca
abortos, metritis, infertilidad y el nacimiento de animales débiles; en las hembras y en

los machos provoca alteraciones testiculares, disminucién de la fertilidad, acompafiadas



algunas veces por abscesos en testiculos y epididimo (Rivers et al, 2006), estableciendo
una barrera para el comercio de animales y de subproductos de origen animal, lo cual
afecta la economia de los paises que ain no han podido erradicarla, como es el caso de

Ecuador.

Pero alin mas importante que el aspecto econdémico en el &mbito pecuario, constituye un
importante problema para la salud publica ya que la mayoria de las bacterias
pertenecientes al género Brucella, son patdgenas para el hombre, quien adquiere la
infeccion por el consumo de leche no pasteurizada y sus derivados, o por el contacto

con material infeccioso (Blasco & Gamazo, 1994).

La forma més viable para disminuir el impacto de esta zoonosis en los humanos, es la
disminucion de la prevalencia de la enfermedad en los reservorios habituales de la
bacteria, a través de la identificacion de los animales infectados y en la correcta

eliminacion de los mismos.

Otra herramienta de gran valor para el control de la enfermedad, es la vacunacion, sin
embargo, esta via es bastante controversial en nuestro pais, ya que actualmente existen
dos vacunas para la inmunizacion de los animales en lugares de alta prevalencia, la
Cepa 19 y RB51; la primera vacuna, es una Cepa estable, que induce altos niveles de
proteccién, pero con un inconveniente, los anticuerpos temporales que produce no se
diferencian de los generados por una infeccion, provocando una interferencia
momentanea con el diagnostico. Por otro lado, la RB51 al ser una cepa mutante rugosa,
no presenta la cadena O, por lo tanto no produce anticuerpos y como es previsible, no

ocasiona ninguna interferencia en las pruebas clasicas de diagnostico serologico, pero,



al hablar de la inmunidad que confiere a los animales, existen experiencias que

demuestran claramente la inferioridad de RB51 con respecto a la vacuna Cepa 19.

Por estas complicaciones, fue necesario realizar la presente investigacion, en la que se
pretendid efectuar un estudio cientifico que demuestre la edad 6ptima para vacunacion
en terneras, tiempo de persistencia e intensidad de reacciones cruzadas con las pruebas
serolégicas de los anticuerpos generados por la vacunacién con Cepa 19, asi como la

edad de revacunacion con RB51.

OBJETIVOS

2.1.- GENERAL
Determinar la dinamica de los anticuerpos vacunales contra Brucella spp., en terneras

primovacunados con cepa 19 (B 19).

2.2.- ESPECIFICOS
M Determinar la correlacion existente entre las pruebas de diagnostico utilizadas en
la investigacion.
M Determinar el tipo de anticuerpos generados en el caso de terneras vacunadas
con Cepa 19, y su tiempo de persistencia.
M Determinar la vida media de los anticuerpos generados por la vacuna Cepa 19.

M Establecer la edad 6ptima para vacunacion de terneras.

I11. REVISION DE LITERATURA

3.1.- Brucelosis



3.1.1.- Antecedentes Historicos

La trayectoria de la brucelosis en la historia de la humanidad, ha sido tratada por varios
autores, quedando muy bien definido. En 1859 Marston public6 la primera descripcion
precisa de la brucelosis como una entidad independiente. Marston, un cirujano de la
Royal Atrtillery, describié con detalles su experiencia personal con la “Fiebre géstrica
remitente del Mediterraneo” durante su estadia en Malta en la guerra de Crimea (Ferber
et al, 1981; citado por Young, 1997). David Bruce, en 1887 sefial6 que la Fiebre de
Malta del hombre la producia una pequefia bacteria, cuando aislé por primera vez el
agente etioldgico al cual llamé Micrococus melitensis (Garcia et al, 1988; Bofill et al,
1996; citado por Rodriguez et al, 2005). En 1895, el veterinario danés Bernard Bang
identificé a Bacillus abortus como el agente causal de abortos contagiosos en el ganado
vacuno. En 1905 surge el concepto de zoonosis, cuando Zammit informa que las cabras
transmiten la enfermedad al hombre por el consumo de leche infectada (Rodriguez et al,
2005). Evans en 1918 comprueba el intimo parentesco entre el Micrococus melitensis y
Bacillus abortus, estos resultados junto con los de Meyer y Shaw en 1920 permitio
agrupar a estos microorganismos en un solo género bacteriano Brucella en honor a
Bruce, y denominarlos Brucella melitensis y Brucella abortus (Benitez, 1979; citado
por Rodriguez et al, 2005) En 1914 Traum aislé B. suis de cerdas con abortos y en 1966
Carmichael identifico a B. canis como causa de abortos contagiosos en perros Beagle
(Butler et al, 1983; citado por Mandell et al, 1997). B. ovis (1953) y B. neotomae (1957)
se aislaron en el carnero y en la rata de la madera, respectivamente, pero ninguna de
esas especies es patogena para el ser humano (Young, 1997).

3.1.2.- Distribucion Geogréfica

Las especies de Brucella varian en su distribucién geogréfica, asi pues Brucella abortus

esta presente en todos los paises de América Central, siendo la prevalencia de un 4 a 8%



(Moreno, 2002; citado por Rivers et al, 2006). En Sudamérica se encuentra en varios
paises, donde en muchos casos es endémica y un problema sanitario importante, tal es el
caso de Ecuador, que en el 2007, reportaron una prevalencia del 16% al 45% en 516
animales muestreados provenientes de 23 haciendas en la provincia de Pichincha,

aislando Brucella abortus biotipo 4 de muestras de leche (Com. pers, Ron J., 2007).

Brucella melitensis es particularmente comun en el Mediterrdneo, Asia Central, India,
Africa (OIE, 2007) y en algunos paises de América Latina en donde se reportd una

prevalencia entre el 6% y 15% en cabras y ovejas (Thimn, 1982; citado por Ron, 2003).

Brucella suis biotipo 1 y 3 han sido reportados en algunos paises de Sudamérica y
México. Brucella canis probablemente estd presente en la mayoria de paises en el
mundo entero, sin embargo Nueva Zelanda y Australia, reportan estar libres de este

organismo (OIE, 2007).

3.1.3.- Pérdidas Econdmicas

La brucelosis ha causado y causa grandes pérdidas econdmicas a la ganaderia del pais.
Sus caracteristicas epidemioldgicas y evolutivas, hacen que tenga un impacto social y
econdmico muy superior al de otras enfermedades, generando pérdidas anuales de casi
40 millones de dolares, equivalente al 2% de la produccion ganadera de nuestro pais, a
lo que habria que afiadir el gasto por atencion sanitaria y de prestaciones de los Sistemas

de Salud (MAG — SESA, 2006).

En el 2000, el Ministerio de Agricultura (MAG) y el servicio Ecuatoriano de Sanidad
Agropecuaria (SESA), reporta pérdidas directas como indirectas, que afectan

gravemente el sector ganadero del pais, las cuales se describen a continuacion:



3.1.3.1.- Pérdidas directas

M La gestacion no se lleva a término: el 30% a 80% de los animales infectados
pueden abortar (OIE, 2007).

M Disminucién de la produccién lactea (20% - 22%): los abortos y otros problemas
de infertilidad aumentan el periodo entre lactancias y el intervalo entre partos.

M Pérdidas de terneros o dificultad para criarlos: siendo esto de gran importancia
en las zonas destinadas a la produccion de carne, donde los terneros representan
la Gnica fuente de ingreso.

M Se altera la comercializacion de productos derivados de los rumiantes: puesto
que es una enfermedad sometida a saneamiento ganadero, por lo que las granjas
con brucelosis no pueden vender sus productos. Sin embargo, en Ecuador
existen fincas que nunca han hecho un diagnostico de sus animales, aun asi
venden leche no pasteurizada y sus derivados, sin saber que posiblemente estan
transmitiendo la enfermedad a las personas que consumen estos productos.

M Disminuye la vida productiva de la vaca.

3.1.3.2.- Pérdidas indirectas

M Los gastos derivados de las campafias de saneamiento y vacunacion.

M Indemnizacion a los ganaderos que sacrifican animales positivos a esta
enfermedad, cabe recalcar que en nuestro pais no existe esta ayuda econémica.

M Control e higienizacion de la carne, y principalmente de la leche. La
pasteurizacion que se lleva a cabo en los distintos productos lacteos tiene como

mision la destruccién de Brucella existentes en éstos.

3.2.- El género Brucella
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3.2.1.- Etiologia

Las bacterias del genero Brucella suelen presentarse con la forma de coco-bacilos con
un tamafio entre 0,5-0,7 micras por 0,6-1,5 micras, de crecimiento lento, no poseen
capsulas, ni forman esporas, son Gram-negativas, no esporuladas, sin flagelos (Blasco
& Gamazo, 1994; Castro et al, 2005). Es un patdgeno intracelular "facultativo", es
decir, tiene la capacidad de establecer una infeccion estable en el huésped (Aréstegui et

al, 2001).

Las cepas de Brucella invariablemente son catalasa - positivas, pero las actividades de
oxidasa y de ureasa y la produccion de H,S son variables (Young, 1997).
Las bacterias del género Brucella estan distribuidas en seis especies diferentes:
Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae y B. maris
(Cloeckaert et al, 2001; citado por Castro et al, 2005). En la Tabla 3.1 se encuentran
detalladas las especies de Brucella, sus hospedadores conocidos y las caracteristicas

bioguimicas y antigénicas que permiten clasificarlas en biovariedades.

La especificidad de estos patdgenos no es absoluta, puesto que B. abortus puede
infectar a los porcinos y caprinos cuando las mencionadas especies animales se crian
juntas. Lo mismo ocurre con B. suis y B. melitensis; estas infecciones cruzadas tienen
poca importancia dentro de la cadena epidemioldgica ya que, si desaparece el huésped
principal, en las otras especies no se transmite generalmente de un animal a otro, sin
embargo, pueden complicar la erradicacion definitiva de la enfermedad, por ello
aquellos paises que controlan la brucelosis bovina se abocan inmediatamente al control

de reservorios ya sean animales domésticos o salvajes (Samartino, 2003).
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Tabla 3.1: Especies que integran el género Brucella, hospedadores conocidos y
caracteristicas bioquimicas y antigénicas que permiten clasificarlas en biovariedades. A
y M: configuraciones alternativas del PSO, R: LPS de las cepas rugosas.

Especie

Hospedador

Biovariedad

Produccién
de H,S

Necesidad
de CO,

Sensibilidad a los
colorantes

Aglutinacién con
sueros monoespecificos

Tionina Fucsina

B. melitensis

Cabras, bovinos,
ovinos, caninos,
hombre

+ +
+

B. abortus

Bovinos, caninos,
hombre.

OCONOUDRWNRERIWN P

+

o
+ o+ |+

+ + 4+ 4

[ I

+ 4
+

B. suis

Cerdos, caninos,
hombre

arWN -

L+ 4+ o+

. canis

Caninos, hombre

+| |+ + + + o+

. neotomae

Roedores

ovis

Ovinos

w| w| m| w

. maris

Fecas, leones
marinos, delfines,
ballenas

Fuente: Castro et al, (2005).

3.2.2.- Estructura antigénica de Brucella

En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio sélido, las diferentes especies de

Brucella se clasifican habitualmente como lisas (S) o rugosas (R). Dentro de las

primeras se encuentran B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. neotomae y dentro de las

segundas B. ovis y B. canis. El aspecto que adquieren las colonias se debe a la

expresion del lipopolisacarido (LPS) en la superficie bacteriana, LPS-S en las lisas y

LPS-R en las rugosas, aunque durante su crecimiento en los medios de cultivo pueden

experimentar mutaciones que afectan la expresion del LPS (Ariza et al, 1983; citado

por Castro et al, 2005).
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3.2.2.1.- El Lipopolisacarido (LPS)

El principal antigeno de la pared celular de Brucella es el lipopolisacéarido (LPS)
endotdxico, en el cual se distinguen tres regiones: el lipido A, inserto en la hoja
externa de la membrana, un oligosacérido intermedio, llamado ndcleo, y el
polisacarido O (PSO), también conocido como cadena O, ausente en el LPS-R (Castro
et al, 2005). El PSO es el antigeno (Ag) inmunodominante de superficie, capaz de
inducir una respuesta seroldgica en la mayoria de los animales en contacto con
especies lisas de Brucella (B. abortus, B. melitensis y B.suis); ademas es la estructura
antigénica mas expuesta y blanco de anticuerpos (Ac) protectores (Plommet, 1987;
citado por Estein, 2006). Por otro lado, el PSO posee epitopes compartidos con otras
especies bacterianas como Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Salmonella
landau, Pseudomona maltophilia, Escherichia coli, responsables de reactividad
cruzada en las pruebas seroldgicas que se basan en la deteccion de Ac hacia este Ag

(Diaz et al, 2005).

Segun Aréstegui et al, (2001), otra caracteristica importante del LPS, es que en su
extremo terminal, presenta moléculas de manosa que favorecen la adherencia a las
células del huésped a traves de los receptores de manosa. Las células de la placenta
son ricas en receptores de manosa, y este hecho, junto al tropismo por el eritritol, el
cual es un azGcar  que esta presente en tejidos placentarios animales, explica la

avidez de Brucella por el Gtero gravido, provocando abortos en animales infectados.

Gréfico 3.1: Esquema simplificado de la membrana externa de la pared celular de
Brucella. EI LPS-S de las formas lisas esta constituido por el lipido A, el nlcleo y el
polisacarido O (PSO).
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3.2.3.- Resistencia y Supervivencia

Brucella es una bacteria que posee una gran capacidad para sobrevivir y persistir en el
ambiente bajo condiciones apropiadas, si se compara con muchas otras bacterias
patdgenas no esporulantes. A bajas temperaturas y humedades, Brucella puede

sobrevivir en ambientes diversos por largos periodos (ver Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Supervivencia de Brucella en el medio ambiente.

Material Tiempo de Supervivencia
Suelo y estiércol 80 dias
Polvo 15 — 40 dias
Leche a temperatura ambiente 2 — 4 dias
Fluidos y secreciones 10 — 30 minutos
Lanas de depésitos 110 dias
Aguaa37°CypH7,5 menos de 1 dia
Aguaa8’CypH6,5 mas de 57 dias
Fetos mantenidos a la sombra 6 — 8 meses
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Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Paja 29 dias
Grasa de ordefio 9 dias
Fetos abortados 6 — 8 meses
Heces bovinas 1 - 100 dias
Tierra himeda 66 dias
Tierra seca 4 dias

Fuente: Castro et al (2005).

En contraposicion, son bastante sensibles al calor, asi una suspension diluida de
Brucella spp, se destruye rapidamente al ser sometida a la pasteurizacién o al exponerla
a temperaturas de 60° C por 30 minutos. Sin embargo, una suspension densa es mas
dificil de inactivar y se debe de prolongar el tiempo de exposicion al calor o someterla a
temperaturas mas elevadas. Brucella es muy sensible a la radiacion ionizante y mueren

con rapidez al exponerla a la luz ultravioleta (Lopez, 2007).

3.2.4.- Diseminacion

La brucelosis bovina se caracteriza por ser una enfermedad de area 0 comunitaria, es
decir, cuando un predio estd infectado, lo méas probable es que toda el area esté
afectada (SAG, 2001). Es por ello que se debe poner énfasis en las diferentes vias de

transmision.

3.2.4.1.- Diseminacion entre Rebafios
3.2.4.1.1.- Movimiento de los animales
Es la fuente mas importante de transmision, debido a que:
M Se ingresa animales que estuvieron expuestos o estan infectados pero ain son
sero-negativos ya que a veces se hace un muestreo del predio y se venden los

que estadn negativos, pero han tenido contacto con los positivos y luego
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manifiestan la enfermedad. Esto se debe al periodo de incubacion, el cual es el
tiempo transcurrido desde que el animal estuvo expuesto a Brucella hasta ser
reaccionante a las pruebas diagnosticas, éste puede ser de dos a tres semanas,
aunque puede variar segun la cantidad de microorganismos y tal vez la via de
inoculacion (Young, 1997). La llegada de un animal enfermo al predio, el cual
aborta o presenta un parto normal; en cualquiera de dichos eventos, se produce
una alta excrecion de bacterias al medio ambiente, desde donde se infectan los
animales sanos. Algunos experimentos demostraron que se pueden eliminar
hasta 1 x 10" gérmenes por gramo de placenta (Samartino, 2003). Este sistema
de transmision hace que los predios donde existen condiciones de alta densidad
animal sean muy susceptibles, por ello la enfermedad se manifiesta con mayor
frecuencia en predios lecheros (explotaciones intensivas), que en los que se
dedican a la produccién de carne (explotaciones extensivas).

M Ingreso de animales que no han sido muestreados por ser muy jévenes (menores
de 18 meses) o simplemente por que no se requirid la prueba, por lo tanto se
desconoce si el animal era sero-positivo o no.

M Ingreso de terneras no vacunadas.

M Puede ocurrir también que animales de un establecimiento concurran a alguna
exposicion o se trasladen a otros campos para engorde y vuelvan infectados

(Samartino, 2003).

3.2.4.1.2.- Contacto directo con rebafio infectado
M Se produce en todas las practicas de manejo que permiten el contacto entre
animales de diferentes rebafios, por ejemplo cuando utilizan praderas en comdn,

debido a que la supervivencia de Brucella en pastos es de hasta 4 semanas
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(Blasco & Gamazo, 1994), tiempo en el cual pueden llegar varios predios e

infectarse.

3.2.4.1.3.- Contacto indirecto con rebafios infectados
M Fundamentalmente se produce por traslado de fetos abortados, placentas u otros
materiales infectados, lo cual realizan los perros y otros animales domésticos y
silvestres (Samartino, 2003).
M También se sefiala el agua de arroyos, canales y pozos (Castro et al, 2005)

donde pueda caer el patdgeno y ser trasladado hacia otros lugares.

3.2.4.2.- Diseminacion dentro del Rebafio
Los principales factores que producen la transmision de la enfermedad de un animal a
otro provocando la persistencia de la infeccion dentro del rebafio son:

M Ingestion de pastos, forrajes y aguas contaminadas. Las vacas tienen ademas la
costumbre de lamer membranas fetales, fetos y terneros recién nacidos
infectados (Rodriguez et al, 2005).

M El instinto de las vacas de lamer los 6rganos genitales de otras vacas contribuye
también a la transmision de la infeccion (D’ Anatro, 2003).

M La infeccién congénita puede también atacar a becerros nacidos de hembras
enfermas. La infeccion ocurre en el Gtero y puede permanecer latente en la
ternera durante toda su vida. Cuando este animal ya es adulto, puede dar pruebas
seroldgicas negativas en su primer parto, pero es el momento en el cual empieza
a desechar al microorganismo (Blood et al, 1987).

M Las terneras nacidas de hembras reactivas suelen dar pruebas serol6gicas

positivas durante 4 a 6 meses debido a los anticuerpos calostrales, y después
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suelen dar datos negativos ain cuando puede haber una infeccién latente en una
pequefia proporcion de estos animales. Estas infecciones latentes en los animales
que dan pruebas seroldgicas negativas son de mucha importancia porque pueden
permanecer inadvertidas y finalmente servir como fuente de infeccion (Blood et
al, 1987).

M EI pastoreo en areas infectadas, ya que la capacidad infecciosa de la bacteria
puede persistir en los pastos durante 100 dias en invierno y 30 dias en verano
(Blood et al, 1987).

M De la misma manera que la mayor parte de formas de mastitis pueden
propagarse durante el ordefio, la infeccion por B. abortus puede diseminarse,
pues aproximadamente la mitad de las vacas infectadas, después de abortar o
parir, eliminan Brucella en la leche durante semanas, meses y afios; sobre todo
en aquellas salas de ordefio donde la higiene es muy deficiente y que al ordefar,
se dejan caer al piso los primeros chorros de leche (Rodriguez et al, 2005).

M Los machos infectados secretan semen que contiene la bacteria y de esta forma
pueden transmitir la infeccion, pero la mayor probabilidad de propagacion se da,
cuando se emplea semen de estos animales en inseminacion artificial (MAG —

SESA, 2000).

3.2.5.- Patogenia
La patogenia es la progresion de la enfermedad dentro de un individuo infectado

(Garcia, 2003).

Brucella es un patdgeno intracelular facultativo, propiedad que la hace capaz de

adherirse, penetrar y multiplicarse dentro y fuera de la célula (Castro et al, 2005).

3.2.5.1.- Puertas de entrada de Brucella:
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3.2.5.1.1- Oral

La via de penetracion méas importante, es el tracto gastrointestinal, por la costumbre de
las vacas de lamer fetos abortados, terneros recién nacidos y los 6rganos genitales de
otras vacas que contienen gran nimero de bacterias (Rodriguez et al, 2005). También
por la ingestion de pastos, forrajes y aguas contaminadas con el agente infeccioso. Mas
del 95% de los casos ocurre por ingestion de material infectado (Acha y Szyfres, 2003;

Samartino, 2004, citados por Ortiz et al, 2007).

3.2.5.1.2.- Intrauterina

Segun Samartino (2003), la brucelosis no es una enfermedad venérea y solo adquiere
importancia si se realiza inseminacion artificial. Segin el MAG — SESA (2000), los
machos infectados secretan semen que contiene la bacteria y de esta forma si se puede

transmitir la infeccion al realizar la monta natural pero muy raras veces.

3.2.5.1.3.- Ocular

Segun Garcia (2003), la via ocular es la puerta de entrada mas eficiente, porque se
requieren pocos microorganismos para infectar una vaca, por esta razon la via
conjuntival se utiliza como via de infeccion experimental, ya que solamente son
necesarios 750.000 microorganismos viables intra-conjuntivalmente, para infectar el

90% de las vacas susceptibles.

3.2.5.1.4.- Piel
La via cutanea, tiene la misma importancia que la via oral, segun varios autores, ya que
se pueden producir infecciones mediante las camas infectadas, cuando existen lesiones

en las tetillas, en los extremos de los miembros, o en el espacio interdigital que faciliten
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la penetracion del agente patégeno en capas profundas de la piel (Rodriguez et al,

2005).

3.2.5.1.5.- Respiratoria
La transmision por via respiratoria, es menos frecuente y tiene lugar, cuando se agrupan
los animales, mediante la inhalacion de polvo y particulas que transportan los patdgenos

(Samartino, 2004).

3.2.5.1.6.- Pezon
La transmision ubre a ubre a través de la maquina ordefiadora es posible, pero de
importancia desconocida. Puede suceder en ganado lechero cuando la vaca esta

eliminando los microorganismos por la leche.

3.2.5.1.7.- Via congénita o vertical
El 60 al 70 % de los fetos nacidos de madres infectadas nacen infectados, pero la gran

mayoria de los terneros se deshacen de la infeccion en pocos meses (Garcia, 2003)

El concepto de latencia se refiere a terneras nacidas infectadas y permanecen en ese

estado hasta que son adultas y asi, cuando llegan a la edad de reproduccion desarrollan

una brucelosis franca.

3.2.5.2.- Factores que influyen en la susceptibilidad

La susceptibilidad es la facilidad con que se contrae la enfermedad.
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3.2.5.2.1.- Edad
M Los animales jovenes tienden a ser mas resistentes. Aunque estén expuestos
cuando son vaquillas inmaduras, s6lo un pequefio porcentaje se infecta.
M El animal sexualmente maduro es el mas susceptible, pero se considera
resistente a no ser que esté prefiado, por la presencia de eritritol.

M El animal mas susceptible es la vaquilla sin vacunacién y prefiada.

3.2.5.2.2.- Prefiez

Desde el momento que se cruza una hembra adulta hasta el parto, progresivamente va
aumentando su susceptibilidad. Existe una relacion directa entre etapa de la gestacion y
susceptibilidad a la infeccion (Ortiz et al, 2007).

El género Brucella tiene predileccion a vivir en el atero prefiado. La hembra prefiada es
mas susceptible en las etapas tardias de la prefiez. El eritritol, producto presente en el
Gtero, estimula la tasa de crecimiento de las bacterias de 3 a 5 veces (Blasco & Gamazo,

1994).

3.2.5.2.3.- Inmunidad o Resistencia
La inmunidad o la resistencia se adquiere por:
M Genética (entre el 10 al 20 % de los vacunos son genéticamente resistentes.)
M Vacunacién con Cepa 19 o RB 51.
Las ventajas del aumento de la resistencia son:
M Se requiere una alta dosis para infectar.
M Reduce los abortos y la cantidad de diseminacién de Brucella.

M Alarga los periodos de incubacidn.
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3.2.5.2.4.- Razas

No se ven diferencias de susceptibilidad entre las razas.

3.2.5.3.- Periodo de incubacién

El periodo de incubacion produce una gran confusion porque es muy variable. Puede ir
de 2 a 3 semanas (Young, 2007) o de 5 a 7 dias y a veces llegar a varios meses (Acha y
Szyfres, 2003), siendo sobre tres afios en el caso del “Sindrome de Latencia en la
Ternera®. Los animales con prefiez avanzada son los que tienen menor tiempo de

incubacion (Ortiz et al, 2007).

El periodo de incubacion depende de:

- Tamanfo de la dosis infectiva: Una dosis alta determina un periodo de incubacion
menor. También se infectan animales vacunados cuando la dosis infectante es muy
grande.

- Estado de gestacion: En estado avanzado de gestacion, el periodo de incubacion es
mas corto porque el utero prefiado es el ambiente ideal para el desarrollo de las
bacterias.

- Resistencia: El periodo de incubacién se hace mayor a medida que existe aumento de

la inmunidad.

3.2.5.4.- Dosis infectante

Existe una relacion directa entre tamafio de la dosis y la infecciosidad, se sefiala que

1.460 microorganismos infectan 22% de animales, 246.000 microorganismos infectan
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55% de los animales, 146.000.000 microorganismos infectan 90 a 100% de los animales

por via conjuntival.

3.2.5.5.- Progresion de la enfermedad en el animal

3.2.5.5.1.- Penetracion

Una vez que la bacteria ha penetrado en el organismo, ya sea por via oral, conjuntival,
dérmica o genital, se ubica facilmente en las membranas mucosas por la caracteristica
de adherencia que posee, propiedad que probablemente le confiere el Lipopolisacarido

(LPS). (Aréstegui et al, 2001).

3.2.5.5.2.- Permanencia

Inmediatamente después de la penetracion e independientemente de la via de entrada,
las bacterias son transportadas, libres o en el interior de los macrofagos, hasta los
ganglios linfaticos mas préximos al lugar de entrada, donde permanecen todo el periodo
de incubacion (Ortiz et al, 2007), causandoles aumento de tamafo difuso, hiperplasia y
alrededor del la tercera semana estan hemorragicos (Rodriguez et al, 2001; citado por

Rivers et al, 2006).

3.2.5.5.3 Bacteremia

Entre la tercera y quinta semana, la bacteria sale de los ganglios linfaticos y entra al
torrente sanguineo produciéndose la bacteremia, que se identifica con la elevacion de la
temperatura corporal y concluye el periodo de incubacién. Brucella utiliza el sistema
linfatico para su propagacion y de esta forma colonizar los dérganos y tejidos de su
predileccion como son el Gtero, la placenta, los tejidos fetales, la ubre, los 6rganos

genitales en el toro (epididimo y las glandulas sexuales accesorias), bazo e higado, en
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estos se producen alteraciones anatomopatolégicas mas o menos marcadas (Blasco &

Gamazo, 1994).

3.2.5.6.- Localizacién de Brucella

3.2.5.6.1.- En vaca prefiada

En la hembra prefiada, luego de la bacteremia se produce la localizacion del
microorganismo en el tracto reproductivo (Gtero y placenta) y los nédulos adyacentes a

estos 6rganos. El Gtero no se infecta a menos que esté prefiado.

3.2.5.6.1.1.- El Aborto

La principal manifestacion clinica de la brucelosis es el aborto. La especial afinidad que
estas bacterias tienen por el endometrio gravido y por la placenta fetal de bovinos hace
que también proliferen en trofoblastos de la placenta que rodean al feto (Miador &
Deyoe, 1989; citado por Rivers et al, 2006). El trofoblasto es el encargado de producir
en su momento, las hormonas que conducen al parto. Cuando se infecta, produce los
mismos productos quimicos: cortisol, prostaglandinas, estrégenos. Normalmente dado
que el cuerpo lateo desaparece al 7° mes y aparecen las hormonas del trofoblasto, no se
mantiene la gestacion y se produce el parto. Es decir la Brucella “aprendi¢” a activar la
produccién de estas hormonas provocando el aborto (Blasco & Gamazo, 1994; Garcia,

2003).

La muerte fetal se produce por disrupcion de la placenta, en el feto se observa edema

pulmonar y congestion y hay produccién de endotoxinas (Garcia, 2003).

3.2.5.6.2.- En vaca no prefiada y en machos.
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Después del aborto o el parto normal la bacteria no permanece en el Gtero, la infeccidn
se vuelve cronica y las mismas se localizan en los ganglios, las glandulas mamarias y
pueden permanecer en la ubre durante afios (Cotrina & Fernandez, 1991; Acha &
Szyfres, 2003; citados por Ortiz et al, 2007). En bovinos machos, la bacteria se localiza

en el epididimo y en las glandulas accesorias.

3.2.5.7.- Eliminacion de Brucella

3.2.5.7.1.- Ubre

Es el area donde Brucella se localiza con mayor persistencia, la eliminacién puede ser
intermitente o continua y en cantidades distintas, pudiendo oscilar desde menos de 100
hasta 200.000 germenes, sin precisar el volumen. La cuantia mas alta se registra después
del parto y la més débil en la cima de la lactacion. En este periodo pueden estar ausentes
de la leche durante dias o semanas, para luego de repente volver a aparecer. En el
periodo de secado vuelve a reforzarse su actividad. El contenido de gérmenes de la
fraccion final del ordefio es méas elevada que en las porciones inicial y media. Los
cuartos posteriores suelen eliminar mayor cantidad de Brucella que los cuartos

anteriores (Rodriguez et al, 2005).

3.2.5.7.2.- Utero
Es la forma mas importante de transmisién de la enfermedad ya que el 80% de Brucella

se elimina en el momento del aborto o paricion (Garcia, 2003).

Las descargas uterinas de vacas infectadas se producen desde aproximadamente 15 dias

antes del aborto o parto hasta 4 semanas después del mismo, eliminandose 1 x 10*

gérmenes por gramo de placenta (Samartino, 2003).
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3.2.5.7.3.- Semen

Los toros con orquitis y vesiculitis son eliminadores muy persistentes de Brucella por
largos periodos, pero pocas veces infectan a la vaca a menos que exista herida en el
tracto vaginal, frecuentemente son estériles. Aunque no es importante en monta natural,

pero si se usa el semen infectado en inseminacion artificial, se puede infectar el Gtero.

3.2.6.- Mecanismos de defensa de Brucella
Como ya se ha mencionado, Brucella es capaz de sobrevivir y multiplicarse en el
interior de los macrofagos (Castro et al, 2005), para lo cual han desarrollado estrategias

que permitan tal propiedad, las cuales se nombran a continuacion:

M La presencia de fosfatidilcolina en la membrana externa de la bacteria y los
acidos grasos de cadena larga del lipido A, representa su primera barrera
defensiva; gracias a ella, resisten la accion toxica de sales biliares, glicéridos, asi
como de enzimas proteoliticas y glicosidasas (Aréstegui, 2001; Blasco &
Gamazo, 1994).

M Para que se produzca la muerte de Brucella es necesaria la desgranulacion de los
neutrofilos (grupo de las primeras células que se activan frente a un cuerpo
extrafio), con la consiguiente liberacion de mieloperoxidasa; pero se ha
demostrado que Brucella posee mecanismos que inhiben esta desgranulacion y
evitan asi su destruccién (Castro et al, 2005).

M Una vez dentro de las células fagociticas, interfieren en la formacion del
fagolisosoma, organulos donde se localizan la mayoria de los agentes toxicos

bactericidas (Castro et al, 2005).
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M Los nucle6tidos ciclicos de guanina liberados por Brucella, son inhibidores del

metabolismo de los macréfagos (Aréstegui, 2001).

3.3.- Diagnostico
El diagnostico de certeza se establece aislando al microorganismo. Los metodos

serolégicos sélo aportan un diagndéstico presuntivo (Castro et al, 2005).

3.3.1.- Diagndstico Directo
Se basa en evidenciar la presencia de la bacteria o de sus componentes en materiales
provenientes de animales reaccionantes a las pruebas seroldgicas, éstas pueden proceder

de fetos abortados, ganglios retromamarios, leche, utero gravido o no (D’ Antro, 2003).

3.3.1.1.- Hemocultivos

Es un diagndstico definitivo de la enfermedad, el cual requiere el aislamiento de la
bacteria a partir de hemocultivos (Ariza, 2000). La técnica mas utilizada para realizarlos
es la de Ruiz Castafieda, que consiste en la inoculacion de sangre en frascos
herméticamente cerrados que contienen, simultaneamente un medio liquido (caldo
triptosa) y un medio solido (agar triptosa). Los cultivos deben mantenerse en incubacion
un tiempo no menor a 30 dias, debido a que las bacterias del género Brucella son de

lento crecimiento (Castro et al, 2005).

Los nuevos sistemas de hemocultivo automatizado, entre los que se destaca el BACTEC
9200, se han mostrado extraordinariamente eficaces. Su capacidad de deteccion es
probablemente mayor que el método de Ruiz Castafieda, ya que permite detectar mas
del 95% de los cultivos positivos antes del séptimo dia de incubacién (Ariza, 2000 y

Castro et al, 2005). Un estudio realizado por Villarroel et al, (2000); a las 72 horas de
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incubacion en BACTEC, obtuvo positividad en su hemocultivo, observando la

presencia de coco-bacilos Gram negativos muy pequefios.

3.3.1.2.- Subcultivo
Una vez que se observa crecimiento en los hemocultivos, se procede a realizar un

subcultivo en Agar Columbia o Agar chocolate, con atmdsfera de 5% a 10% de CO.

3.3.1.3.- Identificacion
Se lleva a cabo con pruebas bioguimicas de Oxidasa y Ureasa, (Villarroel et al, 2000),

también se realiza observaciones de las colonias y test de coloracion Gram (D’ Anatro,

2003).

3.3.1.4.- Tipificacion

Las pruebas bioquimicas usadas para la tipificacion son: test de catalasa, test de oxidasa,
produccién de GAS sulfhidrico, rapida actividad de la ureasa, test de indol y
crecimiento en medios con inclusion de colorantes. Este tipo de identificacion dejaba
ciertos interrogantes en la diferenciacidén con cepas vacunales (Cepa 19) que aunque no
es usual puede ocurrir su aislamiento y es necesario identificarlos. Para ello se requiere
de pruebas bioguimicas adicionales, como la inclusion de eritritol en el medio, ya que B.

abortus Cepa 19 no crece en este medio (D’ Anatro, 2003).

3.3.2.- Diagnéstico Indirecto
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3.3.2.1.- Pruebas de diagndstico
En vista de que la medicina es una ciencia de probabilidades, es decir, que ante la
presencia de un patdgeno, no todos los animales se enferman y dentro de los animales
enfermos no todos muestran el mismo grado de infeccidn, es necesario identificar
adecuadamente a los animales infectados y esto se logra mediante la interpretacion
adecuada de pruebas de diagndstico; éstas tienen la ventaja de identificar tales animales
sin necesidad de que presenten sintomas clinicos.
Una prueba de diagnéstico es aplicable cuando:

M Es sencilla (facil de aplicar).

M No sea dafiina para el animal ni para la poblacién.

M Que no tenga efectos adversos o0 que éstos sean minimos.

M Que sea econdmicamente factible.

M Pero lo mas importante, que identifigue a los animales infectados como

positivos y a los sanos como negativos.

3.3.2.1.1.- Condiciones de una prueba diagnostica

3.3.2.1.1.1.- Validez

Es el grado que tiene una prueba diagndstica para medir lo que tiene que medir. Esta
condicién se puede evaluar al compararla con otras pruebas diagndsticas mas complejas
y rigurosas. La sensibilidad y especificidad de una técnica diagnostica son medidas de

validez y estan definidas para cada prueba.

3.3.2.1.1.1.1.- Sensibilidad y Especificidad

Entendemos por sensibilidad de una prueba el grado de capacidad que tiene para

detectar animales infectados por el agente especifico, en este caso Brucella. De esta
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manera, si la prueba que usamos da reacciones positivas en 98 animales de 100 bovinos
infectados diremos que la prueba tiene 98 % de sensibilidad. El 2 % restante son " falsos

negativos”.

En un programa de erradicacion interesa que la prueba empleada sea lo suficientemente
sensible para que el grado de error por "falsos negativos"” sea el menor posible, ya que el

objetivo es eliminar todo foco de infeccién de un hato.

Ninguna prueba es capaz de descubrir el 100 % de los bovinos infectados de todos los

rodeos (Szyfres, 2000).

Por especificidad en cambio, medimos el grado de capacidad de la prueba de detectar el
mayor nimero de animales sanos y el menor nimero de "falsos positivos™. Una prueba
altamente especifica serd la que de menos reacciones de "falsos positivos”. Si de 100
animales no infectados, la prueba da reacciones positivas en 5 animales, decimos que la
misma tiene una especificidad del 95%. Una prueba poco especifica es causa por
consiguiente del sacrificio de animales sanos y de pérdidas econdmicas innecesarias.
Ninguna prueba seroldgica sin embargo es 100 % especifica. Si nosotros quisiéramos
dar a una prueba mayor sensibilidad, disminuiria a la vez la especificidad (Szyfres,

2000).

3.3.2.1.1.1.1.1.- Los "Falsos positivos"
Los "falsos positivos" en las reacciones se deben a varias causas, tales como anticuerpos
residuales por la vacunacion con cepa 19 y reacciones cruzadas debidas a anticuerpos

originados por bacterias que tienen lipopolisacaridos superficiales similares a los de
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Brucella. Ya se dijo que hay una pequefia proporcion de animales especialmente los
vacunados a una edad tardia que puede mantener anticuerpos aglutinantes que persisten
durante mucho tiempo. Las reacciones en estos casos se deben a la inmunoglobulina M,
ya que la 1gG 2 generalmente desaparece rapidamente y la IgG 1 es poca activa en la
prueba y ademas su concentracion se reduce al poco tiempo después de la vacunacion

(Szyfres, 2000).

El origen de muchas reacciones inespecificas del bovino no se conoce. Sin embargo se
sabe que algunos géneros de Salmonella dan reacciones cruzadas. Se ha comprobado
que hay una relacion antigenica entre Brucella y Escherichia coli y con Yersinia

enterocolitica como se ha mencionado anteriormente.

3.3.2.1.1.1.1.1.2.- Los “Falsos negativos”
Los "falsos negativos” en las pruebas de aglutinacion se presentan durante el periodo de
incubacion es decir desde la exposicion a la infeccion hasta la aparicion de las

aglutininas.

En hembras expuestas por primera vez a la infeccion durante la gestacion es frecuente
que las aglutininas aparezcan varios dias a dos semanas después del aborto o del parto.
Ademas hay animales infectados que nunca alcanzan un titulo aglutinante significativo.
De especial interés son algunos animales con infeccion crénica, que se encuentran en
los Ilamados "hatos problema” y en los cuales las IgM han bajado a un nivel no
diagnodstico y casi todos los anticuerpos estan constituidos por 1gG. Estos animales

pueden ser reconocidos por las pruebas complementarias (Szyfres, 2000).
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La Figura 3.2 ilustra los resultados de sero-aglutinacion de algunas vacas de "hatos

problema”.

Grafico 3.2.- Representacion esquematica de los resultados de la prueba de sero-
aglutinacién de algunas vacas infectadas de " hatos problema".
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1:200
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Fuente: Szyfres, (2000)

3.3.2.1.1.2.- Reproductividad
Es la capacidad de entregar los mismos resultados cuando se repite su aplicacién en
condiciones diferentes. La reproductividad puede variar por la variabilidad biolégica de

la patologia estudiada y por la condicion particular del observador.

3.3.2.1.1.3.- Seguridad
En la practica, lo que se necesita conocer es si ante un resultado, sea este positivo o

negativo, ¢Cudl es la probabilidad de que el animal esté realmente sano o enfermo? Esta
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respuesta se la obtiene por medio de valor predictivo positivo y por el valor predictivo
negativo, los cudles estan influenciados por la prevalencia de brucelosis, en este caso, de
la poblacion en estudio.

3.3.2.1.1.3.1.- El Valor predictivo positivo (VPP): Es la probabilidad de que un

resultado positivo, pertenezca a un animal infectado. Se calcula con la férmula:

VP
VPP =
VP + FP
Donde:
VPP: Valor predictivo positivo
VP: Verdadero positivo

FP: Falso positivo

3.3.2.1.1.3.2.- El Valor predictivo negativo (VPN): Es la probabilidad de que un

resultado negativo pertenezca a una animal indemne. Se calcula con la férmula:

VN
VPN =
VN + FN
Donde:
VPN: Valor predictivo negativo
VN: Verdadero negativo

FN: Falso negativo
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3.3.2.1.2.- Pruebas en suero
3.3.2.1.2.1.- Prueba de Rosa de Bengala
Es una prueba de aglutinacion rapida y eficaz; por su simplicidad, es muy util como

prueba de despistaje inicial o screening.

Fundamento: Se pone en contacto una alicuota de suero sin diluir con el antigeno y se

observa la presencia de aglutinaciones (reaccion Ag — Ac) en pocos minutos.

Antigeno: Suspension al 8% de B. abortus cepa 99 tefiida con Rosa de Bengala y

ajustada a pH 3,6 (Serra & Godoy, 2000).

Anticuerpos que identifica: Detecta inmunoglobulinas del tipo IgG en mayor cantidad y

en menor cantidad, IgM (Castro et al, 2005).

Interpretacion de la prueba:
Cualquier grado de aglutinacion (+)

Ausencia de aglutinaciones (-)

Ventajas:
M Facil realizacion
M Rapido diagndstico

M Es una prueba de screening.
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Desventajas:
M Hay reacciones cruzadas con otras bacterias.
M La sensibilidad es variable.
M No es capaz de diferenciar anticuerpos resultantes de la infeccion y de la

vacunacion reciente

3.3.2.1.2.2.- Aglutinacion lenta en tubo de Wright (SAT)
Se la utiliza para detectar infecciones agudas, debido a que los anticuerpos responsables

de la sero-aglutinacion son fundamentalmente de la clase IgM.

Fundamento: Se realizan diluciones crecientes del suero a investigar que se enfrentan
con cantidades constantes de antigeno observandose la presencia o no de aglutinacion
luego de un periodo de incubacion. De esa forma se determina el titulo como la méxima

dilucion aglutinante (Castro et al, 2006)

Antigeno: Suspension de B. abortus 1119-3

Anticuerpos que identifica: Pone en evidencia las IgM y en menor grado 1gG.

Ventajas:

M Puede ser empleada para detectar infecciones agudas

M Los titulos de los anticuerpos presentes en el suero, son reportados de forma

cuantitativa

M Da un titulo completo de aglutinacién de cada muestra
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Desventajas:
M No es capaz de diferenciar anticuerpos resultantes de la infeccion y de la
vacunacion reciente.
M En etapas cronicas de la infeccidn existen resultados falsos negativos.
M Puede darse el fendmeno de Prozona, que es un exceso de anticuerpos (Ac)
bloqueantes, que impiden la union de los Ac aglutinantes con el antigeno (Ag)

(Ron, 2003).

3.3.2.1.2.3.- Prueba de aglutinacion con 2 - mercaptoetanol (2 - ME)

Esta prueba es una variante de la anterior, que emplea el tratamiento previo con 2 — ME
como agente reductor, que inactiva los anticuerpos de la clase IgM (Castro et al, 2005);
y no produce efectos sobre los anticuerpos IgG (McMahon, 1983; citado por Cerero et

al, 2000).

Fundamento: Tiene la misma base metodoldgica que SAT, con la diferencia de que el

suero es tratado previamente con 2 — ME.

Antigeno: Suspension de B. abortus 1119-3.

Anticuerpos que identifica: 1gG

Ventajas:

M Puede ser empleada para detectar infecciones crénicas.

M Los titulos de los anticuerpos presentes en el suero, son reportados de forma

cuantitativa

36



M Da un titulo completo de aglutinacion de cada muestra

Desventajas:
M Eltiempo requerido para su realizacion es largo (48 horas)
M El reactivo 2 — ME es toxico.
M No es capaz de diferenciar anticuerpos resultantes de la infeccion y de la
vacunacion reciente
M Al tratar el suero con 2 — ME, puede también inactivar los anticuerpos IgG
(Ariza, 2000).

M Baja sensibilidad

3.3.2.1.2.4.- ELISA (Enzyme linked inmunoabsorvent assay)
Es una técnica altamente sensible, especifica y versatil, emplea pequefas cantidades de

suero y da buenos resultados aun en presencia de hemdlisis (Castro et al, 2005).

3.3.2.1.2.4.1.- ELISA indirecto (ELISA-I)
Recibe el nombre de ELISA indirecto, ya que detecta la presencia de anticuerpos
especificos que se seleccione (IgG, IgM o IgA), con altos valores de sensibilidad y

especificidad (Montes, 2000).

Fundamento: El antigeno se fija a placas de poliestireno, luego se incuba con el suero a
investigar, posteriormente con un anticuerpo anti-especie, conjugado a una enzima, se
agrega el sustrato correspondiente y se mide el color desarrollado, a una longitud de
onda determinada. Pueden usarse conjugados que reconozcan las distintas clases de

inmunoglobulinas (Castro et al, 2005).
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Antigeno: El antigeno es el LPS liso de B. abortus cepa S1119-3 0 S99 y un anticuerpo
anti 1gG1 bovino marcado con peroxidasa como conjugado (Nielsen & Gall, 1994;
citado por Ortiz et al, 2007).). Se ha obtenido un antigeno libre de LPS (antigeno CP),
que es altamente eficaz en detectar la respuesta a 1gG durante una infeccidén activa

evitando al mismo tiempo las reacciones cruzadas debidas al LPS (Castro et al, 2006).

3.3.2.1.2.4.2.- ELISA directo
Se basa en la deteccién de antigenos inmovilizados sobre una fase sélida mediante

anticuerpos antigenos marcados (Reina, 2003).

Fundamento: Las placas previamente impregnadas con el primer Ac monoclonal, se
preparan recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se sospecha la presencia
del antigeno. Se incuban con anticuerpos marcados. Indican la presencia de antigeno en
la solucion analizada. Es necesario incluir controles negativos que serdn muestras del
mismo tipo que las analizadas pero en las que se tenga la certeza de la ausencia del
antigeno buscado. Asimismo se incluyen controles positivos, los cuales son soluciones

donde se encuentra el antigeno buscado, o bien se le ha afiadido (Reina, 2003).

Antigeno: LPS - S

3.3.2.1.2.4.3.- ELISA competitivo (ELISA-C)

Segun Ortiz (2007), este inmunoensayo presenta mayor especificidad que el ELISA

indirecto y es capaz de eliminar la mayoria de las reacciones cruzadas con otras especies

bacterianas que poseen el mismo LPS.
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Fundamento: Se emplea un anticuerpo monoclonal que reconoce el epitope O del LPS-
S, que compite con los anticuerpos del suero por la union al antigeno fijado en la placa.
El revelado se efectlia con un anticuerpo anti-ratén conjugado con una enzima (Castro

et al, 2005)

Antigeno: Emplea como antigeno el LPS liso de B. abortus cepa S1119-3 y el
anticuerpo monoclonal M 84 como conjugado (Nielsen et al., 1995; citado por Ortiz,

2007).

Anticuerpo detectados: Diferencia anticuerpos 1gG de los IgM.

Ventajas
M Altamente especifica.
M Emplea muy pequefia cantidad de suero.

M Proporciona buenos resultados en presencia de hemdlisis.

Desventajas
M El tiempo requerido para su realizacion es bastante largo

M Baja sensibilidad

3.3.2.1.3.- Pruebas en leche
3.3.2.1.3.1.- Prueba del anillo en leche o “Milk Ring Test”
Se utiliza para detectar la presencia de anticuerpos en la leche de vacas infectadas, es

una prueba que si se efectta en forma correcta, tiene mucha sensibilidad. Este método
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aun cuando no proporciona un diagndstico definitivo, si puede brindarnos informacién

general sobre la enfermedad en una determinada &rea (Diaz et al, 2000).

Fundamento: El antigeno se une con el anticuerpo (si estad presente), formando un
complejo junto con los glébulos de grasa, que asciende por efectos del calor y forma
una capa de crema coloreada de azul oscuro (anillo de color azul). Si no existen
anticuerpos contra Brucella, el antigeno permanecera suspendido en la leche, dando un
color homogéneo azul, bajo una capa de crema blanca similar a un anillo de color

blanco (Morgan et al, 1971 y Alton et al, 1975; citados por Diaz et al, 2000).

Antigeno: Brucella abortus 1119 — 3, a una concentracion de 4,5%, tefiido con

hematoxilina.

Anticuerpos detectados: IgA e IgM (Morales, 1998).

Ventajas:
M Poco costosa
M Féacil aplicacion
M Se puede vigilar la presencia de la Brucelosis en una determinada area

geograéfica.

Desventajas:
M Puede determinar falsos positivos (leche tiene calostro, desordenes hormonales,
mastitis).

Tabla 3.3: Técnicas de Diagndstico con su respectiva sensibilidad y especificidad para
el diagndstico de Brucelosis.
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Prueba de diagnostico Sensibilidad Especificidad
Rosa de Bengala 21% %99%
Aglutinacion lenta en tubo de Wright °29% °99%
Prueba de aglutinacion con 2 - mercaptoetanol 56% 99%
Enzime linked inmunoabsorbent assay (ELISA) 998,6% 999,9%
Anillo en leche °56% °99%

Fuente: ®®Van Aert et al (1984), *Samartino et al (1999), ® Lord et al (1989), “Dohoo
et al (1986), “Rojas & Alonso (1994); citados pos Nielsen (2002) y °Godfroid &
Boulaert (1995).

3.4. Inmunizacion de animales mediante VVacunas

Se puede prevenir la infeccion y, por consiguiente, la aparicion de la enfermedad, por
medio de la vacunacion. La induccion de una respuesta inmune protectora, efectiva y
duradera en el caso de patdgenos intracelulares facultativos (como es el caso de

Brucella) requiere el uso de cepas vivas atenuadas, (Rivers et al, 2006 y Castro et al,

2005).

3.4.1.- Cuidados en la vacunacion

La inmunidad que se estimula con la vacunacion contra brucelosis es celular, para lo
cual es necesario trabajar con bacterias vivas atenuadas. Es por ello que las vacunas
deben ser manejadas bajo cadena de frio y su aplicacién debe realizarse en el minimo

tiempo disponible luego de su disolucién (Schurig 1991).

Su mal manejo, el mal estado corporal de las terneras y los pocos meses de vida en el
momento de la vacunacion hacen que la cobertura (animales que quedan inmunizados,
luego de la vacunacion) sea del orden del 75% y ain menor. Con una situacion como

estas, dejamos un 25% de terneras sin defensa ante esta enfermedad (Schurig, 1991).

3.4.2.- Tipos de vacunas
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Actualmente en el Ecuador, se emplean dos tipos de vacunas, la Cepa 19 y la RB51, en

zonas de alta y/o baja prevalencia, las cuales se describen a continuacion.

3.4.2.1.- Brucella abortus Cepa 19

La vacuna de cepa 19 fue derivada de un aislamiento de B. abortus en 1923 que fue
dejada inadvertidamente a temperatura ambiente durante un afio. La cepa derivod su
nombre del hecho de ser el decimonoveno cultivo de una serie aislada por Buck. Se
encontrd que la cepa 19 era menos virulenta que las cepas de campo de B. abortus,
sensible a la penicilina (5 U/ml), sensible al azul de tionina (1:500.000) y estable in
vivo. La inoculacion del ganado con cepa 19 induce una proteccion significativa contra
abortos o infecciones causadas por cepas virulentas de B. abortus y entrega inmunidad
casi de por vida contra la brucelosis (OPS/OMS, 1999). Aln asi, en nuestro pais, siendo
la vida util del ganado lechero de 12 afios, hay estudios que demuestran claramente que
los animales ya no presentan anticuerpos, y si los presentan no se sabe con certeza si se

trata de anticuerpos persistentes debido a la vacunacion o a una infeccion.

Es una cepa lisa que posee la cadena O del LPS, por ello, en animales inmunizados con
esta cepa se pueden observar anticuerpos especificos contra este antigeno del tipo 19gG1,

1gG2 e IgM (Vemulapalli et al, 2000; citado por Rivers et al, 2006).

Su efectividad en el ganado bovino depende de variables como la edad de vacunacion,
dosis, ruta de administracion y de la prevalencia de la brucelosis en el rebafio vacunado

(Schurig et al, 2002).

Tabla 3.4: Manejo de la vacuna Brucella abortus Cepa 19.

Vacuna Cepa 19
Edad 6ptima de vacunacion 3y 8 meses (Szyfres, 2000).
Dosis 6 ml (6 x 10™ gérmenes vivos)
Via de administracion Subcuténea (Tabla del cuello)
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Precauciones La vacuna debe ser reconstituida y usada inmediatamente. La
exposicion de la vacuna a la luz solar y la demora en su
aplicacion deterioran el producto. Los envases y restos de
vacuna no empleada deben ser desechados y preferiblemente
guemados. No vacunar los machos. Consérvese en
refrigeracion entre 3y 7° C. Manténgase fuera del alcance de
los nifios.

Presentacion Frasco por dos dosis acompafiado de diluyente.

Fuente: Vademécum veterinario, 2006

3.4.2.1.1.- Influencia de la vacunacion sobre el diagndéstico

La vacunacidn tiene indudables ventajas, pero también algunas desventajas. El
inconveniente mayor es que la vacuna induce la formacién de anticuerpos que pueden
confundir temporalmente el diagndstico. Para contrarrestar este inconveniente, se debe
vacunar entre los 3 y 8 meses de edad. Cuanto mas joven es el animal, menor tiempo
retiene los anticuerpos debido a la vacunacion. Las hembras vacunadas a los 3 meses,
dejan de ser reaccionantes a las pruebas seroldgicas dos meses después de la
vacunacion, en cambio las vacunadas a los 6 meses tardan en hacerlo 6 meses y las
vacunadas a los 9 meses (fuera de la edad permitida) mantienen la clasificacion de
sospechosa 15 meses después de la vacunacion. En términos generales se puede afirmar
que el 95 % de las hembras vacunadas a los 3-8 meses se negativizan a la edad de 2

afios (Szyfres, 2000).

En las Figuras 3.3 y 3.4 se puede observar la relacion del tenor y persistencia de los
anticuerpos IgM e 1gG en relacion a la edad de vacunacion, 4 a 6 meses y 8 meses de

edad.

Gréfico 3.3.- Representacion esquematica de los resultados de la prueba de aglutinacion
con sueros de terneras vacunadas con cepa 19 entre 4 y 6 meses de edad.
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Titulo
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1:400

1:200

1:100
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Tiempo en masas Ig M igG

Fuente: Szyfres, 2000

Gréfico 3.4.- Representacion esquematica de los resultados de la prueba de aglutinacion
con sueros de terneras vacunadas con la vacuna cepa 19 a los 8 meses de edad.

Titulo

1:800
1:400
1:200
1100

1.50

Tiempo én meses Ig M g G

Fuente: Szyfres, (2000)

Como se puede observar, los anticuerpos a titulos significativos no solo desaparecen
mas rapidamente en terneras vacunadas entre 4 y 6 meses de edad, sino que el nivel de
la IgG es mucho menor y menos persistente que cuando se vacunan animales a los 8

meses y con mas razon a mayor edad.
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Vacunando a edad temprana no solamente se reduce el riesgo de titulos persistentes en
las pruebas serologicas sino también se confiere oportunamente la inmunidad a los
animales. De ahi la recomendacién de vacunar a temprana edad en los establecimientos

donde se esté erradicando la brucelosis (Szyfres, 2000).

3.4.2.1.2.- Ventajas

M Es incapaz de crecer en presencia de eritritol existiendo una baja probabilidad de
abortos (Castro et al, 2005).

M Es una cepa estable, ya que a pesar de estar en el mercado desde 1923, no ha
mutado.

M Se ha estimado que aungue la vacunacion con cepa 19 no brinda una proteccion
absoluta, el 65-70% de los animales vacunados estan completamente protegidos,
y en rebafios en los cuales la mayor parte de los novillos y terneras estan
vacunados, la infeccidén animal se reduce en un 80% vy la infeccion del rebafio en
un 20% (OPS/OMS, 1999).

M Existiria la posibilidad de verificar la eficacia de la vacunacion, mediante la
utilizacion de la reaccion cruzada demostrada en las pruebas seroldgicas (Com.

Pers. Ron J., 2008)

3.4.2.1.3.- Desventajas

M Una desventaja importante radica, en que la vacunacién del ganado con cepa 19
induce respuestas serologicas que no pueden diferenciarse facilmente de las
respuestas inducidas por las cepas de campo de B. abortus (Castro et al, 2005;
Rivers et al, 2006; Richey & Harrel, 1997). Luego, las respuestas inmunoldgicas

a la cepa 19 pueden menoscabar la identificacion precisa de animales
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individuales infectados con cepas de campo. Aunque la vacunacion de terneras
entre los 3 y 8 meses de edad reduce la incidencia, las respuestas inmunoldgicas
pueden persistir hasta la edad adulta en un pequefio porcentaje de terneras de
vacunadas (OPS/OMS, 1999).

M Puede inducir abortos en hembras prefiadas, razon por la cual no es conveniente
utilizarla en animales adultos.

M La exposicion accidental de personas a la cepa 19 puede inducir sintomas
clinicos de brucelosis (OPS/OMS, 1999).

M La cepa 19, aunque menos virulenta que las cepas de campo, puede inducir la
artritis en las vacunaciones de terneras, la que se estima persiste hasta la edad
adulta en 2 de cada 100.000 vacunaciones (Szyfres, 2000; OPS/OMS, 1999).

M En algunos animales se ha podido comprobar una infeccién duradera y
persistente en el tejido mamario, con aislamiento de la cepa vacunal en leche

(Szyfres, 2000).

3.4.2.2.- Brucella abortus Cepa RB51

Es una cepa mutante de la cepa lisa de B. abortus 2308 virulenta, que se atenud por
sucesivos pasajes en medios conteniendo Rifampicina, de esta manera se logré obtener
una cepa rugosa (ausencia de cadena O), atenuada y estable. Por no poseer en su pared
celular la cadena O, que es el epitope inmunodominante, contra el cual se generan los
anticuerpos detectables con las pruebas seroldgicas mas utilizadas, ellas dan resultados

negativos (Villarroel et al, 2000; SAG, 2004; Schurig et al, 2002).

Tabla 3.5: Manejo de la vacuna Brucella abortus Cepa RB51
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Vacuna Cepa RB 51

Edad en meses Dosis
Vacunacion 4 — 10 meses (Schurig et al, 1999) 2ml 1x10™ UFC
Revacunacion 12 — 16 meses (Schurig et al, 1999) 1 X 10° UFC (OPS/OMS, 1999)

Fuente: Vademécum veterinario (2006)

3.4.2.2.1.- Revacunacion

La revacunacién refuerza la inmunidad obtenida con la primera vacunacion y la
inmunidad general del rodeo. Definitivamente es factible la revacunacion de adultos con
Cepa RB51 de animales vacunados con Cepa 19, cuando eran terneras, lo cual aumenta
la inmunidad, pero esto no eliminaria los problemas que se inducen con la Cepa 19. Por
consiguiente, no se recomienda esta politica a largo plazo ya que se pierde la ventaja
mas importante de vacunar con Cepa RB51, que es la eliminacién del problema de
diagnostico que induce la Cepa 19. Sin embargo en rodeos que van a cambiar a
vacunacion con RB51, se recomienda la revacunacion de adultas con esta vacuna que
previamente fueron vacunadas como terneras con Cepa 19 para luego continuar el
programa vacunando todas las terneras nuevas con RB51 seguido por revacunacion

entre los 12 y 16 meses con esa Cepa (Schurig, 2002).

Revacunaciones anuales no son necesarias, sin embargo en areas de alta incidencia, la

revacunacion anual puede dar ventajas.

Pareciera ser razonable recomendar revacunacion cada 2 afios después de la primera

(terneras) y segunda (12 — 16 meses de edad) vacunacion (Schurig et al, 2002).

3.4.2.2.2.- Ventajas

M No induce serologia que interfiera con el diagnéstico

M Permite la revacunacion de los animales a cualquier edad y mualtiples veces.

47




M La revacunacion aumenta la inmunidad del animal individual y la del hato en
general.

M Segln Schurig (2002); es mas atenuada que la Cepa 19, ya que se han realizado
estudios, en los que al vacunar con RB51, no causa abortos (Samartino et al,
2003); pero es mas seguro utilizarla en animales que no superen el primer tercio
de prefiez.

M Los estudios econdmicos indicaban un ahorro de millones de délares que se

gastan en problemas diagnésticos inducidos por Cepa 19.

3.4.2.2.3.- Desventajas

M Aunque en estudios de campo la dosis de 1 x 10° UFC ha demostrado ser segura
para los animales en gestacion, se han registrado abortos después de la
administracion inadvertida de la dosis completa para el periodo de ternera
durante la gestacion (OPS/OMS, 1999).

M A pesar que la empresa que cred la vacuna, afirma que no es patdgena para el
hombre; en 1999, se realiza el primer aislamiento de la cepa RB51 de un médico
veterinario de 27 afios de edad que presentaba sintomatologia clinica sugerente
de Brucelosis (Villarroel et al, 2000).

M En éareas de alta incidencia, se debe realizar vacunaciones anuales, lo cual
implica mayores gastos.

M Al ser Rifampicina resistente, la infeccion en humanos es mas dificil de tratar.

M Mas costosa.

3.5.- Respuesta Inmunoldgica
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En la infeccion por Brucella, las células del huésped se exponen a dos antigenos
diferentes, el LPS vy las proteinas de la pared celular, los que ejercen diferentes formas
de activacién del sistema inmune (Ortiz et al, 2007). Los antigenos proteicos se
localizan en compartimentos intracelulares de las células presentadoras de antigeno
(CPA), como los macréfagos, las células asesinas y los neutrofilos (Castro et al, 2005),
los cuales son procesados a pequefios péptidos, que se asocian con moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de clase | 6 Il, son presentados en la
superficie de las CPA y reconocidos por los linfocitos T. EI LPS es un antigeno T-
independiente capaz de activar los linfocitos B (LB) para la produccién de anticuerpos

(Splitter et al, 1996; citado por Ortiz, 2007; Arestegui, 2001).

3.5.1.- Inmunidad mediada por células

Es la responsable del control de la infeccion; B. abortus es una fuerte inductora de la
inmunidad celular tipo I, por su capacidad para estimular la produccion de interleucina-
12 (IL-12) en macrofagos, por la interaccion del LPS con el receptor CD14, la cual
estimula a las células asesinas y a los linfocitos T CD4+ (LTCD4+) a secretar mas
interferon gamma (IFN-3). Los linfocitos T citotoxicos (LTc) CD8+ activados por el
IFN-8, liberan las sustancias granzina y perforina, que facilitan la lisis de los
macrofagos para que las bacterias queden libres y sean fagocitadas por macréfagos

activados (Holding et al., 2001; citado por Ortiz, 2007; Aréstegui et al 2001).

3.5.1.1.- Macrofagos
Estas células juegan un rol central en la respuesta inmune frente a Brucella, ya que
actian como celulas fagociticas profesionales y como células presentadoras de

antigenos. Procesan antigenos en sus compartimentos intracelulares y los presentan en
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el contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, a linfocitos T (Rivers et al,

2006).

3.5.1.2.- Neutrofilos

Estan implicados en el desarrollo de una defensa temprana frente a una infeccién por
Brucella mediante la fagocitosis y posterior destruccion del microorganismo. En primer
lugar, los neutrofilos son atraidos al sitio de la infeccion por estimulos quimicos
originados por el microorganismo (Birmingham, 1982), para posteriormente fagocitarlo
(Young, 1997). Una vez que el patégeno es fagocitado, se desencadenan mecanismos
por parte de la bacteria, los cuales fueron nombrados anteriormente, que le permiten
sobrevivir y multiplicarse en el interior de los neutrofilos y ademas es diseminada a
través de éstos a diferentes organos, desarrollandose una infeccion persistente (Ariza,
2000; Rivers et al, 2006) Por ello, aunque éstos son las primeras células relacionadas
con la eliminacion de patdgenos extrafios, son considerados de baja eficiencia contra

Brucella.

3.5.1.3.- Células asesinas (Natural Killer)

Forman parte de la primera linea de defensa contra Brucella, y una vez que son
activadas pueden eliminar células infectadas, ya que la bacteria puede impulsar la
actividad litica de las células asesinas, estimulando la produccién de interleuquina — 12

(IL — 12) por parte de las células presentadoras de antigenos (Rivers et al, 2006).

3.5.2.- Inmunidad Humoral

Esta ampliamente aceptado que la inmunidad mediada por células es el mecanismo

efector mas relevante en la proteccion frente a Brucella, debido a que es un patdgeno
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intracelular (Oliveira et al, 2002), sin embargo la exposicion prolongada de un animal
ante la bacteria, cambia la naturaleza de la respuesta inmune, desde una inmunidad
mediada por células hacia una respuesta humoral, la cual se caracteriza por la

produccion de anticuerpos (Rivers et al, 2006).

3.5.2.1.- Inmunoglobulinas

El término inmunoglobulinas comprende las proteinas que poseen actividad de
anticuerpo. Las principales inmunoglobulinas (Ig) que nos conciernen en brucelosis son
la My la G. Se reconocen en el bovino dos subclases de 1gG: IgG 1 e I1gG 2. LalgG 1
es la mas abundante en el suero y secreciones lacteas mientras que la 1gG 2 se encuentra
en concentraciones mas bajas, pero puede aumentar en determinadas circunstancias. Las
inmunoglobulinas IgM e IgG se diferencian entre otras caracteristicas por su peso
molecular, constante de sedimentacion, estabilidad al calor, movilidad electroforética,
resistencia al 2-mercaptoetanol, precipitacion por el rivanol que es un compuesto de la

acridina e inhibicion por pH acido (Szyfres, 2000).

3.5.2.1.1.- Evolucion de las inmunoglobulinas en animales vacunados e infectados

En los animales vacunados con Cepa 19, las IgM aparecen primero, entre los 5y 7 dias
posvacunacion y alcanzan su maxima concentracion a las 2-3 semanas (Szyfres, 2000).
Luego su concentracion en el suero va reduciéndose pero sin desaparecer durante varios

meses o afios (Ortiz et al, 2007).

Las IgG aparecen casi al mismo tiempo, o algo mas tarde, y alcanzan su maxima

concentracion de 28 a 42 dias después de la vacunacion. Estas inmunoglobulinas

desaparecen mas rapidamente que las IgM, perdurando unos 6 meses después de la
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vacunacién de terneras jovenes (Szyfres, 2000), pero pueden persistir mas tiempo en

algunos adultos (Ortiz et al, 2007).

La infeccion natural o experimental con cepas de Brucella abortus virulentas va seguida
de la formacién de IgM e IgG, pero la concentracién de Ig M declina, mientras que la
IgG tiende a persistir todo el tiempo que el animal esté infectado (Ortiz et al, 2007;

Samartino, 2003 y Szyfres, 2000).

Segun Ortiz (2006); en animales con brucelosis crénica la IgG es la inmunoglobulina
principal y a veces la unica detectable. En consecuencia, la diferencia principal entre

animales vacunados e infectados es la perdurabilidad de la IgG en estos Gltimos.

3.6.- Epidemiologia

3.6.1.- La brucelosis a nivel mundial

Actualmente se considera a la brucelosis como una enfermedad de distribucion mundial,
siendo muy comun en paises de bajos recursos econémicos pero bien controlada en la
mayoria de paises desarrollados, y en otros inclusive, ya fue eliminada mediante
programas de control y erradicacion como es el caso de Noruega, Suecia, Dinamarca y

Finlandia (Diaz et al, 2000).

La incidencia y prevalencia de la brucelosis tienen importantes variaciones geogréaficas.
Las zonas de mayor prevalencia corresponden a la region del Mediterraneo, Asia
occidental, algunas partes de Africa y América, dentro de éste, se encuentran Estados
Unidos, México, Brasil, Colombia y Argentina (Adams, 1997; citado por Castro, et al,

2005).
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3.6.2.- La brucelosis en el Ecuador
La brucelosis del ganado bovino en el Ecuador, se encuentra ampliamente difundida en
el pais, en grados variables de intensidad, de acuerdo con los diferentes sistemas de

produccidn ganadera existentes.

El SESA ha realizado la caracterizacion epidemioldgica del Ecuador en tres zonas, en
base a un trabajo realizado entre 1978 y 1979, en aproximadamente 15.000 bovinos, las

cudles se describen a continuacion:

3.6.2.1.- Regiones de alta prevalencia

Conformada por provincias de la Sierra norte (zona 1= Carchi, Imbabura, Pichincha,
Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo), con una prevalencia de entre 4% y 10,62%; asi
como por provincias de la region Litoral (zona 2= Guayas, Los Rios, El Oro,

Esmeraldas y Manabi), con una prevalencia de entre 5,88% y 10,62%.

3.6.2.2.- Regiones de baja prevalencia

En la cual se encuentra las provincias de la sierra sur (zona 3 = Bolivar, Cafar, Azuay y
Loja), con una prevalencia entre 1,3% y 2,6%. EI SESA no dispone de informacion
sobre la prevalencia de la enfermedad en la region amazonica (zona 4), pero ha
estimado que dada la similitud de los sistemas de manejo empleados, la prevalencia

debe ser igualmente baja.

3.6.2.3.- Region indemne
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Archipiélago de Galapagos (zona 5); ya que de 114 propiedades, no hubo animales

reaccionantes a Rosa de Bengala.

La Tabla 3.6, resume las principales investigaciones realizadas en el tema de brucelosis

animal.

3.7.- Estrategias de Prevencion y Control en el Ecuador

En el afio 2000, el MAG — SESA, propuso las siguientes estrategias para prevenir,

controlar y erradicar la Brucelosis de los hatos bovinos:

M Vacunar obligatoriamente a todas las terneras hembras entre los 4 y 8 meses de
edad, con vacuna Brucella abortus.

M En éareas de mediana y alta prevalencia deberan revacunar a los 15 meses a todas las
hembras utilizando la misma cepa.

M Realizar los muestreos sanguineos en animales adultos sin vacunar en las fechas
preestablecidas, segun el esquema y situacion sanitaria establecida de cada fin

M Los animales positivos a las pruebas seroldgicas, deberan identificarse mediante
marca de fuego con la letra “B” en la cara (cachete) de lado izquierdo y aislarse de
inmediato del resto del rejo, hasta que sean eliminados de la finca con destino al
camal.

M Las hembras que aborten deberan aislarse del resto del hato, informando al Médico
Veterinario responsable, para que en un transcurso de 10 dias después del aborto,
tome las muestras pertinentes, para laboratorio, con el fin de realizar el diagndstico
definitivo.

M Si el diagnéstico arroja un resultado positivo a Brucelosis, las vacas deberan
continuar aisladas hasta su sacrificio. Los fetos abortados deberan enviarse de

inmediato al laboratorio de diagnostico para su estudio.
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M Los productores deben llevar registros sobre los resultados de diagndsticos
realizados.

M A las fincas solo pueden ingresar animales provenientes de otras fincas certificadas
como libres, o con resultados negativos a la prueba seroldgica para Brucelosis. Los
animales que asi han ingresado deberan mantenerse en aislamiento dentro de la finca
por 30 dias minimo.

M Se considera que una finca esta libre de Brucelosis, cuando todas las hembras
mayores a 24 meses y los machos mayores a 8 meses, son negativos a dos pruebas
serolégicas consecutivas de Rosa de Bengala, practicadas en un intervalo de 6
meses.

M A las fincas establecidas como libres de Brucelosis, el SESA les otorgara un
certificado especial que asi las acredite. Este certificado tendra validez de 1 afio para
el primer periodo, contado a partir del momento de la certificacion, y posteriormente
sera otorgado por 2 afos. Su renovacion se realizard demostrando que la finca
continta libre de la enfermedad, mediante la prueba serolégica de Rosa de Bengala
0 por tres pruebas del anillo en leche (Ring Test) realizado con un intervalo de 30

dias.

Tabla 3.6: Investigaciones sobre Brucelosis, realizadas en las universidades

ecuatorianas.

Autores Especie Zona Pruebas No.de animales No. de rebafios % de positivos
animal de estudio utilizadas muestreados muestreados
Alvarado, 1959 bovinos Zaruma SAT 607 26 3,45
Quinde, 1960 bovinos Loja Huddleson 300 - 0,66
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Vasconez, 1960 bovinos Quito MRT Desconocido Pasteurizadora 60 - 80
Tobar, 1961 ovinos Desconocido MRT - SA 30 - 0
caprinos MRT - SA 19 - 0
porcinos MRT - SA 200 - 3
Ortiz, 1962 caprinos Guayas SA Desconocido - 0
Encalada, 1963 porcinos Guayaquil SA 1000 - 34
Gomez, 1964 bovinos Zona Litoral SA 2400 - 12
Robalino, 1966 porcinos Quito SA 1200 CMQ 7,25
Olleague, 1969 bovinos El Oro MRT 1231 208 7,63
Valdivieso, 1969 bovinos Machala SA 1537 - 9,88
Chauvin, 1969 bovinos Loja Huddleson Desconocido - 0
Aragundi, 1969 bovinos Los Rios MRT 257 113 33
Garcia, 1970 bovinos Manabi MRT 233 - 55
SA 145 6,2
Manzano, 1974 bovinos Tungurahua MRT - SA Desconocido 47 11,41
Maldonado y bovinos | Car, Imb, Pich RB 989 - 51,57
Salgado, 1979 Coty Man. IC 989 52,57
Rivadeneira, 1981 bovinos Upano SA 850 - 0,9
Brito y Gonzalez, bovinos Manabi RB 608 0,86
2001 ELISA-C 6 No reportado
Mifio y Pico, 2003 bovinos Cantén RB 1012 59 13,53
Mejia BPA 18,97
ELISA -1 32,01
Angulo y Tufifio, 2005 Bovinos El Carmeny SAT,RB 1200 50 1,08-9,73
Sto. Domingo ELISA -1 2,17-94

(SAT) prueba seroaglutinacion, (MRT) “Milk Ring Test”, (IC) prueba de inactivacion por calor, (ELISA - C)
prueba ELISA competitivo, (ELISA — 1) prueba ELISA indirecto, (CMQ) Camal Municipal de Quito, (Car) Carchi,
(Imb) Imbabura, (Pich) Pichincha, (Cot) Cotopaxi, (Man) Manabi.

Fuente: Ron (2003)

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.- Caracteristicas del Campo Experimental
El presente estudio fue realizado en la Hacienda El Prado, propiedad de la Escuela

Politécnica del Ejército, que se dedica a la explotacién de ganado bovino, ovino,
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porcino y a la crianza de especies menores (conejos y cuyes). Dentro de la parte

agricola, se cultiva trigo, papas, habas, citricos, flores, bosques.

En la hacienda se practica la monta estacional en dos periodos, el primero empieza el 1
de enero hasta el 31 de marzo y el segundo, va desde el 1 de julio hasta el 30 de
septiembre, de tal forma que los partos suceden en los meses de Octubre, Noviembre y
Diciembre, para el primer periodo y en los meses de Abril, Mayo y Junio para el
segundo periodo. En las praderas, los animales disponen de agua y sal mineralizada a
voluntad y se someten a planes preventivos de salud, de acuerdo con las normas

sanitarias estipuladas por los profesionales de la hacienda.

4.1.1 Ubicacion

M Ubicacidn: Instalaciones de Ganaderia de la Hacienda “ El Prado”
Parroquia: Loreto

Canton: Rumifiahui

Provincia: Pichincha

Latitud: 0°23°20”’

Longitud:78°24°44°’

Altitud: 2780 msnm

4.1.2 Caracteristicas agro climaticas
M Temperatura media:13,5 °C
M Humedad relativa:69,03%
M Temperatura promedio del agua: 12-13 °C
M Luminosidad: 12 h/luz

M Precipitacion anual: 1270 mm/afio
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4.2.- Etapas realizadas
4.2.1.- Etapa de campo
4.2.1.1.- Materiales
M 22 hembras Holstein, 1 hembra Jersey, y 3 hembras hibridas: Holstein x Jersey
(2 terneras) y Holstein x Brown Suis (1 ternera). En total, 26 animales en
estudio.
Tubos - vacutainer
Agujas — vacutainer
Tubos de ensayo de 10 ml
Capuchodn
Guantes
Mascarillas
Algododn
Alcohol
Sogas

Marcador para identificar y sefialar a los animales

N N N @ R N @ @ H ™

Manga del establo del IASA

4.2.1.2.- Seleccion e Identificacion de animales

Se trabajo con 26 hembras, que tenian entre 4 y 6 meses de edad, que fueron
correctamente identificadas con nombre y arete (Cuadro 4.1). Su sistema de crianza
fue en jaulas. La alimentacion durante los 4 primeros dias fue con calostro a razon de 4

litros/animal/dia. Desde el quinto dia, hasta el destete (3 meses) recibieron leche entera
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a razon de 4 litros/animal/dia. El consumo aproximado de concentrado fue de 1
kg/animal/dia, mientras que el consumo de agua y hierba fue a voluntad.

Cuadro 4.1: Identificacidn y datos de animales en estudio.

Nombre Arete Raza Edad al inicio del
estudio (meses)

Indiana 604 Holstein 6
Isidora 605 Holstein 6
Fresita 606 Holstein 6
Inspirada 607 Holstein 6
Famosa 608 Holstein 6
Irina 609 3/4H.1/4]. 6
Catalina 610 1/2H.1/2 BS 6
Coroneza 611 Holstein 6
Dolorosa 612 Holstein 5
Santa 613 Holstein 5
Lojanita 614 Holstein 5
Ibarrefia 615 Holstein 5
Dominga 616 Holstein 5
Leticia 2 617 Holstein 5
Mareada 618 Holstein 5
Bonita 619 Holstein 5
Jugadora 620 Holstein 5
Pionera 621 Holstein 5
Francesa 622 3/4J.1/4 H. 5
Luna 623 Holstein 4
Hada 624 Holstein 4
Martina 2 625 Holstein 4
Bambi 626 Jersey 4
Emilia 627 Holstein 4
Shadia 628 Holstein 4
Nicole 629 Holstein 4

(H): Holstein, (J3): Jersey, (BS): Brown Suis

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: EI Autor

4.2.1.3.- Vacunacion
Se utilizo la vacuna antibang (vacuna Cepa 19 contra brucelosis), cuya presentacion es
en frascos de 2 dosis, acompafiado de diluyente, el cual contiene 6 x 10 gérmenes

vivos por dosis.
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Debido a que es una vacuna viva atenuada, fue manejada bajo cadena de frio (2 a 4° C)
y su aplicacién se realiz6 en el minimo tiempo disponible luego de su reconstitucion.
Su almacenamiento, transporte y aplicacion se realizd de la forma mas adecuada, de

acuerdo con los procedimientos recomendados para la aplicacion de vacunas.

Se aplico 6 ml de la vacuna, en inyeccion por via subcutanea, en la tabla del cuello de
cada ternera. El area fue ligeramente desinfectada con alcohol y posteriormente a la
inoculacion se masajed levemente la zona, para dispersar la vacuna en el tejido. Se
utiliz6 una aguja y una jeringuilla estéril desechable para cada ternera. Todo el
material desechable utilizado en el proceso de vacunacion fue retirado del predio y

eliminado apropiadamente.

4.2.1.4.- Revacunacion

En la Hacienda “El Prado” se han venido realizando revacunaciones de las hembras
con la vacuna RB51, antes de que estas entren al empadre. La finalidad de la
revacunacion, es la de reforzar la inmunidad obtenida con la primera vacunacion
(Cepa 19) considerando que la vacuna RB51 no induce serologia que interfiera con el
diagnostico. Asi, los animales en estudio fueron revacunados después de 6 meses de su
primera vacuna, es decir cuando éstos tenian entre 10 y 12 meses de edad.

La forma de presentacion de la vacuna RB51 es, en frascos de 5 dosis, liofilizado, con
una cantidad de 1 x 10 *° gérmenes vivos por dosis. Por tratarse de una vacuna viva
atenuada, similar a la Cepa 19, se tomaron las mismas precauciones nombradas

anteriormente.

4.2.1.5.- Conformacion de grupos de trabajo
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Para comparar el nivel de persistencia de los anticuerpos IgM e 1gG, en relacion a la

edad de vacunacion, se clasificé a los animales en tres grupos, A, By C (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2: Grupos de trabajo y edad a la vacunacion

Grupos Arete Edad ala vacunacion
Cepa 19 (meses)

604 6,87

605 6,63

606 6,57

A 607 6,50
N=8 608 6,37
609 6,27

610 6,20

611 6,10

612 5,93

613 5,90

614 5,87

615 5,87

B 616 5,83
n=11 617 5,83
618 5,83

619 5,50

620 5,47

621 5,37

622 5,10

623 4,80

624 4,80

c 625 4,60
N=7 626 4,47
627 4,17

628 4,17

629 4,17

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: EI Autor

En el mes de septiembre del afio 2006, se realizd la prueba Rosa de Bengala (RB) a
todos los animales, y asi determinar la prevalencia de Brucelosis en el hato y descartar
los reactores positivos. Algunas de las terneras en estudio son hijas de vacas que
fueron positivas en este andlisis. Con la finalidad de determinar si existe alguna

diferencia en la supervivencia de anticuerpos post-vacunales , las terneras fueron
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divididas en dos grupos: 1) Terneras hijas de madres reactoras a RB y 2) Terneras
hijas de madres no reactoras a RB (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3: Terneras hijas de madres reactoras a RB y Terneras hijas de madres no
reactoras a RB.

Animales en estudio Informacion de la madre
Grupos Arete Arete NUmero de Resultado a RB
abortos
605 2004 0 +
606 9712 0 +
612 101 1 +
. , 623 207 0 +
n= 624 9916 1 ¥
628 9836 1 +
629 103 2 +
604 327 0 -
607 332 0
608 211 0 -
609 222 0 -
610 328 0 -
611 95707 0 -
613 95201 0 -
614 125 0 -
2 615 241 0 -
n=19 616 214 0 -
617 330 0 -
618 110 0 -
619 2040 0 -
620 9935 0 -
621 319 0 -
622 111 0 -
625 333 0 -
626 07 -1 0 -
627 9635 0 -

RB: Prueba de aglutinacion rapida en placa Rosa de Bengala

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: EI Autor

4.2.1.6.- Esquema de muestreo

Para determinar la cinética de los anticuerpos generados por la primovacunacion, se
tomaron muestras sanguineas de la vena yugular hasta cuando los animales cumplieron
12 meses, a partir de esta edad, se tomaron muestras de la vena caudal, de acuerdo al

siguiente esquema:
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Cuadro 4.4: Esquema de toma de muestras

No. de muestra Intervalo de muestreo Tiempo de estudio
Muestra 1 15 dias antes de la vacunacion 1 dia
Muestra 2 El dia de la vacunacion 1 dia

Muestras 3 a 14 Cada 7 dias 3 meses

Muestras 15 a 20 Cada 14 dias 3 meses

Muestras 21 a 28 Cada 7 dias 2 meses

Muestras 29 a 33 Cada 14 dias 2 meses

Muestras 34 a 36 Cada mes 3 meses

Elaboracién: EI Autor

4.2.2.- Etapa de laboratorio

Las muestras de sangre recolectadas mediante tubos vacutainer, fueron centrifugadas y
el suero almacenado en congelacion (-20° C), para luego ser procesados en el Centro
Internacional de Zoonosis (ClZ), de la Universidad Central del Ecuador, segun

protocolos establecidos.

4.2.2.1.- Pruebas de diagnostico utilizadas en la investigacion

Se emplearon las siguientes técnicas para el diagnéstico de brucelosis bovina: Rosa de
Bengala (RB) y Suero — aglutinacion lenta en tubo en presencia de EDTA (SAT-
EDTA). Se realizd ademads la técnica de inmunoensayo “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” indirecto (IELISA) recomendado por la Organizacion Mundial

de Sanidad Animal (OIE).

Con la finalidad de determinar el tipo y persistencia de los anticuerpos generados por la
vacunacion, se tomé en cuenta los resultados de las siguientes pruebas cuantitativas:
- SAT-EDTA, para determinar anticuerpos tipo IgM, medidos en Ul (Unidades

Internacionales de aglutinacion).

63




- IELISA, para determinar anticuerpos tipo 1gG, medidos en Unidades/ml

4.2.2.1.1.- Protocolo de pruebas diagndsticas

El procedimiento a seguir en cada una de las pruebas se realiz6 de acuerdo a los

protocolos descritos por Ron (2003).
4.2.2.1.2.- Prueba de aglutinacion rapida en placa. “Rosa de Bengala” (RB)

4.2.2.1.2.1.- Materiales:

M Placas alveoladas de vidrio (VWR, hech 2418)

M Pipeta automatica Eppendorf, calibrada a 30 pl

M Cuentagotas, calibrado a 30 pl

M Crondmetro Hanhart

M Aglutinoscopio (caja de madera, provista de una fuente de luz indirecta)
M Vortex Hheidolph, REAX top.

M Peines plasticos desechables.

4.2.2.1.2.2.-Reactivos:

M Bengatest (Synbiotics Codigo # ABGT, suspension concentrada (8%) de
Brucella abortus Cepa 1119 de Weybridge, inactivada por calor y el fenol
(5%), dispersa en tampon acido y coloreada con Rosa de Bengala.

M Sueros a investigar

M Sueros controles:

Controles negativos: los sueros SBFneg 1, SBFneg 2, SBFneg 3 (SBFneg = suero

bovino Francia negativo), procedentes del “Laboratoire Départemental d’ Analyces

et de Recherches de la Haute — Vienne” (Limonges — Francia), asi como el suero
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SBBneg (SBBneg = suero bovino Bélgica negativo) procedente del “Centre
d’Etude et de Recherche Veterinaires et Agrochimiques” (CERVA), fueron

utilizados como controles negativos.

Controles positivos: los sueros SBFpost 4, SBFpost 6 (SBFpost = Suero bovino
Francia positivo) y el suero SBBpost 2 (SBBpost = suero bovino Bélgica positivo),
procedentes de los dos laboratorios de referencia (Francia y Bélgica), fueron

utilizados como sueros controles positivos.
4.2.2.1.2.3.- Protocolo

M Los sueros controles (negativo y positivo), asi como los sueros a investigar y el
antigeno, fueron mantenidos a temperatura ambiente por un tiempo de 50 y 60
minutos antes de efectuar la prueba.

M Con una pipeta Eppendorf, se deposito sobre la placa, 30 ul de sueros de cada
una de las muestras a investigar previamente homogenizadas.

M Se colocd 30 pl del suero control positivo, suero control negativo y la solucién
fisiologica, en cada sitio de la placa, siguiendo la hoja de trabajo diario (ver
anexo A).

M Una gota (30 ul) de antigeno, fue depositado junto a cada gota de suero.

M Se mezcl6 el antigeno y el suero, utilizando para cada muestra, el extremo de un
peine plastico, y durante 4 minutos se imprimio a la placa un ligero movimiento
rotatorio en sentido horario y anti-horario.

M Transcurridos los 4 minutos, se procedi6 a realizar la lectura, la observacion de

la aglutinacidn, se efectud con la ayuda de un aglutinoscopio.

4.2.2.1.2.4.- Validacion
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Para validar la prueba se compar6 con los resultados de los controles, con el fin de dar

un diagnadstico positivo o negativo.

4.2.2.1.2.5.- Interpretacion
Los diferentes grados de aglutinacion, fueron determinados segln los siguientes
criterios: el criterio de negatividad (ausencia de anticuerpos), o de positividad (presencia

de anticuerpos), asi:

-(-) sin aglutinacion, ni formacion de un borde color rosa

-(+) presencia de aglutinacion fina y formacion de un borde rosado poco
visible.

- (++) aglutinacion fina y formacion de un borde rosado fino

- (++4) aglutinacion gruesa y formacion de un borde rosado, bien definido

- (++++) aglutinacion gruesa, formacion de un borde rosado bien definido y

aclaracion de la muestra.
Nota: Es importante indicar que esta escala de positividad, es empleada de forma
particularpor el ClZ, con la finalidad de realizar una correlacion posterior con los

resultados del iELISA.

4.2.2.1.3.- Prueba de aglutinacion lenta en tubo o de Wright. “Suero Aglutinacion

de Wright” (SAT) con EDTA:

4.2.2.1.3.1.- Materiales y Equipos:
M Estufa Memmert

M Placas de microtitulacion, con fondo conico “U”
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M Sistema de espejo de aumento, para la lectura de las placas de micro-titulacion.

4.2.2.1.3.2.- Reactivos:
M Antigeno SAT de la casa Synbiotics (Antigeno para el diagnéstico serolégico
de brucelosis, por aglutinacion lenta en tubo, Suero — aglutinacion de Wright)
M Cloruro de Sodio

M Muestras de suero a investigar

4.2.2.1.3.3.- Soluciones y tampones:

M Tampdn SAT —EDTA

- PBS (Phosphate Buffered Saline) (Oxoid # BR0014G) 10 tabletas
- EDTA 5Mm
- Agua destilada (ajustara 1 L)

* El pH de este tampon fue ajustado a 7,2 con NaOH (1 N).

M Solucidén de antigeno
- Antigeno 5% (v/v) 50 ml

- Tampdn SAT — EDTA 950 ml

4.2.2.1.3.4.- Protocolo

Las diluciones del suero a investigar asi como de los sueros controles (negativo y

positivo), se efectud sobre la micro placa de titulacion.
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Grafico 4.1: Procedimiento para la realizacion de la prueba SAT

Clpulas

Pasos  Reactivo 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
I TSAT-EDTA(eul) 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Suero (16ul) 16 16

3 Diluit QAR R R IR IR IR IR IR AR T

4 TAg(200ul) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2

Dilucien Final 355" 257 50 700 200 400 800 1600 3200 6400 12800 5600
Fuente: Ron (2003)

Se colocé 16 pl de Tampon SAT — EDTA en las cupulas 2 a 12 (prueba
complementaria de titulacién de anticuerpos). Seguidamente 16 ul de suero a investigar
fue colocado en la cipula 1 y 2. Luego de mezclar el contenido de la cupula 2 (dilucion
1/25), 16 ul del contenido de ésta cupula, fueron colocados en la cupula 3, para de esta
forma obtener la dilucion 1/50. Como se efectud la prueba complementaria para la
titulacion de los Ac, las diluciones fueron realizadas hasta la cupula 12 (dilucion

1/25600).

Luego de adicionar 200 pl de solucién de Antigeno a cada una de las cupulas, las placas

fueron incubadas a 37° C por 20 horas, en una caja plastica con ambiente hiimedo.
4.2.2.1.3.5.- Lectura de placas e interpretacion de resultados

La lectura se realizo, utilizando el dispositivo para lectura de micro placas de titulacion,

provisto de un espejo en la parte inferior.

- El resultado fue negativo cuando el antigeno forma en el centro de la cipula un punto

compacto de color blanco, con un borde neto.
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- El resultado fue positivo cuando se forma una fina capa de sedimento, repartido
uniformemente sobre todo el fondo de la clpula, o cuando existe la formacion de una

gran zona de sedimentacion, rodeada por un espacio de liquido completamente

transparente.

Tabla 4.1: Relacion entre el grado de translucidez, dilucién del suero a investigar, y
Unidades Internacionales de Aglutinacion (Ul), segun diluciones del suero control

positivo.

Porcentaje de translucidez de la muestra
Dilucién del suero 25% 50% 75%
1/12,5 15 Ul 20 Ul 25 Ul
1/25 30 Ul 40 UI 50 UI
1/50 60 Ul 80 Ul 100 UI
1/100 120 UI 160 UI 200 UI
1/200 240 UI 320 Ul 400 Ul
1/400 480 UI 640 UI 800 UI
1/800 960 UI 1280 UI 1600 UI
1/1600 1920 UI 2560 UI 3200 UI
1/3200 3840 UI 5120 UI 6400 UI
1/6400 7680 UI 10240 UI 12800 UI
1/12800 15360 UI 20480 Ul 25600 Ul
1/25600 30720 UI 40960 UI 51200 Ul
Ul: Unidades Internacionales

Fuente: Ron (2003)
Los diferentes porcentajes de aglutinacion fueron determinados en comparacién con
diluciones controles del suero positivo, con porcentajes de aglutinacion de entre 0, 25,

50 y 75%. Los resultados fueron expresados en Unidades Internacionales de

Aglutinacion (Ul), las cuales se presentan en la Tabla 4.1

4.2.2.1.4.- Prueba “Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay” indirecto (iELISA)

4.2.2.1.4.1.- Materiales y Equipos:
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N B N @ R N @  ®© @B ™

Pipetas autométicas Eppendorf (Rangos de 0.5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 100 — 1000
)

Pipetas multicanal Transferpetter - 8 ( Rango 20 a 200 pl)

Placas de Poliestireno “Nunc” — Inmuno Modules F8 Maxisorb

Lavador de microplacas “Nunc” — Inmuno TM

Balanza automética Mettler Toledo AB1004

Incubador Memmert

Destilador de agua modelo “Distinction”

Des-ionizador Barnstead Tthermolyne Do 803

Potenciometro Mettler Toledo MD 220

Espectrofotdmetro automatico Modelo Stat Fax 2100

Centrifuga Meditronic Selecta

Material de vidrio (vasos de precipitacion, balon aforado, probetas, tubos de
ensayo)

Material de plastico (puntas desechables, pipetas, gradillas)

4.2.2.1.4.2.- Reactivos:

N B H ©

Glicina [H.NCH,CHHH] (Merck # 1.04201.0250) M=75.07 g/mol

Cloruro de Sodio [NaCl] (Merck # 1.06404.1000) M=58.44 g/mol

Hidroxido de Sodio [NaOH] (Merck # 1.06498.1000) M = 40 g/mol

Titriplex (EDTA) [C10H14NNa,0s.2H,0] (Merck 1.08418.0250) M = 372.4

g/mol

M Tween 80 (Merck # 8.22187.0500)

M Hidrogeno Fosfato de Disodio (Merck 1.06586.0500) M = 141.96 g/mol

Acido clorhidrico [HCI] (Merck # 1.00317.2500)
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Tween 20 (Merck # 8.22184.1000)

Newborn Calf Serum (NBCS) (Gibco Cat No. 16010-167)
ImmunoPure Protein G Peroxidase (Conjugado Pierce Codigo # 31499)
Tampon Fosfato Citrato (Sigma P — 4809)

oPD (o0 — phenilenediamine Sigma P — 8287)

Perhydrol [H,0;, 30% v/v] (Merck # 1.07210.1000)

Acido Sulfarico [H,SO4] (Merck # 1.00731.2500)

Lipopolisacérido (LPS) (CERVA — Bélgica)

N N N @ R @ B ®H [

Muestras de sueros a investigar

4.2.2.1.4.3.- Tampones:

M Tampon Glicina (GS), 10 veces concentrado

- Glicina 1M (75.07 g)
- Cloruro de Sodio 1.7M (99.34 g)
- Agua destilada aforar a 1 litro

* Una vez ajustado el pH a 9.2 + 0.1, con una solucion de NaOH (1M), el

tampon puede ser conservado por un maximo de 4 meses a 5° C + 3°C.

M Tampo6n Glicina EDTA Tween 80 (GS — EDTA — Tw 80)

- Tampon GS 100 ml
- Titriplex (EDTA) 50 Mm (18.6 g)
- Tween 80 (diluido previamente 1/10, en agua destilada  0.1% (v/v) 10 ml

- Agua destilada (aforar a 1 litro)
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* Luego de ajustar el pH a 9.2 + 0.1, con NaOH (1 M), el tampo6n puede ser

conservado por 2 meses como maximo, a 5°C.

M Tampdn Conjugado (G — HRPO)

- Hidrégeno Fosfato de disodio

- Cloruro de Sodio

- Tween 80 (diluido previamente 1/10, en agua destilada)

- Agua destilada

10 mM (1.41969)
150 mM (8,766 g)
0.1% (v/v) 10 ml

aforar a 1 litro

*El pH de este tampdn se ajusta a 7.2 + 0.1 con una solucién de HCI (1N), y puede

ser conservada por 2 meses como maximo, a 5° C + 3° C.

M Tampdn de revelacion (TR)

- Tampon Fosfato Citrato

- Agua destilada

M Tampon para diluir la curva de calibracién (BS)

- Tampon GS — EDTA — Tween 80

- SBBneg (Suero bovino Bélgica negativo)

4.2.2.1.4.4.- Soluciones:

M Solucion de lavado

- Cloruro de Sodio
- Tween 20
- Agua destilada

M Solucién de conjugado

- Tampon conjugado (G- HRPO)
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100 ml

10 mi

200 pl

0.15 M (8,760 g)
0.01% (v/v) (0.1 ml)

aforar a 1 litro

10 ml



- NBCS 2% (vIv) (200 pl)
- Conjugado (Proteina G — HRPO) 8 ul

M Solucion de sustrato

- Tampdn de revelacion (TR) 25 mi
- oPD (tableta de 10 mg) 1 tableta
- Perhydrol 5ul

M Solucién de parada

- Acido sulfarico 2M

M Sueros controles (se utilizan los que estan descritos en RB)

4.2.2.1.4.5. — Protocolo

Antes de iniciar la prueba iIELISA, fueron realizadas las siguientes operaciones:

- Sensibilizacién de placas

El Lipopolisacarido (Antigeno), fue utilizado a una concentracién de 1pg/ml, para lo

cual se mezclo lo siguiente:

M Tampén GS 6 ml
M Agua destilada 300 ml
M Lipopolisacarido (LPS) [10 mg/ml] 30 ul

*Las placas fueron sensibilizadas, con 100 ul por cipula de la solucién de LPS,
incubadas a 37° C por 3 horas y 50 minutos y un periodo de refrigeracion (4° C)
por 12 horas.

- Preparacion del volumen necesario de solucién de lavado

- Dilucion de sueros a investigar (1/50 v/v)

M Suero a investigar 10 pl
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M Tampdén GS — EDTA — Tween 80 490 pl
- Preparacion de la curva de calibracion
Se prepararon 6 diluciones de suero positivo (1/270, 1/540, 1/1080, 1/2160, 1/4320,
1/8640), en tampon Tampdn GS — EDTA — Tween 80 (BB).
- Preparacion de la hoja de protocolo ELISA (ver Anexo B)
- Lavado de micro placas
Luego de cada paso, las placas fueron lavadas de la siguiente manera: el contenido de la
micro cUpula fue eliminado y reemplazado con la solucién de lavado. El exceso de
liquido fue eliminado, golpeando vigorosamente la placa sobre papel absorbente. Esta
operacion se repitio 5 veces en cada fase de lavado.
Una vez realizadas todas estas actividades, se procedio a efectuar el procedimiento de
IELISA.

M En las placas previamente sensibilizadas con el LPS y después de ser lavadas, se
distribuyo 50 ul de cada dilucion de la curva de calibracion, sueros controles asi
como de los sueros a investigar en las cUpulas respectivas. La placa se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente.

M Después de una nueva fase de lavado, se adicioné a cada ctpula, 50 pl de la
solucién de conjugado.

M Las placas ELISA fueron incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, en
oscuridad, posteriormente fueron lavadas 5 veces.

M Se afadi6 a cada cupula, 100 ul de solucion de sustrato, y la placa fue incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad.

M La reaccién de color fue detenida adicionando 25 ul de solucién de parada, y los
resultados de las densidades Opticas (DO) fueron Ileidos con un

espectrofotometro, a una longitud de onda de 492 nm.
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4.2.2.1.4.6.- Interpretacion de resultados

Los valores promedios de la DO de las muestras y de la curva, fueron corregidos
sustrayendo el valor promedio de la DO del tamp6n GS — EDTA Tween 80 (BB), que
sirvié como tampdn blanco.

En la Tabla 4.2, se presenta la relacion entre las diluciones de la curva de calibracion y
las unidades.

Tabla 4.2: Diluciones de la curva de calibracion, unidades y “cut off”

Diluciones de la curva de calibracion

1/270 1/540 1/1080 1/2160 1/4320 1/8640

| Unidades 60 30 15 7.5 3.75 1.87

“Cut oft” en bovinos: mayor a 1,87 U
Fuente: Ron (2003)
4.3. - Analisis Estadistico
4.3.1.- Diagramas de caja
En los dos criterios de clasificacion realizados: 1) Agrupacion por edades (A, By C) y
2) Agrupacion por hijas de madres reactoras o0 no a la prueba RB (1 y 2), se hizo una
representacion grafica basada en cuartiles llamada Diagrama de caja.
Para elaborar tal diagrama, se necesito cinco valores estadisticos: el valor minimo; Q;
(el primer cuartil); la mediana; Qs (el tercer cuartil) y el valor maximo. Los cuartiles,
dividen un conjunto de observaciones en cuatro partes iguales. El primer cuartil,
generalmente simbolizado como Q; es el valor abajo del cual se encuentra el 25% de las
observaciones, y el tercer cuartil, cominmente designado por Qs, es el valor por abajo
del cual se encuentra el 75% de las observaciones, l6gicamente, Q,, es la mediana. Se
tiene que Q;, puede ser considerado como la “mediana” de la mitad inferior de los datos,

y Q3 como la “mediana” de la mitad superior de los datos.
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Para localizar la mediana y los cuartiles, se organiz6 los datos de cada uno de los grupos
en orden ascendente. El valor de la mediana fue la observacion que se encontraba en el
centro. El valor central se localiza en (n + 1)/2, donde n es el nimero total de
observaciones. Como se mencioné anteriormente, los cuartiles dividen un conjunto de
observaciones en cuatro partes iguales, de ahi que un 25% de las observaciones son
menores que el primer cuartil y un 75% de las observaciones son menores que el tercer

cuartil, entonces para localizar el primer cuartil se utiliza la siguiente formula:

Le=(n+1) P
100
Donde:
L = posicion del porcentil deseado (primer cuartil)
n = namero de observaciones

P=25

Y para localizar el tercer cuartil, se reemplaza los datos, asi:
L = posicion del porcentil deseado (tercer cuartil)
n = namero de observaciones

P=75

4.3.2.- Analisis de supervivencia de los anticuerpos utilizando el limite del producto

de Kaplan Meier
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Para el estudio de la duracién de anticuerpos detectables, asi como el tiempo (dias
posvacunacion) hasta que cada animal reporté un resultado positivo a las pruebas

seroldgicas, se utilizo la técnica estadistica denominada analisis de supervivencia.

La observacion de cada ternera se inici6 el dia en que se vacuno (tiempo = 0) y continu6
hasta la muerte del animal o hasta que el tiempo de seguimiento finaliz6 (t = 378 dias).
Los animales que murieron antes de finalizar el tiempo de seguimiento, fueron

considerados como “censurados”.

En el analisis de supervivencia, se utilizo la técnica no paramétrica Kaplan Meier
(Método del limite del producto), con el Programa Minitab (version 13.1). Este método

permite estudiar la duracion del tiempo hasta la desaparicion de los anticuerpos.

La principal caracteristica del analisis con este método, es que, la proporcién acumulada
de terneras que siguen en estudio se calcula para el tiempo de duracion individual de los
anticuerpos de cada ternera y no se agrupan los tiempos de duracion en intervalos.

Se realizaron dos criterios de clasificacion: 1) De acuerdo a la edad que tenian al
momento de la vacunacion, asi: A = terneras de 6,10 a 6,87 meses; B = terneras de 5,10
a 5,93 meses y C = terneras de 4,17 a 4,8 meses. 2) Agrupacion por hijas de madres
reactoras o no a la prueba RB, asi: 1 = Hijas de madres reactoras a RB y 2) = Hijas de
madres no reactoras a RB. Con estos grupos de trabajo se calculd la proporcion

acumulativa de anticuerpos detectables hasta el tiempo t, con la siguiente formula:

Probabilidad de supervivencia para cada tiempo =
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n—-r+1

Donde:
n = Tamafio de la muestra
r = Rango no censurado

Estimador de la proporcion acumulativa que sobrevive = Sgq) * S+ 1)
Como resultado de graficar una curva de supervivencia de cada poblacién (probabilidad
de sobrevivir hasta el tiempo x), de cada grupo se hace una curva individual. Con la
finalidad de comparar en esencia el nimero de eventos (desaparicion de los anticuerpos)
en cada grupo con el nimero de fracasos que podria esperarse de las pérdidas en los

grupos combinados se realizd la prueba Log - rank

4.3.3.- El indice KAPPA

La comparacién de la concordancia entre pruebas se hizo mediante la prueba de
KAPPA. Su calculo fue realizado en el programa SPSS (version 12.0). Para esto, se
dividio el tiempo de muestreo en tres etapas, y en cada etapa se analizo las siguientes
comparaciones: RB vs SAT-EDTA, RB vs iELISA y SAT-EDTA vs iELISA (Cuadro
4.5).

Cuadro 4.5: Etapas de tiempo y comparaciones realizadas

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Dias posvacunacion 0 —42 dias 49 — 140 dias 154 — 378 dias
Comparaciones RB vs SAT- DTA RB vs SAT-EDTA RB vs SAT-EDTA
RB vs iELISA RB vs iELISA RB vs iELISA
SAT —EDTA vs iELISA SAT-EDTA vs iELISA SAT-EDTA vs iELISA

Elaboracion: El Autor
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La Etapa 1, se determiné entre el dia 0 y el dia 42, ya que segin Szyfres, 2000 y Ortiz,
2007, en este tiempo aparecen las inmunoglobulinas IgM e 1gG, alcanzando su méaxima

concentracion las 1gG.

La Etapa 2, se determiné entre el dia 49 y el dia 140, con la finalidad de verificar lo
afirmado por Szyfres, 2000 y Ortiz, 2007, al mencionar que las inmunoglobulinas IgM

empiezan a descender y no son facilmente detectables por las pruebas seroldgicas.

La Etapa 3, se determind entre el dia 154 y 378, y asi observar si hay presencia de
anticuerpos hasta ese dia.

Este analisis estadistico funciona con tablas de doble entrada, las cuales se muestran a
continuacion:

Cuadro 4.6: Tabla de doble entrada utilizada para la prueba KAPPA

Prueba 1

Prueba 2 +

Elaboracion: El Autor

El indice Kappa se calcula con la siguiente formula:

No. de acuerdos encontrados — No. de acuerdos por azar

Kappa =

Total de examinados — No. de acuerdos por azar
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La interpretacion de los resultados de esta prueba se observan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Interpretacion de la prueba KAPPA

Valor de Kappa

Concordancia

Menos de 0 Ninguno
0,00-0, 20 Minimo
0,21-0,40 Regular
0,41 -0,60 Bueno
0,61-0,80 Excelente
0,81-1,00 Casi perfecto

Fuente: Morilla & Gonzélez (1998).

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados de las pruebas de diagndstico

5.1.1.- Resultados en muestreos previos a la vacunacion

Cuadro 5.1: Resultados de las pruebas diagnosticas en animales aiin no vacunados.

15 dias antes de la vacunacion 1 dia antes de la vacunacion
13-Oct-2006 26-Oct-06
SAT-EDTA | iELISA SAT-EDTA | iELISA
Arete RB (U.D (u/ml) RB (U.n (u/ml)
604 ) () ) ) ) )
605* ) ) ) ) ) )
606* ) ) ) ) ) )
607 ) ) ) ) ) )
608 ) ) ) ) ) 1,87
609 ) ) ) ) ) )
610 ) ) ) ) ) )
611 () () () () () ()
612* () () () () () ()
613 () () 1,87 () () ()
614 () () () () () ()
615 () () () () () ()
616 (+) 50 1,87 () ) )
617 () 30 () () () ()
618 () () () () ©) ()
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619 ) ) ) ) ) )
620 () ) 1,87 ) ) )
621 ) ) () ) () )
622 ) ) ) ) () ()
623* ) ) 3,75 ) () 3,75
624* (+) ) 3,75 +) () 75
625 ) 0 ) ) () )
626 ) ) ) ) ) )
627 () () 1,87 () (-) 3,75
628* ) ) 1,87 () (=) 3,75
629* +) 50 ) +) 50 )

(*): Terneras hijas de madres reactoras a la prueba RB, (+): Resultado positivo, (-): Resultado negativo,
RB: Rosa de Bengala, SAT-EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA:
“Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto, U.l.:Unidades Internacionales de aglutinacion, u/mil:
unidades por mililitro

Fuente: Investigacién directa

Elaboracién: EI Autor

Con la finalidad de determinar si los animales en estudio presentaban aun anticuerpos
calostrales, o al momento estaban cursando una infeccion, se procedié a muestrear a los
animales dos veces previas a la vacunacion, la primera vez se muestreo 15 dias antes y

la segunda vez 1 dia antes. En el Cuadro 5.1, se presenta los resultados de dichos

muestreos.

5.1.1.1.- Terneras hijas de madres reactoras a RB

En el Cuadro 5.1 se puede apreciar que las terneras 605, 606 y 612, que son hijas de
madres positivas a RB (ver Cuadro 4.3), presentan un diagndstico negativo en los 2
muestreos para las tres pruebas, indicando que los animales probablemente no se
infectaron al consumir el calostro, ya que no hubo generacion de anticuerpos detectables
por las pruebas seroldgicas. Sin embargo no se puede asegurar que estos animales no
estén infectados ya que puede haber ocurrido el “Sindrome de latencia de la ternera”, es
decir, los animales pueden haberse infectado intrauterinamente y mantener una
infeccidn latente, sin respuesta inmunoldgica (Blood et al, 1987). Cuando dichos

animales lleguen a la madurez sexual, Brucella se puede acumular en el Gtero por la
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presencia de eritritol, provocando abortos o si logra terminar el periodo de gestacion,

eliminaré gran cantidad de la bacteria en los tejidos placentarios (Samartino, 2003).

Las terneras 623 y 628 (hijas de madres reactoras a RB), son positivas para iELISA y
negativas para SAT-EDTA y RB. Igualmente, puede tratarse de una infeccion
intrauterina, que permanece latente, por ello iIELISA, es positiva, sin embargo RB y
SAT - EDTA son negativas, esto se debe a que iIELISA tiene mayor sensibilidad que las
dos anteriores, como lo cita Ron, et. al. (Datos no publicados), quien en un estudio
realizado en 23 fincas de la provincia de Pichincha, estim6 la sensibilidad de las tres

pruebas: iELISA (61% a 86%), SAT-EDTA (59% a 82%), RB (48% a 91%).

La ternera 624, presenta un diagndstico positivo para RB y iIELISA, mientras que es
negativa para SAT-EDTA, en los dos muestreos. Como se conoce, SAT-EDTA, es una
prueba que detecta anticuerpos de tipo IgM (Castro et. al, 2005), los cuales, segun
Szyfres (2000) y Buchanan et al; citado por Castro et al (2005), son los primeros que
aparecen en caso de infeccidbn o vacunacion (5 — 7 dias), alcanzando su maxima
concentracion a las 2 — 3 semanas, luego esta va reduciéndose en el suero, resultando
dificil su deteccion. En cambio, los anticuerpos de tipo 1gG, detectados por RB y
IELISA (Castro et. al, 2005) aparecen a los 15 dias 0 mas tarde, alcanzando su maximo
nivel a los 28 — 42 dias (Szyfres, 2000; Ortiz et al, 2007). Esto explicaria, porque RB y

IELISA son positivos, mientras que SAT-EDTA es negativa.

La ternera 629, es negativa para IELISA, no asi para RB y SAT-EDTA, que son

positivas. En este caso, también se puede hablar de una infeccién latente (Blood et al,
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1987), puesto que la madre de este animal fue positiva para RB y ademas present6 2

abortos en su vida reproductiva.

5.1.1.2.- Terneras hijas de madres no reactoras a RB

La ternera 616 presentd un diagndstico positivo para las tres pruebas seroldgicas en el
muestreo 1, los anticuerpos detectados se deben probablemente a anticuerpos
calostrales, o tal vez a la reactividad cruzada en las pruebas seroldgicas causada por
otras bacterias que comparten el epitope con Brucella, como es el caso de Yersinia
enterocolitica, Vibrio cholerae, Salmonella landau, Pseudomona maltophilia,
Escherichia coli,(Diaz et al, 2005 y OIE, 2007) y mas no a una infeccidn intrauterina,
ya que su madre fue negativa a RB y nunca ha presentado un aborto en su vida
reproductiva (Cuadro 4.3). Ademas esto se confirma en el muestreo 2 (15 dias
después), donde presenta un diagndstico negativo para las tres pruebas, indicando que
se trataba de anticuerpos calostrales, los cuales ya se agotaron. La ternera 616, en el
muestreo 1, tiene 5 meses de edad y segun la FAO & OMS (1986) y la OIE (2002), los
anticuerpos calostrales pueden estar presentes hasta los 8 meses de edad. Esto puede
confirmar que la positividad de este animal, se debe a que los anticuerpos provenian de
la madre. EI mismo caso ocurre en la ternera 617, la cual es positiva para SAT-EDTA
y negativa para RB y iELISA, en el muestreo 1, dando un diagnostico negativo para

las tres pruebas en el muestreo 2.

El resto de terneras fueron negativas para las tres pruebas serologicas en los 2

muestreos, por lo tanto se asume que se agotaron los anticuerpos calostrales, puesto que

tenian una edad de 4,17 a 6 ,87 meses (FAO & OMS, 1986; OIE, 2002). No se sospecha
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de infeccion en estos animales ya que sus madres no fueron positivas a RB, y tampoco

han abortado.

5.1.2.- Resultados en muestreos posteriores a la vacunacion

El Anexo C, presenta los resultados de las tres pruebas diagnésticas para todos los
muestreos realizados después de la vacunacion. No se indican los resultados de las
terneras 606 y 629, puesto que murieron antes de ser evaluada su respuesta humoral. La
ternera 606 murié con Neumonia, el 29 de octubre del 2006, mientras que la ternera 629
fue sacrificada el dia 8 de noviembre del 2006, con la finalidad de determinar las cepas
de Brucella circulantes en el hato bovino. Muestras de ganglios linfaticos, Utero y
sangre fueron llevados al “Centre d’Etude et de Recherche Veterinaires et
Agrochimiques” (CERVA) (Bélgica), lamentablemente no se pudo encontrar ninguna
especie perteneciente al género Brucella.

5.1.2.1.- Tiempo de aparicion de Inmunoglobulinas de tipo IgM (7 dias
posvacunacion):

Estudios realizados por Szyfres (2000) y Ortiz et al, (2007), afirman que la vacunacién
con la Cepa 19, estimula la aparicion de IgM, al cabo de 7 dias y alcanzan su maxima
concentracion a los 14 a 21 dias; con el objeto de comparar si tal hecho se suscito en el
presente estudio, se procedié a muestrear en tales dias, los resultados se indican en el
Cuadro 5.2.

Cuadro 5.2: Resultados de las pruebas diagnosticas a los 7 dias posvacunacion.

7 dias posvacunacion
Arete RB SAT - EDTA (U.l) iELISA (u/ml)
604 ) 120 3,75
605 ) 200 1,87
607 ) 200 7,5
608 ) 320 15
609 ) 400 )
610 +) 640 3,75
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611 (+) 480 6
612 (+) 800 75
613 (+) 400 75
614 (+) 640 0
615 (+) 1920 3,75
616 (+) 400 15
617 (+) 2560 3,75
618 (+) 320 6
619 (+) 100 6
620 (+) 800 3,75
621 (+) 7680 3,75
622 (+) 320 7.5
623 ) 6 1,87
624 (+) 60 3,75
625 (+) 640 3,75
626 (+) 800 6
627 ) ) 1,87
628 ) 30 1,87

(+): Resultado positivo, (-): Resultado negativo, RB: Rosa de Bengala, SAT — EDTA: “Serum
Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto,
U.L.: Unidades Internacionales de aglutinacion, u/ml: Unidades por mililitro

Elaboracion: EI Autor

El 62,5% de los animales (15 terneras), fue positivo a los 7 dias después de la
vacunacion, para las tres pruebas seroldgicas, esto concuerda con un estudio realizado
por Aguirre et al (2001), en el que evaluaron la respuesta inmune de 52 hembras
Holando Argentino, después de haber vacunado con la cepa 19; las pruebas realizadas
fueron la BPA (buffered plate antigen), RAP (rapad automated presumptive),
Polarizacion fluorescente (FPA) IELISA, FC (Fijacion del complemento), SAT y SAT —
2ME. Estas 52 hembras fueron positivas a los 7 dias, con las pruebas BPA, SAT y
IELISA. Los resultados de las 15 terneras en estudio, también se relaciona a lo

determinado por Szyfres (2000) y Ortiz et al (2007).

El 25% (6 terneras), fue positivo para SAT-EDTA, 7 dias después de la vacunacion,

puesto que esta prueba detecta anticuerpos IgM, y éstos son los primeros en aparecer

(Buchanan et al, 1974; citado por Castro et al, 2005). También la prueba RB fue
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positiva, aunque ésta detecta anticuerpos 1gG, también reconoce anticuerpos IgM, pero
en menor cantidad (Rose & Roepke, 1957; citados por Bercovich, 2000). La prueba
IELISA, fue negativa, ya que detecta anticuerpos IgG, y éstos, seguin Szyfres (2000) y

Ortiz et al (2007), aparecen 15 dias después o mas tarde.

La ternera 628, fue positiva para SAT-EDTA y iELISA, a los 7 dias de la vacunacion,
después siempre fue negativa para SAT-EDTA, esto pareceria concordar con lo
indicado por Szyfres (2000); puesto que la concentracion de anticuerpos IgM en el
suero va reduciéndose, siendo dificil de detectar por las pruebas seroldgicas, tal vez por
esta razon, esta prueba es negativa ya que reconoce IgM. Con la técnica RB, nunca
present0 un resultado positivo, probablemente debido a la baja sensibilidad que posee,
de 48% - 91% (Ron, 2003), o inclusive es hasta méas baja segun Van Aert et al (1984) y

Samartino et al (1999), quienes afirman que la sensibilidad de RB es del 21%.

El 8,33% (2 terneras), fueron negativas. Estos animales (623 y 627), ain cuando se las
vacuno, nunca presentaron altos niveles de anticuerpos. Esto se debe probablemente a
dos razones, la primera es que a pesar de haber tomado en cuenta todos los cuidados en
la vacunacion (ver numeral 3.4.1), se pudo haber fallado al momento de aplicar la dosis
en la via de administracion (Tizard, 1995). La vacuna Cepa 19, segun Castro (2005),
debe administrarse en forma subcutanea, para inducir la produccion de una intensa y
prolongada respuesta de anticuerpos. Lo que tal vez ocurrid, fue que se administré la
vacuna en forma intramuscular, de tal manera que no existio una correcta produccion de
anticuerpos. La segunda razon, pudo ser que no se aplico la dosis adecuada. La dosis
vacunal es de 6 ml (6 x 10'° gérmenes vivos), tal cantidad es capaz de estimular la

inmunidad humoral; si ésta es menos de lo recomendado, el animal no desarrollard una
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respuesta inmune humoral, y si la dosis es mayor, el animal puede adquirir la
enfermedad (OPS/OMS, 1999 y Tizard, 1995). En el estudio realizado por Aguirre et al
(2001), ningn animal fue negativo tras la vacunacién, o al menos, no indicaron que se

suscito tal evento.

El hecho de que 2 de los 26 animales nunca hayan presentado anticuerpos ain después
de ser vacunados, también puede deberse a la mala calidad de la vacuna empleada, ya
que un frasco del mismo lote que se utilizd para vacunar a los animales en estudio, se
llevo al “Centre d’Etude et de Recherche Veterinaires et Agrochimiques” (CERVA) en
Beélgica, donde la vacuna Cepa 19 comprada directamente en un almacén veterinario en
la zona de estudio, presentd una concentracion mas baja de lo indicado por el fabricante.
5.1.2.2.- Tiempo de aparicion de Inmunoglobulinas de tipo 1gG (14-21-28-42 dias
posvacunacion):

Segun Szyfres (2000) y Ortiz, et al (2007), las inmunoglobulinas de tipo 1gG, aparecen
a los 15 dias o mas tarde y alcanzan su maxima concentracion a los 28 a 42 dias
posvacunacion, igualmente, para constatar estos datos en el presente estudio, se

procedio a muestrear en esos dias, los resultados se muestran en el Cuadro 5.3.

El 87,5% de los animales (21 terneras), fue positivo para SAT-EDTA a los 14, 21 y 28
dias posvacunacion (ver Cuadro 5.3), esta prueba detecta inmunoglobulinas de tipo
IgM, las cuales aparecen primero; al cabo de 42 dias, su concentracion empezé a
descender, sin desaparecer durante varios meses, tal como lo citaron Szyfres (2000) y

Ortiz et al, (2007).
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El 12,5% de los animales (terneras 623, 627 y 628), en todos los muestreos
manifestaron titulos bajos de IgM (ver Cuadro 5.3), ya que SAT-EDTA, siempre indicd
bajas Ul (Unidades Internacionales de aglutinaciones), algo similar se suscité en el
estudio reportado por Aguirre et al (2001), donde realizaron SAT y SAT-2ME,

arrojando resultados positivos pero con bajas UI.

Las inmunoglobulinas de tipo IgG, detectadas por RB y iELISA, empezaron a aparecer
a los 14 dias (ver Cuadro 5.3), pero los titulos mas altos se observaron a los 28 y 42 dias
posvacunacion lo cual guarda relacién a lo indicado por Szyfres, (2000); y Ortiz et al

(2007).

Cuadro 5.3: Resultados de las pruebas diagndsticas a los 14, 21, 28 y 42 dias

posvacunacion.
14 dias 21 dias 28 dias 42 dias
SAT - EDTA | iELISA SAT EDTA | iELISA SAT-EDTA | iELISA SAT -EDTA |iELISA
Arete RB (U.1) (u/ml) | RB (U.1) (u/ml) RB (U.1.) (u/ml) RB (U.1) (u/ml)
604 (+) 100 () (+) 100 3,75 (+) 60 3,75 (+) 50 1,87
605 (+) 200 () (+) 100 1,87 (+) 80 3,75 (+) 50 1,87
607 (+) 200 () (+) 100 75 (+) 100 15 (+) 50 7,5
608 (+) 50 375 | (+) 160 15 (+) 120 15 (+) 50 75
609 (+) 60 () (+) 120 1,87 (+) 60 1,87 (+) 50 3,75
610 (+) 400 () (+) 400 3,75 (+) 100 75 (+) 100 7,5
611 (+) 240 () (+) 320 1,87 (+) 120 3,75 (+) 100 3,75
612 (+) 400 () (+) 960 75 (+) 400 15 (+) 200 7,5
613 ) 100 375 | (+) 240 7,5 (+) 200 15 (+) 100 75
614 ) 240 () ) 240 375 () 240 3,75 (+) 100 75
615 ) 400 ) ) 400 7,5 (+) 400 15 (+) 200 15
616 (+) 60 1,87 | (+) 200 30 (+) 240 30 (+) 160 30
617 ) 400 () ) 800 375 () 400 7,5 (+) 200 75
618 () 50 () ) 100 1,87 1) 60 1,87 () 50 1,87
619 ) 100 ) ) 240 375 1 () 400 15 (+) 240 15
620 ) 100 () ) 240 15 (+) 200 15 (+) 100 15
621 ) 240 () ) 1920 7,5 (+) 480 15 (+) 400 15
622 &) 960 1,87 | (+) 120 7,5 (+) 60 7,5 () (O 75
623 O] O] 1,87 O] Q] 1,87 () O] 1,87 O] (O] 1,87
624 ) 30 375 1 (0 50 375 () 50 3,75 (+) 6) 3,75
625 &) 120 () O) 200 7,5 (+) 120 7,5 () 40 3,75
626 &) 320 ) O) 320 375 () 80 1,87 (+) 50 1,87
627 (O] (O] 1,87 (O] (O] 3.75 () (O] 1,87 (O] (O] 3,75
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I 628 I(-) | 0 | 375 I(-) | 0 | 375 I(-)l ) | 375 I(-)l ) | 375 I

(+): Resultado positivo, (-): Resultado negativo, RB: Rosa de Bengala, SAT — EDTA: “Serum
Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto,
U.L.: Unidades Internacionales de aglutinacion, u/ml: Unidades por ml

Elaboracioén: EI Autor

5.1.2.3.- Nivel de persistencia de IgM en grupos de terneras con diferentes edades
de vacunacion

Para comparar el nivel de persistencia de los anticuerpos IgM en relacién a la edad de
vacunacion, se estudié la respuesta humoral en los 3 grupos de animales: A (6,10 — 6,87
meses), B (5.10 - 5,93) y C (4,17 — 4,80).

Los resultados de la prueba SAT-EDTA, de los grupos A, B y C, se indican en los
Cuadros 5.4, 5.5 y 5.6. Como se puede apreciar, existen valores bastante dispersos, para
lo cual fue necesario realizar diagramas de caja, con el fin de observar en una
representacion grafica basada en cuartiles, los valores minimos y maximos de
anticuerpos detectables por la prueba SAT-EDTA (IgM) de cada ternera en los

diferentes intervalos de tiempo (ver Figuras 5.1, 5.3 y 5.5).

Las Figuras 5.2, 5.4 y 5.6, son curvas que indican el comportamiento de las
Inmunoglobulinas tipo IgM, en los tres grupos de animales, los puntos que se utilizaron
para graficar dichas curvas, fueron las medianas, mas no el promedio, puesto que este

no es representativo cuando se tiene una amplia dispersion, como es el caso.

En los grupos A, B y C, las inmunoglobulinas de tipo IgM aparecieron al cabo de 7
dias, las mismas que van descendiendo a partir de los 14 dias. Posteriormente su
concentracion en el suero va reduciendo (ver Figura 5.13), pero sin desaparecer, estando
presentes durante varios meses como lo afirman Buchanan et al, 1974; citado por Castro

et al, 2005; Ortiz et al, (2007) y Szyfres (2000).
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Cuadro 5.4: Resultados de la prueba SAT-EDTA, para el Grupo A

Dias T604]T605| T607 ] T608 | T609 | T610| T 611
Posvacunacion | (U.L) L (U.1) | (U.I) | UL T UL | U] Ul
0 () () @) @) @) @) @)
7 120 200 200 320 400 640 480
14 100 200 200 50 60 400 240
21 100 100 100 160 120 400 320
28 60 80 100 120 60 100 120
35 50 () 60 60 60 100 100
42 50 50 50 50 50 100 100
49 30 50 50 50 50 60 100
56 Q) 50 50 50 50 60 100
63 () 50 30 30 40 40 50
70 () () () 50 40 50 ()
77 () 30 () 50 () 40 ()
84 () () () () 40 () ()
98 () () () () () () ()
112 () () () () 240 | () ()
126 () () () () 100 | () ()
140 () () () () 60 40 ()
154 () () () () 50 () ()
168 () () () () 30 () ()
175 () () () () 50 () Sp
182 () () () Sp X () ()
189 @) @) @) @) X (@) (@)
196 @) @) @) @) X (@) (@)
203 @) @) @) @) X (@) (@)
210 @) @) @) @) X (@) (@)
217 @) @) @) @) X (@) (@)
224 @) @) @) @) X (@) (@)
238 () () () () X () @)
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SAT

252 () () () () X () @)
266 () @) (@) (@) X () @)
280 () @) (@) (@) X () @)
294 () () () () X () @)
322 @) @) @) @) X @) @)
350 @) @) @) @) X @) @)
378 @) @) @) @) X @) @)

(-): Resultado negativo, T: Ternera, SP: Suero perdido, x: Sin muestra, U.l.: Unidades internacionales de

aglutinacion

Elaboracion: El Autor

Figura 5.1: Diagrama de caja del Grupo A, con la prueba SAT-EDTA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.2: Cinética de Ac del Grupo A, utilizando la prueba SAT-EDTA
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SAT-EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, U.I: Unidades internacionales de
aglutinaciones, Ac: anticuerpos

Elaboracion: El Autor
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Cuadro 5.5: Resultados de la prueba SAT-EDTA, para el Grupo B

Dias T612 | T613 | T614 ] T615]T616| T617 | T618] T619 | T620 | T 621
posvacunacion] (U.l) 1 (UL J UL ] UL UL UL) T ULD ] UL o)
0 @) @) @) @) @) @) @) @) @) @)
7 800 400 640 | 1920 | 400 2560 320 100 800 | 7680
14 400 100 240 400 60 400 50 100 100 240
21 960 240 240 400 200 800 100 240 240 | 1920
28 400 200 240 400 240 400 60 400 200 480
35 400 100 120 240 160 240 50 400 100 480
42 200 100 100 200 160 200 50 240 100 400
49 120 100 100 120 200 120 30 50 400 200
56 100 60 100 100 160 100 ) 200 50 200
63 60 80 100 100 120 100 ) 100 100 200
70 60 60 50 50 50 60 ) 100 60 200
77 60 80 40 50 50 60 ) 100 50 100
84 60 80 ) 40 50 60 ) 50 30 100
98 50 50 50 30 50 50 ) 50 ) 100
112 30 30 50 30 (-) 60 ) 50 ) 60
126 30 X ) 50 ) 50 ) 50 ) X
140 50 X ) 40 ) 80 ©) 30 ) X
154 50 X X 50 ) 60 ©) 30 ) X
168 50 X X ) ) 60 ©) 30 SP X
175 50 X X 30 ) 60 ©) 30 ) X
182 50 X X 30 ) 80 ©) ) ) X
189 50 X X ) ) 100 ©) ) ) X
196 50 X X ) ) 100 ) ) ) X
203 50 X X 40 ) 100 ©) ) ©) X
210 30 X X 30 ) 50 ©) ) ) X
217 30 X X 30 ) 60 ©) ) ) X
224 () X X @) @) 50 @) @) @) X
238 30 X X @) @) 50 @) @) @) X
252 @) X X @) () 60 @) @) @) X
266 @) X X () () 50 @) @) @) X
280 30 X X () () 50 @) @) @) X
294 30 X X () () 60 @) @) @) X
322 30 X X () () 50 @) @) @) X
350 G X X @) @) @) @) @) @) X
378 () X X () () () @) 0 @) X

(-): Resultado negativo, T: Ternera, SP: Suero perdido, x: Sin muestra, U.l.: Unidades internacionales de
aglutinacion

Elaboracion: El Autor
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Figura 5.3: Diagrama de caja del Grupo B, con la prueba SAT — EDTA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.4: Cinética de Ac del Grupo A, utilizando la prueba SAT-EDTA
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SAT-EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, U.I: Unidades internacionales de
aglutinacion, Ac: anticuerpos
Elaboracion: EI Autor
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Cuadro 5.6: Resultados de la prueba SAT-EDTA, para el Grupo C

Dias T622] T623 | T624) T625 | T626] T 627 T 628
posvacunacion | (U.I) (U.n u.n g u.n | .n (U.1 (U.1
0 @) @) @) @) @) @) @)
7 320 ) 60 640 800 ) 30
14 960 ) 30 120 320 ) ©)
21 120 ) 50 200 320 ) )
28 60 ) 50 120 80 ) )
35 50 ) ) 60 50 ) )
42 G @) @) 40 50 @) @)
49 30 ) ) 30 60 ) )
56 30 0 () () 40 0 @)
63 @) @) @) @) 30 @) @)
70 @) @) @) @) 30 @) @)
77 G @) @) 30 @) @) @)
84 @) @) @) @) 30 @) @)
98 @) @) @) 30 @) @) @)
112 @) @) @) @) @) @) @)
126 () @) @) @) @) @) @)
140 () @) @) @) @) @) @)
154 @) @) @) @) @) @) @)
168 Q) Q) Q) 30 @) @) @)
175 () () () () () () ()
182 G @) @) 30 @) @) 30
189 G @) @) @) @) @) @)
196 G @) @) @) @) @) @)
203 G @) @) @) @) @) @)
210 () @) @) @) @) @) @)
217 () 0 @) @) @) @) @)
224 () 0 @) @) @) @) @)
238 () 0 @) @) @) @) @)
252 () @) @) @) @) @) @)
266 () 0 @) @) @) @) @)
280 @) @) @) @) @) @) @)
294 @) @) @) () @) @) @)
322 () () () () () () ()
350 @) @) @) () @) @) @)
378 () () () () () () ()

(-): Resultado negativo, T: Ternera, U.l.: Unidades internacionales de aglutinacion

Elaboracion: El Autor
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Figura 5.5: Diagrama de caja del Grupo C, con la prueba SAT — EDTA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.6: Cinética de Ac del Grupo C, utilizando la prueba SAT - EDTA
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SAT-EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, U.I: Unidades internacionales de
aglutinacion, Ac: anticuerpos
Elaboracion: EI Autor
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5.1.2.4.- Nivel de persistencia de 1gG en grupos de terneras con diferentes edades
de vacunacién

Para comparar el nivel de persistencia de los anticuerpos 1gG en relacién a la edad de
vacunacion, se estudié la respuesta humoral en los 3 grupos de animales: A (6,10 — 6,87

meses), B (5.10 - 5,93) y C (4,17 — 4,80).

Los resultados de la prueba IELISA, de los grupos A, B y C, se indican en los Cuadros
5.7, 5.8 y 5.9. Como se puede apreciar, existen valores bastante dispersos, al igual que
los resultados con la prueba SAT-EDTA, para lo cual fue necesario realizar diagramas
de caja, con el fin de observar en una representacion grafica basada en cuartiles, los
valores minimos y maximos de anticuerpos detectables por la prueba IELISA de cada

ternera en los diferentes intervalos de tiempo (ver Figuras 5.7, 5.9 y 5.11).

Las Figuras 5.8, 5.10 y 5.12, son curvas que indican el comportamiento de las
Inmunoglobulinas tipo 1gG, en los tres grupos de animales, los puntos que se utilizaron

para graficar dichas curvas, fueron las medianas.

Se puede apreciar en los tres grupos, que las IgG alcanzan su maxima concentracion
entre los 28 y 42 dias despues de la vacunacion (ver Figura 5.14), permaneciendo en
baja cantidad hasta los 98 dias, hasta finalmente desaparecer, esto concuerda con el
estudio de Aguirre, et al (2001), ya que la prueba iELISA que ellos realizaron, arrojo

resultados positivos hasta 70 dias posvacunacion.
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Cuadro 5.7: Resultados de la prueba IELISA, para el Grupo A.

Dias T604| T605] T607 | T608 | T609 ] T610| T611
posvacunacion | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml)
0 () () () | 187 | () () ©)
7 3,75 | 1,87 7,5 15 () 3,75 ()
14 () () () 1375 | () () ©)
21 3,75 | 1,87 7,5 15 187 | 3,75 | 1,87
28 3,75 | 3,75 15 15 1,87 7,5 3,75
35 3,75 () 7,5 7,5 3,75 | 3,75 | 3,75
42 1,87 | 1,87 7,5 7,5 3,75 7,5 3,75
49 3,75 | 1,87 15 7,5 3,75 7,5 3,75
56 3,75 | 1,87 7,5 3,75 | 1,87 7,5 3,75
63 3,75 | 187 | 375 | 375 | 1,87 7,5 3,75
70 1,87 (-) 1,87 | 3,75 () 3,75 | 3,75
77 187 | 187 | 187 | 187 | 1,87 | 3,75 | 1,87
84 1,87 () 187 | 1,87 | 187 | 1,87 )
98 1,87 () 187 | 1,87 | 187 | 1,87 )
112 187 | () () () () | 187 | ()
126 ) () () () () | 187 | ()
140 ) () () () 187 | 187 | ()
154 () () () () | 187 | 1,87 | ()
168 () () | 187 | () () () ()
175 (-) (-) 1,87 () () 1,87 SP
182 (-) (-) 1,87 SP X 1,87 ()
189 1,87 (-) 1,87 () X 1,87 | 3,75
196 1,87 (-) 1,87 () X 1,87 | 3,75
203 (-) (-) 1,87 () X () 3,75
210 (-) (-) (-) (-) X 1,87 | 3,75
217 (-) (-) 1,87 (-) X 1,87 | 3,75
224 (-) (-) 1,87 (-) X 1,87 | 3,75
238 (-) (-) (-) (-) X 1,87 | 3,75
252 (-) (-) 1,87 (-) X 1,87 ()
266 () () () () X () Q)
280 () () () () X () ()
294 () () () () X | 375 | ()
322 () () () () X | 187 | ()
350 () () () () X () ()
378 () () () () X () ()

(-): Resultado negativo, T: Ternera; SP: Suero perdido, x: Sin muestra, u/ml: Unidades por mililitro

Elaboracion: El Autor
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Figura 5.7: Diagrama de caja del Grupo A, con la prueba iELISA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.8: Cinética de Ac del Grupo A, utilizando la prueba iELISA
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iIELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto, Ac: Anticuerpos

Elaboracion: El Autor
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Cuadro 5.8: Resultados del Grupo B, con la prueba iIELISA

Dias T612 | T613 | T614 | T615 ]| T616 | T617 | T618 | T619 | T620 | T 621
Posvacunacion | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (W/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (U/ml) | (u/ml) | (U/ml)
0 () () () () () () () ©) ©) ©)
7 7,5 7,5 () 3,75 15 3,75 () () 3,75 | 3,75
14 () 3,75 () () 1,87 () () ©) ©) ©)
21 7,5 7,5 3,75 7,5 30 3,75 1,87 3,75 15 7,5
28 15 15 3,75 15 30 7,5 1,87 15 15 15
35 15 7,5 7,5 15 30 7,5 1,87 15 15 15
42 7,5 7,5 7,5 15 30 7,5 1,87 15 15 15
49 7,5 7,5 7,5 15 30 7,5 1,87 3,75 15 15
56 7,5 7,5 7,5 15 30 7,5 1,87 15 7,5 15
63 7,5 3,75 3,75 7,5 15 3,75 () 7,5 15 15
70 3,75 3,75 3,75 3,75 15 3,75 () 7,5 () 15
77 7,5 3,75 3,75 15 1,87 () 7,5 () 7,5
84 3,75 3,75 3,75 3,75 15 1,87 () 3,75 () 7,5
98 1,87 3,75 3,75 1,87 75 () () 3,75 3,75 7,5
112 () 3,75 1,87 1,87 7,5 () () 3,75 1,87 | 3,75
126 (-) X 1,87 1,87 3,75 () () 1,87 1,87 X
140 (-) X 1,87 1,87 3,75 3,75 () 1,87 (-) X
154 (-) X X 1,87 3,75 1,87 () 1,87 1,87 X
168 1,87 X X () 3,75 () () 1,87 SP X
175 1,87 X X 3,75 1,87 () () 1,87 1,87 X
182 1,87 X X 3,75 1,87 1,87 3,75 1,87 () X
189 1,87 X X 1,87 1,87 3,75 () 1,87 () X
196 1,87 X X 3,75 1,87 3,75 () 1,87 () X
203 1,87 X X 3,75 () 1,87 1,87 1,87 () X
210 1,87 X X 7,5 1,87 1,87 (-) 1,87 () X
217 3,75 X X 7,5 1,87 1,87 (-) 1,87 () X
224 1,87 X X 3,75 1,87 (-) (-) 1,87 7,5 X
238 (-) X X 1,87 1,87 (-) (-) 3,75 7,5 X
252 (-) X X 1,87 1,87 (-) (-) () 3,75 X
266 (-) X X 1,87 1,87 (-) (-) 1,87 () X
280 1,87 X X 1,87 1,87 (-) (-) 1,87 (-) X
294 1,87 X X 1,87 1,87 1,87 (-) 1,87 1,87 X
322 1,87 X X 1,87 1,87 (-) (-) () ) X
350 () X X 1,87 () () () () () X
378 1,87 X X 1,87 1,87 (-) (-) 1,87 (-) X

Elaboracion: El Autor

(-): Resultado negativo, T: Ternera, x: Sin muestra, u/ml: Unidades por mililitro
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Figura 5.9: Diagrama de caja del Grupo B, con la prueba iELISA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.10: Cinética de Ac del Grupo B, utilizando la prueba iELISA
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iIELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto, Ac: Anticuerpos

Elaboracion: El Autor
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Cuadro 5.9: Resultados de la prueba iELISA, para el Grupo C.

Dias T 622 T 623 T 624 T625 | T626 | T627 | T 628
posvacunacion (u/ml) (u/ml) (u/ml) (u/ml) | (u/ml) | (u/ml) | (U/ml)
0 () 3,75 7,5 () () 3,75 3,75
7 7,5 1,87 3,75 3,75 () 1,87 1,87
14 1,87 1,87 3,75 () () 1,87 3,75
21 7,5 1,87 3,75 7,5 3,75 3,75 3,75
28 7,5 1,87 3,75 7,5 1,87 1,87 3,75
35 7,5 1,87 3,75 3,75 1,87 3,75 3,75
42 7,5 1,87 3,75 3,75 1,87 3,75 3,75
49 3,75 1,87 3,75 3,75 15 3,75 3,75
56 3,75 () 3,75 3,75 1,87 3,75 3,75
63 3,75 1,87 3,75 3,75 1,87 3,75 3,75
70 1,87 () 3,75 3,75 1,87 1,87 3,75
77 1,87 (-) 1,87 3,75 () 1,87 3,75
84 1,87 () 1,87 3,75 () 1,87 3,75
98 1,87 () 1,87 1,87 () ) 1,87
112 () () () () 3,75 () 1,87
126 1,87 () 3,75 () 1,87 ) 1,87
140 @) @) 1,87 () ) ) 1,87
154 1,87 () 1,87 () () 1,87 1,87
168 () () () () () () 1,87
175 () (-) 3,75 1,87 () () 1,87
182 () () () () () () 1,87
189 () () () () () 187 | 375
196 () () 187 () 187 () ()
203 () () 1,87 () () () ()
210 () () 1,87 () () Q) Q)
217 () 1,87 () () () Q) Q)
224 () () () () () Q) 1,87
238 () () () () () 1,87 Q)
252 () () () () () Q) 1,87
266 () () () () () Q) 1,87
280 () () () () () () ()
294 (-) (-) (-) 1,87 (-) 1,87 1,87
322 () () 1,87 () () () ()
350 () () 3,75 () 1,87 () ()
378 () () 1,87 () () () ()

(-): Resultado negativo, T: Ternera, u/ml: Unidades por mililitro

Elaboracion: El Autor
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Figura 5.11: Diagrama de caja del Grupo C, con la prueba iELISA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.12: Cinética de Ac del Grupo C, utilizando la prueba iELISA
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iIELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto, Ac: Anticuerpos

Elaboracion: El Autor

103




5.1.2.5.- Respuesta humoral de los diferentes grupos

Figura 5.13: Cinetica de anticuerpos por grupos con diferentes edades, utilizando la
prueba SAT-EDTA
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Elaboracion: El Autor

Figura 5.14: Cinética de anticuerpos por grupos con diferentes edades, utilizando la
prueba iIELISA
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Elaboracion: El Autor
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Las IgM e IgG del grupo A, By C, aparecen a los 7 dias, habiendo un descenso a los 14
dias (ver Figuras 5.13 y 5.14), esto se debe probablemente a que hubo un “pull” de
reserva, el cual se activd ante la presencia del antigeno vacunal, agotandose

inmediatamente, por ello el descenso de las Inmunoglobulinas al dia 14 (Garcia, 2003).

Los animales del Grupo A, que se encuentran en la edad de 6,10 a 6,87 meses, presentan
una respuesta inmune humoral baja, puesto que de acuerdo al manejo que se lleva a
cabo en la hacienda “El Prado”, a esta edad, los animales ya han salido de los corrales,
para dirigirse a los potreros, su dieta ha cambiado, asi como las condiciones
ambientales. Es decir se enfrentan a otro escenario al que no estan acostumbrados, por
lo que el Sistema Inmune esta trabajando en forma severa produciendo asi, baja
cantidad de anticuerpos ante el antigeno vacunal (Garcia, 2008), a esto se debe la baja

respuesta inmunitaria, como se aprecia en las Figuras 5.13 y 5.14.

En el Grupo C, se encuentran los animales de 4,17 a 4,87 meses, como se puede ver,
tampoco reaccionan adecuadamente ante la vacuna. A esta edad, los animales auln
siguen protegidos con los anticuerpos transferidos por la madre mediante el calostro,
gue junto con los anticuerpos presentes en la leche (IgA), bloguean al antigeno vacunal,
sin permitir que reaccione el Sistema Inmune Humoral y se produzcan asi anticuerpos

de tipo 1gG (Tizard 1995).

El grupo que mejor respuesta humoral tiene, es el B (ver Figuras 5.13 y 5.14), en el cual
se encuentran los animales con una edad de 5,10 a 5,93 meses. Esto se debe
probablemente a que en esta edad los anticuerpos calostrales estan presentes pero en una

minima cantidad, por ello no bloguean el antigeno vacunal (Tizard, 1995) y también se
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encuentran protegiendo a los animales, quienes empiezan a enfrentar potreros, nuevas
dietas y clima diferente, dando oportunidad al Sistema Humoral que produzca

anticuerpos ante la presencia de la vacuna.

5.1.2.6.- IgM vs 1gG

Figura 5.15: Cinética de las Inmunoglobulinas de tipo 1gG e IgM, mediante las pruebas
IELISAy SAT-EDTA
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SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA: “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” indirecto, U.l.: Unidades Internacionales de aglutinacion

Elaboracion: EI Autor

En estos animales, que han sido previamente vacunados con la Cepa 19, las IgM
aparecieron primero, al cabo de 7 dias, después su concentracion disminuyo, pero no
desaparecieron, estando presentes hasta los 77 dias aproximadamente (ver Figura 5.15),
lo cual se asemeja con el estudio de Aguirre et al, 2001, puesto que la prueba SAT que

realizaron permitio detectar Ac de tipo IgM hasta el dia 49.
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A continuacion, aparecieron las 1gG, a los 14 dias, y alcanzaron titulos maximos entre
los 35 y 56 dias. Segun Ortiz et al (2007) y Szyfres (2000), estas inmunoglobulinas
desaparecen méas répidamente que las IgM, perdurando aproximadamente 6 meses
después de la vacunacion, siempre y cuando no exista una infeccion, ya que si la hay,
esta inmunoglobulina es la que persiste con altas concentraciones en el suero de

animales enfermos (Szyfres, 2000).

Al parecer, los animales utilizados en el estudio, no presentan anticuerpos de infeccion,
puesto que, cuando ocurre una infeccidn natural o experimental (vacunacidn) con cepas
de Brucella abortus, aparecen las IgM seguidas de 1gG; si se trata de una infeccion, la
concentracion de IgM declina, mientras que las 1gG tienden a persistir todo el tiempo
que el animal esta infectado (Samartino, 2000; citado por Ortiz et al, 2007), por ello en
animales con brucelosis cronica, la 1gG es la inmunoglobulina principal, y a veces la
Unica detectable. (Szyfres, 2000). En consecuencia, la diferencia principal entre
animales vacunados e infectados es la perdurabilidad de la 1gG en estos ultimos
(Szyfres, 2000). Esto no sucede en la Figura 5.15, ya que las IgG desaparecen al dia 196
y a partir de este dia, IELISA presento6 bajas unidades hasta el dia 252, dando finalmente

resultados negativos a partir de este dia hasta el dia 378 (Anexo B).

5.1.3.- Resultados en muestreos posteriores a la revacunacion

Los animales fueron revacunados con la Cepa RB51, a la edad de 10 a 12 meses, sin
presentar resultados positivos en ningun animal, debido a que es una cepa rugosa
carente de la cadena O (Villarroel et al, 2000; SAG, 2004; Schurig et al, 2002), y como
las pruebas inmunoldgicas utilizadas estan dirigidas a la deteccion de Ac contra

Brucella en fase lisa, no hubo generacion de anticuerpos (ver Anexo B).
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5.2.- Analisis de Supervivencia

5.2.1.- Método de Kaplan Meier por grupos de diferente edad al momento de la
vacunacion:

Con los grupos establecidos, de acuerdo a la edad de los animales: A = terneras de 6,10
a 6,87 meses; B = terneras de 5,10 a 5,93 meses y C = terneras de 4,17 a 4,8 meses, se
calculé la proporcién acumulativa de anticuerpos que duraron hasta el tiempo t, para

cada prueba serologica.

5.2.1.1.- Método de Kaplan Meier con la prueba RB

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Para el Grupo A, una media de 95; para
el Grupo B, una media de 129,75 y para el Grupo C, una media de 28,85. El test log —
rank, para comparacion de curvas de supervivencia encontrd diferencias significativas
(p<0,05) entre ellas. El calculo de la proporcion acumulativa de anticuerpos detectables

se indica en el Cuadro 5.10.

El Grupo C, cuyos animales son los mas jovenes (4,17 a 4,80 meses), presenta el
promedio de supervivencia de anticuerpos 1IgG mas bajo (28,85 dias); debido a que esta
inmunoglobulina es la primera en desaparecer después de la vacunacién (Szyfres,
2000), ademas, también influye la edad de los animales, ya que segun Pastoret (1997),
en terneras jovenes los anticuerpos desaparecen mas rapidamente, aproximadamente en
dos meses empiezan a reportar resultados negativos; siempre y cuando no se trate de
infeccidn, porque en este caso la que persiste a lo largo del tiempo es la IgG (Ortiz et al,

2007)
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Sin embargo, en el presente estudio, existen terneras que son positivas para RB, hasta
el dia 154 (Ver Anexo B), probablemente se deba a la especificidad de la prueba, la
cual es del 65% (Donate et al, 1971), razén por la cual, estos animales pueden ser
falsos positivos. Se podria hablar de una infeccion, por lo nombrado anteriormente
acerca de la persistencia de 1gG, pero este no es el caso porque la prueba iIELISA, cuya
especificidad es mas alta, 99,9% (Dohoo et al, 1986, Rojas & Alonso, 1994; citados
pos Nielsen, 2002), arroja resultados negativos y pocos casos positivos pero con tan
solo 1,87 u/ml, pudiéndose tratar de casos falsos positivos, o también porque el PSO
de Brucella abortus posee epitopes compartidos con otras especies bacterianas como
Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Salmonella landau, Pseudomona maltophilia,
Escherichia coli, siendo éstas responsables de reactividad cruzada en las pruebas RB y

IELISA que se basan en la deteccion de Ac hacia este Ag (OIE, 2007).

El grupo B, cuyos animales tenian una edad de 5,10 a 5,93 meses al momento de la
vacunacion, presentaron el promedio de supervivencia de anticuerpos mas alto (129,75
dias); concordando con en el estudio de Szyfres (2000), quién afirma que terneras

vacunadas a los 6 meses, tardan en negativizarse aproximadamente 6 meses.
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Cuadro 5.10: Método para calcular la curva de supervivencia de Kaplan Meier con la

prueba RB
Arete Tiempo de No. de Orden de las n-r
duracién de Ac en orden observaciones no T n-r+1
dias censuradas
GRUPO A
604 70 1 1 (8-1)/(8-1+1)=0,88 0,88
605 84 2 2 (8-2)/(8-2+1)=0,86 0,76
606 2% 3 --
607 49 4 4 8-4)/(8-4+1)=0,8 0,61
608 56 5 5 (8-5)/(8-5+1)=0,75 0,46
609 175* 6 --
610 175 7 7 B8-7I(8-7+1)=05 0,23
611 56 8 8 (8-8)/(8-8+1)=0 0,0
GRUPO B
612 98 1 1 (11-1)/(11-1+1)=0,91 0,91
613 84* 2 --
614 56* 3 --
615 182 4 4 (11-4)/(11-4+1)=10,88 0,80
616 77 5 5 (11-5)/(11-5+1)=0,86 0,69
617 280 6 6 (11-6)/(11-6+1)=10,83 0,57
618 28 7 7 (11-7)/(11-7+1)=0,8 0,46
619 84 8 8 (11-8)/(11-8+1)=10,75 0,35
620 63 9 9 (11-9)/(11-9+1)=10,67 0,23
621 112* 10 --
622 35 11 11 (11-11)/(11-11+1)=0 0,0
GRUPO C
623 2 1 1 7-1D/(7-1+1)=0,86 0,86
624 42 2 2 (7-2)/(7-2+1)=0,83 0,71
625 56 3 3 (7-3)/(7-3+1)=0,8 0,57
626 49 4 4 7-4HI(7-4+1)=0,75 0,43
627 2 5 5 (7-5)/(7-5+1)=0,67 0,29
628 2 6 6 (7-6)/(7-6+1)=05 0,14
629 2 7 --

(*): Observacidn censurada; Ac: anticuerpos; n: tamafio de la muestra; r: rango no censurado

Elaboracion: El Autor

La probabilidad de supervivencia puede representarse graficamente como se muestra la

Figura 5.16.
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Figura 5.16: Distribucion de supervivencia de anticuerpos de los grupos A, By C, con
la prueba RB.
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Elaboracion: El Autor

5.2.1.2.- Método de Kaplan Meier con la prueba SAT-EDTA

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Para el Grupo A, una media de 87; para
el Grupo B, una media de 190,909 y para el Grupo C, una media de 85,57. El test log —
rank, para comparacion de curvas de supervivencia encontré diferencias significativas
(p<0,05) entre ellas. El calculo de la proporcion acumulativa de anticuerpos detectables

por la prueba SAT - EDTA se indica en el Cuadro 5.11.
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Cuadro 5.11: Método para calcular la curva de supervivencia de Kaplan Meier con la
prueba SAT-EDTA

Arete Tiempo de No. de Orden de las n-r
duracién de Acen orden observaciones no T n-r+1_
dias censuradas
GRUPO A
604 49 1 1 (8-1)/(8-1+1)=0,88 0,88
605 77 2 2 (8-2)/(8-2+1)=0,86 0,76
606 2% 3 --
607 63 4 4 (8-4)/(8—-4+1)=0,8 0,61
608 77 5 5 (8-5)/(8-5+1)=0,75 0,46
609 175* 6 --
610 140 7 7 8-7)/(8-7+1)=0,5 0,23
611 63 8 8 (8-8)/(8-8+1)=0 0,0
GRUPO B
612 322 1 1 (11-1)/(11-1+1)=0,91 0,91
613 112* 2 --
614 112* 3 --
615 217 4 4 (11-4)/(11-4+1)=10,88 0,80
616 98 5 5 (11-5)/((11-5+1)=0,86 0,69
617 322 6 6 (11-6)/((11-6+1)=0,83 0,57
618 49 7 7 (11-7)/(11-7+1)=0,8 0,46
619 175 8 8 (11-8)/((11-8+1)=0,75 0,35
620 84 9 9 (11-9)/(11-9+1)=0,67 0,23
621 112* 10 --
622 56 11 11 (11-11)/(11-11+1)=0 0,0
GRUPO C
623 2 1 1 7-1/(7-1+1)=0,86 0,86
624 28 2 2 (7-2)/(7-2+1)=0,83 0,71
625 182 3 3 (7-3)/(7-3+1)=0,8 0,57
626 84 4 4 (7-8/(7-4+1)=0,75 0,43
627 2 5 5 (7-5)/(7-5+1)=0,67 0,29
628 182 6 6 (7-6)/(7-6+1)=0,5 0,14
629 2% 7 --

Elaboracion: El Autor

(*): Observacidn censurada; Ac: anticuerpos; n: tamafio de la muestra; r: rango no censurado

Como se puede ver, el Grupo C, cuyos animales tenian una edad de 4,17 a 4,8 meses,

presenta el promedio de supervivencia de anticuerpos IgM mas bajo (85,57 dias); como

se menciond anteriormente, son animales que al ser vacunados a temprana edad,

retienen los anticuerpos menor tiempo (Pastoret et al, 1997).
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En este estudio, las terneras son positivas hasta el dia 126, pero con bajas unidades (30
— 50 U.l.) en SAT-EDTA (ver Anexo B); en este caso puede tratarse de reacciones
cruzadas debidas a anticuerpos originados por bacterias que tienen lipopolisacaridos
superficiales similares a los de Brucella (Diaz et al, 2005), por ello la positividad de la
prueba hasta ese dia. Otra razén, es que se puede tratar de animales falsos positivos

debido a la especificidad de SAT-EDTA, que es del 82% (Ron, 2003).

El grupo A, cuyos animales tenian la mayor edad en el estudio (6,10 a 6,87 meses),
presentaron el promedio de supervivencia de anticuerpos mas alto (190,909 dias); como
se menciond anteriormente, los animales vacunados a edad tardia pueden mantener
anticuerpos aglutinantes que persisten durante mucho tiempo. Las reacciones en estos
casos se deben a la inmunoglobulina M, ya que la 1IgG 2 generalmente desaparece
rapidamente y la 1gG 1 es poca activa en la prueba y ademas su concentracion se reduce

al poco tiempo después de la vacunacion (Pastoret et al, 1995)

La probabilidad de supervivencia puede representarse graficamente como se muestra en

la Figura 5.17.
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Probabilidad de supervivencia

Figura 5.17: Distribucion de supervivencia de anticuerpos de los grupos A, By C, con
la prueba SAT-EDTA
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Elaboracion: El Autor

Las Figura 5.16 y 5.17 indican que los tres grupos de animales, persisten manteniendo
altos niveles de anticuerpos; conforme transcurre el tiempo, los animales van
desapareciendo, pues bajan sus niveles de anticuerpos. Los animales del Grupo C,
desaparecen mas rapidamente que los animales de los grupos A y B, esto se debe a la
edad de vacunacion; como se menciond anteriormente, (Szyfres, 2000), afirma que los
animales vacunados a edad temprana, retienen menos tiempo los anticuerpos y como los
animales del Grupo C, presentaban una edad de 4 meses aproximadamente, sus

anticuerpos desaparecieron mas rapidamente.
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5.2.1.3.- Método de Kaplan Meier con la prueba iELISA

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: para el Grupo A, una media de 205; para
el Grupo B, una media de 307,12 y para el Grupo C, una media de 304,5. El test log —
rank, para comparacion de curvas de supervivencia encontré diferencias significativas
entre ellas (p<0,05). El célculo de la proporcion acumulativa de anticuerpos detectables

por la prueba IELISA se indica en el Cuadro 5.12.

El Grupo A, cuyos animales tenian una edad de 6,10 a 6,87 meses, tiene un promedio de
supervivencia de anticuerpos IgG de 205 dias, el cual es el menor respecto a los otros

grupos, a pesar de ser los animales que mayor edad tenian al momento de la vacunacion.

Sin embargo, como lo menciona (Pastoret et al, 1997), los animales que son vacunados
en una edad tardia, retienen los anticuerpos por mas de 6 meses, Yy esto es lo que sucede

en el grupo A, con un promedio de supervivencia de anticuerpos de 205 dias.

El Grupo C, cuyos animales eran los mas jovenes al momento de la vacunacion (4,17 a
4, 8 meses), tienen un promedio de supervivencia de anticuerpos IgG de 304,5 dias. El
hecho de que estas terneras, siendo las mas jovenes, hayan retenido los anticuerpos mas
tiempo que animales vacunados en edad tardia, puede deberse la presencia de otras
bacterias que tengan el mismo PSO que Brucella, y hayan generado la presencia de

anticuerpos ante este antigeno (Diaz et al, 2005)
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Cuadro 5.12: Método para calcular la curva de supervivencia de Kaplan Meier con la
prueba iIELISA

Arete Tiempo de No. de Orden de las n-r
duracion de Ac orden observaciones “n-r+1
en dias no censuradas
GRUPO A
604 196 1 1 (8-1)/@8-1+1)=0,88 | 0,88
605 77 2 2 (8-2)/(8-2+1)=0,86 | 0,76
606 2% 3 -
607 252 4 4 (8-4)/(8-4+1)=0,8 0,61
608 98 5 5 (8-5)/(8-5+1)=0,75 | 0,46
609 154* 6 -
610 322 7 7 8-7/8-7+1)=0,5 0,23
611 238 8 8 (8-8)/(8-8+1)=0 0,0
GRUPO B
612 378 1 1 (11-1)/11-1+1)=0,91 | 0,91
613 112* 2 -
614 140* 3 --
615 378 4 4 (11-4)/(11-4+1)=0,88 | 0,80
616 378 5 5 (11-5)/(11-5+1)=0,86 | 0,69
617 294 6 6 (11-6)/(11-6+1)=0,83 | 0,57
618 203 7 7 (11-7)/(11-7+1)=0,8 | 0,46
619 378 8 8 (11-8)/(11-8+1)=0,75 | 0,35
620 294 9 9 (11-9)/(11-9+1)=0,67 | 0,23
621 112* 10 -
622 154 11 11 (11-11)/(11-11+1)=0 | 0,0
GRUPO C
623 217 1 1 7-1/(7-1+1)=0,86 | 0,86
624 378 2 2 (7-2)/(7-2+1)=0,83 | 0,71
625 294 3 3 (7-3)/(7-3+1)=0,8 0,57
626 350 4 4 7-4/(7-4+1)=0,75 | 0,43
627 294 5 5 (7-5)/(7-5+1)=0,67 | 0,29
628 294 6 6 (7-6)/(7T-6+1)=0,5 0,14
629 2* 7 -

(*): Observacidn censurada; Ac: anticuerpos; n: tamafio de la muestra; r: rango no censurado

Elaboracion: El Autor

La probabilidad de supervivencia puede representarse graficamente como se muestra en

la Figura 5.18.
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Figura 5.18: Distribucion de supervivencia de anticuerpos de los grupos A, B y C, con
la prueba IELISA
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Elaboracion: El Autor

En la Figura 5.18, se observa que los tres grupos de animales, persisten manteniendo
altos niveles de anticuerpos; conforme transcurre el tiempo, los animales van
desapareciendo, pues baja el nivel de los mismos. Los animales del Grupo A,
desaparecen mas rapidamente que los animales de los grupos B y C, por las razones

nombradas anteriormente.

5.2.2.- Método de Kaplan Meier en hijas de madres reactoras o no a RB

Con los grupos establecidos, de acuerdo a si las terneras en estudio son hijas o0 no de

madres reactoras a RB: 1) Hijas de madres reactoras a RB y 2) = Hijas de madres no
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reactoras a RB, se calculd la proporcion acumulativa de anticuerpos que duraron hasta

el tiempo t, para cada prueba serolégica.

5.2.2.1.- Método de Kaplan Meier con la prueba RB

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Para el Grupo 1, una media de 53,905 y
para el Grupo 2, una media de 105,63. El test log — rank, para comparacion de curvas de
supervivencia no encontrd diferencias significativas entre ellas (p>0,05). El célculo de
la proporcion acumulativa de anticuerpos detectables por la prueba SAT- EDTA se

indica en el Cuadro 5.13.

El Grupo 1, cuyos animales son hijas de madres reactoras a RB, presenta el menor
promedio de supervivencia de anticuerpos (53,905 dias). Sin embargo al observar las
probabilidades de supervivencia en forma gréafica de las pruebas SAT-EDTA y IELISA,
que se presentan mas adelante, se encuentra que no hay diferencia entre las medias, ni
en sus curvas, es decir los anticuerpos tienen casi la misma duracién. La Unica prueba
que encuentra diferencias es RB, ya que aunque es una prueba muy eficaz, su
sensibilidad y especificidad comparada con las pruebas iIELISA y SAT-EDTA es baja

(Ariza, 2000).

Sin embargo la prueba RB es una prueba de aglutinacion rapida muy eficaz, ya que el
medio acido en el que se efectua la prueba favorece considerablemente la expresion del
componente aglutinante de los anticuerpos. Su especificad y sensibilidad para
identificar anticuerpos aglutinantes anti-Brucella, es baja comparada con otras pruebas

como IELISA, pero aun asi es una prueba de screening bastante Gtil, de tal forma que
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solo resulta negativa en la fase aguda de la infeccion y con muy poca frecuencia en las

fases evolucionadas o cronicas de la enfermedad (Aariza, 2000)

Cuadro 5.13: Método para calcular la curva de supervivencia de Kaplan Meier con la
prueba RB

Arete Tiempo de No. de Orden de las n-r
duracién de Acen orden observaciones no T n-r+1
dias censuradas
GRUPO 1
605 84 1 1 (7-1)/(7-1+1) = 0,86
606 2 2 --
612 98 3 3 (7-3)/(7-3+1) = 0,8
623 2 4 4 (7-4)/(7-4+1) = 0,75
624 42 5 5 (7-5)/(7-5+1) = 0,67
628 2 6 6 (7-6)/(7-6+1) = 0,83
629 2 7 --
GRUPO 2
604 70 1 1 (19-1)/(19-1+1) = 0,95
607 49 2 2 (19-2)/(19-2+1) = 0,94
608 56 3 3 (19-3)/(19-3+1) = 0,94
609 175 4 --
610 210 5 5 (19-5)/(19-5+1) = 0,93
611 56 6 6 (19-6)/(19-6+1) = 0,93
613 84 7 --
614 56 8 --
615 63 9 9 (19-9)/(19-9+1) = 0,91
616 77 10 10 (19-10)/(19-10+1) = 0,82
617 280 11 11 (19-11)/(19-11+1) = 0,89
618 28 12 12 (19-12)/(19-12+1) = 0,88
619 84 13 13 (19-13)/(19-13+1) = 0,86
620 63 14 14 (19-14)/(19-14+1) = 0,83
621 112 15 --
622 35 16 16 (19-16)/(19-16+1) = 0,75
625 56 17 17 (19-17)/(19-17+1) = 0,67
626 49 18 18 (19-18)/(19-18+1) = 0,5
627 2 19 19 (19-19)/(19-19+1) =0

(*): Observacidn censurada; Ac: anticuerpos; n: tamafio de la muestra; r: rango no censurado

Elaboracion: El Autor

La probabilidad de supervivencia puede representarse graficamente como se muestra en

la Figura 5.19.
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Figura 5.19: Distribucion de supervivencia de anticuerpos de los grupos 1y 2, con la
prueba SAT - EDTA.

Probabilidad de supervivencia
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Tiempo en dias

1: Terneras hijas de madres reactoras a RB; 2: Terneras hijas de madres no reactoras a RB

Elaboracion: El Autor

5.2.2.2.- Método de Kaplan Meier con la prueba SAT - EDTA

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Para el Grupo 1, una media de 130,78 y
para el Grupo 2, una media de 133,66. El test log — rank, para comparacion de curvas de
supervivencia no encontrd diferencias significativas entre ellas (p>0,05). El calculo de
la proporcion acumulativa de anticuerpos detectables por la prueba SAT-EDTA se

indica en el Cuadro 5.14.
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Cuadro 5.14: Método para calcular la curva de supervivencia de Kaplan Meier con la
prueba SAT-EDTA

Arete Tiempo de No. de Orden de las n-r
duracién de Acen orden observaciones no
dias censuradas n-r+1
GRUPO 1
605 77 1 1 (7-1)/(7-1+1) = 0,86
606 2 2 --
612 322 3 3 (7-3)/(7-3+1) = 0,8
623 2 4 4 (7-4)/(7-4+1) = 0,75
624 28 5 5 (7-5)/(7-5+1) = 0,67
628 182 6 6 (7-6)/(7-6+1) = 0,83
629 2 7 --
GRUPO 2
604 49 1 1 (19-1)/(19-1+1) = 0,95
607 63 2 2 (19-2)/(19-2+1) = 0,94
608 77 3 3 (19-3)/(19-3+1) = 0,94
609 175 4 --
610 140 5 5 (19-5)/(19-5+1) = 0,93
611 63 6 6 (19-6)/(19-6+1) = 0,93
613 112 7 --
614 112 8 --
615 217 9 9 (19-9)/(19-9+1) = 0,91
616 98 10 10 (19-10)/(19-10+1) = 0,82
617 322 11 11 (19-11)/(19-11+1) = 0,89
618 49 12 12 (19-12)/(19-12+1) = 0,88
619 175 13 13 (19-13)/(19-13+1) = 0,86
620 84 14 14 (19-14)/(19-14+1) = 0,83
621 112 15 --
622 56 16 16 (19-16)/(19-16+1) = 0,75
625 182 17 17 (19-17)/(19-17+1) = 0,67
626 84 18 18 (19-18)/(19-18+1) = 0,5
627 2 19 19 (19-19)/(19-19+1) =0

(*): Observacidn censurada; Ac: anticuerpos; n: tamafio de la muestra; r: rango no censurado

Elaboracion: El Autor
La probabilidad de supervivencia puede representarse graficamente como se muestra en

la Figura 5.20.
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Probabilidad de supervivencia

Figura 5.20: Distribucion de supervivencia de anticuerpos de los grupos 1y 2, con la
prueba SAT-EDTA.
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1: Terneras hijas de madres reactoras a RB; 2: Terneras hijas de madres no reactoras a RB

Elaboracion: El Autor

5.2.2.3.- Método de Kaplan Meier con la prueba iELISA

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Para el Grupo 1, una media de 267,4 y
para el Grupo 2, una media de 274,89. El test log — rank, para comparacion de curvas de
supervivencia no encontrd diferencias significativas entre ellas (p>0,05). El calculo de
la proporcion acumulativa de anticuerpos detectables por la prueba iELISA se indica en

el Cuadro 5.15.
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Cuadro 5.15: Método para calcular la curva de supervivencia de Kaplan Meier con la
prueba iIELISA

Arete Tiempo de No. de Orden de las n-r
duracion de Ac orden observaciones T n-r+1
en dias no censuradas
GRUPO 1
605 70 1 1 (7-1)/(7-1+1) = 0,86
606 2% 2 -
612 378 3 3 (7-3)/(7-3+1) = 0,8
623 217 4 4 (7-8)/(7-4+1) = 0,75
624 378 5 5 (7-5)/(7-5+1) = 0,67
628 294 6 6 (7-6)/(7-6+1) = 0,83
629 2* 7 -
GRUPO 2
604 196 1 1 (19-1)/(19-1+1) = 0,95
607 252 2 2 (19-2)/(19-2+1) = 0,94
608 84 3 3 (19-3)/(19-3+1) = 0,94
609 154* 4 --
610 322 5 5 (19-5)/(19-5+1) = 0,93
611 238 6 6 (19-6)/(19-6+1) = 0,93
613 112* 7 --
614 140* 8 -
615 378 9 9 (19-9)/(19-9+1) = 0,91
616 378 10 10 (19-10)/(19-10+1) = 0,82
617 294 11 11 (19-11)/(19-11+1) = 0,89
618 203 12 12 (19-12)/(19-12+1) = 0,88
619 378 13 13 (19-13)/(19-13+1) = 0,86
620 294 14 14 (19-14)/(19-14+1) = 0,83
621 112* 15 -
622 77 16 16 (19-16)/(19-16+1) = 0,75
625 294 17 17 (19-17)/(19-17+1) = 0,67
626 350 18 18 (19-18)/(19-18+1) = 0,5
627 294 19 19 (19-19)/(19-19+1) =0

(*): Observacidn censurada; Ac: anticuerpos; n: tamafio de la muestra; r: rango no censurado

Elaboracion: EI Autor
La probabilidad de supervivencia puede representarse graficamente como se muestra en

la Figura 5.21.
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Probabilidad de supervivencia

Figura 5.21: Distribucion de supervivencia de anticuerpos de los grupos 1y 2, con la
prueba iIELISA.

0.9 —

0.8 —

0.7 —

06 —

0.8 —

04

0.3 —

0.2 —

0.1 —

0.0 —

0 100 200 300 400 500 500

Tiempo en dias

1: Terneras hijas de madres reactoras a RB; 2: Terneras hijas de madres no reactoras a RB

Elaboracion: El Autor

Como se menciond anteriormente, los Grupos 1 y 2, para las pruebas SAT-EDTA y
IELISA, no muestran diferencias significativas en las curvas, es decir, no influye que
sean hijas o0 no de madres reactoras a RB, esto se constata en las Figuras 5.20 y 5.21, las
cuales indican que los dos grupos de animales, persisten manteniendo altos niveles de
anticuerpos; conforme transcurre el tiempo, los animales van desapareciendo, pues

bajan sus niveles de anticuerpos.
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5.3.- Correlacion entre los resultados de las pruebas serologicas (Indice KAPPA)
5.3.1.- Correlacion de los resultados en la Etapa 1

5.3.1.1.- Correlacion de los resultados entre RB 'y SAT-EDTA

La correlacion entre RB y SAT-EDTA fue “casi perfecta” (valor Kappa = 0,880;
p<0,05), para la Etapa 1 (0 — 42 dias posvacunacion), debido a que la prueba SAT-
EDTA detecta IgM y aunque RB detecta 1gG, también detecta IgM, pero en menor
cantidad, por ello que 118 sueros fueron positivos y 42 sueros arrojaron resultados
negativos para las dos pruebas (ver Cuadro 5.16). Esto se verifica en el estudio realizado
por Calva et al, 2007; en el que recolectaron 162 muestras sanguineas de humanos
provenientes de 9 camales de la Sierra Norte del Ecuador (Pichincha, Imbabura y
Carchi), entre Septiembre 2006 y Febrero 2007; los sueros fueron analizados con las
pruebas RB, SAT-EDTA y iELISA. En este estudio la correlacion entre RB y SAT—

EDTA fue “buena” (valor Kappa = 0,61).

Sin embargo, existen 5 sueros que siendo positivos para SAT-EDTA, resultan negativos
para RB (ver Cuadro 5.16), debido a que SAT — EDTA, detecta IgM, y estas
inmunoglobulinas son las primeras en aparecer en esta etapa, mientras que RB, detecta
IgG, y éstas alcanzan su maxima concentracion después de los 42 dias

aproximadamente.

En el Cuadro 5.16, también se puede observar que existen 3 sueros que siendo positivos
para RB, arrojan resultados negativos para SAT-EDTA, esto pudo ser debido al
fendbmeno de Prozona ocurrido en la prueba SAT-EDTA, que es un exceso de
anticuerpos bloqueantes, que impiden la union de los Ac aglutinantes con el antigeno,

dando resultados negativos (Ron, 2003)
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Cuadro 5.16: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas RB y SAT —
EDTA para la Etapa 1

RB
@ O TOTAL
SAT-EDTA (+) 118 5 123
) 3 42 45
TOTAL 121 47 168

RB: Rosa de Bengala, SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA

Elaboracion: El Autor

5.3.1.2.- Correlacion de los resultados entre RB y iELISA

La correlacién entre RB y iELISA fue “regular” (valor Kappa = 0,282; p = 0,081), para
la Etapa 1 (0 — 42 dias posvacunacion). Estas dos pruebas detectan Inmunoglobulinas
tipo 1gG, por ello 100 sueros son positivos para ambas pruebas mientras 21 sueros son
negativos (ver Cuadro 5.17). Sin embargo la correlacion es baja, puesto que 26 sueros
siendo positivos para iIELISA, arrojaron resultados negativos para RB, esto se debe a la
sensibilidad de la prueba, ya que segun Van Aert et al, 1984; Samartino et al, 1999 y
Rojas & Alonso 1994; citados pos Nielsen, 2002, iELISA tiene una sensibilidad mas

alta que RB (iELISA = 98,6% y RB = 21%).

Otra de las razones por las que la correlacion es baja, es que en la Etapa 1, las
Inmunoglobulinas que mayor concentracion alcanzan son las IgM, y éstas son
detectadas en cantidades bajas por la prueba RB, mientras que IELISA detecta
Inmunoglobulinas tipo 1gG, por ello, 21 sueros son negativos para iIELISA, y positivos

para RB (ver Cuadro 5.17).

En el estudio realizado por Calva et al, 2007, la correlacion entre estas dos pruebas fue

“buena” (valor Kappa = 0,612), esto probablemente se debe a que las personas en
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estudio presentaban una infeccion cronica donde la Unica Inmunoglobulina detectable es

la 1gG (Ortiz et al, 2007 y Szyfres, 2000), y tanto RB como iELISA detectan tal Ac.

Cuadro 5.17: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas RB y iELISA para
la Etapa 1

RB
+) @ TOTAL
iELISA ) 100 26 126
0 21 21 42
TOTAL 121 47 168

RB: Rosa de Bengala, iIELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto

Elaboracion: El Autor

5.3.1.3.- Correlacion de los resultados entre SAT — EDTA y iELISA

La correlacion entre SAT-EDTA y iELISA fue “regular” (valor Kappa = 0,271; p =
0,082), para la Etapa 1 (0 — 42 dias posvacunacion), debido a que la prueba SAT-EDTA
detecta Inmunoglobulinas tipo IgM (aparecieron a los 7 dias, alcanzando su maxima
concentracion a los 15 a 21 dias), mientras que lelisa reconoce, IgG (aparecieron a los
15 a 21 dias, alcanzando su maxima concentracion despues de los 42 dias), por ello se
da el caso de que 22 sueros fueron positivos para SAT-EDTA, pero negativos para

IELISA (ver Cuadro 5.18).

Cuadro 5.18: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas SAT-EDTA y
IELISA, para la Etapa 1

SAT-EDTA
O) 0 TOTAL
iELISA +) 101 25 126
&) 22 20 42
TOTAL 123 45 168

SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA: “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” indirecto

Elaboracion: El Autor
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5.3.2.- Correlacion de los resultados en la Etapa 2

5.3.2.1.- Correlacion de los resultados entre RB y SAT -EDTA

La correlacion entre RB y SAT-EDTA fue “buena” (valor Kappa = 0,481; p = 0,053),
para la Etapa 2 (49 — 140 dias posvacunacion), debido a que la prueba SAT-EDTA
detecta IgM y aunque RB detecta 1gG, también reconoce IgM, pero en menor cantidad,
por ello que 64 sueros fueron positivos para las dos pruebas y 111 sueros resultaron
negativos (ver Cuadro 5.19) Esto se verifica en el estudio realizado por Calva et al,
2007; donde la correlacion entre las dos pruebas también fue “buena” (valor Kappa =

0,61).

A pesar de la buena correlacion entre estas dos pruebas, existen 8 sueros que siendo
positivos para RB, son negativos para SAT-EDTA, debido a que RB detecta 1gG
(Inmunoglobulina que alcanza mayor concentracion en la Etapa 2), mientras que SAT -
EDTA, reconoce IgM (Inmunoglobulina que en la Etapa 2, empieza a reducir su
concentracion en el suero, siendo dificil de detectar por las pruebas seroldgicas). Sin
embargo existen 53 sueros que fueron negativos para RB, y positivos para SAT-EDTA,
esto se debe probablemente a que en estos sueros la concentracion de IgM, se mantenia
alta aln y la de 1gG empez0 a decaer, ya que esta desaparece mas rapidamente que la
IgM (Tizard, 1995)

Cuadro 5.19: Relacién entre los resultados obtenidos en las pruebas RB y SAT —
EDTA, para la Etapa 2

RB
O) 0 TOTAL
SAT-EDTA +) 64 53 117
0 8 111 119
TOTAL 72 164 168

RB: Rosa de Bengala, SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA

Elaboracion: El Autor
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5.3.2.2.- Correlacion de los resultados entre RB y iELISA

La correlacion entre RB y iELISA fue “minima” (valor Kappa = 0,180; p <0,05), para la
Etapa 2 (49 — 140 dias posvacunacién). Estas dos pruebas detectan Inmunoglobulinas
tipo 1gG, por ello 66 sueros son positivos para ambas pruebas y 55 sueros son negativos
(ver Cuadro 5.20). Aln asi, la correlacion entre RB y iELISA es baja, puesto que
existieron 109 sueros que siendo negativos para RB, fueron positivos para iIELISA (ver
Cuadro 5.20). Esto se debe a que la sensibilidad de IELISA es mas alta que RB (Van
Aert et al, 1984; Samartino et al, 1999 y Rojas & Alonso 1994; citados pos Nielsen,
2002).

Cuadro 5.20: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas RB y iELISA, para
la Etapa 2

RB
+) 0 TOTAL
iELISA ©) 66 109 175
&) 6 55 61
TOTAL 72 164 236

RB: Rosa de Bengala, iIELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto

Elaboracion: El Autor

5.3.2.3.- Correlacion de los resultados entre SAT-EDTA y iELISA

La correlacion entre SAT-EDTA y iELISA fue “regular” (valor Kappa = 0,299; p =
0,054), para la Etapa 2 (49 — 140 dias posvacunacion), debido a que la prueba SAT —
EDTA detecta Inmunoglobulinas tipo IgM (alcanzaron su maxima concentracion a los
21 dias, después siempre arrojaron resultados negativos), mientras que IELISA, 1gG
(alcanzaron su maxima concentracion después de los 42 dias), es por ello que 70 sueros

siendo positivos para IELISA, fueron negativos para SAT-EDTA (ver Cuadro 5.21).
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Cuadro 5.21: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas SAT-EDTA y
IELISA, para la Etapa 2

SAT —EDTA
+) 0 TOTAL
iELISA ) 104 70 174
&) 13 49 62
TOTAL 117 119 236

SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA: “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” indirecto

Elaboracioén: EI Autor

5.3.3.- Correlacion de los resultados en la Etapa 3

5.3.3.1.- Correlacion de los resultados entre RB y SAT —-EDTA

La correlacién entre RB y SAT-EDTA fue “regular” (valor Kappa = 0,359; p = 0,081),
para la Etapa 3 (154 — 378 dias posvacunacion), puesto que la prueba RB detecta
Inmunoglobulinas tipo IgG y en menor cantidad las IgM, por el contrario, la prueba
SAT — EDTA, detecta Inmunoglobulinas tipo IgM y pequefias cantidades de 1gG
(Castro et al, 2006). Segun Tizard (1995); las Inmunoglobulinas tipo 1gG, pueden
perdurar hasta 6 meses después de la vacunacion, mientras que las IgM, estan presentes
por varios meses 0 algunas veces hasta afios después de la vacunacion. Tal hecho se
suscita en este caso, ya que 33 sueros siendo positivos para SAT-EDTA, resultaron

negativos para RB (ver Cuadro 5.22).

Cuadro 5.22: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas RB y SAT-EDTA,
para la Etapa 3.

RB
O) 0 TOTAL
SAT _EDTA () 11 33 44
&) 1 315 316
TOTAL 12 348 360

RB: Rosa de Bengala, SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA,

Elaboracion: El Autor
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5.3.3.2.- Correlacion de los resultados entre RB y iELISA

La correlacion entre RB y iELISA fue “regular” (valor Kappa = 0,263; p = 0,086), para
la Etapa 3 (154 - 378 dias posvacunacion). Estas dos pruebas detectan
Inmunoglobulinas tipo 1gG, pero la sensibilidad de iELISA, es mas alta que RB (Van
Aert et al, 1984; Samartino et al, 1999 y Rojas & Alonso 1994; citados pos Nielsen,
2002) por ello que 29 sueros siendo positivos para IELISA, fueron negativos para RB
(ver Cuadro 5.23), a esto probablemente se debe la baja correlacién entre estas dos
pruebas.

Cuadro 5.23: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas RB y iELISA, para
la Etapa 3

RB

+) 0 TOTAL
iELISA (+) 7 29 36
& 4 320 324
TOTAL 11 349 360

RB: Rosa de Bengala, iIELISA: “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” indirecto

Elaboracion: EI Autor

5.3.3.3.- Correlacion de los resultados entre SAT — EDTA y iELISA

La correlacion entre SAT-EDTA y iELISA fue “minima” (valor Kappa = 0,185; p <
0,05), para la Etapa 3 (154 — 378 dias posvacunacion), debido a que SAT-EDTA
detecta Inmunoglobulinas tipo IgM y iELISA, 1gG. Otra razén por la que existe una
baja correlacion es que en la Etapa 3, las Inmunoglobulinas que deben estar presentes
son las IgM ya que como se mencion6 anteriormente, las 1gG, pueden perdurar hasta 6
meses después de la vacunacion, mientras que las IgM, pueden estar presentes hasta
después de varios meses 0 hasta afios; sin embargo en el Cuadro 5.24, se puede
observar que 105 sueros son negativos para SAT-EDTA mientras que para iELISA,

resultan positivos, esto probablemente se debe a que los 105 sueros son positivos con
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tan solo 1,87 unidades por ml para IELISA, motivo por el cual se puede tratar de sueros

falsos positivos.

Cuadro 5.24: Relacion entre los resultados obtenidos en las pruebas SAT — EDTA y
IELISA, para la Etapa 3

SAT —EDTA
+) 0 TOTAL
iELISA ©) 30 105 135
() 14 211 225
TOTAL 44 316 360

SAT — EDTA: “Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA, iELISA: “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” indirecto

Elaboracion: El Autor

V1. CONCLUSIONES

1. La vacunacion con la Cepa 19 estimulo la aparicion de la inmunoglobulina M
(IgM), al cabo de 7 dias y alcanzé titulos méximos a los 14 dias (960 U.L.).
Luego, en el dia 35, su concentracion en el suero fue reduciendo, pero sin
desaparecer, permaneciendo detectables hasta el dia 217. Las inmunoglobulinas
G (IgG), aparecieron casi al mismo tiempo que las IgM (7 — 14 dias), y
alcanzaron titulos maximos entre los 35 y 56 dias posvacunacion (15
unidades/ml), siendo reconocidas hasta el dia 203.

2. En la Etapa 1 (0 — 42 dias posvacunacién) y en la Etapa 2 (49 — 140 dias
posvacunacion), hay mayor cantidad de Inmunoglobulina M (IgM), por lo tanto
la mejor concordancia fue entre las pruebas SAT-EDTA y RB (valor Kappa =
0,880), puesto que la primera prueba detecta la inmunoglobulina M (IgM) y
aungue RB reconoce la inmunoglobulina G (IgG), también detecta IgM, pero en
menor cantidad. En la Etapa 3 (154 — 378 dias posvacunacion), ninguna

correlacién fue buena, ya que SAT-EDTA reconoce IgM, mientras que iIELISA
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y RB, detectan IgG, sin embargo deberia existir una buena correlacion entre
éstas dos Ultimas pruebas, pero tal hecho no ocurre, debido a que IELISA, posee
una mayor sensibilidad.

La vida media de los anticuerpos posvacunales depende de la edad de
vacunacion, cuanto mas joven es el animal, menor tiempo retiene tales
anticuerpos, motivo por el cual, la edad 6ptima para vacunar terneras es entre los
4y 6 meses de edad.

La vida media de los anticuerpos posvacunales en terneras que son hijas de
madres positivas a Brucelosis, no se diferencia de la vida media de anticuerpos
de terneras, cuyas madres son negativas.

La Cepa RB 51 no provoca interferencias con el diagndstico, ya que al carecer
de la cadena O, no genera anticuerpos que confundan con el diagndéstico de las

pruebas serologicas.

VIlI. RECOMENDACIONES

No se debe vacunar terneras en edades tempranas (menor a 3 meses) ni a edades
tardias (mayores a 7meses) puesto que en el primer caso la inmunidad pasiva,
proveniente de la madre, bloquea la inmunidad activa y en el segundo caso, las
terneras con esa edad retienen mayor tiempo los anticuerpos provocando
interferencias con el diagndstico.

En lugares con alta prevalencia de Brucelosis, es recomendable realizar la
prueba Rosa de Bengala, debido a que ofrece una aproximacion diagndstica en
pocos minutos, y por su simplicidad es muy util como prueba de despistaje
inicial o screening, pero en lugares con baja prevalencia, es recomendable

realizar pruebas confirmatorias como IELISA “Enzyme Linked Immunosorbent
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Assay” indirecto, por su alta sensibilidad y especificidad. Cuando se sospeche de
que exsiten infecciones recientes, es recomendable aplicar la prueba SAT-EDTA
(“Serum Agglutination Test” en presencia de EDTA).

3. Se puede revacunar animales a edad adulta (mayores a 12 meses), con la Cepa

RB51, puesto que no ocasiona interferencias con el diagndstico.
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UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS

Prueba Rosa de Bengala (RB)

HOJA N° 1 Especie: bovinos Fecha:
Fecha muestreo Procedencia:
N° de Lote 3BGT 25 Fecha exp: Resp JR. MFM
PLACA 1 P () S () N ()
1A 1A
SC(+) IA3 IA7 11 15 IA 19
1A 1A
SC(-) IA 4 IA8 12 16 IA 20
1A 1A
A1l IA5 IA9 13 17 A 21
1A 1A 1A
IA 2 IA 6 10 14 18 IA 22
PLACA 2 P () S () N ()
1A 1A 1A 1A
IA 23 27 31 35 39 IA 43
1A 1A 1A 1A
IA 24 28 32 36 40 IA 44
1A 1A 1A 1A
IA 25 29 33 37 41 IA 45
1A 1A 1A 1A
IA 26 30 34 38 42 IA 46

Anexo A: Hoja de Trabajo diario de la prueba Rosa de Bengala (RB)
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Anexo B: Preparacion de la hoja de protocolo iELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9
A (2/270)  (1/540) (1/1080) (1/2160) (1/4320) (1/8640) (1/8640) BS BB
B (2/270)  (1/540) (1/1080) (1/2160) (1/4320) (1/8640) (1/8640) BS BB
C M4 M5
D M4 M5
E
F
G
H
(1/270) = Dilucidn de la curva de calibracion, en doble filas (filas Ay B)
BS = Tampodn para diluir curva de calibracion (Control negativo)
BB = Tampdn GS — EDTA — Tween 80 (Control de Tampdn)
M1 = Muestra No. 1
SBFneg = Suero bovino Francia negativo
Fuente: Ron (2003)
Anexo C: Resultados de las tres pruebas diagnosticas para todos los muestreos
realizados después de la vacunacion
Dias
posvacunacion 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
SAT -
Prueba de diagnéstico RB EDTA iIELISA | RB | SAT - EDTA | iELISA RB SAT EDTA | iELISA RB | SAT - EDTA
604 + 120 3,75 + 100 0 + 100 3,75 + 60
605 + 200 1,87 + 200 0 + 100 1,87 + 80
607 + 200 7,5 + 200 0 + 100 75 + 100
608 + 320 15 + 50 3,75 + 160 15 + 120
609 + 400 0 + 60 0 + 120 1,87 + 60
610 + 640 3,75 + 400 0 + 400 3,75 + 100
611 + 480 0 + 240 0 + 320 1,87 + 120
612 + 800 7,5 + 400 0 + 960 75 + 400
613 + 400 7,5 + 100 3,75 + 240 75 + 200
614 + 640 0 + 240 0 + 240 3,75 + 240
615 + 1920 3,75 + 400 0 + 400 75 + 400
616 + 400 15 + 60 1,87 + 200 30 + 240
617 + 2560 3,75 + 400 0 + 800 3,75 + 400
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618 + 320 0 - 50 0 + 100 1,87 + 60
619 + 100 0 + 100 0 + 240 3,75 + 400
620 + 800 3,75 + 100 0 + 240 15 + 200
621 + 7680 3,75 + 240 0 + 1920 75 + 480
622 + 320 7,5 + 960 1,87 + 120 75 + 60
623 - 15 1,87 - 15 1,87 - 15 1,87 - -
624 + 60 3,75 + 30 3,75 + 50 3,75 + 50
625 + 640 3,75 + 120 0 + 200 75 + 120
626 + 800 0 + 320 0 + 320 3,75 + 80
627 - - 1,87 - - 1,87 - - 3,75 - -
628 - 30 1,87 - - 3,75 - 25 3,75 - 25
42 dias 49 dias 56 dias 63 dias 70 dia:
SAT - SAT -

RB EDTA iELISA| RB | SAT-EDTA | iELISA RB | SAT-EDTA | iELISA | RB11 EDTA iELISA | RB | SAT - EC
+ 50 1,87 + 30 3,75 + 25 3,75 + 25 3,75 + 25
+ 50 1,87 + 50 1,87 + 50 1,87 + 50 1,87 + 25
+ 50 7,5 + 50 15 - 50 7,5 - 30 3,75 - 25
+ 50 75 + 50 75 + 50 3,75 - 30 3,75 - 50
+ 50 3,75 + 50 3,75 - 50 1,87 - 40 1,87 - 40
+ 100 75 + 60 7,5 - 60 75 - 40 75 - 50
+ 100 3,75 - 100 3,75 + 100 3,75 - 50 3,75 - 25
+ 200 7,5 + 120 7,5 + 100 7,5 + 60 7,5 + 60
+ 100 7,5 + 100 7,5 + 60 75 + 80 3,75 + 60
+ 100 7,5 + 100 7,5 + 100 75 - 100 3,75 - 50
+ 200 15 + 120 15 + 100 15 + 100 75 - 50
+ 160 30 + 200 30 + 160 30 + 120 15 + 50
+ 200 75 + 120 75 + 100 75 + 100 3,75 + 60
- 50 1,87 - 30 1,87 - - 1,87 - - 0 - -

+ 240 15 + 50 3,75 + 200 15 + 100 75 + 100
+ 100 15 + 400 15 + 50 75 + 100 15 - 60
+ 400 15 + 200 15 + 200 15 + 200 15 + 200
- 25 7,5 - 30 3,75 - 30 3,75 - 25 3,75 - 20
- - 1,87 - - 1,87 - - 0 - - 1,87 - -
+ 25 3,75 - 20 3,75 - 25 3,75 - - 3,75 - -
- 40 3,75 - 30 3,75 + 25 3,75 - 25 3,75 - 25
+ 50 1,87 + 60 15 - 40 1,87 - 30 1,87 - 30
- - 3,75 - - 3,75 - - 3,75 - - 3,75 - -
- - 3,75 - - 3,75 - - 3,75 - - 3,75 - -
84 dias 98 dias 112 dias 126 dias 140 «
SAT - SAT - SAT - SAT - SA
RB EDTA iELISA | RB EDTA iELISA | RB EDTA iELISA | RB EDTA iELISA RB ED
- 15 1,87 15 1,87 - - 1,87 - 25 0 -
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+ 25 0 - 15 0 - - 0 - 0 - -
- 25 1,87 - - 1,87 - - 0 - 0 - -
- 25 1,87 - - 1,87 - - 0 - 0 - -
- 40 1,87 - 25 1,87 + 240 0 100 0 + 6(
- 25 1,87 - 25 1,87 + 25 1,87 25 1,87 + 4(
- 25 0 - 20 0 - 15 0 15 0 - 1
+ 60 3,75 + 50 1,87 - 30 0 30 0 - 5(
+ 80 3,75 - 50 3,75 - 30 3,75
- 25 3,75 - 50 3,75 - 50 1,87 15 1,87 - 2t
- 40 3,75 - 30 1,87 - 30 1,87 50 1,87 - 4(
- 50 15 - 50 75 - 25 75 25 3,75 - 1°
+ 60 1,87 + 50 0 + 60 0 50 0 - 8(
- - 0 - - 0 - - 0 - 0 - -
+ 50 3,75 - 50 3,75 - 50 3,75 50 1,87 - 3
- 30 0 - 25 3,75 - 25 1,87 25 1,87 - 2¢
+ 100 7,5 + 100 7,5 + 60 3,75
- - 1,87 - - 1,87 - - 0 - 1,87 - -
- - 0 - - 0 - - 0 - 0 - -
- - 1,87 - - 1,87 - - 0 - 3,75 - -
- 25 3,75 - 30 1,87 - 15 0 15 0 - 1!
- 30 0 - 20 0 - 15 3,75 15 1,87 - 1°
- - 1,87 - - 0 - - 0 - 0 - -
- - 3,75 - - 1,87 - - 1,87 - 1,87 - -
168 dias/ 0 175 dias/7 182 dias/14 189 dias/21 196 dias/28
dias dias dias dias dias
SAT - SAT - SAT - SAT -
RB EDTA iELISA RB EDTA iIELISA RB | SAT - EDTA | iELISA RB EDTA iIELISA RB EDTA
- - 0 - - 0 - - 0 - - 1,87 - -
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- - 1,87 - - 1,87 - - 1,87 - - 1,87 - -
- - 0 - - 0 SP SP SP - 15 0 - -
- 30 0 + 50 0
- 20 0 + 25 1,87 - 25 1,87 - 25 1,87 - 25
- - 0 SP SP SP - - 0 - 15 3,75 - -
- 50 1,87 - 50 1,87 - 50 1,87 - 50 1,87 - 50
- 25 0 + 30 3,75 + 30 3,75 - 25 1,87 - 25
- - 3,75 - - 1,87 - 15 1,87 - 25 1,87 - 25
- 60 0 + 60 0 + 80 1,87 + 100 3,75 + 100
- - 0 - - 0 - - 3,75 - - 0 - -
- 30 1,87 - 30 1,87 - 25 1,87 - 25 1,87 - 25
SP SP SP - 25 1,87 - 25 0 - 15 0 - 15
- - - - 0 - - 0 - - 0 - -
- - - - 0 - 15 0 - 15 0 - 15
- - - - 3,75 - - 0 - - 0 - -
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30 - 20 1,87 30 0 - 25 0 - 20
15 - 15 0 15 0 - 15 0 - 15
- - - 0 - 0 - - 1,87 - -
- 1,87 - 15 1,87 30 1,87 - 15 3,75 - -
210 dias/42 217 dias/49 224 dias/56 238 dias/70 252 dias/8:
dias dias dias dias dias
SAT - SAT - SAT - SAT -
RB EDTA iELISA | RB | SAT-EDTA | iELISA | RB EDTA |iELISA| RB EDTA iELISA | RB EDTA
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- - 0 - - 1,87 - - 1,87 - - 0 - -
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
+ 20 1,87 - 20 1,87 - 25 1,87 - 20 1,87 - 25
- - 3,75 - - 3,75 - - 3,75 - - 3,75 - -
- 30 1,87 - 30 3,75 - 25 1,87 - 30 0 - 20
- 30 7,5 - 30 7,5 - 25 3,75 - 15 1,87 - 15
- 15 1,87 - 15 1,87 - 15 1,87 - 15 1,87 - -
- 50 1,87 + 60 1,87 - 50 0 - 50 0 + 60
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- 25 1,87 - 25 1,87 - 15 1,87 - 15 3,75 - -
- - 0 - 15 0 - - 75 - - 75 - -
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- - 0 - - 1,87 - - 0 - - 0 - -
- - 1,87 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- 15 0 - - 0 - 15 0 - 15 0 - 15
- 15 0 - - 0 - - 0 - - 0 - -
- - 0 - - 0 - - 0 - - 1,87 - -
- - 0 - - 0 - - 1,87 - - 0 - -
280 dias/112 294 dias/126 322 dias/154 350 dias/182
dias dias dias dias
RB SAT - EDTA iIELISA RB SAT - EDTA iELISA RB SAT - EDTA IELISA RB SAT - EDTA iELISA
- - 0 - 15 0 - - 0 - - 0
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0
- - 0 - - 0 - - 0 - - 0
- 20 0 - 20 3,75 - - 1,87 - - 0
- - - - 0 - - 0 - - 0
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30 1,87 30 1,87 30 1,87 - 0
25 1,87 25 1,87 15 1,87 - 1,87
- 1,87 - 1,87 - 1,87 - 0

50 0 60 1,87 50 0 15 0
- 0 - 0 - 0 - 0
- 1,87 - 1,87 15 0 - 0
15 0 - 1,87 - 0 - 0
- 0 - 0 - 0 - 0
- 0 - 0 15 0 -

- 0 - 0 - 1,87 - 3,75
- 0 - 1,87 - 0 - 0
- 0 - 0 - 0 15 1,87
15 0 15 1,87 - 0 15 0
- 0 - 1,87 - 0 - 0
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