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RESUMEN

Ponce, E.; Marin, J. 2002. Deteccion de anticuerpos contra Leucosis Bovina Enzodtica,
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, Brucelosis Bovina y efecto de estas enfermedade en la
produccion del hato lechero de Zamorano, Honduras. Tesis de Ingeniero en Ciencia y
Produccion Agropecuaria, El Zamorano, Honduras. 61 p.

Los bovinos pueden padecer ciertas enfermedades, que causan trastornos o alteraciones
tanto en la eproduccion y en la produccion. Entre éstas tenemos la Leucosis Bovina
Enzodtica (BLV), Rinotragueitis Infecciosa Bovina (IBR) y Brucelosis Bovina. El
objetivo de este estudio epidemiolégico fue aplicar e método ELISA y determinar s
existen anticuerpos séricos contra estas tres enfermedades en e hato lechero de
Zamorano, asi como sus posibles efectos en la produccién. La poblacion fue de 368
animales, se les tomd una muestra de sangre para obtener € suero y proceder con la
prueba ELISA. El 59% de la poblacion presentd titulos de anticuerpos contra BLV, €
39% contra IBR y ningun animal contra Brucelosis Bovina. Para los pardmetros
reproductivos como: intervalo de dias abiertos, intervalo entre partos, servicios por
concepcion, edad al primer parto, a primer servicio y servicio efectivo, no se encontraron
diferencias significativas (P<0.05). Sin embargo, la mayoria estan por encima de los
valores aceptables. En la produccion de leche por lactancia se encontré diferencia
significativa (P<0.001), las vacas positivas a | os titulos tenian una disminucién de 1000 L
de leche. El 100% de las vacas en produccion presentan titulos de anticuerpos contra una
u otra enfermedad, ademés de la presencia de otros factores como la nutricion inadecuada
y mangjo que pudieran estar involucradas en la disminucion de la produccion y
reproduccion. No se encontré correlacion entre madre a hijo en estas enfermedades. Se
debe de implementar un plan sanitario adecuado de acuerdo alos resultados obtenidos. A
los animales que resultaron dudosos a una u otra enfermedad se le debe hacer s una
segunda prueba.

Palabras claves. Dudosos, inmunidad, negativos, positivos, reproduccion, serol0gicos,
tranamision, virus,

Abdino Pitty, Ph. D.
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NOTA DE PRENSA

METODO ELISA, UNA ALTERNATIVA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ESPECIFICOSEN EL GANADO BOVINO

La intensificacion de la produccion animal ha dado lugar al aumento de problemas en €
ganado bovino, enfermedades infecciosas de origen viral y bacterianas, entre las cuales se
encuentra la Leucosis Bovina Enzodtica (BLV), Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) y
la Brucelosis Bovina (Brucella abortus) entre otras. Estas enfermedades son responsables
de las pérdidas en la productividad y reproduccidn en muchos paises latinoamericanos.

La prueba ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay) también conocida como
método Sandwich (anticuerpo-antigeno-anticuerpo), se basa en la fijacion de un
anticuerpo que atrapa los antigenos homologos en las muestras que posteriormente, son
identificados con un anticuerpo especifico marcado con una enzima. En estos casos, la
cantidad de antigeno es directamente proporcional a la cantidad de producto enzimatico
dando origen a una coloracién que sera medida en un lector de placas.

Se redizd un estudio epidemioldgico en e hato lechero de Zamorano para determinar la
presencia 0 ausencia de esta enfermedad, mediante la toma de muestra de sangre de 368
animales de diferentes edades, para su andlisis con € método ELISA. Los resultados
muestran la ausencia de Brucelosis Bovina. La presencia de anticuerpos para la
enfermedad de BLV fue del 59% y para IBR fue de 43%, debido principalmente a las
diferencias de mangjo de los animales con relacion ala sanidad.

Ambas enfermedades tuvieron un leve efecto en cuanto a los parametros reproductivos y
productivos, reducen la produccion de leche y son congtantemente la causa de abortos.

El estudio recomienda que para prevenir estas enfermedades infecciosas en € hato
lechero de Zamorano se debe dar un manejo sanitario (vacunacion, control de organismos
vectores) haciendo pruebas serol Ogicas cada sei's meses.

Licda. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

La intensificacion de la produccion animal parece haber dado lugar a un aumento a los
problemas del garedo, como los brotes de enfermedades infecciosas tales como la
Brucelosis Bovina, la Rinotragueitis Infecciosa Bovina y la Leucosis Bovina Enzodtica
entre otras. Estas enfermedades suelen ser dificiles de identificar y reconocer;
habitualmente puede hacerse un diagnostico etioldgico definitivo, y en algunos casos la
enfermedad puede controlarse mediante la vacunacién, sin embargo en otras ocasiones
hay gque hacer una investigacién epidemiolégica para poder aplicar técnicas eficaces de
tratamiento y control (Blood y Radostits, 1992).

1.1. SITUACION ZOOSANITARIA

LaBrucelosis, la Rinotragueitis Infecciosa Bovina o Vulvovaginitis Pustular Infecciosay
la Leucosis Bovina Enzodtica son enfermedades econdmicamente importantes en muchos
paises latinoamericanos, causando pérdidas en la productividad y reproduccién. La
Stuacion zoosanitaria de Honduras se presentaen € cuadro 1.

Cuadro 1. Situacion Zoosanitaria en Honduras.

Leucosis Bovina Enzodtica

. . NUmero NUmero de animales
Afio Especie _ —
Focos Casos Muertos Destruido  Sacrificados Vacunados
2001 Bovino A4 214 0 sd sd sd
2002 Bovino 5 23 0 sd sd sd

Rinotragueitis Bovina Infecciosa

o . NUmero NUmero de animales

Ao Especie - —
Focos Casos Muetos Desruidos Sacrificados Vacunados
2001 Bovino 171 2004 0 sd sd sd
Brucdods Bovina

~ E . NUmero NUmero de animales
Ano '€ Focos Casos Muetos Destruidos Sacrificados Vacunados
2001 Bovino 4 33 0 sd 33 sd
2000 Bovino 25 290 0 290 sd sd
1997 Bovino 29 253 0 sd 253 1687

«d: sn dato

Fuente: OIE. HANDISTATUS 1 (2002).



1.2.  LEUCOSISBOVINA ENZOOTICA (BLV)

El virus de la Leucosis Bovina Enzodtica, es un retrovirus exégeno tipo C, de
distribucion mundia y es agente causal de abortos en las hembras bovinas. Esta
enfermedad causa linfosarcoma a afectar los ganglios linfaticos del animal causando su
hipertrofia. En las explotaciones lecheras aproximadamente un 5% de las madres
infectadas pasan lainfeccion a becerro durante la gestacion (Kahrs, 1990).

Una de las caracterigticas de la enfermedad es la presentacion de una linfadenomegalia
generalizada pudiendo haber infiltracion neoplasica a 6rganos adyacentes como corazon,
abomaso, Utero y tgidos perioculares. Otra manifestacion es la linfocitosis persistente, la
cud es una condicion menos severa de la enfermedad (Hincapi€, 2000).

La mayoria de los animales infectados aparecen sanos pero en un nimero pequefio se
desarrollaran tumores. El virus es destruido por la pasteurizacion y no representa ningun
riesgo para la salud humana, siempre y cuando se tomen las medidas necesarias (Prieto y
Felgueroso, 1997).

1.3. RINOTRAQUEITISINFECCIOSA BOVINA (IBR)

La infeccion es causada por un Herpes virus (BHV-1). En terneros jévenes no protejidos
es fatal. En adultos puede afectar una o més superficies mucosas del tracto respiratorio,
gastrointestinal y causan problemas reproductivos (Kahrs, 1990). La enfermedad
comienza con un estado gripal, con descargas nasales e inflamacion de la conjuntiva. Se
limita a la infeccion de las vias respiratorias y problemas reproductivos. También suele
provocar pustulas vulvo vaginales, ademas de vaginitis, conjuntivitis, enteritis y
encefditis (Cdlis et al., 1988).

En genera los abortos se presentan en forma esporédica y principalmente en e primer
tercio de la gestacion, pero normalmente 2 a 3 meses antes se debe haber presentado un
cuadro respiratorio o de infeccion genital (Hincapi€, 2000).

1.4. BRUCELOSISBOVINA

Es causada por la bacteria Brucella abortus, es un organismo intracelular e inmovil,
contamina a anima susceptible a través de fetos abortados, secreciones del aborto,
inseminacion artificia con semen contaminado y por la monta natura (Osorio, 1999).

En la actualidad se conocen 7 especies. Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella
suis, Brucella ovis, Brucella canis, Brucella neotoma y Brucella maris, cuyos reservorios
naturales son en su orden los bovinos, caprinos, porcinos, ovinos, caninos, ratas y
mamiferos marinos (Osorio, 1999).

La bacteria se locaiza principalmente en ganglios linféticos, ubre, Gtero, bazo, higado y
genitales masculinos y femeninos. La sintomatologia se presenta principalmente en el



ultimo tercio de la gestacion causando €l aborto y posteriormente retencién de placenta,
metritis, cervicitis, salpingitis y ovaritis en diferentes grados; en los machos puede
producir inflamacién o atrofia de los testiculos, epididimitis uni o bilateral, inflamacion
de las vesiculas semindes, artritis e infertilidad.

Las hembras que abortan logran crear resistencia a la bacteria y pueden llevar a términos
a otras gestaciones pero quedan como portadoras sanas asintomaticas de la enfermedad.
Las terneras nacidas de vacas positivas, portan la enfermedad (Hincapié, 2000).

1.5. METODOELISA

Durante muchos afios la seroneutralizacion (SN) fue la técnica mas empleada en la
deteccidn de anticuerpos especificos, siendo todavia utilizada como técnica de referencia
en |los programas de erradicacién para confirmar los sueros dudosos de enfermedades. En
general ha sido sustituida por las técnicas Inmunoenziméaticas (ELISA) que poseen una
sensibilidad y especificidad similares a la SN, siendo bastante méas econdmicas, faciles y
rapidas de redizar que éta (Prieto y Felgueroso, 1997).

Segun Kahrs (1990) la prueba de inmunoabsorcién debida a enzimas ELISA (Enzime-
Linked Immunosorbent Assay) se puede usar para detectar antigenos mediante métodos
directosy e anticuerpo por métodos indirectos. La union de las enzimas con antisueros
especificos da lugar a reactivos que son activos desde €l punto de vista inmunologico y
gque pueden ser detectados por los cambios de color en e substrato € cual se mide
mediante espectrofotometria, cuando las reacciones enziméticas tienen lugar en presencia
de un indicador.

La prueba ELISA indirecta para detectar anticuerpos, es realizada a partir de un antigeno
obtenido de un cultivo de virus, la novedad del sistema con respecto a otros métodos
ELISA, es que la semipurificacion del virus se realiza mediante precipitacion y de esta
forma se obtiene un antigeno con menos contaminantes proteicos gue permiten eliminar
las coloraciones de fondo que inducen a errores de lectura e interpretacion. La
sensibilidad y la especificidad del ELISA con relacion a SN son del 100% y del 98 %
respectivamente (Prieto y Felgueroso, 1997).

El objetivo general de ede estudio epidemiolégico fue aplicar € método ELISA y
determinar s existe la presencia de anticuerpos séricos contra Leucosis Bovina
Enzodtica, Rinotraqueitis Infecciosa Bovina 'y Brucella abortus, asi como sus posibles
efectos en la reproduccién y produccion en el hato lechero, y como objetivos especificos:
determinar la presencia o no de las tres enfermedades por medio de los anticuerpos
séricos, determinar € posible efecto de las tres enfermedades sobre los parametros
relacionados con la produccién y reproduccion del hato lechero, eaborar las
recomendaciones generales para e manegjo de las enfermedades y establecer e método
ELISA en Zamorano para estudios epidemiol dgicos.



2. MATERIALESY METODOS

21. LOCALIZACION

El estudio se desarrollé entre mayo y cctubre de 2002 en € hato lechero de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, Situada a 32 kilometros a oriente de Tegucigalpa,
Honduras, con una elevacion de 800 msnm, una precipitacion promedio anual de 1,100
mm y auna temperatura promedio anua de 24 °C.

22. MATERIALESY EQUIPO
Los materides y equipo necesarios para el desarrollo de esta investigacion fueron:

Lector de ELISA (EL 3119)
Kits parala prueba ELISA
Software (Win Epi Tasas 2.0)
Centrifugadora

Incubadora

Autoclave

Pipetas y accesorios

Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf

Jeringas

YVVVVYVVYVYYYVYY

23. VARIABLESMEDIDAS

Se midieron las siguientes variables reproductivas y de produccién comparando entre los
animales pogitivos, negativos'y dudosos.

2.3.1. Variablesreproductivas

Dias Abiertos (IDA; dias)

Intervalo Entre Partos (IEP; dias)

NUmero de Servicios por Concepcion (S/C)
Edad a Primer Parto (EPP; dias)

Edad d Primer Servicio (EPS; dias)

Edad d Primer Servicio Efectivo(EPSE; dias)
Madtitisy Abortos (%)

YVVVVVVYY



2.3.2. Variables productivas

Produccion de leche por lactancia (I/lactancia)

Produccion promedio por dia (I/vacaldia)

Duracion de lactacia (dias)

Condicion corpora (escaa 1-5)

Estudio epidemioldgico (% prevalencia, % mortalidad, % letalidad e indice
epidémico)

VV VVY

2.4. METODOLOGIA

El muestreo se reaizd en un total de 368 vacas, vaquillas, terneros y sementales del hato
lechero de Zamorano, de las razas Holstein, Jersey, Pardo Suizo y de cruzes de Holstein
con Cebu.

Los animales se separaron en seis grupos (produccion, secas, sementales, doble propdésito,
vaquillas y teneros). De cada animal se obtuvo de la vena caudal o de la vena yugular una
muestra de 8 a 10 ml de sangre utilizando jeringas de 12 ml. Esta se centrifugo a 35,000
rpm por 10 minutos para obtener el suero usando jeringas de 3 ml obteniendo como
minimo 2 ml de suero, un ml se tom6 para € estudio y un ml se guardé en tubos
Eppendorf para estudios posteriores.

Para|a deteccion de cada una de las enfermedades se utilizo un kit de ELISA especifico.

Los kits utilizados fueron de la marca SYNBIOTICS® cada uno tiene cuatro placas de 96
pozos c/u; constan de control negativo, control positivo, solucién diluyente, solucion
lavable, diluyente conjugante, buffer sustrato de peroxidasa y solucion detenedora, los
cudes se van diluyendo y agregando en ese orden seguin € protocolo de c/u (Anexo 1).

2.5. ESTADISTICA EPIDEMIOLOGICA

Con la ayuda del programa Win Epi Tasas 2.0 (WTASAS?)! se rediz6 un estudio
trasversa (% prevalencia puntual, % mortalidad y % letalidad) e indice epidémico
(Anexo 2).

2.6. DISENOY ANALISISESTADISTICO

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA). Para € andlisis, se utilizaron varios
procedimientos: para las variables IDA, |EP, S/IC, EPP, EPS, EPSE, produccion de leche
por lactancia, produccion promedio por dia, duracion de lalactanciay condicién corporal,
se realiz0 separacion de medias, andlisis de correlacion y ANDEVA. Para las variables
meadtitis y abortos, se utilizd estadistica descriptiva

Se utiliz6 e Programa Estadistico Para las Ciencias Sociales (SSPS?, 1996 version 7.5.1);
con un nivel de significancia fue de 0.05.

! Programa de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espafia. 1998.



3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1. TITULO DE ANTICUERPOS

Dedl total de la poblacion estudiada un 59% resulté positivo, un 34% negativo y un 7%
dudoso a titulo de anticuerpos de BLV, igualmente un 39% resulté positivo, 47%
negativo y 14% dudoso a titulo de anticuerpo de IBR, y todos los animales resultaron
negativos aBrucdoss (Figuras 1y 2).

Dudoso
7%

O Negativo

34% N
Positivo

59%

Figura 1. Titulo de anticuerpos de BLV en € hato lechero de Zamorano.

Dudoso
14%

Positivo
39%

O Negativo
47%

Figura 2. Titulo de anticuerpos de IBR en € hato lechero de Zamorano.



Un 21% de la poblacion estudiada (368 animales) resultaron ser positivas a ambas
enfermedades (Figura 3).

Figura 3. Titulo de anticuerpos paraBLV, IBR y ambas en  hato lechero de Zamorano.

Se analizaron los titulos de anticuerpos por grupos (produccion, secas, vaguillas, terneros,
toros y doble propésito). El grupo més afectado por BLV fue & de las vacas en
produccion y € menos afectado fue € de toros. Para IBR & més afectado fue € grupo de
terneros, y € menos afectado € de las vacas secas (Figuras 4y 5).



Titulo de anticuer pos positivos BLV

Dudoso Doble

55% Vaq

Titulo de anticuer pos negativos BLV

Prod
egativo 4%
4% vag
6%
Toros
Dudoso Doble 3%
2%

7%

Titulo de anticuer pos Dudosos BLV
Doble
Toros 4%

Positivo

Figura 4. Titulos de anticuerpos para BLV por tipos de animaes en € hato lechero de

Zamorano.




Titulo de anticuer pos Positivos | BR

Tern
Vaq& 46%
ositivo 16%
39% Secas [ Prod T
2% % 3%
Doble

Dudoso 6%
14%

oros

Titulo de anticuer pos Negativos | BR

Positivo

Dudoso_/
14%

Positivo
39%

8%

Dudoso Dgble
14% 4%

Figura 5. Titulos de anticuerpos para IBR por tipos de animales en el hato lechero de
Zamorano.
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3.2. VARIABLESREPRODUCTIVAS

3.2.1. Intervalo de DiasAbiertos (IDA)

El periodo de dias abiertos es el tiempo que transcurre desde e parto hasta € inicio de la
nueva gestacion. No se encontraron diferencias significativas en e IDA entre animales
positivos, negativos y dudosos para los titulos de anticuerpos de BLV y IBR y con ambas
enfermedades. No se pudo realizar la comparacién contra animal es negativos para las dos
enfermedades ya que € 100% de los animales present6 titulos de anticuerpos a una u otra
enfermedad (Cuadro 2).

Cuadro 2. Relacion entre d interva o de dias abiertos (dias) y |os titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en d hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas Vdor*
Positivas Negativas Dudosas  Positivas Negativas Dudosas Positivas Meta

Categoria

Produccion 126+54 140+67 108+24 117+£55 136+54 117+38 119+ 57 60-90

Secas  132+52 125+60 111+37 15%6+32 125+ 60
BLV: Leucoss Bovina Enzootica
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

* Fuente: Hafez (1996).

Segun Hincapié (1994) & IDA debe estar entre 85-150 dias y € 90% - 95% de los
animales por debgo de los 150 dias posparto; segin O'Connor (1999) la duracion
aceptable es de 100-110 dias. La mayoria de los valores encontrados en € estudio son
inferiores a 150 dias. Un periodo prolongado de dias abiertos puede deberse ademas de la
presencia de las enfermedades virales de caracter reproductivo estudiadas a trastornos de
caracter metabdlico (hipocalcemia, acetonemia); de carécter infeccioso (salpingitis,
pidmetra) y afalas en d mango dd gpareamiento o de lainseminacion posparto.

3.2.2. Intervalo EntrePartos(1EP)

El intervalo entre partos resulta de la duracidon de los dias abiertos o periodo parto
concepcion, dado que € tiempo de gestacion es fijo, € IEP y e IDA suelen ser
influenciados por factores smilares (Hafez, 1996).

Al igua que @ parametro anterior, no se encontraron diferencias en € |EP significativas
entre vacas con titulos de anticuerpos (BLV y IBR), ni entre positivas, negativas, dudosas
y con ambas enfermedades (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Relacion entre € intervalo entre partos (dias) y los titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en d hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas  Vaor*
Positivas Negativas Dudosas  Positivas Negativas Dudosas  Positivas ~Meta

Categoria

Produccion 403+56 420+63 386+ 22 389+56 415+56 397+40 390+ 59 375490

Secas 410+ 52 415+115 391+35 427+38 415+ 115
BLV: Leucosis Bovina Enzodtica
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina.
* Fuente: Gonzdez Stagnaro (2001).

El IEP aceptable es de 375-420 dias, valores superiores pueden ser resultado de una o
ambas enfermedades, concordando con lo que reporta Brito (2001) de que ambas
patologias virdes se caracterizan por una severa disminucion en lafertilidad.

3.2.3. Numero de Servicios por Concepcién (S/C)

Es un factor econdmico importante y uno de los parametros que permiten apreciar mejor
lafertilidad de un rebafio a considerar solo los animales gestantes. Se calculadel total de
animales servidos por |IA o monta natural durante un periodo determinado y el de
animales prefiados en d mismo periodo (Gonzdez- Stagnaro, 2001).

Al igual que el parametro anterior, no se encontraron diferencias significativas en el S/IC
entre los animales con titulos de anticuerpos (BLV y IBR), ni entre positivas, negativas,
dudosas y con ambas enfermedades (Cuadro 4).

Cuadro 4. Relacion entre el nimero de servicios por concepcion y los titulos de
anticuerposde BLV y IBR en d hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas  Valor*
Positivas Negativas Dudosas  Positivas Negativas Dudosas Positivas Meta

Categoria

Produccion 21+13 15+07 15+05 21+13 21+13 19+10 225+10 <17

Secas 24+13 25+21 17+10 30%11 25+20

Vaguillas 15+07 11+04 10+01 16407 11403 12+04 17+07 1

BLV: Leucosis Bovina Enzodtica.
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

* Fuente VAMPP? (1997).

Las vacas en produccion y secas presentan valores superiores a valor meta del VAMPP?
mientras que las vagquillas positivas y dudosas presentan un comportamiento aceptable.
El incremento en el nlmero de servicios por concepcion pudo haberse debido entre otras
causas, ala presencia de las enfermedades virdes de caracter reproductivo estudiadas.
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3.2.4. Edad al Primer Parto (EPP)

Laedad a primer parto de una novilla esta determinada por la edad a primer servicio, los
servicios por concepcion y la tasa de prefiez ad primer servicio (Ferndndez, 1993). Al

igual que el parametro anterior, no se encontraron diferencias significativas en la EPP
entre las vaquillas con titulos de anticuerpos (BLV y IBR), ni entre positivas, negativas,
dudosas y con ambas enfermedades. El valor aceptable es de 720-900 dias y la poblacion
estudiada presenta val ores aceptables (Cuadro 5).

Cuadro 5. Relacion entre la edad al primer parto (dias) y los titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en & hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas Valor*
Positivas Negativas Dudosas  Positivas Negativas Dudosas Positivas ~ Meta

Categoria

Vaguillas 850+95 837+96 844+44  842+110 848+74 874+52 85565  720-900
BLV: Leucoss Bovina Enzootica.
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

* Fuente VAMPP? (1997).

3.25. Edad al Primer Servicio (EPS)

Es un parametro muy variable, depende del nivel de aimentacion y del estado nutricional
o condicion corpord que dcancen los animaes (Gonza ez- Stagnaro, 2001).

Al igua en los pardmetros anteriores, no se encontraron diferencias significativas en la
EPS entre las vaquillas con titulos de anticuerpos (BLV y IBR), ni entre positivas,
negativas, dudosas y con ambas enfermedades. La edad al primer servicio aceptable es de
450-480 dias, los valores encontrados en este estudio estdn por encima de este valor
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Relacion entre la edad a primer servicio (dias) y los titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en d hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas Vdor*
Positivas Negativas Dudosas  Positivas NegativasDudosas ~ Postivas  Meta

Categoria

Vaguillas 570+ 98 543+ 93 565+47 564+ 114 560+ 74 586+ 52 560+ 117 450-480

BLV: Leucosis Bovina Enzodtica.
IBR: Rinotragueitis Infecciosa Bovina.

* Fuente: Del Pino (2000).
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3.2.6. Edad al Primer Servicio Efectivo (EPSE)

Para predecir e momento ideal de servir las vaquillas es mas importante € criterio de
desarrollo y madurez que € de la edad, es decir que la edad y desarrollo esgquelético
(tamafio y peso), deben conjugarse para decidir cuando se sirve las vaquillas por primera
vez (Hincapié, 1994).

Al igua que en los parametros anteriores, no se encontraron diferencias significativasen
la EPSE entre las vaquillas con titulos de anticuerpos (BLV y IBR), ni entre positivas,
negativas, dudosasy con ambas enfermedades (Cuadro 7).

Cuadro 7. Relacion entre la edad a primer servicio efectivo (dias) y los titulos de
anticuerposde BLV y IBR en d hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas Vdor*

CAYONA o Sfivas NegativasDudoses Postivas NegalivasDudosss Posiivas Meta

Vaguillas 562 + 102 558 + 99 565+ 47 552+ 118 567 + 76 590+ 52 546 + 121 450-480
BLV: Leucoss Bovina Enzoodtica.

IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

* Fuente: Del Pino (2000).

3.2.7. Mastitis

La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria, aunque toy se habla méas de un
aumento en € en e nimero de células somaticas de la leche para definir la enfermedad
(Cordero y Salas, 1994). Segin Homan y Wattiaux (1996) la mayoria de los casos de
mastitis son subclinicos pero tales casos pueden tener un impacto més severo, debido a
pérdidas de la produccion de leche, que los casos clinicos (Cuadro 8).

Cuadro 8. Relacion entre las vacas nastiticas (porcentaje) y los titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en @ hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas
Pogtivos  Negativos Dudosos Postivos Negativos Dudosos Postivos
Total vacas 48 48 8 48 48 8 48
mastiticas
Total infectadas 41 2 5 21 18 9 18
Porcentgje 85 5.9 104 438 375 18.8 375

BLV: Leucoss Bovina Enzootica
IBR: Rinotragueitis Infecciosa Bovina.
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Segiin Homan y Wattiaux (1996) varios factores de riesgo actlan en conjunto para
conducir a desarrollo de la mastitis; estos incluyen la presencia de organismos
infecciosos masivos, caracteristicas anatdbmicas de la vaca que facilitan la invasion
veterinaria, medio ambiente sucio, trauma causado por € guste incorrecto de la maquina
de ordefiar 0 descuido de las précticas de ordefio; aunado a lo anterior posiblemente a la
presencia de enfermedades virales tales como BLV e IBR ya que se observé que la
mayoriade las que presentaron madtitis eran positivas alos titulos de anticuerpos.

3.2.8. Abortos

Segin Cordero y Salas, (1994) la presencia de estas enfermedades son unos de los
principales causantes de los abortos en | os hatos lecheros (Cuadro 9).

Cuadro 9. Relacion entre las vacas con abortos (porcentgje) y los titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en & hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas
Pogtivos Pogtivos Negativos ~ Pogtivos

Totd vacas con abortos 6 6 6 6
Tota infectadas 6 5 1 5
Porcentgje 100 83.33 16.67 83.33

BLV: Leucosis Bovina Enzodtica.
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina.

3.3. VARIABLESPRODUCTIVAS

3.3.1. Produccion deleche por lactancia (I/lactancia)

La produccion de las vacas negativas a BLV fue superior (P=0.002) ala de las positivas o
dudosas. En cambio la producion de las vacas negativas a IBR fue superior (P=0.019) ala
de las positivas pero similar ala de los dudosas (Cuadro 10).

Cuadro 10. Relacion entre la produccion de leche por lactancia (I/1actancia) y los titulos
de anticuerpos de BLV y IBR en d hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas
Postivas Negativas Dudosas Postivas Negativas Dudosas  Postivas

Categoria

Produccion 5547+1820° 6448+527% 5012+1646° 5074+158° 5766+1776° 5890+2165° 5006+1634°
BLV: Leucosis Bovina Enzodtica

IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

Medias con la misma letra no muestran diferencias sgnificativas (P<0.05).
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3.3.2. Produccion promedio dia (I/vaca/dia)

La produccion promedio dia es caculada dividiendo € total de leche producida por
lactancia entre los dias de lactancia, este pardmetro es utilizado para comparar como es €l
desempefio del hato lechero con respecto a la produccion diaria de leche.

No se encontraron diferencias significativas entre las vacas con titulos de anticuerpos

(BLV y IBR), ni entre positivas, negativas, dudosas y con ambas enfermedades (Cuadro
11).

Cuadro 11. Relacion entre la produccion promedio dia (l/vacaldia) y los titulos de
anticuerposde BLV y IBR en € hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas
Positivas Negativas Dudosas  Positivas Negativas Dudosas  Positivas

Categoria

Produccion 16.7-4.3 18.7-1.9 15.1-41 15942 16.7-3.7 17.95.6 159425
BLV: Leucoss Bovina Enzootica.
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

3.3.3. Duracién delalactancia

La duracion de la lactancia Optima es de 305 dias (Véez et al., 2002). No se encontraron
diferencias significativas entre las vacas con titulos de anticuerpos (BLV y IBR), ni entre
positivas, negativas, dudosas y con ambas enfermedades. Estos resultados estan por
encima del valor meta, son €l reflgjo del efecto de un IDA prolongado, que como ya se
explicd anteriormente, puede estar afectado por muchos factores incluyendo la BLV y
IBR causantes de trastornos en lafertilidad (Cuadro 12).

Cuadro 12. Relacién entre la duracion de lalactancia (dias) y |os titulos de anticuerpos de
BLV y IBR en & hato lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas Vador*

Categoria — : — , —
™ Positivas Negativas Dudosas  Positivas Negativas Dudosas Positivas  Meta

Produccion 328 +55 348+61 328+22 318+53 340+58 325+35 319+56 270+ 305
BLV: Leucoss Bovina Enzodtica.
IBR: Rinotragueitis Infecciosa Bovina

3.3.4. Condicién corporal

Seglin Vélez et al. (2002) la condicién corporal reflgjala cantidad de grasa subcutanea en
lavacay es una herramienta de manegjo importante para maximizar la produccién de leche
y laeficiencia reproductiva.
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No se encontraron diferencias significativas entre los valores de todos los grupos dentro
de los rangos de valores meta deseados. Por [0 anterior se sugiere que pese a ser positivas
la gran mayoria de animales a una u otra enfermedad, han logrado sobreponerse
paulatinamente a ellas, e ir desarrollando cierto grado de inmunidad a las mismas (Cuadro
13).

Cuadro 13. Relacion entre la condicidn corporal (escala 1-5) y los titulos de anticuerpos
de BLV y IBR en d hato |lechero de Zamorano.

BLV IBR Ambas Vaor*

Categoria — . — : —
= Positivas Negativas Dudosas Positivas Negativas Dudosas Positivas Meta

Produccion 2.6 +0.4 23+0.1 22+0526+04 25+04 25+06 26+04 25-30
Secas 30+ 04 24+ 0130+0532+0424+01 325-375

Vaguillas 26+04 26+0.1 26+0.126+04 25+02 25+03 26+04 25-275
BLV: Leucosis Bovina Enzodtica.
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina.

* Fuente: Véez et al. (2002).

3.3.5. Correlacion entre los titulos de anticuerpos de BLV y IBR entre los terneros
con lasmadres.

Seglin Kahrs (1990) aproximadamente 5% de las madres infectadas pasa la infeccion al
becerro durante la gestacion. Segun Gibbs (1981) latransmision de laBLV de lamadre a
ternero ocurre de un 5% a 20% in utero, y muestra que seran pocos casos de infeccion in
utero con IBR.

No se encontraron diferencias significativas entre terneros hijos de madres positivas a los
titulos de anticuerpos de BLV y IBR, obteniéndose una correlacion de 0.084 y 0.035
respectivamente (Cuadro 14).

Cuadro 14. Correlacion entre terneros hijos de madres positivas para BLV y IBR en €
hato lechero de Zamorano.

BLV IBR
Categoria n  Corrdacion® n Correlacion*
Terneros-madres 155 0.084 155 0.035

BLV: Leucosis Bovina Enzodtica.
IBR: Rinotragueitis Infecciosa Bovina

* Correlacion de Pearson
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34. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Se redlizd un estudio transversal e cud se lleva a cabo cuando solamente es posible
estimar aguellos parametros epidemiolégicos referidos a un hecho puntual en
determinado tiempo (Anexo 3).

3.4.1 Prevalenciapuntual

Segun Thrusfiel (1990) mide la cantidad de enfermedad que existe en una poblacion sin
diferencias entre casos nuevos y casos antiguos 0 sea los que ya existen 'y los gque estan
en riesgo de adquirirse en un determinado tiempo.

De un total de 368 animales, 219 resultaron con titulos de anticuerpos positivosaBLV, lo
gue indica una prevalencia del 59.51% que representa la cantidad de anticuerpos que
existe en la poblacion estudiada, para 1BR la prevalencia fue de 38.86% que representan
de la poblacion 143 animales con titulos de anticuerpos positivos y |os que presentaron
ambos titulos de anticuerpos (BLV e I BR) la prevalencia fue de 25.81% el cua representa
95 animales.

3.4.2 Mortalidad

Seguin Thrusfiel (1990) mide larelacion entre el nimero de animales que ha muerto como
consecuencia de la enfermedad y la poblacion en riesgo de morir en ese mismo momento.
En d lapso estudiado la mortalidad fue de 0.

343 Letalidad

Seguin Thrusfiel (1990) mide la relacion entre los animales muertos por la enfermedad y
los que presentan la enfermedad en ese momento del tiempo en la poblacion. En € lapso
estudiado la letdidad fue de O.

3.4.4 Indice epidémico

Seguin Thrusfiel (1990) es un indicador de la importancia de un proceso patoldgico que
afecta a una poblacién animal en un tiempo determinado, en relacion con un nivel
esperado o nivel endémico.

Vaores inferiores a 0.75 indican gque en ese periodo de tiempo existe menos enfermedad
de lo esperado, valores entre 0.75 y 1.25 indican que existe un nimero de casos proximo
al esperado en una situacion endémicay valores mayores de 1.25 indican que los casos de
lo que se podria esperar en ese periodo de tiempo ocurriéndose una epidemia.
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De un total de 368 animales en riesgo, para €l caso de BLV se observé que € nimero de
enfermos fue de 219, resultando en un indice epidémico de 1.014 que indica que los casos
son similares a los esperados. Con respecto alBR se observé que 143 animales resultaron
enfermos, con un indice epidémico de 1.036 que indica que los casos son similares a los
esperados. Los animales que presentaron ambas enfermedades, se encontré un total de 95
animales obteniendo wn indice epidémico de 1.080 que indica que los casos resultaron
smilares alos esperados.



4. PLAN SANITARIO

Segin Vélez et a. (2002) salud puede definirse como la ausencia de trastornos que
afecten € desarrollo y la produccion del animal en forma econdmica; una enfermedad
infecciosa es aguella en la cual €l agente penetra en el cuerpo del animal, enfermedades
transmisibles son las que pueden pasar de un animal a otro, enfermedades contagiosas son
las que se diseminan por contacto dependiendo de laresstenciadel agente causante.

La aparicion de una enfermedad infecto-contagiosa depende de la interacciéon de varios
factores. € agente infeccioso, € huésped y € medio ambiente (Mohanty y Dutta, 1989).
Lo que concuerda con Tizard (1989) que la importancia relativa de cada uno de las
interacciones depende de los factores participantes y de los mecanismos a través de los
cuaes causan la enfermedad.

El llevar a cabo un buen plan sanitario en las explotaciones lecheras ayuda
significativamente a que las enfermedades de caracter econdmico no se desarrollen y asi
poder tener un hato libre de enfermedades.

4.1. LEUCOSISBOVINA ENZOOTICA (BLV)

No hay tratamiento para esta enfermedad.

Utilizar siempre equipo y materiales esterilizado para la aplicacion de sustancias
parenterales (agujas, jeringas, guantes de pal pacion, etc.).

Utilizar siempre una aguja por cada animal, a igua que el equipo quirdrgico
(fomites).

Controlar la propagacion de los insectos hematofagos que son vectores de la
enfermedad (tébanos y moscas).

Introducir a establo solo aquellos animales que estén libres de la enfermedad.
Separacion y aidamiento permanente de los animaes positivos.

Hacer pruebas de ELISA cuando se sospeche de abortos esporédicos a todo
hato.

Crianza gparte de los terneros que alos sais a Sete meses de edad sean negativos.
Hacer serologia cada seis meses.

Descarte permanente de animaes problemas y con linfadenomegdia.

Evitar € edrés de los animales.

Maximizar la bioseguridad.



4.2.
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RINOTRAQUEITISINFECCIOSA BOVINA (IBR)

No hay tratamiento para esta enfermedad.

Vacunas de virus vivo modificado de administracion intramuscular (vacunar y
repetir alos 30 diasy luego cada afio a todos |os animales mayores de 7 meses).
Vacuna inactivada contra la rinotraqueitis bovinainfecciosa

Utilizar siempre equipo y materiales esterilizado para la aplicacion de sustancias
parenterales (agujas, jeringas, guantes de pal pacion, etc.).

Utilizar siempre una aguja por cada animal, a igua que el equipo quirdrgico
(fomites).

Control de vectores (hematéfagos).

Introducir d establo solo aguellos animales que estén libres de la enfermedad.
Separacion y aidamiento permanente de los animaes positivos.

Hacer pruebas de ELISA cuando se sospeche de abortos esporadicos o una
disminucidn inusitada de la reproduccién atodo € hato.

Evitar € estrésde los animales.

Maximizar la bioseguridad.

BRUCELOSISBOVINA

No hay tratamiento para esta enfermedad.

Donde la brucelosis es endémica se recomienda controlar € ganado anuamente y
eiminar alos animaes pogtivos.

Se deben de exigir los certificados de vacunacion y redizar los examenes
correspondientes antes de introducir animales nuevos d hato.

Se previene vacunando las hembras entre los tres y nueve meses de edad con la
vacuna Cepa 19 (bacteria viva atenuada) una solavez en lavida.

No se deben vacunar hembras adultas ya que pueden presentar la enfermedad, ni

machos ya que pueden presentar orquitis.

Hay que identificar a las hembras vacunadas ya que estas daran positivas a una
serologia hasta por un afio.

Hacer pruebas de ELISA cuando se sospeche de abortos esporadicos a todo el

hato.

Evitar € estrés de los animales.

Maximizar la bioseguridad.



5. CONCLUSIONES

El 59% de la poblacion estudiada presentd titulos de anticuerpos contra Leucosis Bovina
Enzodtica, y el 39% contra Rinotraqueitis Infecciosa Bovina. No se encontro la presencia
de titulos de anticuerpos contra Brucelosis Bovina

No se encontraron diferencias significativas entre los animales con titulos de anticuerpos
de BLV y IBR y los pardmetros reproductivos. La produccion de leche por lactancia se
vié afectada por la presencia de laBLV y IBR. No se encontré correlacion entre madre e
hijo en estas enfermedades.

No se logré determinar un efecto directo de la BLV y IBR sobre las variables estudiadas,
ya que le 100% de los animales presentaron anticuerpos contra una u otra enfermedad,
ademés de la presencia de otros factores como la nutricion y manejo que pudieron estar
involucrados en d efecto sobre la reproduccién y produccion.

Bgjo las condiciones de Zamorano el método ELISA ofrece una alternativa de diagndstico
fidble para las diferentes enfermedades en |as unidades de produccion.



6. RECOMENDACIONES
Con respecto a los animales que resultaron dudosos al titulo de anticuerpos de las
enfermedades estudiadas, sugerimos redlizar una segunda prueba ELISA.
Llevar un adecuado control de registros de manegjo de los animaes del hato.
Meorar € sistema de deteccion de celosy de registros sanitarios.
Implementar un adecuado plan sanitario acorde con |os resultados obtenidos.

Redlizar futuros estudios epidemioldgicos analizando la posible presencia de
anticuerpos contra otras enfermedades que afecten la reproduccion y la produccion.

Evitar € cuaquier tipo de estrés que pueda bajar 1os niveles de anticuerpos en €
ganado.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Protocolos para los tres diferentes kits para la deteccion de anticuerpos
especificos.

Kit parala deteccion de anticuer pos anti-gp 51 del virus
dela L eucosis Bovina Enzodtica (BLV) en suero bovino

Técnicainmuno enzimética de bloqueo

Materiales

- Microplaca conteniendo seis tiras de 2 x 8 pozos sensibilizados con gp 51 del virus de la
leucosis bovina (MP)

- Solucion de lavado (Concentrada 10X) (L)

- Diluyente delaMuestra (DM)

- Control Negativo (CN)

- Control Postivo (CP)

- Diluyente dd Conjugado (DC)

- Conjugado Mab anti-gp 51 / peroxidasa (concentrado 10X) (CJ)

- Substrato Buffer de Peroxidasa. (SP)

- Solucién Detenedora (SD)

- Laminaadhesva

Materialesy reactivosrequeridos (no suministrados)

- Aguadedtilada o desminerdizada

- Pipatas gudables o fijas, paramedir volimenes entre 1y 1000 pl.
- Probetas graduadas (100 ml y 1000 ml).

- Lavador de microplacas manua, automético o semiautomético.

- Lector de microplacas equipado con un filtro de 450 nm.

- Incubadoraa 37°C + 3°C.

Procedimiento de la prueba
Distribucion de los controles:

Agregue 100 pl de Control Negativo (CN) a los pozos A1y A2 y 100 pl de Control Positivo
(CP) alospozosBly B2.
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Distribucion de las muestras:

N e

0.

Agregue 90 pl dd diluyente de lamuestramés 10 pl de muestray mezcle bien.

Incube |os controles y las muestras toda la noche (14-18 horas) a5°C + 3°C.

Dilucion de reectivos:

Solucién de lavado: diluya la solucion concentrada de lavado a 1:10 en agua destilada o
desminerdizada

Conjugado: diluya el Conjugado (CJ) a 1:10 en Diluyente de Conjugado (DC) (Se necesitan
2 ml de solucion final para cada tira, o que significa 200 ul de conjugado CJ en 1.8 ml de
DO).

Retire cuidadosamente laldmina adhesivay lave cuatro veces.

Agregue 100 ul del conjugado diluido a todos los pozos y cubra con una nueva pieza de la
laminaadhesva

Incube durante 1 hora+ 5 minutosa37° C £ 3°C.

Retire cuidadosamente laldmina adhesivay lave cuatro veces.

Agregue 100 ul de substrato de buffer de peroxidasa (SP) a cada pozo. No cubra con |dmina
adhesiva durante esta etapa. Mezcle agitando suavemente la placa.

Incube durante 30 minutos = 5 minutos a temperatura ambiente (20°C £ 5°C), protegiendo de
laluz.

10. Agregue 50 pl de Solucién Detenedora (SD) a cada pozo. Mezcle agitando suavemente la

placa.

11. Midala Densidad Optica (OD) monocrométicamente a 450 nm.

Célculo delos por centajes de competencia (% muestra)

Para cada muestra:

DQCN - E)mueﬂra*
DOCN - DOCP

0% Muestra = 100

DO: Densidad Optica
CN: Control negativo
CP: Control postivo

Todo suero individual que presente un porcentaje de competencia (% Muestra)
3 50 % es consgderado como positivo.
Todo suero individual que presente un porcentaje de competencia (% Muestra)

30 % es considerado como negativo.

Zona sospechosa: todo suero individual que presente un porcentaje de competencia situado en
zona sospechosa comprendida entre 30 y 50% debe ser considerado como dudoso y someterse a
una nueva prueba o realizarse una segunda prueba con otra muestra de suero del mismo animal
tomada posteriormente.
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Validacion dela prueba

L os resultados de cada prueba son vaidos Si:
- LaDO dd Control Negativo (CN) es> 0.500
- El porcentge de competenciadd Control Positivo (CP) es >80 %.

Este porcentgje se cacula de la Sguiente manera:

% CP = DOCN - DOmuestra 100

DOCN - DOCP

Kit parala deteccidn de anticuer pos anti-gb de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en suero bovino

Técnicainmuno enzimética de bloqueo

Materiales

- Microplaca conteniendo 6 tiras de 2 x 8 pozos sensibilizados con glicoproteinagB de BHV-
1 (MP)

- Solucion de lavado (Concentrada 10X) (L)

- Diluyente delaMuestra (DM)

- Control Negativo (CN)

- Control Postivo (CP)

- Diluyente dd Conjugado (DC)

- Conjugado Mab anti-gB / peroxidasa (concentrado 10X). (CJ)

- Substrato Buffer de Peroxidasa. (SP)

- Solucién Detenedora (SD)

- Lamnaadhesva

Materialesy reactivosrequeridos (no suministrados)

- Aguadedtilada o desminerdizada

- Pipatas gudables o fijas, para medir volimenes entre 1 y 1000 pl.
- Probetas graduadas (100 ml y 1000 ml).

- Lavador de microplacas manua, automético o semiautomético.

- Lector de microplacas equipado con un filtro de 450 nm.

- Incubadoraa37°C £ 3°C.

Procedimiento dela prueba
Distribucion de los controles:

Agregue 100 pl de Control Negativo (CN) a los pozos A1y A2y 100 pl de Control Positivo
(CP) alospozosBly B2.
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Distribucion de las muestras:

=

Agregue 50 pl dd diluyente de lamuestramés 50 pl de lamuestray mezcle bien.

2. Incube los controles y las muestras por 2 horas £ 5 minutos a 37°C = 3°C, o toda la noche
(14-18 horas) a5°C + 3°C.

3. Dilucién dereactivos:
Solucion de lavado: diluya la solucion concentrada de lavado al 1:10 en agua destilada o
desminerdizada
Conjugado: diluya el conjugado (CJ) a 1:10 en diluyente de conjugado (DC). (Se necesitan 2
ml de solucidn find para cadatira, 1o que significa 200 pl de conjugado CJen 1.8 ml de DC).

4. Retire cuidadosamente laldmina adhesivay lave cuatro veces.

5. Agregue 100 pl del conjugado diluido a todos los pozos y cubra con una nueva pieza de la
laminaadhesva

6. Incube durante 30 minutos+ 5 minutosa37°C + 3°C.

7. Reire cuidadosamente lalamina adhesivay lave cuatro veces.

8. Agregue 100 pl de substrato de buffer de peroxidasa (SP) a cada pozo. No cubra con lamina
adhesiva durante esta etapa. Mezcle agitando suavemente la placa.

9. Incube durante 30 minutos = 5 minutos a temperatura ambiente (20°C * 5°C), protegiendo de
laluz.

10. Agregue 50 pl de solucion detenedora (SD) a cada pozo. Mezcle agitando suavemente la
placa.

11. Midala Densidad Optica (OD) monocrométicamente a 450 nm.

Célculo delos por centaj es de competencia (% muestra)
Para cada muestra:

DOCN - DOmuestra N
DOCN - DOCP

% Muedtra = 100

DO: Densidad Gptica
CN: Control negetivo
CP: Control posgtivo

Todo suero individual que presente un porcentaje de competencia (% Muestra)
3 65 % es considerado como positivo.
Todo suero individual que presente un porcentaje de competencia (% Muestra)
< 50 % es consderado como negativo.

Zona sospechosa: todo suero individual que presente un porcentgje de competencia situado en
zona sospechosa comprendida entre 50 y 65% debe ser considerado como dudoso y someterse a
una nueva prueba o realizarse una segunda prueba con otra muestra de suero del mismo animal
tomada posteriormente.

Validacion dela prueba
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L os resultados de cada prueba son vadidos Si:

- LaDOde control negativo (CN) es> 0.500
- El porcentge de competenciadd control positivo (CP) es >80 %.

Este porcentgje se cacula de la Sguiente manera:

DOCN - DOmuest
%CP = ——— muesTa, 100
DOCN - DOCP

Kit parala deteccion de anticuer pos lipopolisacaridos
anti Brucela en suero bovino

Técnicainmuno enzimatica indir ecta

Materiales

- Microplaca conteniendo seis tiras de 2 x 8 pozos sensibilizados con LPS (Lipopolisacérido)
de Brucela abortus. (MP)

- Solucion de lavado (Concentrada 10X) (L)

- Diluyente de laMuestra (DM)

- Control Negativo (CN)

- Control Postivo (CP)

- Diluyente dd Conjugado (DC)

- Conjugado Mab anti-1gG Bovino / peroxidasa (concentrado 10X) (CJ)

- Subdgtrato Buffer de Peroxidasa. (SP)

- Solucién Detenedora (SD)

- Laminaadhesva

Materialesy reactivosrequeridos (no suministrados)

- Aguadedtilada o desminerdizada.

- Pipetas gudables o fijas, paramedir volumenes entre 1 'y 1000 pl.
- Probetas graduadas (100 ml y 1000 ml).

- Lavador de microplacas manud, automético o semiautoméatico.

- Lector de microplacas equipado con un filtro de 450 nm.

- Incubadoraa37°C £ 3°C.

Procedimiento dela prueba
Distribucion de los controles:

Agregue 100 pl de Control Negativo (CN) a los pozos A1y A2 y 100 pl de Control Positivo
(CP) alospozosBly B2.

Distribucion de las muestras;
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Dilucién de las muestras: una primera dilucién en una microplaca limpia o vacia, agregando
10 pl de la muestra més 90 ul del diluyente de muestra. Agregue directamente en la
microplaca sensibilizada con LPS, 90 ul del diluyente de muestra mas 10 ul de la muestra
previamente diluida (1:10) y mezcle bien

Incube los controles y las muestras por 1 hora £ 5 minutos a 37°C + 3°C, o toda la noche (14-
18 horas) a5°C + 3°C.

Dilucién de reectivos:

Solucién de lavado: diluya la solucién concentrada de lavado a 1:10 en agua destilada o
desminerdizada

Conjugado: diluya el Conjugado (CJ) a 1:10 en Diluyente de Conjugado (DC). (Se necesitan
2 ml de solucion final para cada tira, o que significa 200 pl de conjugado CJ en 1.8 ml de
DO).

Retire cuidadosamente lalamina adhesivay lave 4 veces.

Agregue 100 pl del conjugado diluido a todos los pozos y cubra con una nueva pieza de la
lamina adhesva

Incube durante 1 hora+ 5 minutosa37° C £ 3°C.

Retire cuidadosamente lalaminaadhesivay lave 4 veces.

Agregue 100 pl de substrato de buffer de peroxidasa (SP) a cada pozo. No cubra con |dmina
adhesiva durante esta etapa. Mezcle agitando suavemente la placa.

Incube durante 30 minutos + 5 minutos a temperatura ambiente (20°C + 5°C), protegiendo de
laluz.

10. Agregue 50 pl de Solucién Detenedora (SD) a cada pozo. Mezcle agitando suavemente la

placa.

11. Midala Densidad Optica (DO) monocrométicamente a 450 nm.

Célculo dd indice

La presencia o ausencia de anticuerpos contra LPS de Brucela abortus se determina mediante la
comparacion de las densidades dpticas (DO) con los valores obtenidos del control positivo. Este
método se recomienda para comparar resultados obtenidos entre diferentes placas, en diferentes
corridas.

Cdculo delosvaores umbra en indice

Vaor umbral positivo: 0x DO CP

Vaor umbrad negativo: -0.075 x DO CP

Cdculo dd vaor indice para cada muestra andizada:

indice delamuestra 0.5 x ( DO muestra - DO CP)

DO: Densidad 6ptica.
CP:. Control postivo
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Todo suero individua que presente un indice® 0 es considerado como positivo.
Todo suero individual que presente un indice < -0.075 x DO CP es considerado
COMO negativo.

Todo suero individual que presente un indice entre 0 y -0.075 x DO CP es
considerado como sospechoso.

Todo suero individual que presente un resultado sospechoso, debe ser analizado usando una
prueba serolégica de referencia 0 una segunda prueba con otra muestra de suero del mismo
anima tomada pogteriormente.

Validacion dela prueba
L os resultados de cada prueba son vdidos Si:

- LaDensidad Optica (DO) obtenida con € Control Positivo (CP) es mayor a 0.200,
- LaDensidad Optica (DO) obtenida con € Control Negativo (CN) es menor a0.25 x DO CP.
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Anexo 2. Estudio epidemioldgico.

Estudio Trasversal

Este estudio se lleva a cabo cuando solamente es posible estimar aquellos parametros
epidemiol 6gicos referidos a un hecho puntua en determinado tiempo.

Prevalencia puntual: mide la cantidad de enfermedad que existe en una poblacion sin
diferencias entre casos nuevos y casos antiguos 0 sea los que ya existen y los que estén en riesgo
de adquirirse.

P=-2+100
PR

Donde:
P: Prevaencia puntud
e Numero de enfermos
PR:  Poblacion enriesgo

El Intervalo de Confianza (IC) viene definido por los limites extremos. (P- E, P+ E).
Parahdlar € Error esperado se usaron las siguientes formulas:

Para poblaciones grandes:

p=z» [PU-P) (- P)
n

Para poblaciones pequefias.

E=z+ ,P*il- Pi*ai_ n(':j
N N g

Vaor delat de Student paraun nivel de confianza dado
Error esperado

Prevdencia cdculada en lamuestra

Tamaiio de lamuestra

Tamaiio de la poblacién

D0

Donde:

Z2 MmN

Mortalidad: mide la relacién entre el nUmero de animales que han muerto como consecuencia
de laenfermedad y la poblacion en riesgo de morir en ese mismo momento.

M = x100
PR
Donde:
M: Mortdidad
m Ndmero de muertos

PR:  Poblacion enriesgo

Los limites extremos de ese Interva o de Confianzaseran: (M - E, M + E).
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Parahdlar € Error esperado se usaron las sguientes formulas:

Para poblaciones grandes:
M*{1-M
E=Z* /—()
n
Para poblaciones pequefias.

g-z- M), 5 no
e a

Vaor delat de Student para un nivel de confianza dado
Error esperado

Mortalidad calculada en lamuestra

Tamafio de lamuestra

Tamafio dela poblacion

Donde:

ZazmN

Letalidad: mide la relacion entre los animales muertos por la enfermedad y los que presentan la
enfermedad en ese momento del tiempo en la poblacion.

L= M. 100
€
Donde:
L: Letaidad
m NUmero de muertos por la enfermedad
€ NUmero de enfermos en la poblacion

Ese Intervao de Confianza estara definido por los limitesextremos: (L - E, L + E).
Parahdlar € Error esperado se usaron las sguientes formules:

Para Pobl aciones Grandes:
* -
E=z+ /L_ - 1)
n
Para Pobl aciones Pequefias:

e-z+ [CL 0,5 ng
N @€ Ng

Donde:
Z vaor delat de Student paraun nivel de confianza dado
E Error esperado
L: Letdidad cdculada en lamuestra
n Tamaiio de lamuestra
N: Tamaiio de la poblacién



indice Epidémico: es un indicador de la importancia de un proceso patolégico que afecta a una
poblacion anima en un tiempo determinado, en relacidn con un nivel esperado o nivel endémico.

Los cdculos requieren conocer:
Poblacion en riesgo de sufrir € proceso patol dgico
Prevaencia esperada (equivaente d nivel endémico que cabria esperar)
NUmero de casos observados en € periodo de tiempo en estudio

El indice Epidémico (IE) se basaen lagplicacion de laformula:

IE = Numero de Casos Observados
NUmero de Casos Esperados

| nterpretacion:

> Valoresinferiores a 0.75 indican que en ese periodo de tiempo existe menos enfermedad
de lo esperado.

» Vaoresentre 0.75 y 1.25 indican que existe un nimero de casos proximo al esperado en
Stuacion endémica

» Vaores mayores de 1.25 indican que existen méas casos de |o que cabria esperar en ese
periodo de tiempo ocurriéndose una epidemia.



35

Anexo 3. Salidas del programa epidemiol6gico WTASAS®

L eucosis Bovina Enzodtica BLV

Egtudio Transversd (prevaencia, mortdidad y letdidad)

o T THE (e L o LR |
Introduzca los DATOS:

Foblacion en Fiesgo M2 de Enfermos
[ee | [z19 | |

- RESULTADOS:

Il.'l
2 Prevalancia !
% horalidad 0.0000

% Letalidad :

~ ntﬂ:duznn los DATOS: ——— : i
L) ¥ 1 gl
Poblacian en F{iasgn:[:iﬁn | o Lim. Inf,  Eim.Sup.

Thmsalic de Mueste: Monalided [0.00 | [0.00

| Mt de Enfermos: |219 Letalided | 0.00 0.00

i .H'ﬂ de Muenos: (o R T de Musstraconecta
Mivelde'Confianza (35 |99.5 %% T amatfios de Muestra necesarics con un.Em:r det
1% 2% L35 10%%
| a2 I | 342 l 248 | 126 !
I

bl

ST T

- Introduzca los DATOS:

Poblacion en Riesga: |368 % Sensibilided. |100
Tamafio de Muestra: 368 % Especificidad: IBH |
Nt de Positivos: Nivel de Corfianza (%) |99.5 %¥]
RESULTADOS:

v, Lim. Inf. Lim. Sup.
% Prevalencia Tedrica: | 59.51 | [59.51 ”59_51 |

% Prevalencia Estimada: | 58.68 | 5868 |[5868 |
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i ndice epidémico para BLV

— Introduzca los DATOS:

Tamafio de la Poblacion: 368

N2 de Animales Enfermos E sperados: 2lb

219

- RESULTADOS: _
Prevalencia Esperada [%): [58.70

Prevalencia Observada (%) [59.51

Indice Epidémico | 1.014
0.75<=1.014<=1.25

Casos similar a los esperados
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Rinotraqueitis Bovina Infecciosa 1BR

Estudio Transversal (prevadencia, mortaidad y letdidad)

~ Muesia ) BassdacnDiegnbstens 1)

; InIruduz:::n los []A.TDS

Poblacién en Riesgo M de Enfermos M? de Muertos
368 143 |u |
RESULTADOS:

% Prevalencia

% Monalidad ;

% Latalidad -

‘% Muesia T  BasadaenDiz

~ Intmdul:cn Ius DATDE —————~ RESULTADOS:

Foblacitn en Filasgc.|3ﬁﬂ b Lim, Inf._ Lim. Sup.

- — - Prevalencia aa.aﬁ] 135.35 |} 38.86 |
Tamafa de Muestrn: |368 : -

Moralidad | 0.00 0.00 0.00
Letalided | 0.00 .00 0.00

Nt de Enfermos: [143

e de Muertos: |0
Mivel de Confianza (%)

— Introduzea los DATOS:
Foblacion en Riesgo: |5“"‘E
Tﬂmuﬁﬂ.dE:MuEstB_‘ % Especificidad:
N de Positives: (143 Nivel de Confianza (%) [99.5 3fg] .}

¢ Sensibilidad: (100

RESULTADOS:

* Lir, Inf.  Lim. Sup.

% FPrevalencia Teorica: | 38.86 |3&EE ]BBBE
% Prevalencia Estimada: | 37.61 | IE?E1 |3?E1 |
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i ndice epidémico para |IBR

- Introduzca los DATOS:
Tamafio de la Poblacidn: 368
N*® de Animales Enfermos E sperados: 138
sem| [143

-~ RESULTAD

Prevalencia E sperada [%); [37.50
' ncia Observada (%) (38.86

Indice Ebidémico | 1.036

0.75¢=1.036<=125
Casos similar a los esperados
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Ambas Enfermedades (BLV - IBR)

Estudio Transversal (prevdencia, mortdidad y letdlidad)

Inlruduztﬂ Ins DATDS

| FasadaenDiagrasiice. ' 0]

Poblacion en Riesgo MN® de Enfermas N* de Mueros
368 95 0
— RESULTADOS:

% Prevalenca: | 258152

% Moralidad D.0ooo

% Letalidad . | 0.0000

i T S T
Intruduzr.ﬂ los DATOS: [ F!EEUL'FHDDE _ _
Foblacion en Riesgo:| 368 % Lim. Inf.  Lim. Sup.
j |_ Prevﬂenda.l:ZE_BZ |25.EE 2haz
Tamafio de Muestre:; |[368 Mortalidad _B.I:ID 0.00

N de Enfermas; |95 Letalicad | 0.00 0.00
: N® de Muenas: |0 B ’f-ﬁ‘%m"u T
Mvelde Confianza {#). |99 % = Tama’m de Muema necesanas con un Error n:lal.

10%
[3Eil] |3EIE |225 | 1DB/

= Immduzl:-ﬂ los DATDS

Poblagian en Rizsgo: 368 i % Sansihi!ide;d: 100
Tamafio deMuestra; (368 E % Especificidad: |98
Mt de Positivos: 35 ~ Nivel de Confianza (%) E
RESULTADOS:

% Lim. Inf. Lim. Sup.
%% FPrevalencia Tednca: | 20.82 | |25682 ||25.82

% Prevalencia Estimada: [ 24.30 | [2430 |[z430
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indice epidémico paraBLV y IBR

~ Introduzca los DATOS:

Tamafio de la Poblacién: 368

Gl

Animales Enfermos Esperados:

95

__ ESULTADOS:

Prevalencia Esperada [%]) |23.E|1
Prevalencia Observada [%): |25.82

Indice Epidémico | 1.080

 075¢=1.080¢=1.25

Casos similar a los esperados
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Anexo 4. Titulos de anticuerpos de acuerdo al nimero de registro de cada animal del

hato lecher o de Zamor ano.

Vacas en Producciéon BLV

10395 P 34298 D 45698 D
11297 P 34491 P 45794 P
12097 P 34498 P 45995 P
12495 P 34594 P 45996 P
12794 P 34889 P 45998 P
14194 P 34897 P 46098 P
14994 P 34898 N 46595 P
17995 P 34998 P 47197 P
17998 P 35093 P 47494 P
29096 P 35095 P 47598 P
30296 P 36195 P 47797 P
30598 P 36198 P 48097 P
30996 N 36393 P 48694 P
31098 P 36496 P 48696 P
31195 P 36592 P 50498 P
31497 P 36896 P 50899 P
31598 P 37096 P 51696 P
31698 P 37498 P 58396 P
31997 P 37894 P 72497 N
32096 P 38195 P 72998 P
32296 P 38198 D 79294 P
32498 D 38397 P 94083 P
32698 P 38697 D 110391 P
32798 P 39595 N 114093 P
3299 P 39697 D 310197 P
33294 P 39895 P 310691 P
33394 P 40696 P 310697 P
333%6 P 42994 P 310997 P
33494 D 43198 P 312893 P
33495 P 43297 P 410894 P
33496 P 45296 P 413893 P
33696 P 45492 D 714493 N
33697 P 45498 P

34295 P 45598 P



10395
11297
12097
12495
12794
14194
14994
17995
17998
29096
30296
30598
30996
31098
31195
31497
31598
31698
31997
32096
32296
32498
32698
32798
32996
33294
33394
33396
33494
33495
33496
33696
33697
34295

Z200V00z202Z22T02Z2Z202Z2Z20Z220T0VTZ20V0V0U0VZ2200Z22T0VTTUTT

Vacas en Produccion IBR

34298
34491
34498
34594
34889
34897
34898
34998
35093
35095
36195
36198
36393
36496
36592
36896
37096
37498
37894
38195
38198
38397
38697
39595
39697
39895
40696
42994
43198
43297
45296
45492
45498
45598

VUVZ2TUVU0V0O0Z2Z22Z220T0VTU0VTU0V0V00V0O0Z22T0V22T0V 000002222
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45698
45794
45995
45996
45998
46098
46595
47197
47494
47598
47797
48097
48694
48696
50498
50899
51696
58396
72497
72998
79294
94083
110391
114093
310197
310691
310697
310997
312893
410894
413893
714493

V0202020V 020200222020V 0V0V00T0T202227T70T



10595
15798
16898
30199

10595
15798
16898
30199

600

12899
14499
17898
18098
18599
19099
30300
30999
31099
31899
32399
32599
32799

TTVTTVTTDO

Z2Z202Z2

TV UVUTUZOUOUVUTUTTUTUTUTUZTTUDO

Vacas Secas BLV

31799
35198
35199
40497

Vacas Secas|BR

31799
35198
35199
40497

VaquillasBLV

33299
33899
35799
36399
36499
36699
37199
38399
39299
39499
39799
39899
45399
46599

T TVTTVTTDO

Oz00

UV UVTUVTUVTUVOTUTZ2TUVTTUVTUVTTUZT

43

43296
45999
46196
49794

43296
45999
46196
49794

47099
48899
49199
50800
54099
57299
75099
93200
310899
311699
311899
410399
411499
511199

TTVTTVTTDO

ZZ27U7T

TVZ2UVTUVTZ2TUVTUVTTUVTUTUTUTTUTUZ



600

12899
14499
17898
18098
18599
19099
30300
30999
31099
31899
32399
32599
32799

1302
2302
2902
3000
4100
4800
5500
7000
10301
12102
12300
12302
13502
14902
17701
19301
30102
30302
30500
30501
30502
30802

Z2U0VTUVZZ2TVTUVTTUTVTUTOTUTTUTTUDO

VZ20VU0VZ2Z20VZ2202Z2202Z2Z202Z220=220

30902
31002
31102
31201
31301
31502
31602
31801
31802
31902
32001
32101
32602
32700
32801
32802
32902
33002
33201
33202
33301
33302
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VaquillasIBR
33299 D
33899 N
35799 N
36399 P
36499 D
36699 P
37199 N
38399 D
39299 N
39499 P
39799 N
39899 P
45399 P
46599 P
TernerosBLV
N 33602
N 33702
N 33802
P 34101
N 34102
N 34201
P 34202
P 34502
N 34601
N 34702
D 34801
P 34802
P 35102
P 35201
N 35300
D 35301
N 35402
N 35601
P 35701
P 35702
N 35901
P 36301

Z2UV TV TUVZ2UVU0Z2Z20VT0VZ2UVZ2TVTU0VUO0DUO0UZ2ZZ20Z

47099
48899
49199
50800
54099
57299
75099
93200
310899
311699
311899
410399
411499
511199

VZ2ZU0UZZTVTUVTTUZ2TVTZ2TT

36400
36402
36502
36701
36801
37301
37401
37601
37800
37900
38401
38501
38701
38800
39001
39600
39601
39701
39901
40402
40801
41101

Z20VZ2Z20V2Z20VU0V0U0VTUVTOZ2TVTZ2Z2T0VU0Z2TUVTTUZ2



41202
41302
41700
42202
42301
42400
42402
42502
43102
43201
43601
44002
44301
44302
45302
45400
45401
45902
46001
46002
46101
46102
46201
46501
47201
48700

1302
2302
2902
3000
4100
4800
5500
7000
10301
12102
12300
12302
13502
14902

Z20VT0VZ2UVZ2Z2TVTUVTZ2TVTUVUUTUOUZU0VTZ2Z0U0Z22Z22T0VTZ

VTZ2Z0TVTZ2TVZ2TVTUVTTUTUVTUZT

48801
49401
49800
50601
51702
52002
52702
54701
55101
55202
55801
58100
58101
70702
73402
74402
74502
75501
75602
77400
77801
77901
78601
79101
80401
85002

17701
19301
30102
30302
30500
30501
30502
30802
30902
31002
31102
31201
31301
31502

Z20V00VU0VZ20V02Z22222220V0V20222T0V022

20V 0V Z2Z22Z20V=z22Z2Z22200
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90701

93000

94800

94900

95200

95500

96302

111601
112500
113001
113801
310300
310301
310401
310500
310600
310701
310801
310901
311001
311201
311501
311700
311901
312201
312301

Terneros|BR

31602
31801
31802
31902
32001
32101
32602
32700
32801
32802
32902
33002
33201
33202

OZ20VZ2Z200V0U0V 2202222202020 2Z2222

20V 2202020222702

312601
312801
312901
313201
313501
313601
314001
410001
410201
410601
411701
411801
412001
412101
412401
412501
413701
710501
711101
712700
713301
713401
811401
910900
912200

33301
33302
33602
33702
33802
34101
34102
34201
34202
34502
34601
34702
34801
34802

2Z2Z2Z2Z22Z22Z2Z2202Z22Z2Z2Z2Z22202202270Z2

Z2Z20V20zZ2Z2Z22Z2Z222Z22Z27T



35102
35201
35300
35301
35402
35601
35701
35702
35901
36301
36400
36402
36502
36701
36801
37301
37401
37601
37800
37900
38401
38501
38701
38800
39001
39600
39601
39701
39901
40402
40801
41101
41202
41302

300

778

1199
1496
1497
2596
5193
7190

Z2Z20V0VTVZ2Z200Z2Z20202Z222Z2Z2Z2Z2Z2200V00V0 22201022

T TUTUTUTUTOZT

41700
42202
42301
42400
42402
42502
43102
43201
43601
44002
44301
44302
45302
45400
45401
45902
46001
46002
46101
46102
46201
46501
47201
48700
48801
49401
49800
50601
51702
52002
52702
54701
55101
55202

46

55801
58100
58101
70702
73402
74402
74502
75501
75602
77400
77801
77901
78601
79101
80401
85002
90701
93000
94800
94900
95200
95500
96302
111601
112500
113001
113801
310300
310301
310401
310500
310600
310701
310801

Z20VZ2Z20V2Z2T0VU0VZ2TV2T0VT0VZ2T0V 220000220020 =200=z20z22Z2

Z2Z20Z220V0020V0V 002020222220V 2220VTZ2TTUTVTTUZO0

Vacas Doble Proposito BLV

7494
8900
9486
10293
11898
17997
19793

TZTUVTTUTTUTTUTO

310901
311001
311201
311501
311700
311901
312201
312301
312601
312801
312901
313201
313501
313601
314001
410001
410201
410601
411701
411801
412001
412101
412401
412501
413701
710501
711101
712700
713301
713401
811401
910900
912200

2220V 0V 0VUVUVZ222TV2222020V20T0V 22020 22027TT



300

778

1199
1496
1497
2596
5193
7190

OZ10VU0zZ2=2TZ2

4200
4300
4400
4500
39699
53701
93401

Z2Z210VU0V=Z2Z20

4200
4300
4400
4500
39699
53701
93401

V20V TUVTZ27T0Z

BLV:

IBR:

P. Postivo
N: Negativo
D: Dudoso

47

Vacas Doble Proposito IBR

7494
8900
9486
10293
11898
17997
19793

TorosBLV

TorosIBR

O TTUTTTUTTUTDO
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