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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la prevalencia de bricela
(Brucella abortus) en cobayos (Cavia porcellus) de produccion, mediante la técnica de ELISA
indirecta, esta practica se llevo a cabo los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana,
Cuenca.

Este trabajo consiste en tomar 89 muestras sanguineas de cobayos, las muestras fueron
tomas en un centro de faenamiento, directamente de la yugular al momento del sacrificio, para
luego ser procesadas en el laboratorio de la Universidad Politécnica Salesiana, para poder
extraer el suero sanguineo y ser conservadas en congelacion a una temperatura de -4°C. Para
la validacion de los resultados se considerd los pardmetros estrablecidos en el interceptum de
kit de ELISA indirecto de IDvet (Innovative Diagnostics). EI 100% de la poblacion estudiada,
tuvo una baja carga de anticuerpos presente, por lo que se concluy6 que la prevalencia de la

enfermedad es nula en los cobayos de produccién del canton Paute.
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ABSTRACT

In the present research work, the objective was to determine the prevalence of brucella
(Brucella abortus) in production guinea pigs (Cavia porcellus), using the indirect ELISA
technique, this practice was carried out in the laboratory of the Polivet clinic owned by the
Salesian Polytechnic University, Cuenca.

For the procedure of this work, it consisted of taking 89 blood samples from guinea pigs,
the samples were taken in a slaughterhouse, directly from the jugular at the time of slaughter,
to later be processed in the laboratory of the Salesian Polytechnic University, in order to extract
the blood serum and be kept frozen at a temperature of -4°C. For the validation of the results,
the parameters established in the indirect ELISA kit interceptum from IDvet (Innovative
Diagnostics) were considered. 100% of the population studied had a low antibody load present,
which is why it was concluded that the prevalence of the disease is nil in production guinea

pigs from the Paute canton.
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1. INTRODUCCION

Un factor importante para el surgimiento de nuevos patdgenos es la estrecha relacion que
existe entre el hombre y los animales; esto es debido a que en lo largo de la evolucion el ser
humano ha invadido el habitat de especies silvestres o el movimiento de estos animales a zonas
trabajadas por el hombre, provocando de tal manera el surgimiento de ciertos agentes
infecciosos que pueden ser transmitidos de animal a hombre o viceversa, teniendo como
resultado una enfermedad zoonética. Considerando que desde hace muchos afios atrés el
cobayo ha formado parte de la cadena alimenticia del hombre, que en estos tiempos no solo
forma parte de la gastronomia de varios paises, sino que también son considerados como
mascotas y animales de laboratorio, por lo que es importante tener conocimientos sobre las
enfermedades que esta especie puede llegar a tener, ya que no solo puede afectar a su propia
especie, sino que al hambre también, teniendo un gran relieve en la salud puablica.

Por lo tanto, para llegar un diagnostico correcto requiere de la ayuda de un profesional en
este caso de un Médico Veterinario, el que se encargara de buscar una serie de sintomas y
signos que evidencien una determinada patologia; pero en varias ocasiones se requiere de un
andlisis mas meticuloso por lo que se recurre al laboratorio; permitiendo al clinico reconocer,
localizar y diferenciar de forma segura una enfermedad o poner en manifiesto alguna
anormalidad que permanece oculta. (Cando, 2010)

La brucelosis es una enfermedad provocada por una bacteria intracelular facultativa
Brucella abortus, siendo de caracter zoondtico, encontrada a nivel mundial, afectando
principalmente al ganado bovino, dejando como secuela la esterilidad del macho y abortos en
las hembras gestantes, causando de esta manera perdidas econdémicas al productor (Rivers R.,
Andrews E., Gonzaes Smith A., Donoso G. y Ofiate a., 2006).

En estudios realizados previamente, para brucelosis en cuyos, utilizaron la bacteria

inoculada en estos animales, usando el suero de bovinos que eran portadores de la enfermedad,
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aplicando de manera intraperitoneal a un grupo de cobayos, otros fueron aplicados de manera
oral y ocular, para ser estudiados y ver su inmunidad adquirida como tal, demostrando que
varios animales han tenido como resultado una perdida ligera de peso y otros de manera
notable; teniendo en cuenta que del mismo grupo que fue inoculado algunos murieron, siendo
la causa de la muerte una peritonitis (Gwatkin, R., 1932).

Con esta investigacion se requiere estimar la prevalencia de Brucella abortus en cobayos de

produccion con la técnica de ELISA indirecta, en el cantdn Paute.

1.1.PROBLEMA

En la zona no se encuentra a disposicién una informacién pertinente de la enfermedad
presente en la especie, para que el Médico Veterinario puede llegar a determinar al agente
patoldgico, lo mismo que debemos recalcar que la brucelosis es de caracter zoonético.

En el Ecuador, de acuerdo al Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador (MAG-
SESA, 1999) la prevalencia de brucelosis en el pais esté entre el 1% -10%; y con otro estudio
realizado en el pais la seroprevalencia de brucelosis en este caso en bovinos, en promedio es
de 1,08% (Fuentes-Quisiguano, O., J. Paredes Mufioz y J. Mosquera, 2015).

Considerando que el tipo de alimentacion de los cuyos es herbivora, los pastos son
compartidos con otras especies portadoras de la enfermedad, en este caso los bovinos, puesta
que esta enfermedad a los productores les provoca grandes pérdidas econémicas, debido a que
cuando es dada a conocer por las autoridades pertinentes, los animales positivos son
sacrificados, y la restriccion de comercializar sus productos de manera internacional.

Recalcando que la enfermedad es de caracter zoondtica, puesto que involucran un riesgo
continuo al hombre y a los animales, siendo de gran importancia mantener informacion
constante que oriente al ser humano sobre el comportamiento de estas enfermedades en la salud
publica, por lo que es conveniente mantener a la ciudadania informando sobre las enfermedades

zoonaticas existentes en el pais.
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1.2.DELIMITACION

1.2.1. Temporal
El proceso investigativo abarco una duracion de 400 horas, distribuidas en el trabajo

experimental y la redaccion del documento final.

1.2.2. Espacial

La investigacion se realiz6 en cobayos (Cavia porcellus), obtenidas en Paute. EIl canton
Paute se encuentra localizado al noreste de la Provincia del Azuay, con una latitud al sur
2°46°55” y longitud al oeste 78°45°6”. Paute limita con el canton Azogues al norte, los cantones
Sevilla de Oro y Guachapala en el este, al sur con el canton Gualaceo y con el canton Cuenca
al oeste. (Cornejo M., Zorrilla D., Burmudez N., Estacio J., Arrazola ., Carrera F., Alaya C.,
Narvaez N., Bermeo R., Yépez F., Feria M. y Llerena F., 2013)

1.2.3. Académica

Este trabajo de investigacion y experimental, impulsa a realizar nuevas investigaciones en
el area de laboratorio clinico, lo cual es de gran ayuda a nivel clinico, lo cual esta permite al

Médico Veterinario llegar a un buen diagndstico y tratamiento de los pacientes.

1.3.EXPLICACION DEL PROBLEMA

El presente trabajo est4 enfocado en describir la prevalencia de Brucella abortus en cobayo
mediante la técnica de ELISA indirecta, generando informacidon correspondiente a la
enfermedad, con el fin de contribuir con un argumento cientifico y punto de partida en la
relacion Cobayo — Brucelosis. Por lo que en un estudio realizado hace poco, nos da a conocer
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), no le presta la suficiente atencion a la
brucelosis y otras enfermedades infecciosas consideradas como agentes zoonoticos ( Mablesin
H.E., Okello A., Picozzi K., y Welburn S. C., 2014).

Por lo que en este estudio de investigacion estamos considerando a los cobayos como una

especie portadora de Brucella abortus, debido que desde hace varios afios atras han sido
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utilizadas como especies de estudio, para determinar el comportamiento patologico de la
brucela humana (Hensel M. E y Arenas-Gamboa A.M., 2018)

(Cordero Puyol Erick Xavier, 2016) por lo que en la actualidad la necesidad en el estudio
de la Medicina Veterinaria obliga al clinico a utilizar métodos de diagndstico que ayuden a
determinar las patologias de los pacientes

1.4.0BJETIVOS

1.4.1. Objetivo general
Determinar la Brucella abortus en cobayos (Cavia porcellus) de produccion, mediante la

técnica de ELISA indirecta.

1.4.2. Objetivo especifico

Detectar anticuerpos dirigidos contra Brucella abortus en suero sanguineo de cobayos en
produccion, mediante la técnica de ELISA indirecto.

Determinar la prevalencia de Brucella abortus en cobayos de produccion.

1.5. HIPOTESIS

1.5.1. Hipdtesis nula

HO: La prevalencia es alta de Brucella abortus en cobayos (Cavia porcellus) de produccion,
en el canton Paute.

1.5.2. Hipdtesis alternativa

H1: La prevalencia es baja de Brucella abortus en cobayos (Cavia porcellus) de produccién,

en el cant6n Paute.

1.6. FUNDAMENTACION TEORICA

El presente trabajo de investigacion esta enfocado en generar o establecer parametros de
Prevalencia de brucelosis (Brucella abortus) en cobayos (Cavia porcellus) de produccion,
mediante la técnica de ELISA indirecta, debido a que los propietarios de los animales conviven

con una especie que puede ser afectada por este agente patdgeno, eso sin mencionar que esta
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enfermedad tiene importancia en la salud publica, ya que no solo afecta a los animales, sino

que también al hombre.
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2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMENTAL

EL COBAYO (Cavia porcellus)

El cobayo, es una especie originaria de la Cordillera de los Andes de Colombia, Ecuador,
Perd, donde esta tiene una estrecha relacion con el hombre, siendo como fuente de alimento de
alta proteina y de baja grasa (Avilés, Martinez, Landi, y Delgado, 2014). A esta especie se le

conoce también como: cobayo, curi, conejillo de indias o ginea pig (Sanchez, 2002, p.9).

CLASIFICACION TAXONOMICA DEL COBAYO

Reino Animal

Clase Mamifero

Orden Roedores

Suborden Hystricomorpha
Familia Caviidae

Género Cavia

Especie Cavia aparea aparea;

Cavia porcellus (especie Doméstica)

Fuente: Vivas, Carballo, 2009, p.5

SISTEMAS DE PRODUCCION

En la produccion de cuyes, se ha identificado tres diferentes tipos de produccion: el de tipo
familiar, el familiar comercial y el comercial (Garcia,2011, p.12).

- Sistema de produccién familiar

El sistema de produccién familiar de cuyes, es conocida como el método casero, donde la
alimentacion de los animales es con restos de comida proveniente de la cocina y de pastos,
siendo muchas veces inadecuado para los animales. Con ausencia de ayuda técnica para el

manejo de los animales, donde son criados en grupo donde no son diferenciados de sexo, edad
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0 tipo, existiendo de esta manera un alto grado de consanguinidad, y la muerte de animales
lactantes por una alta densidad de cuyes adultos (Amaguafia, 2012, p.64).

Segln Garcia (2011) la crianza de tipo familiar se da mas en la region andina, donde el
cuidado de los animales lo realiza los hijos, amas de cada 0 miembros de la familia, el manejo
de los animales es responsabilidad de los nifios y mujeres de casa. La cantidad de animales
que crian este ente 10 a 50 cuyes; el nimero de animales a ser criados esta limitado por la
cantidad de alimento que dispone(pp.12-13)

- Sistema familiar comercial

El sistema de alimentacidn de cobayo en mediante productos agricolas y pasto cultivado, en
ocasiones utilizan suplementos alimenticios; contando de esta manera un control sanitario mas
estricto. Contando con instalaciones méas adecuadas para la produccion de los animales, los
animales ya son agrupados de acuerdo a la edad, sexo y clase; por lo que la exigencia de mas
mano de obra para el manejo de los pastos y de los animales como tal (Garcia, 2011, p.13).

- Sistema comercial

El sistema de crianza de tipo comercial, en esta ya existe el manejo técnico; utilizando ya
pozas o jaulas para la seleccién de los animales de acuerdo a la etapa reproductiva que esta se
encuentre y con una alimentacion adecuada para los animales, a base de pastos verdes y

balanceados (Amaguafa, 2012, p.64).

ENFERMEDADES

Este roedor como todo animal padece de enfermedades bacterianas, virales, parasitarias y
organicas; motivos que predisponen a los animales a enfermedades son cambios repentinos en
el medio ambiente, tales como variaciones de temperatura, humedad, o que estén en contacto
directo a corrientes de aire, nimero elevado de animales, ausencia de limpieza de camas, falta
de alimentacion, etcétera. Las enfermedades que causan una alta mortalidad esta dada por

bacterias (Vivas, Carballo, 2009, p.35).
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Brucelosis
Sinonimia

“Melitococia, fiebre ondulante, fiebre de Malta, fiebre del Mediterraneo (en el hombre),
aborto contagioso, aborto infeccioso, aborto epizodtico (en animales), enfermedad de Bang (en
bovinos)” (Ancha y Szyfres, 2001, p.28)

Importancia

De acuerdo con Freer, Castro Arce (2001) la brucelosis, antiguamente era conocida como
la fiebre de Malta; donde fue inicialmente descrita de manera clinica por Marston en 1859 y
Sir David Bruce aisld el agente causal en 1887. Siendo esta una enfermedad zoondtica y
cosmopolita.

Es una enfermedad bacteriana causa por miembros del género Brucella, es una zoonosis
importante y causante de grandes pérdidas reproductivas en los animales; es generalmente
causada por Bruecella abortus en los bovinos, B. melitensis o B. ovis en pequefios rumiantes,
B. suis en cerdos y B. canis en perros, Institute for International Cooperation in Animal
Biologics (IICAB, 2009, p.1).

Esta enfermedad es de caracter zoonoOtica, que se encuentra ampliamente distribuida en
paises en via de desarrollo, afectando al hombre como a los animales. Las especies de
brucelosis entre las méas destacada son: B. Abortus, B. Melitensis, B. Ovis, B. Canis, B. Suis y
B neotomae infectando a una gran variedad de especies animales domésticas y salvajes, como

a los bovinos, caprinos, ovinos, caninos, suinos y roedores (Saldarriaga, Rugeles, 2002).

Etiologia.

La Brucella abortus es un cocobacilo o bacilo corto Gram negativo IICAB (2009), aerobias,
no moviles, no son esporuladas y no encapsuladas (Rivas, 2015).

Las especies que se ven afectadas por la brucelosis se encuentra los ovinos, bovinos,

caprinas, equino y porcino, incluyendo al hombre (Alvarez, Diaz y Ortiz, 2015, p. 130).
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La brucelosis es una infeccion endémica aun en los paises de Centroamérica y Sudamerica,
en el Mediterranea, en el Norte y Este de Africa, Medio Oriente y Asia (Corbel, 2006).

La manera de transmisién de la enfermedad se puede dar cuando los animes lamen
membranas fetales, fetos abortados, crias recién nacida y drganos genitales de hembras
infectadas, el hombre para contraer esta infeccion es por la ingestion de productos de origen
animal no pasteurizados como los alimentos lacteos, el consumo de carne cruda y de visceras,
contacto directo con animales infectados o por inhalacion de particulas (Alvarez, Diaz y Ortiz,
2015, p. 132).

De acuerdo con Ancha y Szyfres (2001) el hombre puede adquirir la enfermedad de forma
interhumana, ya que da a conocer que una nifia de 30 dias de nacida adquirié la enfermedad,
de sumadre por el consumo de leche, pero como también puede ser adquirida de manera sexual,
transfusion de sangre o donacion de médula désea. Y el ganado puede contraer la enfermedad
mediante la ingestion de alimentos contaminados como pastos, forrajes y agua, y fémites
(p.40).

El periodo de incubacién de la brucelosis en el ganado puede ser entre dos a cinco semanas
(IICAB, 2009), mientras que el hombre puede ser entre una a tres semanas de incubacion, e

incluso puede durar hasta meses (Ministerio de la salud-Presidencia de la Nacién, 2013).

Riesgo zoondtico y requisito de bioseguridad

Esta enfermedad es de facil transmision al hombre ya, que en este le causa fiebre, en la que
puede progresar de forma mas cronica, donde esta puede comprometer al sistema musculo
esquelético, cardiovascular y al sistema nervioso central. La forma de contraer es mediante via
oral, respiratoria o conjuntiva, inclusos por el consumo de productos lacteos crudos siendo esta

el principal riesgo a la humanidad en lugares donde esta infeccion es aun endémica (OIE, 2018,

p.5).
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Los de mayor riesgo para contraer la enfermedad se encuentra los granjeros, veterinarios y
los encargados de faenar a los animales (Alvarez, Diaz y Ortiz, 2015, p. 132).

Sintomas

Es una enfermedad multisistémica con un gran rango de sintomas, pero también es comun
que esta infeccidn es asintomatica (I1ICAB, 2009, p.3).

Los sintomas mas relevantes ante la enfermedad se encuentran la “fiebre continua,
intermitente o irregular, de duracion variable, cefalea, fatiga, diaforesis, mialgias, pérdida de
peso, anorexia, malestar generalizado, con o sin signos de localizacion como:
artritis/espondilitis, meningitis endocarditis, orquitis/epididimitis” (Ministerio de la salud-
Presidencia de la Nacion, 2013)

Diagnostico

Para realizar un diagndstico de brucelosis se realiza la prueba de la rosa de bengala (RBT)
y la de aglutinacién en placa con antigeno tamponado (BPAT), como también la técnica de
ELISA y la prueba de polarizacion de la fluorescencia (FPA) (OIE,2018, p.14).

En la técnica de ELISA lo que se puede detectar son los anticuerpos con IgG, IgA e IgM,
en las que hacen el uso de proteinas citoplasmaticas como antigenos; por lo que esta prueba

suele ser mas sensible que la prueba de aglutinacion (Jawetz, Melnick y Abelderg, 201, p.252)

Tratamiento (tto)

Para realizar el tratamiento contra esta infeccion, se puede utilizar las tetraciclinas o las
ampicilinas, debido a que esta enfermedad es mas sensible a estos antibioticos, el paciente se
puede sentir mas aliviado pocos dias después de haber iniciado el tto; pero se debe tener en
consideracion la ubicacion intracelular de la bacteria, por lo que esta no se elimina con facilidad

del hospedador (Jawetz, Melnick y Abelderg, 2011, p.252)
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TECNICAS PARA DETERNIMAR BRUCELOSIS

ELISA

(Tizard, 2009) “las pruebas mas importantes de inmunoanalisis empleadas en medicina
veterinaria esta el analisis de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA)”; esta técnica se
puede emplear para detectar y medir los anticuerpos como los antigenos(Ag)(p.513).

Es un procedimiento que tiene multiples variables, depende de la conjugacion de enzimas
con un Ac; por lo que, para medir los Ac, se fijan Ag conocidos en una fase solida, incubando
con una dilucién del Ac estudiado, se lava y ser incuba de nuevo con Ac marcados contra la
inmunoglobulina con una enzima. “La actividad enzimatica se mide al afiadir un sustrato
especifico y se valora la reaccion del color” debido a que esta se encuentra en relacion directa
con la cantidad de Ac unido (Jawetz, Melnick y Abelderg, 2011, p.142).

“Se utiliza generalmente una antiglobulina reactiva, unida generalmente a una peroxidasa,
fosfatasa o ureasa, para detectar la union de anticuerpos al antigeno absorbido a un soporte
inmovil generalmente bandejas de microaglutinacion, tubos, cuentas o laminas” (Chajon,
2015).

“La técnica de ELISA se caracteriza por su elevada sensibilidad y especificidad. Emplea
una pequefia cantidad de suero y da buenos resultados aun en presencia de hemélisis. Existen
varios tipos de ELISA para el diagndstico de Brucella spp. como son el ELISA indirecto o el

ELISA competitivo” (Coelho A., Garcia D.J., y Coelho A.C., 2014).

TECNICA ROSA DE BENGALA (RB)

“La reaccion del antigeno Rosa de Bengala, o antigeno tamponado, es una reaccion de
aglutinacion rapida que utiliza como suspension bacteriana, Brucella abortus, a la que se afiade
el colorante Rosa de Bengala en un medio acido tamponado. Tras la mezcla a partes iguales
del antigeno Rosa de Bengala y del suero, en caso de brucelosis apareceran aglutinados

coloreados. El limite de sensibilidad es de 25 Ul/ml” (BIO-RAD, 2014).
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Es una técnica de aglutinacion en porta, utiliza con antigeno las células de B. abortus S99 o
S1119-3, tefiidas con RB a 1%, donde identifica principalmente IgM y 1gG. EIl objetivo de
esta prueba “consiste en mezclar el antigeno con el suero problema y observar la aglutinacion
sobre un fondo de luz blanca en un tiempo de 4 minutos, durante el cual deben realizarse
movimientos circulares constantes” (Pérez, 2014).

La prueba rosa de bengala, es de caracter cualitativa capaz de determinar resultados
positivos como negativos; siendo una técnica con elevada sensibilidad, pero su especificidad
no es tan elevada debido a que no es capaz de diferenciar entre animales infectados de forma

natural o inmunizados por el uso de una vacuna (Coelho A., Garcia D.J., y Coelho A.C., 2014).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)PAGINA

El uso de la técnica de PCR, es posible obtener millones de copias de ADN (&cido
desoxirribonucleico), en la “cual existe una o algunas copias de los cientos de miles que pueden
llegar a construir el genoma de un organismo”. Esta técnica a planteado nuevas alternativas
para el diagnostico de varias enfermedades ya sean infecciosas como genéticas (Ortega, 1997).

Es uso del PCR, se ha empleado en varios estudios para detectar Brucella spp. en muestras
de sangre, leche o materiales contaminados. “El hecho de amplificar secuencias especificas de
ADN bacteriano permite plantear que sea utilizada como un método réapido y confiable en el

diagnostico de brucelosis” (Mosquera, Bernal, Muskus y Berdugo, 2008, p. 1505).

BRUCELOSIS EN EL ECUADOR

Un estudio realizado en el canton EI Carmen, perteneciente de la provincia de Manabi, para
determinar la seroprevalencia de brucelosis bovina y la relacion del aborto en edad
reproductiva; consideraron a 183 animales en edad reproductiva, donde la clasificaron en tres
grupos los cuales son de: 24-48, de 49 a 72 y mayores de 73 meses, consideraron intervalos
de 24 meses, donde encontraron una seroprevalencia de la enfermedad de 5,46%, dando a

conocer que un 20% de las fincas estudiadas se encontraban afectas con la enfermedad del
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cantdn, considerando que un 80% de las hembras bovinas enfermas presentaban antecedentes
de abortos y apreciaron que las hembras con edades comprometidas entre 49 a 72 meses de
edad presentaron mayor cantidad de abortos (Calderon et al., 2019, pp. 87-88).

Segln Zambrano, Pérez y Rodriguez (2016) nos indica que en su investigacion sobre
“Brucelosis Bovina en la Provincia Manabi, Ecuador. Estudio de los factores de riesgo”,
consideraron a 2369 animales, de los cuales 52 fueron positivos con la técnica Rosa de Bengala
siendo como prueba tamiz, y 49 fueron positivos utilizando la prueba de ELISA competitivo,
teniendo como resultado una prevalencia de 2,19%. Consideraron también que existe mayor
presencia de brucelosis en animales mayos de 5 afios, como también en relacién al sexo

teniendo mayor riesgo las hembras.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1.MATERIALES

3.1.1. Fisicos

Tabla 1. Materiales Fisicos

Descripcion Unidad Cantidad
Hojas de papel bond Unidad 50
Esferos Unidad 1
Mandil Unidad 1
Laptop Unidad 1
Hojas guias para la técnica de ELISA Unidad 5
Marcadores Unidad 1
Gorra desechable Unidad 20
Guantes Unidad 100
Puntas azules Unidad 100
Puntas amarillas Unidad 400
Puntas blancas Unidad 100
Multicanal de 12 puntas de 300 ul Unidad 1
Pipeta de 1000ul Unidad 1
Pipeta de 10 ul Unidad 1
Tubos tapa roja de 10cc Unidad 80
Equipo de ELISA Unidad 1
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3.1.2. Bioldgicos

Tabla 2. Materiales Bioldgicos

28

Descripcion Cantidad
Animales 89
Sangre 8ml
Suero 1.5ml
Pools 9 unidades
Estudiantes 1
3.1.3. Quimicos

Tabla 3. Materiales Quimicos
Descripcion Unidad Cantidad
Agua destilada Ml 17,6
Solucién de parado Ml 1,2
Solucién de revelacion Ml 1,2
Diluyente 2 Ml 2,28
Diluyente 3 Ml 1,8
Conjugado concentrado (10X) Ml 0,2
Solucién de lavado concentrada (20X) Ml 4,4
Control positivo Ul 10
Control negativo Ul 10
Microplaca sensibilizad con el LPS de Brucella tira 2

(1*8)
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3.2. METODOS

3.2.1. Disefio estadistico

Este trabajo de investigacion corresponde a un estudio epidemiologico de tipo
descriptivo, prospectivo de corte transversal y causal, ya que en primera estancia de
determina la presencia de los anticuerpos para el agente etioldgico y luego se calcula la

prevalencia del mismo en la poblacion de estudio.

3.2.2. Seleccion y tamafio de la muestra
Para este trabajo de investigacion, se considerd a 89 animales entre hembras y machos,
con un peso promedio entre 800gr a 1000gr destinados a ser faenados y ser

comercializados en el mercado del cantén Paute.

3.2.3. Obtencion de muestras sanguineas

Para la recoleccion de la muestra, se realiz6 de manera directa en el momento que el
animal es desangrado, que se realiza en dos métodos: el primero es el corte directo que
se realiza a nivel del cuello con sangre de la arteria car6tida o vena yugular, y el segundo
método es mediante la extraccion del globo ocular con sangre de la arteria carétida interna
0 externa, latoma de la muestra dependera de la técnica que utilice el faenador del animal.
Las muestras de sangre fueron recolectadas en un tubo de tapa roja de 10cc que ya se
encuentras previamente ya identificada de acuerdo a su codigo (provincial, cantonal y
parroquial del pais), y posteriormente colocadas en un cooler que ya se encuentra con gel
congelado para mantener la temperatura de las muestras recolectadas.

La muestra fue transportada al laboratorio de la Universidad Politécnica Salesiana,
para ser centrifugada por 5-7 minutos a 2500 revoluciones por minuto, para después
recolectar el suero sanguineo mediante el uso de una pipeta de 100ul y ser conservada a

refrigeracion.
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Ya identificado a los sueros sanguineos se realizé los pools, en lo que consiste en
identificar a 10 sujetos y extraer 50ul de cada individuo y colocar en un vacutainer de 2cc
para que se homogenice la muestra de los 10 sujetos y posteriormente ser conservada en
refrigeracion.

3.2.4. Procedimiento para realizar la técnica de ELISA indirecto

Se realizd de acuerdo al procedimiento que viene en el kit de ELISA indirecto de

multiespecies de Innovative Diagnostics.

Primer paso: distribuyo.

190 ul de Diluyente 2 en cada pocillo

10ul de control negativo en los pocillos Al y B1.

10 ul de control positivo en los pocillos C1 y D1.

10 ul de cada muestra o0 mezcla de 10 sueros a analizare en cada uno de los

pocillos restantes.

Segundo paso: se incubo por 45 minutos a temperatura ambiente.

Tercer paso: se lavd 3 veces cada pocillo con 300 ul de solucion de lavado.

Cuarto paso: se preparé el conjugado de concentrado 10X al 1:10 con el Diluyente 3.

Quinto paso: se distribuy6 100 ul de conjugado en todos los pocillos.

Sexto paso: se incubd 30 minutos (+ 3 minutos) 21 °.

Séptimo paso: se lavd 3 veces cada pocillo con 300 ul de solucién de lavado.

Octavo paso: se distribuy6 100 ul de solucion de revelacion en cada pocillo.

Noveno paso: se incub6 15 minutos (+ 2 minutos) 21 °C (+ 5°C) en la obscuridad.

Decimo paso: se distribuy6 100 ul de solucion de parada en cada pocillo para detener
la reaccion.

Décimo primer paso: se procedid a colocar las microplacas sensibilizadas en el equipo

de ELISA con una densidad Optica de 450 nm.
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3.2.5. Variables del estudio
3.2.5.1.Variables dependientes

Tabla 4. Variables dependientes: prevalecia de anticuerpos mediante ELISA indirecto

Concepto Categorias Indicadores Indice
Prevalencia de Suero sanguineo Volumen de suero Ml

anticuerpos en Anticuerpos Medicion de Densidad Optica
cobayos. anticuerpos.

3.2.5.2.Variables independientes

Tabla 5. Variables independientes: Animales

Concepto Categorias Indicadores indice

Cobayos en produccion  Cobayos NUmero de animales Numero

(machos-hembras )

3.3.CONSIDERACIONES ETICAS
En el presente trabajo de investigacion no se considera la ética, ya que no se dirige al
sufrimiento del animal al momento del muestreo sanguineo de los cobayos, ya que son

animales de faenamiento para el consumo en el mercado de Paute.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1.RESULTADOS

Figura 1: Resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA indirecto

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA
TECNICA DE ELISA INDIRECTO

——4— Resultados obtenido (%) — M= Negativo<20% positivo>20% ====- Lineal (Negativo<20%)

PORCENTAJE (%)

pl p2 p3 p4 p5 p6 p7 p8 p9
—4@— Resultados obtenido (%) -1,01 2,36 2,65 2,07 1,78 1,88 4,19 3,71 -0,53
= B Negativo<20% -1,01 2,36 2,65 2,07 1,78 1,88 | 4,19 3,71 -0,53
positivo>20%

POOLS

Fuente: Diana Peralta

Para la interpretacion de los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion para
determinar la prevalencia de Brucella abortus en cobayo de produccion, se considerd la
tabla de interpretacion que viene en el interceptum del kit de ELISA indirecto de multi-
especies que es lo siguiente:

- El valor es menor o igual al 20% se considera como negativos.

- El valor es mayor al 20% se considera como positivos.

En la investigacion realizada se trabajé con 9 pools, teniendo como resultado que todos

los pools estudiados tiene una baja carga de antigenos. Por lo tanto, se consideran
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negativos de acuerdo a la casa comercial donde se adquirid el kit de ELISA. Sin embargo,
se puede determinar que el pool p7 tiene 4,19%, es decir, presenta una mayor cantidad de
antigenos adheridos en el pocillo, en comparacién con los demas pools, como también un
resultado de -1,01% de antigenos presentes en el pool p1.

Si se considera la prevalencia de la enfermedad presente el pais, se baja, ya que en un
estudio realizado por AGROCALIDAD(2009) considera que hay una seroprevalencia 6%
a nivel nacional.

De acuerdo con M. F. Karim et al. (2019) en su estudio realizado para ver cambios
histopatologicos de brucelosis en cobayas infectadas experimentalmente, utilizaron a esta
especie debido a su susceptibilidad con el patégeno en comparacion con otros animales
de laboratorio tales como: ratas, ratones, monos y ovejas. Para llevar a cabo el proceso
inocularon la bacteria obtenida de las membranas fetales abortadas de hembras bovinas,
para después aplicarlas a los animales de estudio y para determinar la presencia de la
enfermedad realizaron la prueba Rosa de Bengala, confirmando que los animales eran
positivos a brucelosis. Y, por Gltimo, las cobayas fueron sacrificadas para realizar una
necropsia. En comparacion con el estudio realizado en la misma especie mediante la
técnica ELISA indirecta, la presencia de brucelosis no supera el 20% de sp, por lo tanto,
se consideran que los resultados son negativos en todos los pools.

De acuerdo con Cabrera, Silva, lzquierdo y Garcia (2005) que la prevalencia de
brucelosis en bovinos en Cuba, realizaron este trabajo de investigacion agruparon para
mezclar 10 sueros en igual proporcion, donde utilizaron ELISA DAVIH BRU 2, teniendo
una especificidad de 99,65%, en la cual se identificaron los sueros positivos de brucella
en sus 3 mezclas e individuales; teniendo en cuenta que la mezcla de sueros no afecto la
sensibilidad y especificidad de la técnica, considerando que también en este estudio

realizaron la técnica de la Rosa de Bengala, en la que estd detecto a mas animales



34

positivos del estudio, considerando los resultados obtenidos concluyeron que la
prevalencia de la enfermedad es menor o igual al 2%, y si le comparamos con el trabajo
de investigacion, utilizado con especie estudiada a los cobayos del canton Paute, en la
cual también se realiz6 la mezcla de sueros de 10 animales en igual proporcion, y los
resultados que se obtuvieron fueron de negativos, con un promedio de 1,9% de
anticuerpos presentes, por lo que la prevalencia es nula.

Tabla 6. Prevalencia de Brucella abortus en cobayos del cantén Paute.

Especie N° de animales  N° de pools Promedio de Prevalencia
los resultado

(%spp)

Cobayos 89 9 1,9 Alta  Baja

X

Autoria propia
Puesto que, en varias investigaciones, para estudiar la enfermedad de Brucella spp. o
Brucella abortus, han tenido que ser animales criados en laboratorios, para
posteriormente ser inoculados con la enfermedad, puesto que a la especie mas susceptible
para la brucelosis es el conejillo de indias, en comparacion con otras especies de
laboratorio. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de la
enfermedad en cobayos, puesto que los resultados obtenidos son negativos utilizado,

Unicamente la técnica de ELISA indirecta.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.CONCLUSIONES

Como se puede apreciar tanto en la figura 1, los resultados obtenidos para determinar
Brucella abortus en cuyos de produccion mediante la técnica de ELISA indirecta, en
todos los pools que son de 10 individuos cada pool, resulto que es menor al 20%
considerando que en el interceptum nos da a entender que todos los pools son negativos.

El uso de la agrupacion de sueros en el sistema, no afectdo a la sensibilidad y
especificidad de los sueros estudiados.

El 100% de poblacién que se considero para este trabajo de investigacion resulto que
la prevalencia de Brucella abortus en cobayos de produccion es nula.

La carga de anticuerpos de baja, considerando que la alimentacion de estos animales
es la misma que la de los bovinos, teniendo en cuenta que los propietarios de los animales
permanecen en contacto con otras especies que pueden ser portadores de la enfermedad.

El uso de la mezcla de sueros para realizar un estudio epidemiologia, en relacion a la
presencia 0 ausencia de la enfermedad, resultd eficiente desde el punto de vista
econdmico, ya que en caso de haber tenido resultados positivos Unicamente se hubiera

vuelto a realizar al pool sospechoso, y no a todos los animales individualmente.
5.2. RECOMENDACIONES

Tener en cuenta la seguridad del animal y del operador durante la utilizacion de
laboratorios y evitar en lo maximo posible el estrés que se le podria causar al paciente en
la toma de muestra.

Se recomienda realizar méas estudios de la enfermedad con esta especie animal, ya que

no hay informacion como tal.
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7. ANEXOS

Tabla 7 : como estan conformado cada pool de Paute

42

pl | 010552001 | p2 | 010552011 | p3 | 010552023 | p4 | 010552035
010552002 010552012 010552025 010552036
010552003 010552014 010552026 010552037
010552004 010552015 010552027 010552038
010552005 010552016 010552029 010552039
010552006 010552017 010552030 010552040
010552007 010552018 010552031 010552041
010552008 010552020 010552032 010552042
010552009 010552021 010552034 010552043
010552010 010552022 010552035 010552044

p5 | 010552046 | p6 | 010552067 | p7 | 010552077 | p8
010552047 010552068 010552078 010552087
010552048 010552069 010552079 010552088
010552050 010552070 010552080 010552089
010552051 010552071 010552081 010552090
010552056 010552072 010552082 010552091
010552060 010552073 010552083 010552092
010552063 010552074 010552084 010552093
010552064 010552075 010552085 010552094
010552065 010552076 010552086 010552096

Tabla 8 : distribucion de muestras de los pools

Fuente: Diana Peralta

1 2
A posit. p5
B posit. p6
C negat. p7
D negat. p8
E pl p9
F p2
G p3
H p4

Fuente: Diana Peralta



Tabla 9 : resultados obtenidos en el equipo de ELISA de los pools

1 2
A 1,241 0,132
B 1,060 0,133
C 0,098 0,157
D 0,129 0,152
E 0,103 0,108
F 0,138
G 0,141
H 0,135

Fuente: Diana Peralta
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Foto 1: rotulacién de tubos de tapa roja

Foto 2: Muestras sanguineas
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Foto 3: suero sanguineo de cuyos

Foto 4: kit de ELISA indirecto




Foto 5: micro placas previas a la lectura en el equipo de ELISA

Foto 6: equipo de ELISA y las micro placas sensibilizadas
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Foto 7: tesista pipeteando los sueros de cobayos
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Hoja de trabajo de ELISA indirecto

FECHA DEL ELISA:

N° DE MUESTRAS:

ESPECIE/ES: PULLES:
SUERO:
ENFERMEDAD:

HORA OK

Incubacién (45mint)

Primer lavado (3 veces)

Conjugado incub.
(30mint

Segundo lavado (3
veces)

Solucién de revelacién

incub. (15mint)

Solucién de parada

Lectura

DISTRIBUCION DE MUESTRAS
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1 2 3

4

5 6 7 8 9

10 | 11

12

I OMmmololm >

NOTAS:

RESULTADOS

1 2 3

10 | 11

12

ITOMMmMoOlm|>

CALCULOS

FORMULA

RESULTADOS

VALOR MEDIA (POSIT.)

DOcp= ((C1+D1)/2)>0.350

VALOR MEDIA (NEGT.)

DOcn= (A1+B1)/2

MEDIA DE LOS
CONTROLES

DOcp/DOcn>3

CADA MUESTRA

S/P%=((DOmuestra-DOcn)/(DOcp-
DOcn))*100
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