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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en vacunos de las cuencas Mashcoén y
Chonta entre los meses septiembre, octubre y noviembre del afio 2016, con
el objetivo de determinar la prevalencia de brucelosis bovina. El diagnostico
se determin6é mediante la prueba rosa de bengala y fijacibn de complemento.
Se trabaj6 con 766 animales, las muestras sanguineas fueron recolectadas
de la vena coxigea (aproximadamente 5 - 8 ml en tubos sin anticoagulante) y
luego analizados en laboratorio de SENASA (Servicio Nacional de seguridad
Agraria) Bafos del Inca. La prevalencia se calcul6 mediante la siguiente
férmula: Prevalencia = [Total de casos existentes en un periodo de tiempo/
Poblacion total en el periodo de tiempo]* 100 y luego trabajados bajo la
prueba de Z de proporciones. Se determiné una prevalencia de 0.13% y
mediante la prueba de Z de proporciones nos respaldamos para afirmar que
la prevalencia es menor a 01%.

Palabras clave: Brucelosis, prevalencia, prueba rosa de bengala, prueba

fijacion de complemento.



ABSTRACT

The present investigation was carried out in the beef of the basins Mashcén
and Chonta between September, October and November of 2016, with the
objective of determining the prevalence of bovine brucellosis. The diagnosis
was made using the Bengal pink test and the complement fixation. A total of
766 animals were sampled, blood samples were collected from the coxigenic
vein, approximately 5-8 ml in tubes without anticoagulant and then analyzed
in the laboratory of SENASA Bafios del Inca. The prevalence was calculated
using the following formula: Prevalence = [Total cases in a time period / Total
population in the time period] * 100 and then worked under the Z-test of
proportions. In the result a prevalence of 0.13% was determined and by the
Z-test of the proportions we conclude that the prevalence is less than 01%.

Keywords: Brucellosis, prevalence, rose bengal test, complement fixation

test.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad distribuida a nivel mundial y que
actualmente la Regién de Cajamarca viene siendo afectada por casos de
Brucelosis Bovina (SENASA, 2015), provocando aborto e infertilidad en sus
hospedadores naturales, las cabras, las ovejas, las vacas y las cerdas.
Ademas de afectar a sus hospedadores preferenciales, Brucella sp. afecta a
otras especies domésticas y salvajes que a su vez, pueden ser reservorios
de la enfermedad para otras especies animales y para el ser humano. Por lo
tanto, la brucelosis se considera una importante zoonosis, que se transmite
por contacto directo con los animales y/o con sus secreciones o por el
consumo de leche y subproductos lacteos (Aparicio, 2013), pues muchas
personas por sus actividades laborales estan en contacto directo con los
animales, como sucede con los ordefiadores, sanitarios, Médicos

Veterinarios y otros (Acha, y Szifres, 2003).

Es imprescindible resaltar la importancia de la vigilancia epidemiolégica de
brucelosis al referirnos como una zoonosis, ya que es un peligro para la
salud de la poblacién en general y ademas da lugar a grandes pérdidas
econdmicas, no solo en vacunos, sino también en otras especies, razén por

la que sigue siendo hasta nuestros dias preocupante (Abdala, 1998).



1. OBJETIVO

1.1

Objetivo General

Determinar la prevalencia de brucelosis bovina en las cuencas
Mashcon y Chonta, mediante la prueba rosa de bengala y
comprobacién de los positivos con la prueba de fijaciéon de

complemento.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE BRUCELOSIS

El Pera cuenta desde 1998 con el Programa Nacional de Control y
Erradicacion de Brucelosis Bovina, en 1999 se efectu6 el primer
monitoreo para conocer la situacion epidemiolégica de brucelosis
bovina en las principales cuencas lecheras del Peru; determinandose
prevalencias muy bajas como sigue: de 0.07% al evaluar 33046
muestras de suero sanguineo resultando 22 casos positivos; el 2000
fue de 0.06% y el 2001 fue de 0.01 % y el 2003 fue de 0.026% (Meza,
2008).

Segun Resolucién Jefatural N° 008 -2003-AG-SENASA del 20 de Enero
del 2003, con el que se reconocen a las provincias de Cajamarca,
Cajabamba, Celendin, San Marcos, San Miguel y San Pablo del
departamento de Cajamarca; provincias de Cusco, Canchis, Espinar y
La Convencion del departamento del Cusco; provincias de Ica, Nazca,
Palpa y Pisco del departamento de Ica y a las provincias de Jauja,
Concepcion, Chupaca y Huancayo del departamento de Junin como
areas libres de Brucelosis bovina (SENASA, 2015).

La prevalencia de la tuberculosis y de la brucelosis bovina en la
campifia de Cajamarca ha experimentado un descenso continuo y
constante a lo largo de los afios 2001-2008 mostrando una prevalencia
para Brucella de 0.0 % y Tuberculosis de 0.0 % y para ese entonces
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nuestra campifia estaba libre de Brucella bovina y Tuberculosis (Diaz,

2011).

BRUCELOSIS BOVINA

2.2.1.

2.2.2.

Definicion

La brucelosis, es una enfermedad infecciosa que se presenta
con episodios recurrentes de fiebre, debilidad, sudoracion y
dolores vagos (Dellamea, 2005). Es causada por
microorganismos del género Brucella spp, que son un grupo de
bacterias intracelulares, inmdviles y de crecimiento lento (Moral,
2013).

Las personas pueden infectarse al ingerir leche de vaca, de
oveja 0 de cabra o sus derivados (manteca, quesos) que
contengan microorganismos viables, es decir productos que
hayan sido fabricados con leche sin pasteurizar. También se
adquiere por contacto directo con animales infectados o sus
productos (manejo de sangre, orina, descargas vaginales, fetos
abortados y placentas de animales infectados), razén por lo que
se considera que es una enfermedad profesional de veterinarios,
carniceros, granjeros y ganaderos. El periodo de incubacion de
la brucelosis, esto es el tiempo en que no se presentan todavia
los sintomas, se establece entre 5 dias y varios meses (con un

promedio de 2 semanas) (Dellamea, 2005).

Etiologia

El agente causal de la brucelosis es la bacteria Brucella spp. Se
trata de un cocobacilo, aerébico, Gram negativo. Infecta en
forma primaria a los animales. Se conocen 7 especies: Brucella

melitensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella neotomae,
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Brucella ovis, Brucella canis y Brucella maris. Los reservorios
naturales principales para las distintas especies son: vacunos (B.
abortus), caprinos (B. melitensis), porcinos (B. suis), ovinos (B.
ovis), caninos (B. canis), roedores (B. neotomae) , ademas, la
recientemente hallada en mamiferos marinos (B. maris)
(Dellamea, 2005). Brucella abortus, biovar 1-6 y 9; B. melitensis,
biovar 1-3; B. suis, biovar 1,3-5 y B. canis son patégenas en
humanos (Moral, 2013).

2.2.2.1.Brucella Abortus

% Caracteristicas Generales

La clasificacion taxondémica sitia al género Brucella en el
dominio Bacteria, clase Proteobacteria, subclase Alpha,
grupo Rhizobiaceae y familia Brucellaceae. Respecto a
Brucella abortus, se reconocen mundialmente 7 biotipos (1
al 7) porque se suprimieron los biotipos 7 y 8, y el actual
biotipo 7 corresponde al 9 de la antigua clasificacion
(Garrido y Garrido, 2002).

La diferenciacién de especies y biotipos se realiza mediante
la apariencia de sus colonias, pruebas bioquimicas,
requerimientos especificos de cultivo, inhibiciébn por
colorantes y pruebas de aglutinacion con sueros. En el
aislamiento primario, las colonias de B. abortus se
presentan lisas, pequefas, brillantes, azuladas vy
transllcidas después de la incubacion durante 3 a 5 dias.
Ademas, las cepas lisas virulentas de B. abortus pueden
crecer en cultivos de células mononucleares sanguineas,
macrofagos peritoneales, macrofagos de glandula mamaria

y lineas celulares de mamiferos (Aréstegui et al., 2001).
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La bacteria no se multiplica en el ambiente,
simplemente  persiste 'y la viabilidad fuera del
hospedador depende de las condiciones ambientales. El
microorganismo es sensible a la luz solar, a los
desinfectantes y a la pasteurizacion, puede sobrevivir varios
meses en el agua a temperaturas de 4 a 8 °C; 2.5 afios a 0
°C o durante afios congelado. En orina resiste 30 dias, en
fetos abortados 60 dias y en exudado uterino 200 dias; la
acidificacion de la leche elimina estas bacterias pero pueden
mantenerse por algunos meses en la mantequilla y en los

guesos blancos procesados con cuajo (Dragui, 2002).

Morfologia

Brucella abortus es un cocobacilo pequefio gramnegativo
gue mide 0,5-0,6-1.5 pm, no movil, no forma esporas,
carece de pilis o flagelos, de capsula y de plasmidos
nativos (Velasco y Yamasaki, 2002). Como no se decolora
por el acido acético al 0.5% en la tincion Koster o Stamp, o
también llamada técnica modificada de Ziehl-Neelsen
(ZNM), se clasifica como ZNM positivo (Garrido y Garrido,
2002).

En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio
sélido, las diferentes especies de Brucella se clasifican
habitualmente como lisas (L) o rugosas (R). El aspecto que
adquieren las colonias se debe a la expresion del
lipopolisacarido en la superficie bacteriana. B. abortus es
clasificada como una especie lisa. Las cepas de Brucella en

fase lisa son las mas virulentas (Velasco y Yamasaki, 2002).



« Estructura Antigénica

Estructuralmente, el género Brucella posee una envoltura
celular caracteristica formada por la membrana externa, la
membrana interna y un espacio periplasmatico intermedio.
La membrana externa es una capa de lipopolisacarido
proteico de aproximadamente 9 nm de grosor rica en
fosfatidilcolina. EI componente mas abundante y mejor
estudiado de la membrana externa es el lipopolisacérido
(LPS), sin embargo, existen otros componentes lipidicos
como la ornitina y los acidos grasos que contribuyen a la
resistencia contra sustancias bactericidas (Aréstegui et al.,
2001).

En el periplasma hay proteinas y un gel glucopeptidico
denominado peptidoglicano (PG) responsable de la forma e
integridad osmatica de la bacteria. El espacio periplasmatico
de baja densidad separa la capa de PG de la membrana
celular. El citoplasma es rico en ADN, ARN, y proteinas
citosodlicas, algunas de ellas importantes desde el punto de
vista del diagnostico(Gillespie y Hawkey, 2006).

2.3. SIGNOS CLINICOS

Se ha demostrado que el periodo de incubacién es extremadamente
variable e inversamente proporcional al desarrollo del feto. Cuanto mas
adelantada esta la prefiez, mas corto es el periodo de incubacién de
Brucella (Acha y Szyfres, 2003).

La especial afinidad que estas bacterias tienen por el endometrio
gravido y por la placenta fetal de bovinos, hace que estas bacterias
también proliferen extensamente en trofoblastos de la placenta que

rodean al feto, lo que condiciona que la principal manifestacion clinica
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de la infeccidon aguda en los animales sea el aborto durante el ultimo
tercio de la gestacion o el nacimiento de animales prematuros poco
viables (Rivers et al., 2006).

Se sabe que un porcentaje de las vacas y vaquillonas que se infectan
durante la primera gestacion abortan; si la infeccion es reciente
pueden abortar hasta el 40% de estos animales, mientras que si los
animales conviven con la infeccion durante 2 afios este sintoma es
menos evidente y las gestaciones posteriores normalmente se llevan a
término. Otros signos clinicos clasicos en las hembras son la retencion
de placenta, metritis e infertilidad. Las hembras no prefiadas no
muestran signos clinicos y cuando se infectan con anterioridad a la

concepcion generalmente no abortan (Acha y Szyfres, 2003).

En los machos, los organos afectados incluyen las vesiculas
seminales, los testiculos y epididimo. Cuando la enfermedad se
presenta, uno o ambos testiculos pueden aumentar de tamafio, con
disminucién de la libido, lo que puede ocasionar una infertilidad
temporal o permanente. A veces puede haber una atrofia testicular
debido a adherencias vy fibrosis (Acha y Szyfres, 2003) o abscesos en
testiculos y epididimo (Rivers et al., 2006).

LESIONES

Los abortos son consecuencia de la inflamacion de la placenta, la cual
presenta necrosis que afecta a los cotiledones que aparecen blandos,
de color amarillento y cubiertos con una capa delgada de exudado
parduzco. La invasién del Utero gestante produce una grave
endometritis ulcerosa de los espacios intercotiledénareos. La bacteria
invade el alantocorion, los liquidos fetales y los cotiledones
placentarios, provocando la destruccion de las vellosidades. En los

machos, la orquitis necrotizante producida por la bacteria ocasiona
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lesiones fibroticas localizadas. En fetos infectados experimentalmente
se ha observado hiperplasia linfoide en multiples ganglios linfaticos,
deplecion linfoide en la corteza del timo, hiperplasia cortical de las
suprarrenales 'y focos inflamatorios diseminados formados
principalmente por grandes leucocitos mononucleares (Rivers et al.,
2006).

RESPUESTA INMUNE
2.5.1. Inmunidad natural

El ingreso de Brucella en el organismo induce la activacion de
los mecanismos de la respuesta innata para reducir el nimero
inicial de bacterias promoviendo una respuesta Thl (Linfocito T
helper 1) en el hospedador. Los macrofagos, los neutréfilos, las
células asesinas naturales (NK) y el complemento juegan un rol
clave en esta fase temprana de la respuesta a la invasion frente

a este microorganismo (Rivers et al., 2006).
2.5.1.1. Macrofagos

Los macréfagos juegan un rol central en la respuesta
inmune frente a Brucella, ya que actian como células
fagociticas profesionales y como células presentadoras
de antigenos. Sin embargo, Brucella es capaz de inhibir
su destruccion por parte de los macréfagos. Los
macréfagos son la principal célula blanco de esta

infeccién (Rivers et al., 2006).

Los macrofagos procesan antigenos en  sus
compartimentos intracelulares y los presentan en el
contexto del complejo de histocompatibilidad mayor
(MHC) a los linfocitos T, promoviendo de esta manera la
respuesta inmune  adaptativa. Las funciones

bactericidas frente a Brucella se deben al hierro
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presente en los macréfagos, ya que éste cataliza una
reaccion metabdlica que incrementa la actividad de las
especies reactivas de oxigeno y las especies reactivas
de nitrogeno, las cuales son inducidas por el interferén
gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Rivers et al., 2006).

Neutréfilos

Los neutrdéfilos son las primeras células del hospedador
gue se ponen en contacto con Brucella. Son atraidos al
sitio de la infeccion por estimulos quimicos originados o
derivados del microorganismo, para posteriormente
fagocitar la bacteria, preferentemente opsonizada para
luego ser destruida por los macréfagos (Saldarriaga et
al, 2002).

Una vez que el patégeno es fagocitado, se desarrolla
una serie de mecanismos destructivos en el neutrdfilo
con el fin de elimnar la bacteria, mediante la
desgranulacion de los granulos del neutréfilo y el
aumento del consumo de oxigeno que lleva a la
aparicion del radical superéxido, peréxido de hidrégeno
y otros radicales derivados del oxigeno, junto con la
activacion de la enzima mieloperoxidasa y la fusion del
lisosoma con los fagosomas que contienen la bacteria,
liberandose hidrolasa acida, glicosidasa, proteasa y
lipasa (Saldarriaga et al., 2002).

No obstante, la bacteria ingerida puede sobrevivir al
mecanismo destructivo de los fagocitos (Rivers et al.,
2006), lo que permite la inhibicion de la funcién
fagosoma-lisosoma por la acidificacion rapida del medio.

Por lo tanto, este es el mecanismo principal para la
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supervivencia intracelular de Brucella y un determinante
principal de la virulencia bacteriana (Garrido y Garrido,
2002).

Es asi que, aunque los neutréfilos son las primeras
células relacionadas con la eliminacion de patdgenos
extranos, ellos son considerados de baja eficiencia
contra Brucella, ya que esta bacteria puede crecer y
sobrevivir en su interior y ademas es diseminada a
través de éstos a los diferentes d6rganos vy
localizaciones, desarrollandose una infeccion

persistente (Rivers et al., 2006).

2.5.2. Inmunidad adaptativa

Las funciones de la respuesta inmune adaptativa en la
brucelosis se basan principalmente en tres mecanismos.
Primero, la generacion de una respuesta humoral con
produccién de anticuerpos, tales como Inmunoglobulina (Ig)
G2a que opsonizan al patégeno para facilitar la fagocitosis;
segundo, la activacion de la funciébn bactericida de los
macrofagos por accion del Interferon gamma (IFN-y), y tercero,
la lisis de las células infectadas por medio de los linfocitos T
(Rivers et al., 2006).

2.6. FISIOPATOLOGIA

Las cepas virulentas de Brucella, cuando son fagocitadas
por los macréfagos en las membranas mucosas, son transportadas
hasta los ganglios linfaticos y hay una bacteriemia transitoria, luego

estas bacterias son diseminadas hacia otros tejidos incluyendo el
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bazo, los ganglios linfatico mamarios e iliacos. Si las bacterias no son
destruidas, pueden sobrevivir largos periodos de tiempo en el interior
de las células fagociticas (Acha y Szyfres, 2003). Los ganglios
linfaticos responden a la invasion por medio de una hiperplasia
reticuloendotelial y linfatica, que puede tardar varias semanas en

producirse y persistir durante meses (Rivers et al., 2006).

Posteriormente, la bacteriemia intermitente da como resultado la
difusién y localizaciéon del microorganismo en los 6rganos del tracto
reproductivo y en las glandulas asociadas en los animales
sexualmente maduros. El eritritol, un alcohol polihidrico, actia como un
factor de crecimiento para B. abortus y esta presente en una
concentracion elevada en la placenta del ganado bovino. Este factor
de crecimiento también se encuentra en otros 6rganos tales como la
glandula mamaria y el epididimo (Rivers et al., 2006). Asimismo, las
células de la placenta, al igual que los fagocitos mononucleares,
contienen una gran cantidad de receptores de manosa, lo que
favorece la union con las moléculas de manosa del extremo terminal
del LPS de Brucella (Rivers et al., 2006).

Después que una vaca aborta o pare con normalidad, el
microorganismo no permanece mucho tiempo en el Utero. La infeccién
se vuelve cronica y Brucella se refugia en los ganglios linfaticos y en

la glandula mamaria del animal (Acha y Szyfres, 2003).

DIAGNOSTICO DE BRUCELOSIS BOVINA

El diagnéstico de la enfermedad en los animales debe realizarse sobre
la base del hato. La identificaciébn de uno o més animales infectados es
suficiente evidencia de que la infeccion esta presente en el hato y que
otros animales serolégicamente negativos pueden estar incubando la

enfermedad y presentan un riesgo (Corbel, 2006).
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Respecto a la leche cruda y productos lacteos no pasteurizados, se
han utilizado pruebas de aglutinacién en placa y aglutinacion en tubo
con y sin 2- mercaptoetanol para identificar animales positivos en

estudios de hatos (Langoni et al., 2000).

Las pruebas diagnésticas en general se clasifican en dos categorias:
aquellas que demuestran la presencia del organismo (métodos
directos) y aquellas que detectan una respuesta inmune a sus

antigenos (métodos indirectos) (Corbel, 2006).

2.7.1. Métodos directos

Se basan en evidenciar la presencia de la bacteria o de sus
componentes en los tejidos del individuo. Las preparaciones
tefiidas por ZNM a partir de muestras como cotiledones,
abomaso, contenido estomacal fetal y supuraciones uterinas
frecuentemente revelan caracteristicas de cocobacilos ZNM
positivos; igualmente se pueden utilizar muestras fetales de
bazo y pulmén. También se sugiere intentar el aislamiento
desde nodulos linfaticos, en especial los retromamarios;
glandula mamaria, semen, epididimo, liquido articular, calostro y
leche (Acha y Szyfres, 2003). Debe ser tomada precaucion
ya que otros agentes infecciosos tales como Coxiella burnetii o
Chlamydia pueden parecerse superficialmente a Brucella
(Corbel, 2006).

El diagndstico definitivo requiere el aislamiento de la bacteria,
frecuentemente a partir de hemocultivos. La técnica mas
utilizada para realizarlos es la de Ruiz Castafieda, que consiste
en la inoculacibn de sangre en frascos herméticamente
cerrados que contienen, simultaneamente, un medio liquido

(caldo triptosa) y un medio sélido (agar triptosa). Los cultivos
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deben mantenerse en incubacién un tiempo no menor a 30
dias. Hay que destacar que el cultivo bacteriologico de Brucella
es una técnica facil, rdpida y econdmica pero tiene una baja
sensibilidad en muestras de leche y productos lacteos (Garrido y
Garrido, 2002) y al utilizar muestras de leche y semen las
pruebas deben repetirse si el resultado es negativo ya que la
descarga de Brucella puede ser intermitente (Acha y Szyfres,
2003).

Métodos indirectos o seroldgicos

Se basan en evidenciar la presencia de anticuerpos producidos
frente a los antigenos de los microorganismos infectantes.
Dentro de las pruebas serolégicas utilizadas en el diagndstico

de brucelosis en bovinos se encuentran:

2.7.2.1. Prueba de Rosa de bengala

Es la prueba mas difundida, cualitativa, rapida, barata,
de ejecucion simple en placa y es utilizada como prueba
tamiz porque permite el procesamiento de un gran
namero de muestras por dia (Acha y Szyfres, 2003).
Posee wuna sensibilidad de 75% y una buena
especificidad de 100 % (Corbel, 1991).

Para su realizacion se enfrenta una parte del suero
(30 pl) con 30 pl de antigeno y se observa la presencia
de aglutinaciones. Esta prueba utiliza como antigeno
suspensiones de B. abortus al 8,5%, ajustadas a pH 3.6,
con el agregado del colorante Rosa de Bengala en
tampon lactato muy acido. Detecta anticuerpos IgM e
IgG1. Se informa como positiva 0 negativa y requiere la
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confirmacion mediante fijacion de complemento o
ELISA. Las reacciones falsas positivas se deben a
la actividad residual de anticuerpos de la vacunacion,
a la presencia de anticuerpos del calostro en terneros,
a reacciones cruzadas con ciertas bacterias y a errores
de laboratorio (Garrido y Garrido, 2002).

Fijacion de Complemento

Es una prueba altamente sensible (97.5%) y especifica
(99.9%) (Nielsen, 2002), de referencia internacional y es
confirmatoria para animales individuales, pero es lenta,
compleja, dificil de estandarizar (Acha y Szyfres, 2003)
y necesita de un buen laboratorio y personal entrenado
(Corbel, 2006). Presenta mejor correlaciéon con los
aislamientos en animales natural o experimentalmente
infectados, lo que la hace la prueba de referencia para
la validacién de otras pruebas seroldgicas (Samartino,
2002). En la primera etapa de la reaccion se
incuban  diluciones del suero inactivado con el
antigeno y el complemento. En la segunda etapa se
agrega el sistema hemolitico y se compara la hemdlisis
con los estandares correspondientes a 0, 25, 50, 75 y
100% de lisis. Puede utilizarse una dilucion 1:200 del
antigeno empleado en la reaccion de Huddleson, o un
antigeno soluble denominado HS que se prepara a
partir de una suspension bacteriana tratada con solucién
salina caliente. Esta prueba detecta anticuerpos IgG1.
La prueba de fijacion de complemento casi nunca ofrece
resultados inesperados y es muy util para diferenciar
titulos debidos a la vacunacion de aquellos debido por la

infeccion. Ademas, tras una infeccidén natural, los titulos
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para la fijacion de complemento no disminuyen si la

enfermedad se torna crénica (Mathias et al., 2001).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Todos los paises que han calculado las pérdidas econdmicas de la
brucelosis, han llegado a la conclusion que son millonarias,
principalmente por los problemas de aborto (Dragui, 2002). Los
agentes bacterianos mas comunes involucrados en el aborto en
bovinos son Brucella abortus, Leptospira sp., Campylobacter sp.,
Salmonella sp., Arcanobacterium pyogenes, Bacillus licheniformis,

Listeria monocytogenes y Ureaplasma diversum (Rivera, 2001).

PREVENCION

Para brucelosis bovina, las medidas de prevenciéon incluyen una
estricta higiene en los establos, cuarentena de los animales
recientemente adquiridos y un estricto programa de vacunacion.
Igualmente, hay que tener una cuidadosa selecciéon de los animales de
reemplazo, estos deben ser adquiridos de hatos libres de Brucella. Las
pruebas serologicas antes de la adquisicidbn son necesarias a menos
gue los animales provengan de poblaciones en areas que se sabe son
libres de la enfermedad (Corbel, 2006).

2.9.1. Higiene

La meta de la aplicacion de métodos de higiene para la
prevencion de la brucelosis bovina es la reduccidon de la
exposicion de animales susceptibles con aquellos que estan
infectados, o con sus descargas y tejidos. Los factores tales

como los métodos de manejo animal, los patrones de comercio,
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la prevalencia de los signos clinicos, el tipo de instalaciones y el
grado de dedicacion de los propietarios también afectaran el
éxito del control. Frecuentemente, los propietarios de los
animales estan pobremente informados sobre la transmision de
la enfermedad y las recomendaciones para prevenirla. Medidas
tales como la separacion de los animales antes del parto

pueden ser dificiles o imposibles de implementar (Corbel, 2006).

Se ha determinado que Brucella sp. es sensible a
concentraciones de 0.5 a 1% de desinfectantes con grupos
fenol, halbgeno, amonio cuaternario y aldehido. Ademas, el
gluconato de clorhexidina es un antiséptico eficaz contra B.
abortus y se recomienda para el lavado de brazos vy
manos de manipuladores de animales y de veterinarios que
entran en contacto con tejidos y material contaminado (Radostits
et al., 2002).

Cuarentena

Este es el periodo de tiempo durante el cual se restringen los
movimientos del ganado y se realizan pruebas a todos los
animales antes de mezclarlos con el resto del hato. La
duracién de la cuarentena debe ser lo suficientemente larga
para que todos los animales dispongan de tiempo suficiente
para desarrollar la enfermedad. Este periodo suele variar
entre 30 y 120 dias o hasta que todos los animales adultos
hayan completado una gestacion sin signos de infeccion
(Radostits et al., 2002).
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2.9.3. Vacunacion

La vacunacion es una herramienta fundamental para controlar la
brucelosis. El objetivo de un programa de vacunacion
sistematica y obligatoria de terneras es reducir la tasa de
infeccion y obtener hatos resistentes a la brucelosis, para luego
emprender la erradicacion. El lapso necesario para lograr ese
objetivo se estima entre 7 y 10 afios de vacunacion sistematica

de las terneras jovenes (Acha y Szyfres, 2003).

Los bovinos vacunados correctamente tienen menores
probabilidades de infectarse que el resto de animales, por lo
tanto, no son una fuente de cepas naturales de la bacteria. A
medida que se reduce el numero de animales infectados en un
rebafio, se reducen las posibilidades de exposicion y por
consiguiente, se reduce el numero de nuevos casos
(Radostits et al., 2002).

La vacunacion de los animales usualmente resulta en la
eliminaciéon de la enfermedad clinica y la reduccién en la
cantidad de organismos excretados por los animales que llegan
a ser infectados. Adicionalmente, es mas probable que los
propietarios de los animales acepten la vacunacién como un
método de control. En muchos paises, la vacunacion es la Unica
medida practica y econdmica de control de la brucelosis animal
(Corbel, 2006).

La fuente y calidad de las vacunas también son criticas en un
programa de vacunacion. La dosificacion y los métodos de
administracion varian de acuerdo a los animales y esto puede
afectar los resultados globales. Por ejemplo, frecuentemente es

recomendado que la vacunacion con la cepa 19 debe estar
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limitada a las hembras sexualmente inmaduras. Esto es para
minimizar la estimulacién de los anticuerpos post-vacunales que
pueden confundir la interpretacion de las pruebas diagnésticas y
también para prevenir posibles abortos inducidos por las
vacunas en los animales adultos (Corbel, 2006). Asimismo, las
vacunas liofilizadas son mejores que las vacunas liquidas por su
mayor estabilidad y longevidad, pero deben mantenerse en
refrigeracion en todo momento y soélo deben reconstituirse

cuando se necesiten (Radostits et al., 2002).

En el diagndstico de la brucelosis bovina es de especial interés
conocer la evoluciéon de las inmunoglobulinas en la infeccion
y en la vacunacién. En ambas aparecen primero las IgM y
luego las IgG. La diferencia es que mientras en la infeccion las
IgG tienden a incrementarse y a persistir, en las terneras
vacunadas entre los 3 y 8 meses de edad, las IgG tienden a
desaparecer alrededor de los seis meses después de la

vacunacion (Rojas et al., 2001; Achay Szyfres, 2003).

2.10.EPIDEMIOLOGIA DE BRUCELOSIS BOVINA

2.10.1. Distribucién Geografica

Mundial. La distribucién de las diferentes especies de Brucella
y sus biovares presenta variaciones geograficas. B. abortus es
la mas ampliamente difundida; B. melitensis y B. suis tienen
una distribucién irregular; B. neotomae se aislé de ratas del
desierto, en Utah, Estados Unidos de América, y su
distribucién se limita a los focos naturales, sin haberse
comprobado la infeccion en el hombre o en animales
domésticos. La infeccién por B. canis se ha comprobado en
muchos paises de varios continentes, y puede afirmarse que

su distribucion es mundial. B. ovis parece estar distribuida en
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todos los paises donde la cria de ovinos es importante (Acha
y Szyfres, 2003).

Hospedadores Naturales

Si bien B. abortus es reconocida como la principal causa de
aborto en bovinos, también puede infectar otras especies
como ovejas, cabras, perros, caballos, bufalos, animales
silvestres como los alces, jabalies, zorros, renos, camellos y

bisontes, y también puede infectar al hombre (Draghi, 2002).

Situacion de la enfermedad a nivel nacional

Datos recientes indican que la prevalencia de brucelosis no es
mayor al 1% en bovinos lecheros de crianza intensiva y semi-
intensiva, pero existen casos esporadicos de abortos por
Brucella sp. en pequeiios criadores no organizados que
constituyen una permanente amenaza para el resto de

ganaderos (Rivera, 2001).

En la provincia de Canta (Lima), se estimd una prevalencia de
0.21%, sin embargo, en este estudio no se determind la
especie de Brucella detectada y se sugiere que la infeccién en
bovinos de este lugar puede deberse a B. melitensis debido a
las caracteristicas de explotacion mixta con cabras. Por otro
lado, ha habido casos confirmados de brucelosis por B.
abortus en los departamentos de Cajamarca (7), Lambayeque
(1), Lima (61), Madre de Dios (3) y Piura (4) en el afio 2002 y
en el afio 2003 los bovinos reactores fueron de Cajamarca (5),
La Libertad (57) y Madre de Dios (6) (Huguet et al., 2005).



21

2.10.4. Transmisioén

» Fuentes de infeccidén

Los animales infectados sirven como reservorio de la
infeccion, persistiendo frecuentemente el microorganismo
y excretandolo de forma indefinida. La fuente principal de
infecciobn en un establo suele ser una hembra infectada
introducida en wun hato libre que descarga el
microorganismo a través de la placenta, feto, fluidos,
sangre y secreciones uterinas (Garrido y Garrido, 2002). B.
abortus se puede excretar por descarga vaginal a partir de
los 39 dias de exposicion. El aborto o el parto de un
ternero viable contamina las pasturas y el agua de bebida
y esta es una fuente de infeccion comun para el ganado y
el hombre (Dragui, 2002). Los terneros pueden infectarse
en elutero o cuando son alimentados con leche o
calostro de hembras enfermas. Los toros infectados
presentan semen de calidad pobre pudiendo excretar el
microorganismo por esta via en el periodo agudo de la
infeccion (Dragui, 2002), por lo tanto, la inseminacion
artificial con estos toros puede transmitir y diseminar la

enfermedad si no son detectados (Corbel, 2006).

» Rutas de Transmision

La mayoria de los animales se infecta directamente a
través de abrasiones de la mucosa oronasal, por ingestion
de alimentos contaminados o por inhalacién de polvo de
los establos con microorganismos que los animales han
secretado con la leche o los exudados vaginales después

del aborto (Rivers et al., 2006). La principal ruta de
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transmision en las vacas es la oral por la costumbre que
tienen de lamer las membranas fetales, fetos y terneros

recién nacidos (Acha y Szyfres, 2003).

Factores de riesgo

La severidad de la enfermedad depende de muchos
factores tales como vacunacién previa, edad, sexo, y
factores de manejo como el tamafio y densidad del
hato. Los abortos son mas prevalentes en los animales no
vacunados. En cuanto a la edad, las vaquillonas que se
mantienen separadas de las vacas presentan con
frecuencia una tasa de infeccibn mas baja que estas
Gltimas, ya que por ser sexualmente inmaduras son
altamente resistentes a B. abortus. Las vaquillonas
expuestas a la infeccion antes del servicio son
susceptibles y se infectan, pero por lo general no
abortan aunque el riesgo de aborto estara presente
cuando ellas maduren debido al fenomeno de latencia de
la brucelosis (Acha y Szyfres, 2003).

La susceptibilidad aumenta con el desarrollo sexual y con
la prefiez por eso las vacas constituyen el grupo mas
susceptible y en ellas la infeccion es comuin y el aborto
es frecuente (Dragui, 2002).

Segun la extensa literatura existente sobre factores
de riesgo para brucelosis los principales factores que
contribuyen a aumentar la prevalencia y diseminar la
enfermedad incluyen los sistemas y practicas de manejo
en las granjas, la superficie de las instalaciones, la higiene

de la granja, el movimiento de ganado, la mezcla y
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comercio de animales, el porcentaje de animales que se
han inseminado artificialmente, el nimero de vacas que
abortaron el afio anterior, la politica del propietario
respecto a la eliminaciéon de los animales positivos, y
compartir las mismas pasturas. Los materiales de abortos
poseen un riesgo para infeccion significativamente alto si
no son apropiadamente manejados y descartados.
Similarmente, la contaminacion ambiental contribuye a una
mayor diseminacion del microorganismo entre los animales
(Dragui, 2002).

Grupos de riesgo

La brucelosis en los humanos es un peligro ocupacional.
Principalmente es una enfermedad de los animales que es
transmitida directamente o indirectamente al hombre. Los
trabajadores de lecherias, pastores, veterinarios,
trabajadores de mataderos, carniceros, el personal de
laboratorios y el personal que maneja animales estan
particularmente en riesgo. La manipulacién de la carcasa
de un animal infectado puede suponer una grave

exposicion (Garrido y Garrido, 2002).

En personas infectadas, los sintomas y signos mas tipicos
son: fiebre y escalofrios, con elevacién de la fiebre por las
tardes, dolores muy intensos de cabeza, dolores
musculares y articulares, estrefiimiento, pérdida del apetito,
pérdida de peso y debilidad. También se registra un
aumento de tamafo del bazo, el higado y de los ganglios
linfaticos. La fiebre intermitente persiste durante unas

semanas, Yy luego los sintomas cesan durante unos dias,
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para aparecer mas tarde, generalmente con picos febriles

repetidos y remisiones durante meses (Dellamea, 2005).

Principales medidas de control de Brucelosis a nivel

nacional

En la cuenca lechera de Arequipa se ha desarrollado el
Programa de Control de Brucelosis. Desde 1987 se realiza un
monitoreo con una frecuencia de 3 veces por afio practicando
la prueba de anillo en leche. En caso de que hubiera animales
reactivos, se toma muestras de sangre de todo el hato y se
realizan las pruebas de aglutinacion en placa, fijacion de
complemento y Rosa de Bengala. La baja prevalencia de
brucelosis bovina en Arequipa (0.18%) permiti6 recomendar
que para acelerar el programa de control, la vigilancia deberia
extenderse hacia el ganado no-lechero, a los que se sacrifican
en camales y fundamentalmente establecer un estricto control
en el ingreso de animales procedentes de areas no libres de
brucelosis. Estas medidas podran permitir en corto plazo la
erradicacion de esta enfermedad en la region del sur del pais.
En la cuenca lechera de Cajamarca, se realizan los mismos
Programas de Control y Erradicacion de Brucelosis y
Tuberculosis Bovina, por lo que la incidencia de estas dos
enfermedades es sumamente baja (Escurra, 2001).

Estrategias de erradicacién

En zonas o paises con una baja prevalencia se puede
proceder a un programa de erradicacion que consiste
principalmente en aplicar al hato repetidas pruebas seroldgicas
de diagndstico y eliminar los animales reactores hasta la

desaparicion completa de los focos de infeccion. Este
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procedimiento se puede utilizar solo o en combinaciéon con
la vacunacién de terneras. En estos programas es muy
importante el control del transito de animales y la vigilancia
epidemioldgica. Los paises o zonas cercanos a la erradicacion
pueden suspender la vacunacion con cualquiera de las cepas
utilizadas (Achay Szyfres, 2003).

La decision de beneficiar animales positivos a las pruebas
diagnésticas de brucelosis es hecha después que son
considerados los factores reguladores, econémicos y de
prevalencia. En la mayoria de los casos, el diagnéstico y
beneficio de los animales positivos solo es exitoso para reducir
la incidencia si la prevalencia del hato es muy baja (usualmente
menos del 2%). También es improbable que el método de
diagndstico y beneficio de los animales positivos sea exitoso Si
los animales restantes no son vacunados, especialmente en
poblaciones grandes. Son necesarias las pruebas diagnosticas
repetidas para reducir la incidencia de brucelosis y para

confirmar la erradicacion (Radostits et al., 2002).

2.11.PREVALENCIA
La prevalencia es una proporcion que indica la frecuencia de un
evento. En general, se define como la proporcion de la poblacién que
padece la enfermedad en estudio en un momento dado y se denomina
Ganicamente como prevalencia (p). Como todas las proporciones, no
tiene dimensiones y nunca puede tomar valores menores de 0 06

mayores de 1y se calcula de la siguiente manera (Moreno et al., 2000):

Total de positivos existentes en un periodo de tiempo

T —— S — - x 100

Poblacién total en el periodo de tiempo




CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizd6 en el dmbito de las
Cuencas Mashcon y Chonta. Politicamente, estas cuencas pertenecen

al departamento y provincia de Cajamarca.

La Provincia de Cajamarca presenta las siguientes caracteristicas

geograficas y meteoroldgicas:

e Altitud 2750 msnm
e Latitud sur 7° 117

e Temperatura promedio anual 14.75°C

e Temperatura minima promedio anual 8.63°C

e Temperatura maxima promedio anual 21.45 °C

e Precipitacion pluvial anual 801.8 mm
e Humedad relativa promedio anual 68.92%

Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia SENAHMI, Cajamarca. 2016.



27

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS

3.2.1. Muestra

X/
°e

X/
°

El presente trabajo se realizé con suero, obtenido de
muestras sanguineas de bovinos hembras y machos a partir
de los 6 meses de edad, sin considerar raza.

Para el nimero de muestras se considerd el total de las
colectadas en el periodo de ejecucién comprendido en los
meses de septiembre, octubre y noviembre del 2016,

provenientes de las Cuencas Mashcén y Chonta.

3.2.2. Reactivos

+

+

Antigeno rosa de bengala (Rosa de Bengala ® Laboratorio
Provetsur)

Antigeno de tubo (Wright)

Suero control de referencia positivo

Suero control de referencia negativo

3.2.3. Material de Laboratorio

Agujas Descartables (Vacutainer®)
Tubos al vacio

Caja térmica

Formatos para identificacion

Placa de aglutinacién

Gradilla

Micropipeta

Puntas para micropipeta



3.2.4.

3.2.5.

Dispensador para la dosificacion en serie
- Erlenmeyeres

- Probeta

- Placas de microtitulacion

- Complemento y diluyente para prueba
Complemento

Equipo de Laboratorio

- Micropipeta 5-40 pl

- Micropipetas 20-200 pl

- Micropipetas 10-100 pl
- Micropipeta 100-1000 pl
- Refrigeradora

- Estufa

- Centrifuga

- Espectrofotometro (Densidad 6ptica a 540 nm)
- Aglutinoscopio
Materiales de bioseguridad
- Guantes quirargicos

- Botas

- Mameluco

- Gorro

- Mascarilla

- Guardapolvo

Fijacion

28

de
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3.2.6. Otros

Sogas

Naricera

Libreta de apuntes

Boligrafos

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Obtencién y transporte de las muestras

1. Previa coordinacién con ganaderos, nos dirigimos a cada

predio y se realiz6 el muestreo.

2. Se realizd la sujecion adecuada de los animales, de tal

manera que faciliten el muestreo.

3. Las muestras de sangre se extrajeron de la vena coccigea,
utiizando tubos al vacio (vacutainer), debidamente
identificados para cada animal, sin anticoagulante en

cantidad de 5-8 ml, aproximadamente.

4. Los tubos con las muestras de sangre, se transporto al

Laboratorio de SENASA en cajas de tecnopor.
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3.3.2. Procedimiento en laboratorio para realizar prueba Rosa de

Bengala

1. En Laboratorio de SENASA-Bafios del Inca, las muestras se
les dej6 reposar por 2 horas y se procedié a separar el suero
mediante una micropipeta (30 microlitros de suero), para
depositarlos en la placa de aglutinacibn a temperatura
ambiente (22 * 4°C), segun orden indicado en el formato

registrado (hoja de campo).

2. Luego se tomé una cantidad de 30 microlitros de antigeno
de rosa de bengala y se lo deposita con la muestra de suero

extraida.

3. Se homogeniz6 la muestra de suero con el antigeno de rosa
de bengala, hasta producir una zona circular u oval de

aproximadamente 2 cm de diametro.

4. La placa de aglutinacibn se agit6 suavemente, con
movimientos circulares durante 4 minutos a temperatura

ambiente en un agitador circular o a mano.

5. Se comprobo la aglutinacién tan pronto como se completa el
periodo de 4 minutos. Informando como positivo si se
presentan grumos de aglutinacion o negativo si hay ausencia

de éstos.
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3.3.3. Trabajo de laboratorio para realizar prueba de Fijacion de

Complemento

1. En Laboratorio de SENASA - Cajamarca, se separo el suero
en cantidad de 1 a 2 ml aproximadamente, en viales con su

respectiva identificacion.

2. Luego se procedié acondicionar las muestras de suero en
una caja térmica con hielo, para su transporte al Laboratorio
Nacional del SENASA - Lima, en donde se sometid a la

prueba de Fijacién de Complemento.

3. En laboratorio Nacional del SENASA — Lima, con el empleo
de placas de microtitulacién estandar de 96 pocillos de fondo
redondeado (en U), la técnica se realiza normalmente del

modo siguiente:

3.1. En el pocillo de la primera, segunda y tercera filas, se
colocan 25 pl de suero problema inactivado diluido. La
segunda fila es un control anticomplemento para cada
suero. Se anade a los pocillos de la primera fila 25 pl
de tampon FC (controles anticomplemento) para
compensar la falta de antigeno. A todos los otros
pocillos se afiade 25 ul de tampdn FC, excepto a los de
la segunda fila. A continuacion se hacen diluciones
dobles seriadas transfiriendo volumenes de 25 pl de

suero de la tercera fila en adelante.

3.2. A cada pocillo, excepto en la primera fila, se aflade 25
Ml de antigeno, diluido a la concentracién de trabajo, y
25 pl de complemento, diluido al numero de unidades
requerido.
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Se afiaden a cada pocillo volumenes de 25 pul de
complemento diluido hasta el numero de unidades
requerido.

Se establecen controles con diluyente solo, suero +
complemento + diluyente, antigeno + complemento +
diluyente y complemento + diluyente, que contengan en
cada caso 75 ul de volumen total. En cada serie de
pruebas debe probarse un suero control que dé una
reaccion positiva minima para comprobar la

sensibilidad en las condiciones de la prueba.

Las placas se incuban a 37 °C durante 30 minutos o
durante toda la noche a 4°C y se afiade a cada pocillo
un volumen de SRBCs (concentraciones de eritrocitos)
sensibilizados (25 o 50 ul dependiendo de la técnica).

Las placas se reincuban a 37°C durante 30 minutos.

Los resultados se leen después de centrifugar las
placas a 100 rpm durante 10 minutos a 4°C y después
dejarlas en reposo a 4°C durante 2-3 horas para
permitir que sedimenten las células no lisadas. El grado
de hemolisis se compara con estandares que
correspondan a una lisis del 0, 25, 50, 75 y 100% de
lisis. La ausencia de actividad anticomplementaria se

comprueba en la primera fila para cada suero.

Interpretacion de los resultados: Los sueros con un
titulo equivalente a 20 UIFC/ml o mas, se consideran

positivos.
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3.3.4. Determinacion de la prevalencia de Brucelosis

Para determinar la prevalencia de Brucelosis bovina, los datos
obtenidos se trabajaron bajo la formula que a continuacién se
indica:

Total de positivos existentes en un periodo de tiempo

Poblacidn total en el periodo de tiempo

3.3.5. Andlisis estadistico

Para la contrastacion de la hipétesis, se aplico la prueba de Z de

proporciones de una muestra (Anexo 04).

X_p
z_..n_°
pol_po

3 n



CAPITULO IV

RESULTADOS

En el periodo de tiempo de los meses septiembre, octubre y noviembre del
presente afio, en las cuencas Mashcén y Chonta se trabajé con un total de
766 sueros de bovinos machos y hembras a partir de los 6 meses de edad
(Anexo 03), de los cuales se encontr6 una muestra positiva a Brucelosis
bovina mediante las pruebas de Rosa de Bengala y Fijacion de
Complemento, teniendo una prevalencia de 0.13 % (Tabla 01). Luego,
mediante la prueba de Z de proporciones obtenemos una Z calculada de -
2.4185 que es menor al Z critico de 1.96, por lo que respalda la hipotesis
alternativa e indicamos que la prevalencia es menor o igual que el 1%
(Anexo 04).

Tabla01l. Prevalencia de Brucelosis bovina en cuencas Mashcon y

Chonta, Cajamarca 2016.

MUESTRAS Numero Porcentaje
Positivos 01 0.13%
Negativo 765 99.87%

Total 766 100%

+ Prevalencia = 0.13%
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Tabla 02. Registro de predios, niumero de animales y resultados de
pruebas Rosa de bengala y Fijacion de complemento en las
cuencas Mashcoén y Chonta.

N° DE Negativos a Positivos a
CUENCA N° ANIMALES Prueba Prueba Ro§a de
PREDIOS | (Mayores de 6 Rosade |Bengalay Fijacion
meses) Bengala de complemento
MASHCON 15 403 403 0
CHONTA 29 363 362 1
TOTAL 44 766 765 1




CAPITULO V

DISCUSION

En el presente trabajo de investigacién, se encontr6 un caso positivo a
Brucelosis bovina en las cuencas Mashcon y Chonta; resultado que difiere
con (Diaz, 2011) que indica, que la prevalencia de brucelosis en la Campifia
de Cajamarca experimenta un descenso continuo y nos muestra que desde
el aflo 2004 hasta 2008 no encontré cosos positivos para Brucella abortus,
utilizando las pruebas diagnésticas de rosa de bengala y fijacion de
complemento, por lo que, deduciriamos que faltaria hacer un seguimiento
mas continuo en los hatos lecheros para lograr el control y posible

erradicacion de la brucelosis.

Por su parte, SENASA (2015), indica que segun Resolucion Jefatural N° 008
-2003-AG-SENASA del 20 de enero del 2003, se declara a la provincia de
Cajamarca como area libre de Brucelosis bovina, sin embargo en el presente
trabajo al encontrarse un animal positivo nos estaria indicando que no se
tienen cubiertos los factores de riesgo, vacunacion con la cepa 19 que los
ganaderos realizaban anteriormente, medidas de bioseguridad, cuarentena,
entre otros. Entre los factores de riesgo es importante considerar las
medidas que se toman con los animales nuevos que se incorporan en el
hato, puesto que en el presente, para explicar el caso positivo el propietario

indica que era un animal adquirido.

También, (Meza, 2008) en su investigacion titulada “Seroprevalencia de
Brucelosis Bovina en el distrito de Puerto Inca — Huanuco” nos indica, que en
3221 muestras procesadas con la prueba de Rosa de Bengala no se

encontraron anticuerpos contra Brucella en ninguna de las muestras
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colectadas, probablemente debido a que tienen un mejor control en los
factores de riesgo para la enfermedad, como es el caso del presente trabajo

que hubo adquisicion de un animal sin informacién sanitaria.

Analizando los resultados en la prueba de Z de proporciones, nos indica que
la prevalencia de brucelosis bovina es menor a 1%. De tal manera, queda
aceptada la hipétesis alternativa (Anexo 04).



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

La prevalencia de brucelosis bovina en las cuencas Mashcén y Chonta,
mediante la prueba Rosa de bengala y la comprobacién de los positivos con

la prueba de Fijacion de complemento es de 0.13%.
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ANEXO

Anexo 01. Iméagenes que registran la localizacion del trabajo de tesis,
material bioldgico y metodologia utilizada en campo.
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Fig. 03.
Sujecion
adecuada

de los

animales de
tal manera
gue faciliten
la toma de

muestras.

Fig. 04. Extraccion de muestras de sangre
de la vena coccigea utilizando tubos al vacio
(sistema vacutainer), debidamente
identificados para cada animal, sin
anticoagulante en cantidad de 5 - 8 ml

aproximadamente.
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Anexo 02. Trabajo en laboratorio de SENASA, imagenes que muestran

la ejecucion de la prueba tamiz Rosa de bengala.

Fig. 05. Separando el suero Fig. 06. Dejando el suero en la

mediante una micropipeta (30 placa de aglutinacion a

microlitros de suero). temperatura ambiente (22 +
4°C).

Fig. 07. Afiadiendo antigeno de rosa Fig. 08. Homogenizando la
de bengala a la muestra de suero muestra de suero con el antigeno
extraida. Rosa de bengala, hasta producir

una zona circular u oval de

aproximadamente 2 cm de

didmetro.
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Fig. 09. Agitando la placa de
aglutinacion suavemente con
movimientos circulares durante
4 minutos a temperatura
ambiente en un agitador circular

0 a mano.

Fig. 10. Comprobando Ia
aglutinacién tan pronto como se
completa el periodo de 4
minutos.

Fig. 11. Resultado positivo,

presentan grumos de aglutinacion.

se

Fig. 12. Resultado negativo,

ausencia de grumos de

aglutinacion.
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Anexo 03. Registro de predios, niumero de animales y resultados para las
pruebas Rosa de bengala y Fijaciéon de complemento en las
cuencas Mashcon y Chonta.

N° DE Negativos a Positivos a
prueba Rosa
CUENCA | PREDIO ANIMALES prueba de Bengalay | LOCALIZACION
(Mayores de 6 Rosa de o
meses) Bengala Fljacion de
Complemento

1 4 4 0 Cajamarca

2 49 49 0 Cajamarca

3 3 3 0 Cajamarca

4 4 4 0 Cajamarca

5 3 3 0 Cajamarca

6 4 4 0 Cajamarca

7 4 4 0 Cajamarca
MASHCON 8 33 33 0 Cajamarca

9 43 43 0 Cajamarca.

10 37 37 0 Cajamarca

11 22 22 0 Cajamarca

12 46 46 0 Cajamarca

13 5 5 0 Cajamarca

14 28 28 0 Cajamarca.

15 118 118 0 Cajamarca

16 21 21 0 Bafos del Inca

17 8 8 0 Bafos del Inca

18 30 30 0 Bafos del Inca
CHONTA 19 18 18 0 Baros del Inca.

20 15 14 1 Bafios del Inca

21 9 9 0 Barfos del Inca.

22 22 22 0 Baros del Inca.
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23 0 Barfos del Inca
24 4 4 0 Bafos del Inca
25 37 37 0 Bafos del Inca
26 19 19 0 Barfos del Inca
27 13 13 0 Bafos del Inca
28 4 4 0 Bafos del Inca
29 21 21 0 Bafos del Inca
30 2 2 0 Bafos del Inca
31 3 3 0 Bafos del Inca
32 3 3 0 Barfios del Inca
33 5 5 0 Bafos del Inca
34 14 14 0 Bafos del Inca
35 6 6 0 Encafiada
36 12 12 0 Encafiada
37 4 4 0 Encafiada
38 3 3 0 Encafiada
39 3 3 0 Encafiada
40 3 3 0 Encafiada
41 24 24 0 Encafiada
42 27 27 0 Encafiada
43 22 22 0 Encafiada
44 8 8 0 Encafiada
TOTAL 766 765 1
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Andlisis estadistico: Prueba de Z de proporciones

aplicados al resultado de prevalencia de brucelosis bovina

en relacién ala hipotesis.

Hipotesis planteada: La prevalencia de brucelosis bovina en

las Cuencas Mashcon y Chonta es mayor al 1%.

Hipotesis alternativa: La prevalencia de brucelosis bovina en

las Cuencas Mashcon y Chonta es menor al 1%.

Prevalencia de brucelosis en cuencas Mashcon y Chonta.

Numero de muestras | Prevalencia

Positivos 01

0,13%
Negativo 765 99.86%
Total 766 100%

Formula de Z de Proporciones:

“-p
z- n 7

po 1- po
\ n

Donde
X =1 (Ocurrencias)
n=766 (observaciones)

X i
~ =proporcionde la muestra
n

p, = 0.01(proporcionpropuesta)

\/po [1n_p°j = desviacion estandar de la proporcion
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Hipotesis:
Hipotesis planteada >0,01
Hipotesis alternativa < 0,01

Z=-24185

Al comparar con el valor de Z de tabla 1,96 se comprueba que
1,96 es mayor a -2.4185, de tal manera que aceptamos la

hipodtesis alternativa e indicamos que la prevalencia es menor
que 01



