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Resumen

Se desconoce el estatus sanitario de ganaderias que no estan dentro del programa oficial de control de Brucelosis en
la provincia del Azuay, pudiendo existir zonas con mayor frecuencia de rebafios seropositivos. Este trabajo pretende
determinar la prevalencia y factores de riesgo asociados a brucelosis bovina en predios lecheros. Se llevé a cabo un
estudio epidemioldgico en 436 fincas, para lo cual se tomaron muestras de leche de productores en centros de acopio,
camiones recolectores y hatos. Se us6 una encuesta georeferenciada a fin de recopilar informacién del manejo de las
ganaderfas. La leche se analiz6 mediante ELISA-indirecto, 37 fincas resultaron seropositivas, obteniendo una preva-
lencia de 8,5%. Los porcentajes de seropositividad fueron: Cuenca (14,84 %), Girén (23,07 %), Nabén (8,21 %), Ofia
(11,53 %), San Fernando (33,33 %), Sevilla de Oro (7,14 %), Sigsig (4,16 %). Se realizaron las pruebas Rosa de Bengala
y ELISA-competitivo a bovinos que aportaron al pool de leche en 34 ganaderias, estableciéndose una concordancia
del 100 % de ELISA-indirecto para detectar fincas seronegativas. En el anélisis de regresién logistica se determiné una
asociacién significativa (P < 0,05) entre la seropositividad y factores como: ubicacién geogréfica, extensioén de la finca,
sistema de explotacién, presencia de otras especies domésticas, eliminacién de restos placentarios, sistema de repro-
duccién, teniendo una mayor probabilidad de seropositividad las ganaderias que presentaron abortos (OR = 2,71),
problemas de celo (OR = 2,09), nacimiento de terneros débiles (OR=3,24) y manejo extensivo (OR = 3,67). Estos ha-
llazgos constituyen evidencia serolégica que Brucella spp. circula en ganaderias de la zona.
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Abstract

The health of herds that are not within the official Brucellosis control program in the province of Azuay is unknown,
and there may be areas with a higher frequency of seropositive herds. This paper aims to determine the prevalen-
ce and risk factors associated with bovine brucellosis in dairy farms. An epidemiological study was carried out in
436 farms, for which milk samples were taken from producers in collection centers, collecting trucks and herds. A
georeferenced survey was used to collect information on the management of the herds. The milk was analyzed by
indirect-ELISA, and thirty-seven farms were seropositive, obtaining a prevalence of 8,5%. The percentages of seropo-
sitivity were: Cuenca (14.84 %), Girén (23.07 %), Naboén (8.21 %), Oia (11.53 %), San Fernando (33.33 %), Sevilla de Oro
(7.14%), Sigsig (4.16 %). The Rose Bengal and competitive ELISA tests were performed on bovines that contributed to
the milk pool in 34 herds, establishing a 100 % concordance of indirect ELISA to detect seronegative farms. In the logis-
tic regression analysis, a significant association (P < 0,05) was determined between seropositivity and factors such as:
geographic location, extension of the farm, exploitation system, presence of other domestic species, elimination of pla-
cental remains, reproduction system, having a higher probability of seropositivity in herds that presented abortions
(OR =2,71), estrus problems (OR = 2,09), birth of weak calves (OR = 3,24) and extensive management (OR = 3,67).
These findings constitute serological evidence that Brucella spp. circulates in farms in the area.
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1 Introduccion

La brucelosis es una enfermedad bacteriana zooné-
tica causada por varias especies del género Brucella
spp. que infecta animales domésticos y de vida sil-
vestre (Ledwaba y col., 2019), afectando al sistema
reproductivo, ocasionando abortos, crias débiles y
produciendo pérdidas econémicas debido al sacri-
ficio de animales infectados y el impedimento para
el comercio (Assenga y col., 2015). Los sintomas de
brucelosis en humanos son fiebre, fatiga, artralgia,
dolor muscular y sudoracién en ocasiones produ-
ciendo estados de incapacidad fisica (Zheng y col.,
2018).

Hasta la fecha se conocen 12 especies de las cua-
les B. abortus afecta a bovinos, B. mellitensis produce
abortos en cabras, B. suis infecta a cerdos, B. canis
es especifica en caninos, B. ovis contagia a ovejas, B.
neotomae se ha reportado en ratas (Sudrez-Esquivel
y col., 2017); dos especies B. pinnipedialis y B. ceti fue-
ron aisladas en mamiferos marinos (Kroese y col.,
2018); B. microti se ha identificado en una variedad
de animales como topillos, jabalies; B. papionis se ha
descrito como hospedador a los babuinos, B. vulpis
en zorros rojos; B. inopatia se ha aislado en humanos
aunque no se ha identificado el reservorio animal
(Leclercq, Cloeckaert y Zygmunt, 2020), la capaci-
dad zoonética se expresa con mayor fuerza en B.
mellitensis, pero B.abortus también es responsable de
la brucelosis en personas (Awah-Ndukum y col,,
2018).

La transmisién a humanos ocurre por el con-
sumo de leche, productos lacteos infectados, inha-
lacién de particulas en aerosol y contacto directo
con tejidos de animales enfermos (Dal y col., 2019).
Las fuentes de infeccién para los animales incluyen
materiales abortados, secreciones vaginales, leche,
semen, consumo de agua, alimentos contaminados,
y la infeccién en terneros puede darse a través del
ttero y por calostro (Ogugua y col., 2018). Una es-
trecha relacion entre la fauna silvestre y el ganado
brindarfan oportunidades para la transmisién y la
persistencia de la brucelosis en estas poblaciones
(Godfroid y col., 2013). Algunos estudios sugieren
que la bacteria puede circular entre varias especies
silvestres susceptibles, manteniéndose asi perma-
nentemente en los ecosistemas (Aruho y col., 2021).

Las infecciones declaradas por la Organizacién

140

Internacional de Epizootias (OIE) como enferme-
dades zoonéticas ameritan medidas de prevencién,
diagnoéstico y control. Por tal motivo es necesario
identificar factores de riesgo asociados a la pato-
génesis de la infeccién por Brucella spp. en los di-
ferentes sistemas de manejo de las ganaderfas res-
ponsables de la propagacién de la enfermedad, per-
mitiendo asi una gestién eficaz para su manejo y
control (OIE, 2018).

La brucelosis es una de las zoonosis de mayor
importancia, altamente difundida en Latinoamé-
rica. Argentina reporta una prevalencia de 19,7 %
a nivel de rebafios (Aznar y col., 2015); Uruguay
0,02% (Baruch y col., 2020); Colombia 22 % (Cérde-
nas, Melo y Casal, 2018). Es dificil establecer datos
oficiales de prevalencia en Ecuador por haber sido
sub-notificada ante la OIE. Sin embargo, se han re-
portado estudios sobre la presencia de anticuerpos
contra Brucella spp., que varian entre regiones, in-
cluso dentro de ellas. Un estudio a nivel nacional en
el afio 1979 refiere una seroprevalencia en la regién
Sierra Norte de 1,97 a 10,62 %, en regién Costa 4,2 a
10,62 % y en la regién Sierra Sur de 1,3 a 2,6 %. Otro
estudio reporta una prevalencia del 6% (Salguero,
2011; Roman-Cardenas y Luna-Herrera, 2017). En
los ultimos afios, algunos trabajos permiten actuali-
zar el nivel de seroprevalencia de esta enfermedad,
con una variabilidad significativa que va de 1,80-
12% en todo el pais (Zambrano, Pérez y Rodriguez,
2016).

Es necesario comprender la epidemiologia de
la brucelosis en otras regiones del pafs donde no
se realiza vigilancia serolégica como requisito, pre-
vio a implementar programas de control y deter-
minar las zonas de mayor prevalencia de la enfer-
medad. Existen varias pruebas para el diagnoéstico
en sangre o leche. Actualmente, las prescritas pa-
ra el comercio internacional de ganado son: Rosa
de Bengala (RBT), Aglutinacién en placa tampo-
nada (BPAT), ELISA-I (ELISA-indirecto), ELISA-
C (ELISA-competitivo), Fijacién del complemento
(CFT) y Fluorescencia polarizada (FP) (Vhoko y col,,
2018).

Un paso inicial hacia la formulacién de progra-
mas apropiados de control de la brucelosis a nivel
local seria la georeferenciacion del estado de infec-
cién de algunas zonas lecheras que permita cuan-
tificar la enfermedad a nivel de fincas y generar
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evidencia epidemiolégica de la endemicidad de la
bacteria.

El objetivo principal de este estudio fue estimar
la prevalencia de Brucelosis bovina en ganaderias
de la provincia del Azuay, mediante la técnica de
ELISA-I en muestras de leche. Igualmente, evaluar
los factores asociados que pudieran predisponer a la
aparicion de la enfermedad, tales como: presencia
de abortos, incremento de intervalos entre partos,
nacimiento de crias débiles, asistencia veterinaria,
ausencia de vacunacion, tamafno del rebafio, entre
otros, relacionados con la patogénesis y signos de
la brucelosis (Akinseye y col., 2016, Mugizi y col.,
2015).

2 Materiales y Métodos

2.1 Area de estudio

Esta investigacion se realiz6 en los cantones Cuen-
ca, Santa Isabel, Gualaceo, Paute, Sigsig, Sevilla de
Oro, Girén, San Fernando, Pucara, Ona, Naboén, El
Pan y Chordeleg, pertenecientes a la provincia del
Azuay, ubicada en la regién austral del Ecuador,
con una extensién aproximada de 8.639 km?. Exis-
ten dos zonas diferenciadas: el Este comprendido
por los Andes orientales y el Oeste que constituye
la regién Costanera. El clima es variable debido a la
altura, desde célido hasta frio, por la presencia del
macizo de los Andes y la vegetacion subtropical. Al
Occidente, la provincia se encuentra climatolégica-
mente fragmentada en diversos sectores. Ademas, a
causa de su ubicacién, cada zona climaética presen-
ta s6lo dos estaciones definidas: hiimeda y seca. En
el Occidente la temperatura oscila entre los 20°C y
33°C, mientras que en la zona andina, ésta suele es-
tar entre los 10°C y 28°C (Cardenas y Murillo, 2018).

2.2 Poblacion en estudio

Consistié en unidades productivas agropecuarias
(UPAS) dedicadas a la produccién de leche sin im-
portar el tamafio, las cuales, al momento del estudio
inclufan vacas en lactancia. La raza Holstein Friesen
fue predominante (Instituto Nacional de Estadisti-
cas y Censos, 2019). El tamario de los rebafios varié
desde 5 hasta 120 animales; el sistema de manejo
abarc6 un amplio rango, desde ganaderias extensas
tecnificadas mayores a 50 has, medianas entre 5 a 50
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has y fincas pequefias con un manejo extensivo tra-
dicional con poca tecnologfa, menores a 5 has. Pa-
ra el propdsito de esta investigacion, las zonas de
produccién lechera se definieron por la mayor con-
centracién de granjas que suministran esta materia
prima (Ortega y col., 2017).

2.3 Diseno del estudio

Se realizé un estudio descriptivo de corte trans-
versal comprendido entre los afios 2019-2020. La
unidad de andlisis lo constituyen muestras de leche
obtenidas en centros de acopio, vehiculos de reco-
leccién y directamente en ganaderias. Para calcular
el nimero de fincas a muestrear se uso el programa
epidemiolégico Win Epi (De Blas, Ruiz-Zarzuela
y Vallejo, 2006). Se tom6 como poblacién total las 15
784 unidades de produccién (UPAS), que constan
en el programa de control y erradicaciéon de Fiebre
Aftosa en el Azuay (Agrocalidad, 2019), al no haber
estudios previos en esta zona de la prevalencia de
la brucelosis se parti6é de una prevalencia esperada
del 50%, un error estimado del 5%, y un nivel de
confianza de 95%. El programa arrojo una cifra de
376 fincas a muestrear, sin embargo, se tuvo acceso
en total a 436 ganaderias.

Para determinar el nimero de UPAS a estudiar
en cada cantén se utilizé un muestreo proporcio-
nal, la seleccién de las fincas se realizé de manera
aleatoria, segtn la accesibilidad a la zona, distan-
cia, tiempo para llegar a las ganaderias, disponibili-
dad de recursos, predisposicién de los productores,
centros de acopio y transportistas con mayor facti-
bilidad de participar en esta investigacion. Se reali-
z6 una encuesta georeferenciada a cada propietario
utilizando el software Survey 123 ArcGis, instala-
dos en dispositivos méviles. Ninguna de las gana-
derias report6 contar con un programa de vacuna-
cién contra brucelosis.

2.4 Encuesta georeferenciada

Se realizé una encuesta georeferenciada cuyas pre-
guntas se elaboraron para obtener informacién so-
bre la condicién sanitaria de los animales, y el ma-
nejo de las fincas en base a literatura existente (Car-
denas y col., 2019) con el objetivo de determinar
los posibles factores de riesgo de sufrir brucelosis
tomando en cuenta: el manejo reproductivo, reem-
plazo de animales, procedencia de agua de bebida,
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presencia de animales domésticos susceptibles, sis-
tema de explotacién, conocimiento de la enferme-
dad, problemas reproductivos, presencia de abor-
tos, manejo de desechos después del parto o abor-

tos (Cardenas y col., 2019). El consentimiento infor-
mado para la administracién del cuestionario y la
recoleccién de muestras se obtuvo verbalmente de
los propietarios antes del muestreo y la entrevista.

b
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Figura 1. Ubicacién del Ecuador en Sur América b) Ubicacién del proyecto a nivel Nacional ¢) Distribucién de cantones con
ganaderias seropositivas en la provincia del Azuay.

2.5 Analisis de muestras de leche mediante
ELISA indirecto

Las muestras fueron tomadas en envases estéri-
les en una cantidad de 100 ml. Los envases fueron
transportados refrigerados al Laboratorio de Micro-
biologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Cuenca, donde fueron alma-
cenados a —20°C. Para identificar la presencia de
anticuerpos a Brucella spp. se us6 el kit de ELISA-
I (Innovate Diagnostic, Francia), para ello previa-
mente se centrifugaron las muestras de leche a 8
000 rpm durante 10 minutos para separar el lacto
suero de la grasa. Se utiliz6é una placa con 96 poci-
llos impregnada con el LPS de Brucella abortus; se
distribuyeron 100 ul de control negativo y control
positivo por duplicado y posteriormente se agrega-
ron 100 ul de las muestras en los pocillos restantes.
Se sell6 la placa y se incub6 a 21°C durante 45 mi-
nutos, posteriormente se enjuagé cada pocillo con
300 ul de solucién de lavado por tres veces. Se agre-

garon 100 ul de conjugado (anti IgG de rumiante
marcado con una peroxidasa), se incub¢ a 21°C du-
rante 30 minutos, se repiti6 el proceso de lavado y
posteriormente se adicionaron 100 ul de solucién de
revelado (tetrametilbencidina) a todos los pozos, se
volvié a incubar la placa durante 15 minutos a una
temperatura de 21°C y finalmente se afadieron 100
ul de solucién de parada para detener la reaccién.

Los valores de densidad 6ptica (DO) de las
muestras (m) y controles se leyeron a 450 nm (lon-
gitud de onda), mediante un lector de placas ELISA
(Biotek 800TS, USA). Se usaron controles positivos
(cp) y controles negativos (cn) para validar la prue-
ba. Se calculé6 el porcentaje de inhibicién (PI) utili-
zando la Ecuacion 1. Una muestra se consideré co-
mo positiva cuando su PI fue mayor a 50 %.

DO,,— D
PI:MX]OO (1)
DO, — DO,
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2.6 Serologia para identificacion de anima-
les seropositivos

Se tuvo acceso a 34 ganaderias para realizar las
pruebas RBT y ELISA-C a todas las vacas que apor-
taron al pool de leche, para confirmar individual-
mente la presencia de animales seropositivos. Para
ello se tomaron 9 ml de sangre de la regién coccigea
en tubos al vacio sin anticoagulante, los cuales fue-
ron transportados al laboratorio a una temperatura
de 8°C. Se realiz6 la centrifugacién a 8 000 rpm (Dy-
nac, Clay Adams, USA), durante 10 minutos, para
extraer el suero sanguineo a ser almacenado en tu-
bos eppendorf y congelado a —20°C.

2.7 Rosa de Bengala

A los sueros extraidos de sangre periférica obteni-
da sin anticoagulante se les realiz6 la prueba RBT
(Innovate Diagnostics, Francia), segtin el manual de
la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE).
Se utiliz6 una placa de vidrio cuadriculada, se mez-
claron 40 ul del reactivo con la misma cantidad de
suero a analizar, se agité la ldmina ligeramente du-
rante 4 minutos. La aparicion de aglutinacién den-
tro de un minuto se puntué como 4+ (++++), entre
1y 4 min se puntud 1+ a 3+ (+, + + y + + +) segtin
los diferentes grados de aglutinacién, la ausencia de
aglutinacién en 4 minutos se consider6 negativa.

2.8 ELISA-C como prueba confirmatoria

Se utiliz6 el kit ELISA-C (Svanova, Suecia) para
confirmar la presencia de animales seropositivos a
Brucella spp. El ensayo se realiz6 adicionando 45 pl
de solucién de dilucién en todos los pocillos para
luego incorporar 5 ul de controles positivos, débiles
y negativos por duplicado, asi como 5 ul de solucién
de dilucién como control de conjugado; posterior-
mente se afiadieron 5 ul de las muestras. Seguida-
mente se agregaron 50 ul de la solucién anticuerpos
monoclonales de ratén (mAb) prediluidos, especi-
ficos de un epitopo comuin del O-polisacarido liso
de molécula de LPS, tanto en los pocillos contro-
les y muestras. Se sell6 la placa y se agit6 durante
5 minutos, ulteriormente se incub6é durante 30 mi-
nutos a 20°C. Culminada la incubacién, se enjuag6
la placa 4 veces con la solucién PBS-Tween Bulffer,
inmediatamente se afiadieron 100 ul en cada poci-
llo de solucién de conjugado (anticuerpo de cabra
contra IgG de ratén unido a peroxidasa de rdbano
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picante, HRP) y se incub¢ a 20°C durante 30 minu-
tos.

Se repiti6 el proceso de lavado y posterior a esto
se agregaron 100 ul de sustrato (peroxidasa de hi-
drégeno y el cromégeno ABTS). Se incub6 a 20°C
durante 10 minutos y la reaccién se detuvo adicio-
nando 50 gl de la solucién de parada (H2504) (Vi-
veros, 2019). La microplaca se ley6 a 450 nm con un
espectrofotémetro (Biotek 800TS, USA), calculando-
se para cada muestra el porcentaje de inhibicién (PI)
de acuerdo a la Ecuacién 2.

DO, —DO,,
~ DO¢p— DO,

Donde DOy, DO.,, DO, son las lecturas de las
densidades 6pticas para las muestras, el control po-
sitivo y el control negativo, respectivamente. Las
muestras se clasificaron como positivas si los titu-
los de anticuerpos registraban un PI > 30%, defi-
nido por el proveedor. Ademas, el hecho de que
DO, > 0,350 y DO.,/DO., > 3, confirmé que la
prueba funcioné correctamente.

Pl x 10 )

2.9 Analisis estadistico

Los andlisis se realizaron utilizando el software In-
fostat versién 2020 (Di Rienzo y col., 2020). Se cal-
culé la frecuencia absoluta y relativa de fincas se-
ropositivas a anticuerpos en muestras de leche con-
tra la infeccién por Brucella spp. Se utiliz6 la prue-
ba Chi-cuadrado para analizar si existia asociaciéon
entre cada uno de los factores de riesgo y la sero-
positividad, y se investig6 la influencia de los fac-
tores mediante el modelo de regresién logistica. Se
realizaron cuadros de doble entrada para efectuar
los célculos de Odds Ratio a fin de estimar el ries-
go relativo de que ocurra un evento. El intervalo de
confianza fue 95% para el logaritmo de la razén de
probabilidades como 1,96 errores estdndar a ambos
lados de la estimacion, ademds del valor P en ca-
da caso, el cual establece la significacién estadistica
cuando P < 0,05.

3 Resultados

3.1 Seroprevalencia de brucelosis bovina a
nivel de fincas

Se encontraron anticuerpos a Brucella spp. en 37
muestras de leche de un total de 436 fincas analiza-
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das (Figura 1), arrojando una prevalencia del 8,5 %.
El porcentaje de seropositividad més bajo se presen-
t6 en el cantén Sigsig, con 4,16% y el mas alto en
San Fernando con 33,33 %. No se encontré seropo-
sitividad en las muestras procedentes de los otros
seis cantones, por lo que se registran sin valores los
intervalos de confianza (-) (Tabla 1).

3.2 Confirmaciéon de animales seropositi-
vos en fincas positivas y negativas a
ELISA-I en leche

Se realiz6 en 34 fincas las pruebas serolégicas con
RBT y ELISA -C a las vacas que aportaron al pool
de leche para comprobar la presencia de animales
seropositivos, coincidiendo en un 100 % el diagnés-
tico negativo con ELISA-I en muestras de leche de
20 fincas al no detectar animales seropositivos, y en
14 ganaderias cuyas muestras de leche resultaron
positivas, solo 12 de estas presentaron vacas con an-
ticuerpos (Tabla 2).

4 Factores de riesgo para la presen-
cia de la infeccion

La regresion logistica revel6 que los abortos, la ubi-
cacién geografica, extension de la finca, el sistema
de explotacién, la presencia de otras especies do-
mésticas en la finca, problemas de celo, eliminacién
de restos placentarios, el nacimiento de terneros dé-
biles y el sistema de reproduccién se asociaron de
manera significativa con la seropositividad a bruce-
losis (P < 0,05), siendo los rebafios que presentaron
abortos los que mostraron mayores riesgos de con-
traer la enfermedad (OR = 2,71). Asi también, las
ganaderias cuyos animales presentaron problemas
de repeticién de celo tendrian mayor probabilidad
de infectarse (OR = 2,09). El nacimiento de terne-
ros débiles igualmente fue un factor asociado a una
mayor predisposicién (OR = 3,24).

La asociacion con factores tales como la asisten-
cia veterinaria, existencia de un drea de paricién, las
fuentes de agua, animales de reemplazo, raza, y la
presencia de retencion placentaria no mostraron di-
ferencia significativas (P < 0,05) (Tabla 3).

Tabla 1. Porcentaje de ganaderias seropositivas a brucelosis segiin cantones.

95% IC  95% IC

, Fincas Fincas %0 .. ..
Cantoén . . re e Limite Limite
analizadas seropositivas Positividad . . .
inferior  superior
Cuenca 128 19,00 14,84 8,65 20,95
El Pan 49 0,00 0,00 - -
Girén 13 3,00 23,07 0,19 46,00
Guachapala 15 0,00 0,00 — —
Gualaceo 4,00 0,00 0,00 — —
Nabén 73 6,00 8,21 1,90 14,50
Oiia 26 3,00 11,53 0,00 23,00
Paute 19 0,00 0,00 - -
Pucara 26 0,00 0,00 — —
San 6,00 2,00 33,33 0,00 71,00
Fernando
Santa
Isabel 1,00 0,00 0,00 - -
Sevilla de 28 2,00 7,14 0,00 16,00
Oro
Sigsig 48 2,00 4,16 0,00 9,00
TOTAL 436 37,00 8,50 5,00 10,00
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5 Discusion

La presencia de anticuerpos a Brucella spp. en mues-
tras de leche mediante ELISA-I y confirmado con
la existencia de animales seropositivos en RBT y
ELISA-C sugiere una alta exposicion de los hatos
ganaderos del Azuay a la bacteria, lo cual ha sido
descrito previamente, acompafiado de la identifica-
cién de cepas de Brucella abortus en bovinos, asi
como en humanos, en varias regiones de Ecuador
(Ron-Romén y col., 2014; Rodriguez-Hidalgo y col.,
2015).

La excelente correlaciéon entre las pruebas
ELISA-I en leche, RBT y ELISA-C en suero san-
guineo indican una alta sensibilidad de ELISA-I
para diagnosticar fincas positivas a brucelosis con
100% de especificidad. Solo en dos fincas positivas
en leche con ELISA-I no se encontraron animales
positivos a RBT o ELISA-C, posiblemente debido al
movimiento de estos al rejo de secado o descarte por
problemas reproductivos al momento del muestreo
individual, o a la negativa de algunos propietarios
para la toma de muestras en hembras gestantes.
Una reaccién cruzada antigénica con otras infeccio-
nes bacterianas (Yersinia spp, Salmonella spp, Strep-
tococcos spp, E. coli) podrian conducir a resultados
falsos positivos en el diagnostico serolégico (Bonfi-
ni y col., 2018), aunque segtin Nielsen y col. (2004),
eso es poco probable debido a la alta especificidad
de las pruebas serolégicas para brucelosis en leche.

La prevalencia de la brucelosis puede variar de-

pendiendo de las zonas de estudio, influenciada por
diferentes précticas de manejo, procedencia de ani-
males de reemplazo, sistema de explotacién, mayor
permanencia de la bacteria por variaciones en el
clima, entre otros factores. Brucella spp. es muy sus-
ceptible a la luz solar y al calor, sobreviviendo unas
pocas horas en los meses célidos y secos, mientras
que en verano pueden sobrevivir en suelo htimedo
durante aproximadamente 7 dias (Matope y col.,
2010), pudiendo prevalecer en dreas endémicas por
la amplia gama de hospedadores susceptible, capa-
ces de transmitir la enfermedad (Ducrotoy y col.,
2017; Musallam y col., 2019).

En cantones con mayor prevalencia de fincas
afectadas, tales como: San Fernando, Girén, Cuen-
ca, la brucelosis podria deberse al sistema de mane-
jo, principalmente debido a la mezcla de animales
procedentes de diferentes rebafios dentro de la mis-
ma zona geografica (Craighead y col., 2018), por ser
lugares con mayor cantidad de ganaderias lecheras
y poseer un importante comercio de bovinos. En las
encuestas epidemioldgicas, la mayoria de producto-
res manifestaron desconocer los sintomas de la en-
fermedad, hubo ausencia de monitoreo serolégico
mediante andlisis de laboratorio y nulo descarte de
animales infectados que comtnmente son comer-
cializados, diseminando asi la enfermedad. En zo-
nas detectadas con baja prevalencia como los can-
tones Paute, El Pan, Guachapala, Gualaceo, Puca-
r4, Santa Isabel, existen bajas tasas de transmisiéon
posiblemente debido a factores agroecolégicos que
restringen el contacto entre los rebafios.

Tabla 2. Resultados con ELISA-I, RBT, y ELISA-C en 34 ganaderias segtin su ubicacion geografica.

Animales seropositivos

Animales seropositivos

Fincas
con
animales
Seropositivos

Fincas
positivas
en
leche

Animales

muestreados RBT

Cantén

ELISA-C

Fincas
con
animales
Seropositivos

Fincas
negativas Animales

muestreados RBT

ELISA-C

leche

Cuenca 6 6 236
Santa Isabel
Girén

Sevilla de Oro
Ofia

San Fernando
Nabédn

Sigsig

145

— = N

10

| = W=

NS SR I S|
Amrow—1 21 3

TOTAL

Sl Ol oo OO
Ol Ol oo oo
S|l O oo OO

Qrow—1 21

Los valores de prevalencia obtenidos en este es-
tudio (8,5%) son menores a los encontrados por
Mainato y Vallecillo (2017), en la provincia vecina
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del Canar (13,63 %), donde refieren una mayor pre-
sencia de fincas seropositivas en los cantones de
Biblidn y Cafiar. Un estudio epidemiolégico de Bru-
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celosis a nivel nacional (Carbonero y col., 2018) in-
cluye a la provincia del Azuay con una prevalencia
a nivel de rebano menor al 10%; Pichincha 37,5 %;
Santo Domingo 26,8 %;Tungurahua 25,3 % y Zamo-
ra con 4,8 %. Por otro lado, Poulsen y col. (2014), en
un estudio para determinar la prevalencia en dos
provincias del Norte del Ecuador, refieren un valor
de 7,2%. Estas variaciones a nivel pais podrian de-
berse a las técnicas de muestreo, interpretacién de
las pruebas, reactivos utilizados, nimero de anima-
les muestreados.

Dentro de los factores de riesgo, el tamarfio de
la finca fue un factor significativo asociado a una
mayor seroprevalencia a brucelosis, debido proba-
blemente a problemas de higiene, producto de una
alta densidad animal en sistemas de produccién ex-
tensiva. Berhe, Belihu y Asfaw (2007), manifiestan
un riesgo de seropositividad de 8,5 y 4,3 veces ma-
yor en hatos grandes y medianos, respectivamente,
en comparacién con rebafios pequefios, ya que en
estos disminuye el riesgo de contacto con anima-
les de otras manadas. Del mismo modo McDermott
y Arimi (2002) declaran que, en sistemas extensi-
vos, el tamafio de los rebafios, el mestizaje comtn
con otros animales y el encuentro en puntos comu-
nes de pastoreo y abrevadero incrementan el riesgo
de contagio de la enfermedad.

Un historial de abortos o mortinatos se asocié
con la seropositividad a brucelosis. Los fetos abor-
tados y secreciones uterinas proporcionan un su-
ministro constante de la bacteria manteniendo la
transmisién de nuevas infecciones (Sanchez y col.,
2020).También se revel6 una asociacién con pro-
blemas de celo en los animales, lo cual coincide
con varios autores (Asgedom, Damena y Duguma,
2016), quienes identificaron también un aumento en
el namero de servicios por parto cuando el ganado
presentaba problemas reproductivos debidos a la
brucelosis, que afecta al tracto genital, conduciendo
a una infeccién uterina y una tasa pobre en concep-
cion.

En relacién al sistema de explotacién, existen re-
sultados similares a los reportados en este trabajo,
donde el manejo tradicional facilitaria la propaga-
cién de la enfermedad debido al poco control de
movimiento de los animales (Fero y col., 2020). Sin
embargo, Kumar y col. (2016), mencionan que la
transmisién horizontal de la enfermedad en gran-
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jas organizadas se relacionaria con el hacinamiento,
alta densidad de animales y malas practicas higiéni-
cas como la eliminacién inadecuada de fetos aborta-
dos, membranas fetales, secreciones vaginales, que
ayudan a la propagacién de la infeccién.

La regresiéon logistica asocié la eliminacién
inadecuada de la placenta y fetos como un factor
predisponente para la transmisién de la infeccion,
esto debido a que millones de Brucellas se excretan
durante el parto normal o abortos de vacas infec-
tadas, las cuales, teniendo un medio adecuado de
temperatura, luz solar y pH, pueden mantener la
infectividad durante varios meses (Sussex, 2016).
De igual manera, John y col. (2010), indican que
los propietarios de hatos que eliminaban de mane-
ra inadecuada residuos biolégicos luego de partos,
abortos o retenciones placentarias fueron mas pro-
pensos a tener al menos un animal seropositivo
cuando se comparé con aquellos que eliminaron
correctamente estos materiales.

Si bien en este trabajo, la asociacién con la in-
troduccién de animales con estatus sanitario des-
conocido en el rejo no tuvo un efecto significativo,
el porcentaje de animales positivos aumenta cuan-
do se introducen animales de otras fincas. Kanouté
y col. (2017) determinan una mayor probabilidad
de observar rebafos positivos a Brucella cuando in-
gresan semovientes sin andlisis en dreas endémicas.
Destacan la necesidad monitorear a los bovinos an-
tes de ingresar a la granja, e igualmente promover
el reemplazo con animales provenientes de fincas
libres de brucelosis.

Segtn la encuesta epidemiolégica en la mayo-
ria de las zonas evaluadas los productores descono-
cian la existencia de programas preventivos de in-
munizacién contra brucelosis, por lo cual se puede
inferir que la presencia de animales seropositivos
se debi6 al contacto con Brucellas de campo y no
a reacciones post vacunales. Dorneles, Sriranganat-
han y Lage (2015) sefialan que la vacunacién es una
estrategia determinante para programas de control
y erradicacién de brucelosis. De igual forma, Pas-
cual y col. (2018), manifiestan que los programas de
erradicaciéon deben incluir pruebas de diagnéstico,
descarte de animales infectados y la incorporacion
de la vacunacion, la cual ha demostrado reducir in-
fecciones y abortos en los animales.
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Tabla 3. Factores de riesgo asociados a brucelosis bovina.

Factor Variable I;Iosfilt?s:z Ser];){;)ss:f;/ ;/zlad 0Odd ratio 95% IC Valor P
Si 58(10) 17,24 2,71 1,25-5,86
Abortos No 378(27) 7,14 0,37 017-080 2001
Cuenca 127(19) 14,96
El Pan 49(0) 0
Giréon 13(3) 23,07
Guachapala 15(0) 0
Gualaceo 4(0) 0
Nabé6n 73(6) 8,21
Cantén Ona 26(3) 11,53 - - 0,001
Paute 19(0) 0
Pucara 26(0) 0
San Fernando 6(2) 33,33
Santa Isabel 1(0) 0
Sevilla de Oro 28(2) 7,14
Sigsig 46(2) 4,34
Grande 208(25) 12,01
Extension de Grande 2 44(6) 13,64 a _ 0.0043
la finca Mediana 78(0) 0 !
Pequefia 106(6) 5,66
Sistema de Extensivo 196(27) 13,78 3,67 1,76 -7,69 0.0003
explotacién Sogueo 240(10) 417 0,27 0,13-0,57 !
Can, ovi, equi 256(17) 6,64
Presencia de Por, equi,ovi 19(2) 11,11
especies Can, por, equi, ovi 48(3) 6,25 - - 0,01
domésticas Otros 49(7) 14,29
No tienen otras especies 64(7) 10,9
Problemas de Si 95(13) 13,68 2,09 1,03-4,25 0.03
celo No 341(24) 7,04 048 0,24-0,97 !
Eliminacién de Entierra, basura, quema 103(15) 14,56
restos ' Consume misplo animal / 164(12) 732 - - 0,03
placentarios otros animales
Deja en el lugar 169(10) 5,92
Nacimiento de Si 45(9) 20 3,24 1,44-7,28 0.0034
terneros débiles No 391(28) 7,16 0,31 0,14 -0,69 ’
. MN (toro propio/prestado) 333(20) 6
rf;féﬁiggn IA 78(16) 20,51 - - 0,0001
MN / IA 25(1) 4
Asistencia veterinaria I\STi) ;3(6)82; ;:1421 01,’737 8:% : %:?11 0,48
< c Corrales 13(0) 7,69
Area de paricién Potrero 423(37) 874 - - 0,26
Acequia, rio, pozo 398(37) 9,3
Fuentes de agua Agua potable 27(0) 0 - - 0,14
AP, rio, acequias, pozo 11(0) 0
Propios de la finca 352(25) 71
. PRy fincas cercanas 60(9) 15
Animales de reemplazo Fug’ra de provincia 6(1) 16,67 - - 018
PR y fuera de provincia 18(2) 11,11
Holstein 321(24) 7,48
Mestiza 69(7) 10,14
Raza Brown Swiss 20(2) 10 - - 05
Jersey 26(4) 15,38
Retencién placentaria I\STlo 3232%) 18%811 (1):;3 8125 B ?:g 0,43

CAN= caninos; OVI= ovinos; POR= porcinos; EQUI= equinos; MN= monta natural; IA= Inseminacién artificial, AP= agua
potable; PR= propios de la finca.
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Olsen y Stoffregen (2005) han comprobado que,
el porcentaje de reactores en rebafios infectados es
menor en los animales vacunados en comparacién
con animales no vacunados. Seguin sus datos, al
usar dosis completa de la cepa 19 en terneros y al
evaluar la proteccién en bovinos de hasta 9 afios
de edad estimaron que aproximadamente 65-75%
de todos los animales vacunados estaban completa-
mente protegidos durante su vida ttil productiva.
Sin duda, la alta prevalencia de brucelosis detectada
en la zona est4 relacionada, ademas, con la ausencia
de vacunacién.

El sistema de reproduccién también puede in-
fluir en la infeccién por Brucella spp. sobre todo a
través del contacto sexual con rebafios vecinos o
mediante el intercambio de toros provenientes de
granjas infectadas (Nardi y col., 2017). La raza y
las fuentes de agua no demostraron en este estudio
ser factores que predisponen a la infeccién. Aunque
otros factores de manejo no considerados pudieran
influir, nuestros hallazgos concuerdan con la epide-
miologia general de la brucelosis bovina observadas
en otras partes del mundo (Franc, Hésler y Arenas-
Gamboa, 2018; Hull y Schumaker, 2018), entendién-
dose que la alta prevalencia de esta enfermedad re-
presenta un importante problema de salud publica
y animal en Ecuador.

6 Conclusiones

Este estudio proporciona evidencia serolégica de la
presencia de brucelosis en hatos lecheros con dife-
rentes niveles de seropositividad en la provincia del
Azuay, con una prevalencia elevada (8,5 %), asocia-
da a factores de riesgo involucrados en la patogé-
nesis de la enfermedad y responsables de su pro-
pagacion. La prueba ELISA-I en leche es una herra-
mienta diagndstica til para identificar ganaderfas
positivas a brucelosis con altisima especificidad, re-
duciendo el tiempo de muestreo y costo, y pudien-
do analizar eficazmente un ntimero mayor de fin-
cas a la vez. Es necesario realizar serovigilancia en
las ganaderias a fin de comprender la distribucién
espacial de la enfermedad en el pafs, previo a im-
plementar programas de control y sensibilizar a la
poblacién sobre la transmisién zoonética de la bru-
celosis.
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Aprobacion ética

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de
acuerdo con la practica experimental y los estanda-
res internacionales para el bienestar animal.
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