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RESUMEN

Se llevd a cabo un estudio en cuatro fincas lecheras, a objeto
22 evaluar la utilidad de un kit de ELISA comercial para esti-
=ar la prevalencia de anticuerpos contra el virus herpes bovi-
70 tipo 1 {VHB-1), mediante el andlisis de muestras de leche
de cantaras. Para ello se realizé un muestrec simultaneo de
suero y leche en 80 vacas, durante un proceso de ordefio.
Ademas, los productos del ordefio se acopiaron en siete cén-
|ras, se registraron las vacas asignadas a cada cantaray se
racelectd una muestra de leche de cada una de ellas. Las
muestras de suero, leche individual y leche de céantara se
omcesamn para la deteccién de anticuerpos contra el VHB-1
nediante el kit, siguiendo las recomendaciones del fabrican-
re. quedando el Punto de Corte para leche en 0,07. No se de-
tectaron anticuerpos en ninguna de las 35 muestras de leche
recolectadas de vacas que resultaron sin anticuerposen sue-
ro. En relacién a las vacas que resultaron seropositivas se
observoé un incremento en los titulos de anticuerpos en leche,
a medida que se incrementaron los mismos en suero, lo cual
fue indicativo de una tendencia hacia una relacion lineal entre
los valores de ambas variables, aunque no hubo correlacion
(r= 0,4324; P = 0,0348). Los titulos de anticuerpos de las
muestras de leche de las cantaras mostraron una moderada
asociacion con las proporciones de vacas seropositivas cu-
yas leches se acopiaron en ellas, lo que sugiere que es facti-
ble utilizar el kit de ELISA para estudios epidemioldgicos de
rinotraqueitis infecciosa bovina, a través de muestras de le-
che de cantaras o tanque.

Palabras clave: ELISA, leche, deteccion de anticuerpos,
VHB-I.
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ABSTRACT

A study was carried out in four dairy farms in order to assess
how useful was an ELISA kit to predict the antibody
prevalence to bovine herpes virus type 1 (BHV-1) by testing
bulk churn milk. Sera and milk samples were taken from 80
cows at the same milking time. The milk was emptied into
seven milk churn, the cows assigned to each churn were
registered and a sample of milk churn was collected from
each one. Sera, milk samples and bulk churn milk were tested
by using the ELISA kit according with manufacturer's
instructions except the cut-off value for milk, which was
established at 0.07. All seronegative cows (35) were alse
skim milk negative. Regarding antibody titres to BHV-1 in milk
and sera of seropositive cows thare was an apparent linear
relation between the values of two variables, even though
there was not correlation (r = 0,4324; P= 0.0348). The lavel of
antibodiesin bulk churn milk showed a mild associationto the
proportion of seropositive cows whose milk were emptied into
these containers. This result indicate that the ELISA kit might
be used to predict the within-herd prevalence of BHV-1 by
testing bulk churn milk or bulk tank milk.
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INTRODUCCION

El virus herpes bovino tipo-I (VHB-1}, responsable de la
rinotraqueitis infecciosa bovina {RiB}, es uno de los agentes vi-
rales que contribuyen con la etiologia del Complejo Respirato-
rio Reproductivo de los Bovinos [9, 14]. Complejo que es con-
siderado como una de las causas de pérdidas econdmicas sig-
nificativas en las explotaciones bovinas [3, 10]. El VHB-1, se
encuentra difundido ampliamente en todos los continentes
[11], lo cual ha sido facilitado por su habilidad de mantenerse
en forma latente en bovinos después de la infeccion inicial,
reactiarse, re-excretarse e infectar animales susceptibles [1,
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4,6,7, 14]. Asi como, por su capacidad de trasmitirse a través
de la inseminacion artificial, monta natural y transferencia de
embriones [2, 15]. Las vacunas contra la RIB, disponibles en la
actualidad, a pesar de que pueden reducir los signos clinicos y
la excrecion viral, no protegen totalmente contra las infeccio-
nes por cepas de campo, por lo cual la condicién de latencia
se mantiene en los rebafios infectados, alin bajo programas de
vacunacion. El incremento de las exigencias sanitarias para in-
gresar al comercio internacional de bovinos y sus productos,
ha estimulado a los paises a ir en busqueda de rebafios libres
de RIB, paralo cual existen programas de erradicacion en eje-
cucion, particularmente en Europa. Para ello, es necesario
realizar pruebas serolégicas a un gran nimero de animales, lo
que podria simplificarse de estar disponible un ELISA que per-
mitiera detectar la presencia de anticuerpos contra el VHB-1,
en muestras de leche de cantara o tanque e inferir la probable
prevalencia de vacas seropositivas, en base al titulo de la mis-
ma, tal como ocurre con el virus de la Diarrea Viral Bovina [12,
13]. El propodsito de este estudio fue determinar si un ELISA
comercial disefiado para detectar anticuerpos contra el VHB-1,
en muestras de suero y leche, puede ser usado con muestras
de leche de cantaras para este fin.

MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con el propdsito del trabajo se realizaron
tres ensayos:

Ensayo 1. Determinacién del punto de corte para la de-
teccién de anticuerpos contra el VHB-I en muestras de leche.
Lo que se considerd necesario por no existir en el pais, para
leche, ninguna experiencia previa con este kit.

El procedimiento se fundament6 en que vacas seronegati-
vas al VHB-1 no tienen anticuerpos contra este virus en sus
muestras de leche, por lo que los valores corregidos de densidad
Optica {vcDO} resultantes de las leches de dichos animales, se
utilizaron como controles negativos de referencia. En forma con-
traria, las muestras de leche de vacas seropositivas debian tener,
en mayor 0 menor grado, anticuerpos contra el virus.

Seleccion de animales y recoleccidon de muestras

Para ello se escogieron cuatro fincas (A, B, C y D), de
bovinos nativos de doble propdsito, mestizos Holstein, Pardo
Suizo y Cebu, nunca vacunados contra el VHB-1, las cuales
estan ubicadas en los municipios Colina y Miranda de la Re-
gién Centro Norte del estado Falcén, caracterizada como bos-
que seco tropical, de clima humedo, con precipitacion prome-
dio anual de 500 a 1000 mm, evaporaciéonde 2931 m3; tempe-
ratura media de 27,3°C y humedad relativa de 80%.

Se seleccionaron 80 vacas al azar, 20 por cada finca, to-
das ellas bien identificadasy se realiz6 un muestreo simultaneo
de leche y suero en cada una de ellas, al momento del ordefio.

Diez mililitros (10 ml) de leche de cada vaca se recolec-
taron del cuarto posterior izquierdo de las ubres, en tubos de
ensayo estériles contentivos de 1,5 a 2,0 mg de bronopol 98%

(2-bromo-2-nitro-propane-l,3-diol). Todas las muestras, previa
identificacion, se conservaron refrigeradas con hielo hasta su
traslado al laboratorio.

Inmediatamente terminado el ordefio de cada una de las
vacas incluidas en el estudio, se les extrajo de 8 a 10 ml de
sangre, por puncion de la vena yugular. La sangre se recolecté
en tubos Vacutainer, se dejaron en reposo en una gradilla con
una inclinacion de 45°, bajo la sombra, a temperatura ambien-
te, por un periodo de dos a cuatro horas hasta la retraccion del
coagulo. Las mismas se conservaron al igual que las de leche
para su traslado al laboratorio.

Tanto las muestras de leche como las de suero, recolec-
tadas para este ensayo, se utilizaron también para la ejecucion
de los ensayos 2 y 3.

Deteccion de anticuerpos en muestras de suero y leche
por ELISA

Preparacion de las muestras: Las muestras de leche
se centrifugaron a 1500 g, a 5°C durante 20 minutos, en una
centrifuga modelo IEC INTERNATIONAL, con el fin de sedi-
mentar los detritos celulares y separar la capa de grasa sobre-
nadante. Se absorbio la leche desgrasada por debajo de la
capa de grasa y se conservo en viales {cryoware)® a 4°C,
hasta su analisis.

Las muestras de sangre se centrifugaron de igual forma
que las de leche para separar el coagulo y extraer los sueros
respectivos, los cuales se conservaron a -20°C.

Deteccion de anticuerpos: Para la deteccién de anti-
cuerpos contra el VHB-1, en muestras de leche y suero, se uti-
liz6 el kit de ELISA comercial SVANOVIRB, desarrollado por
SVANOVA Biotech, Uppsala, Sweden, siguiendo las especifi-
caciones del fabricante.

En resumen, volimenes de 100 pl de las muestras de le-
che sin diluir y de suero diluidas 1/25, se agregaron por dupli-
cado en pocillos pre-adsorbidos con antigeno de VHB-1 (co-
lumnas impares) y en los pocillos correspondientes a los con-
troles de antigeno (columnas pares), en placas de microtécni-
ca de 96 pozos. Las placas se incubaron a 37°C por una hora
y se lavaron tres veces con buffer de lavado. Seguidamente,
se agreg6 100 pi de conjugado por pozo, se incubarony lava-
ron tal como se describié anteriormente y se adicion6 100
de solucién substrato (Tetrametilbenzidina+ H2 02). Transcu-
rridos 10 minutos, se detuvo la reaccién adicionando 50 pl de
solucion de frenado (H2 S0O4). La lectura se realizé a 450 nm
en un espectrofotometro El x 800 {Biotek Instruments, Inc). Le-
ches y sueros de referencia, positivos y negativos, se corrieron
por duplicado.

Interpretacion de los resultados: Los valores de densidad
oOptica (vDO) de las muss=s oe leche. susro v controles se corri-
gieron mediante iz suocsracoion o= vDO oe los pozos recubier-
tos con suspensiones ca2a2s o= cuTvos celulares no in-
fectados con ei VHE-* Commo o= Antigeno) e e de los corres-




Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XlIl, N2 4, 279-284, 2003

pondientes pozos recubiertos con suspensiones semipurifica-
das de cultivos celularesinfectados con YHB-1 (Antigeno).

Las muestras de suero se consideraron positivas cuando
sus valores corregidos de densidad 6ptica (vcDO) resultaron
2.5 veces mayor que el vaior promedio corregido del control
negativo. Las muestras de suero con veDO menores de 0,2 se
consideraron negativas.

Para que la prueba se consideraravalida, el suero de re-
ferencia positivo debié tener un vePO mayor de 0,5 y el suero
de referencianegativo un veDO menor de (,2.

A las muestras de suero con vcDO cercanos a 0,2 se les
calculd el porcentaje de positividad (SIP), mediante la férmula:

veDC muestra
vcDO control positivo de la misma placa

S/P= 100

Calculo del Punto de Corte paraleche

A fin de establecer el punto de corte para las muestras de
lache, se identificaronlas vacas que resultaron negativas a la de-
teccién de anticuerpos en suero, es decir con veDO inferiores a
0,2 (Punto de corte) y se seleccionaron Gnicamente los veDO de
las muestras de leche correspondientesa las vacas que resulta-
ron francamente negativas. Para ello se excluyeron los vcDO de
las muestras de leche de animales con veDO, en suero, cerca-
nos a 0,2 (dudosas). De igual farma, se excluyeron los veDO ex-
iremos y con signo negativo de las muestras de leche de anima-
les negativos seroldgicamente. Se calculé la media (i), la des-
viacion esténdar (S) y se tomaron en consideracion el Punto de
Corte recomendado por el fabricante, el veDO més alto de las
muestras de leche de vacas seronegativas y el vcDO mas bajo
de las muestras de leche de vacas seropositivas.

Ensayo 2. Comparacion de titulos de anticuerpos en
sueroy ieche.

A objeto de alcanzar este propdsito se determind la pre-
sencia de anticuerpos contra el YHB-1 en las muestras de
suero y leche de las 80 vacas que se incluyeron en el estudio.
Se hicieron diluciones 1125, 11100, 11400 y 111600, de 25 de
las 40 muestras de sueros que resultaron francamente positi-
vas y diluciones de 1/1, 1110, 1150 y 1/250, de las muestras de
leche de las mismas vacas. Todas ellas se procesaron, de
acuerdo al procedimiento descrito anteriormente, y los resulta-
dos se compararon relacionando la presencia y titulo de anti-
cuerpos en suero y leche de cada animal. Los resultados se
analizaronmediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

Ensayo 3. Estimacion de proporcién de vacas seroposi-
fivas a rinotraqueitis infecciosa bovina, mediante la deteccion
de anticuerpos en muestras de leche de cantaras.

Para este ensayo, las 80 vacas lactantes seleccionadas,
20 por cada finca, se distribuyeron de la siguiente manera: En
la finca A, se establecieron dos lotes, L1 y L2, de 10 animales
cada uno. En las fincas B y C, las 20 vacas se agruparon en

un solo lote, L3 y L4, respectivamente,y en la finca D. los ani-
males se organizaron en tres lotes, L5, L6 y L7, con 12, 2y 6
animales, respectivamente.La leche de cada lote se recolecté
en cantaras previamente identificadas, al igual que se registra-
ron las vacas asignadas a cada una de ellas. La seleccion de
los animales por lote fue al azar y el nimero de lotes quedo
establecido en base a las caracteristicas y facilidades para el
ordefio en cada una de las fincas.

En cada Lote (cantara) se determind el nUmero de vacas
con anticuerpos contra el VHB-1 que fueron asignadas al mis-
mo y el titulo de anticuerpos en leche para cada una de ellas.
De igual forma, se realizé la deteccidn de anticuerpos contra
este virus en muestras representativas del pool de leche. en
cada cantara.

Los vcDO de cada pool de leche (cantara), se compara-
ron entre si, tomando en consideracion las otras dos variables.

RESULTADOS

Ensayo 1. De las 80 muestras de suero una se perdié
en forma accidental, por lo cual el trabajo se limité a 79 mues-
tras. De ellas, 39 resultaron con vcDO inferiores a 0,2 (punto
de corte para suero), indicativo de la ausencia de anticuerpos
contra el VHB-1, en esas vacas.

Para los efectos del céalculo del Punto de Corte para
leche, se utilizaron 17 vcDO, correspondientes a las mues-
tras de ieche obtenidas de las vacas cuyos sueros resulta-
ron francamente negativos. Es decir, no se incluyeron: una
por efecto de background, dos por resultar con veDO cerca-
nos a 0,2 (dudosos), ocho que resultaron con veO de signo
negativo y nueve con valores extremos. Los sueros de las
vacas seronegativas, cuyos vcDO resultaron dudosos, se
analizaron por porcentaje de positividad (SIP), obteniéndose
resultados por encima de 25%, sugestivo de muestras débil-
mente positivas.

El promedio de los vcDO de los controles negativos de
leche, del kit, utilizados en las diferentes placas fue X =
0,025666, e! doble de este vaior, de acuerdo a las instruc-
ciones del fabricante, determinaria el limite por encima del
cual los valores corregidos de las muestras de leche se con-
sideran positivas. En consecuencia, 2 X (controles del kit) =
0,05, lo que seria el Punto de Corte (PC), tomandose este
valor en consideracion para los efectos de determinar el va-
lor definitivo.

De esta forma, el PC quedd establecido en 0,07 (i A
450 = 0,0262941 + 3 S de 17 muestras de leche libres de anti-
cuerpos contra el VHB-1}, por ser éste el valor que permitié
categorizar el veDO mas alto, de las muestras de leche de va-
cas seronegativas(0,059), como negativa y el veDO mas bajo,
de las muestras de leche de las vacas débilmente positivas
(0,075), como positiva.
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FIGURA 1. COMPARACION DE TiTULOS DE ANTICUER-
POS CONTRA IBR EN MUESTRAS DE SUERO Y LECHE DE
60 VACAS

Ensayo 2. En la FIG. 1 se observa que de treinta cinco
(35) vacas que resultaron negativas en sus muestras de suero,
ninguna de ellas mostré anticuerpos en sus respectivas mues-
tras de leche.

Por el contrario, aunque no se muestra en el grafico, de
las 40 vacas que resultaron con anticuerpos en suero, con ran-
gos de vcDO desde 0,243 hasta 0,988, todas resultarcn con
anticuerpos en leche.

La comparacion entre las concentraciones de anticuer-
pos contra el VHB-1 en suero y leche, realizada en 25 de las
40 las vacas que resultaron francamente positivas, mostré una
aparente relacion lineal entre ambas variables, a excepcién de
un animal que titulé 111600 en suero y 1/1 en su correspon-
diente muestra de leche.

De las vacas cuyos sueros titularon 1125 el 100% de sus
respectivas muestras de leche mostraron titulos de anticuerpos
= 1110. De las vacas cuyas muestras de suero resultaron con
titulos de 11100 el 40% de sus respectivas muestras de leche ti-
tularon 1110 y el 53,3% mostraron titulos > 1/50, y en el caso
de las vacas que titularon 1/400 en suero el 83,3% de sus res-
pectivas muestras de leche resultaron con titulos de 1150.

El analisis mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson, sin considerar los valores del animal que resultaron
muy distantes de los de las otras 24 vacas, no mostré correla-
cion positiva entre las dos variables (r = 0,4324; P = 0,0348).

Ensayo 3. Tal como se observaen la TABLA |, en forma
general, hay una tendencia al aumento de los vcDO de las
muestras de leche de las cantaras a medida que se incremen-
ta la proporciéon de vacas seropositivas, cuyos productos de
ordefio se acopiaron en las mismas. Sin embargo, en la canta-
ra N" 4, el vceDO del pool respectivo resulté menor que el de
las cantaras 2 y 3, donde se acopl6 la leche de una menor pro-
porcion de vacas seropositivas.

El vcDO de la leche de la cantara 3, con un 45% de or-
defos de vacas seropositivas, resultdé ligeramente mayor que
el de la cantara 5, en la cual el 91% de las vacas asignadas
eran seropositivas.

DISCUSION

Cuando se determind el punto de corte para la deteccion
de anticuerpos (AC) contra el VHB - 1 en muestras de leche, el
resultado del doble producto del valor promedio de los controles
negativos del kit (SVANOVIRTM), coincidié con el Punto de Cor-
te (PC) recomendado por el fabricante (0,05). En forma similar,
cuando se determiné el PC mediante el analisis de los veDO de
muestras de leche de animales francamente negativos, se ob-
servo que la X + 2 S resulté ser 0,05, coincidente con el valor
del kit sugerido por el fabricante. Sin embargo, al tomar en con-
sideracion el veDO mas bajo obtenido en las muestras de leche
de vacas francamente seropositivas (veDO = 0,075}, asi como
el valor més alto de las muestras de leche de las vacas franca-
mente negativas (vcDO = 0.059). se vio la necesidad de deter-
minar un PC diferente, que permitiera establecer el verdadero li-
mite entre las muestras débilmente positivas y negativas. La X
+ 3 S, resulto en el punto de corte ideal (PC = 0,07). Resultado
que confirmala necesidad de validar los kit de ELISA comercia-
les, en paises distintos a los de origen.

De haberse aplicado un PC = 0,05, dos muestras de le-
che de vacas francamente negativas. hubiesen sido interpreta-
das como positivas a anticuerpos contra el VHB-1, en razén a
sus veDO (0,056 y 0,059). En consecuencia, se considerd
apropiado utilizartres S en lugar de dos.

La razén de utilizar sélo las muestras de leche de animales
francamente negativos obedecio a la deteccion de dos vacas se-
ronegativas, cuyos sueros resuftaron w n veDO cercanos al PC
{0,2), que analizados por proporcion de seropositividad (S/P),
mostraron resultados por encima del 20%, sugiriendo la presen-
cia de bajos niveles de anticuerpos contra el VHB-I. Esto pudo
ser consecuencia de reacciones in%pecfﬁc?s en las muestras de
suero, lo cual es un problema comun en pruebas de ELISA [5], a
pesar de que el kit utilizado tiene una sensibilidady especificidad
alrededor de 92% y 94%. respeciivamente.

Van Wouijckhise y col [16], establecieron con 818 mues-
tras de leche de tanques de rebafios seronegativos a IBR el
PC, para un ELISA de bloqueo, como el promedio del porcen-
taje de blogueo mas tres veces la desviacion estandar. En un
trabajo similar, para detectar anticuerpos contra el virus de la
diarrea viral bovina (VDVB) en muestras de leche, el valor pro-
medio de 55 muestras de vacas libres de anticuerpos en suero
mas tres veces la desviacion fue considerado el limite de se-
paracion entre muestras positivas y negativas {12].

Un aspecto a considerar es que la sensibilidad y especi-
ficidad de un ELISA para la deteccién de anticuerpos contra el
VHB-1 en muestras individuales de leche, disminuye cuando
se aplica en muestras de tanque [16]. Hartman y col [8], seha-
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TABLA /
RELAC}()N ENTRE LA SEROPOSITIVIDAD DE VACAS LACTANTES Y EL veDO DEL POOL DE LECHE
DE CANTARAS RESULTANTE DEL ACOPIO DE LOS PRODUCTOS DEL ORDENO DE ESAS VACAS

N" de cantara N" de vacas

Condicion serologica

vcDO

por cantara de las vacas por cantara
Negativas Positivas
1 10 7 3 (30%) 0,086
2 20 13 7 (35%) 0,397
3 20 11 9 (45%) 0,903
4 10 4 6 (60%) 0,226
5 11 1 10 (91%) 0,8
6 0 2 (100%) 1,0
7 " 6 0 6 (100%) 1,0
Total 79 36 43 (54%) -

veDO: vaior corregido de densidad dptica del pool de leche.

lan que hasta un 20% de animales seropositivos, incluyendo
animales jovenes, pudieran estar presentes en un rebafio don-
de el resultado de la muestra de leche de tanque resulte nega-
tiva. No obstante, un estudio comparativo de dos kit de ELISA
para evaluar la prevalencia de DVB en rebafios, a través de
muestras de tanque de leche. mostraron una muy buena con-
cordancia {88%j}, particularmente para la clase que indica re-
barios con alrededor de 2,5% de animales seropositivos [13].

En relacién a la comparacion entre los titulos de AC con-
tra el VHB-1 en las muestras de suero y leche, que se recolec-
taron simultdneamente, la FIG 1 mostré una tendencia hacia
una relacion lineal entre dichas variables, obtenidndose un
coeficiente de correlacion cercano al valor minimo indicativo
de correlacién positiva (r = 0,0424; P = 0348). Esta tendencia
era de esperarse si tomamos en consideracion que el kit de
ELISA utilizado esta disefiado para detectar inmunoglobulina
G {lgG) en suero y en leche, que la IgG es el isotipo de inmu-
noglobulina (Ig) predominante en la leche y que la concentra-
cion de Ig en leche depende en gran medida de su concentra-
cién en la sangre. Los titulos de AC fueron mas bajos en leche
gue en suero, lo cual es debido a que la cantidad de Ig es mas
bajaen leche que en sangre [12].

Un animal en el doceavo dia de lactancia, segin infor-
macién del ordefiador, mostr6 un titulo de AG de 1/1600 en
suero y, contrariamente a lo esperado, titulé 1/1 en su corres-
pondiente muestra de leche, lo cual es dificil de explicar, al
menos que dicho animal se encontrase en realidad en el pico
de lactancia, informacioén que no fue verificada en el momento
del muestreo. Niskanen [12] reporté que la concentracion de
AC contra el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) en leche,
es inversamente proporcional al volumen de leche secretada
durante la lactancia, aunque los niveles se mantienen suficien-
tes para determinar la condicién de positividad en la vaca du-
rante la duracion de la misma. Esta situacion podria ser similar
para el caso de los anticuerpos contra el VHB-1.

La evaluacion de la potencialidad del kit de ELISA para ser
utilizado en muestras de leche de cantaras, a Objeto de estimar
la proporcién de animales seropositivos en los rebafios, mostré
una aparente tendencia al incremento en el vcDO de las mues-
tras de leche de las cantaras a medida que aumentan las propor-
ciones de ordefios de vacas seropositivas en ellas, tal como ocu-
rre con kits de ELISA validados para deteccion de AC contra el
virus de la diarrea viral bovina (VDVB), mediante el andlisis de
muestras de leche de cantara o tanque, que han permitido esti-
mar la prevalencia de esta enfermedad [13]. A pesar de que el
namero de vacas por cantara fue reducido, este resultado es in-
dicativo de que el nimero de vacas seropositivas es una variable
determinante en la lectura final del pool de leche de las cantaras.
Sin embargo, el veDO del pool de leche de la cantara 4, con un
60% de ordefios de vacas seropositivas, result6 menor que el de
las cantaras 2 y 3, con porcentajes de ordefios de vacas seropo-
sitivas de 35% y 45%, respectivamente. Similarmente, el vcDO
de la cantara 3 resulté ligeramente mayor que el de la cantara 5
{0,9 y 0,8 respectivamente), a pesar de que en la cantara 5 se
acopiaron los ordefios de una mayor proporcion de vacas sero-
positivas. Estos hallazgos indican que otras variables, ademas de
las proporciones de ordeiics de vacas seropositivas en la canta-
ras, deben jugar un papel en el veDO de las muestras de leche
de las cantara, tales como: la concentracion de anticuerpos en
las leches y el volumen de ellas que es acopiado en las cantaras,
sabiendo que la cantidad total de AC en la leche depende de la
concentracion de ellos y del volumen de leche.

El analisis de los titulos de anticuerpos en cuatro de las seis
muestras de leche positivas de log ordefios de la cantara 4, mos-
tré que tenian titulos < 1/10, mientras que en las cantaras 2 y 3 se
detectaron muestras de leche con titulos de 1/50, lo que pudiera
explicar, en algin grado, el menor vcDO en dicha cantara, en
comparacion con las cantaras 2 y 3. Razonamiento que pudiera
explicar, de igual forma, el resultado ligeramente mayor del vcDO
de la cantara 3, en comparacion con la cantara 5.



Evaluacion de una ELISA para estudios epidemiol6gicosde rinotraqutzitis infecciosabovina/ Obando, C. y Amaya, Z.

CONCLUSIONES

Aungue el kit de ELISA utilizado para ia deteccién de an-
ticuerpos contra el VHB-I sefiala un Punto de Corte para
muestras de leche igual a 0,05, el estudio determiné que el
Punto de Corte apropiado para las condiciones en que se rea-
lizo el trabajo es igual a 0,07.

A pesar de gque no hubo correlacién positiva, el ELISA
mostré una tendencia de relacién lineal entre las concentraciones
de anticuerpos contra el VHB-1 en ias muestras de suero y leche
de un mismo animal, cuando son recolectadas simultaneamente.

Los titulos de anticuerpos contra ei VHB-1 en las mues-
tras de leche de las cantaras mostraron una moderada asocia-
cién con las proporciones de vacas seropositivas cuyos pro-
ductos de ordefio se acopiaron en ellas, indicando que el kit de
ELISA pudiera ser validado para estimar la prevalencia da an-
ticuerpos contra el VHB-1, en rebafios lecheros o de doble
propésito, mediante el analisis de muestras de leche de canta-
ras o de tanque.

RECOMENDACIONES

Realizar un trabajo similar a mayor escala, enfocado a
validar el kit de ELISA estudiado como herramienta para cono-
cer la prevalencia serol6gica de anticuerpos contra el VHB-1
en rebafios lecheros, mediante el establecimiento de intervalos
de clases de acuerdo a los veDO, equivalentes a proporciones
de animales seropositivos por cada clase, tal como fue esta-
blecido en ELISAs para deteccion de AC contra el VDVB ela-
borados por SVANOVA, Biotech, Sweden y el Central Veteri-
nary Laboratory, England.
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