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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia de Leucosis Bovina
Enzodtica en un predio dedicado a la produccion lechera, ubicado en el cantén
de Pedro Vicente Maldonado. Se realiz6 un examen clinico y muestreo
sanguineo, a todos los animales del predio, en dias diferentes. Las muestras
sanguineas fueron procesadas para obtener suero y poder analizarlas con un kit
rapido de Elisa competitivo, ID Screen® BLV Competition, que posee una
sensibilidad del 99%. Alcanzando como resultado una prevalencia aparente de
1,75% de Leucosis Bovina Enzodtica lo cual representa 1 animal del total de 57
animales en el hato. Asocidndose esta prevalencia con los factores de riesgo del
predio en estudio: la reproduccién se realiza mediante monta directa y compra

de animales sin registros sanitarios.

Palabras Clave: Leucosis Bovina Enzodtica, prevalencia, ELISA, subtropico.



ABSTRACT

The objective of the study was to determine the prevalence of Enzootic Bovine
Leukosis in a farm dedicated to dairy production, located in the canton of Pedro
Vicente Maldonado. A clinical examination and blood sampling was carried out
on all the animals on the farm, on different days. The blood samples were
processed to obtain serum and to be able to analyze them whit a fast kit of
competitive Elisa, ID Screen® BLV Competition, which has a sensitivity of 99%.
Reaching as a result an apparent prevalence of 1.75% of Enzootic Bovine
Leukosis which represents 1 animal of the total of 57 animals in the herd.
Associating this prevalence with the risk factors of the property under study: th
reproduction is done by direct mounting and purchase of animals without health

records.

Key Words: Enzootic Bovine Leukosis, prevalence, ELISA, subtropical.
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| Introduccion

La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) en la Gltima década ha sido una enfermedad
gue se ha dejado de lado tanto en estudios como en programas de control, ya
gue no existen datos oficiales de prevalencia ni estado sanitario a nivel local de
dicha enfermedad, tanto la OIE y AGROCALIDAD, no cuentan con datos

actualizados de la situacion de ésta enfermedad en el Ecuador (OIE, 2008).

Segun estudios realizados en el canton Chambo en la provincia de Chimborazo
se determind que existe una prevalencia real del 23% de LBE, mediante la
utilizacion de inmunodifusion en gel agar (IDGA), marca IDEXX; con una muestra
de 350 animales (Pineda Vasquez & Romero Avalos, 2014).

Otro estudio realizado en la provincia de Santo Domingo en el afio 2012
mediante la utilizacion de un test de ELISA competitiva para la deteccion de
anticuerpos a LBE dio como resultados, de una muestra de 250 animales, una

prevalencia de 5,60% en la zona (Bonifaz & Ulcuango, 2012).

En las dltimas décadas se ha dado mayor importancia a enfermedades del
ganado vacuno sobre todo a aquellas que estan dentro de programas de control
dirigidos por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia — MAG a través de la
Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario — AGROCALIDAD, como lo
son: Fiebre Aftosa, Brucelosis, Tuberculosis y Rabia (AGROCALIDAD, 2017).

Existen, sin embargo, enfermedades que afectan a los bovinos que no cuentan
con un programa de diagndostico y control, como sucede con la LBE, la cual a
pesar de ser una enfermedad de declaracion obligatoria y haber sido reportada
ante la OIE, no cuenta con un plan nacional oficial en Ecuador, que se ocupe de
ella (OIE, 2017).

No obstante existen empresas, como INGENASA e ID.vet, que desarrollan kits

diagnosticos para la deteccion del virus mediante ELISA, la limitante de estos



kits para algunos productores puede ser por los costos que estos tienen, sin
embargo se podria llegar a justificar la compra de los mismos ya que al llegar a
diagnosticar la LBE se puede aplicar medidas para evitar pérdidas econémicas

y de animales.

El objetivo del estudio fue determinar el status sanitario de un predio bovino con
respecto a LBE, mediante la utilizacion de un kit rapido de ELISA, para establecer
cual es la prevalencia de la enfermedad dentro del predio y asi como también el
manejo que se les estd dando a los animales. Con lo cual se logr6 tener un
conocimiento de como se encuentra el estado clinico del predio, determinando
cudles son los factores que predisponen a la presencia o ausencia de la

enfermedad.

Lo que ademas permitié tener datos de la enfermedad beneficiando al propietario
del predio, ya que se esta realizando un diagnostico del hato; a los productores
del sector y a los veterinarios del sector, ya que se esta dando una alternativa

sencilla para el diagnéstico de Leucosis Bovina.

1.1 Objetivo General

Establecer el status zoosanitario de la Leucosis Bovina Enzodtica y los factores
gue predisponen la presencia de la enfermedad dentro de un predio del cantén
Pedro Vicente Maldonado mediante la aplicacion de ID Screen® BLV

Competition, para conocer la prevalencia real de la enfermedad.

1.2 Objetivos Especificos

Establecer la prevalencia serolégica de Leucosis Bovina Enzodtica mediante la
aplicacion de ID Screen® BLV Competition.

Definir las medidas zoosanitarias y los factores de riesgo que predisponen a la

presentacion de la enfermedad.



1.3 Pregunta de investigacion

¢, Cual es la prevalencia aparente de Leucosis Bovina en un predio ubicado en el

canton de Pedro Vicente Maldonado?



Il Marco Tebrico

2.1 Leucosis Bovina Enzobtica

2.1.1 Etiologia

El virus de la LBE es un virus ARN oncogénico de la subfamilia Oncovirinae,
familia Retroviridae, esta familia se denomina asi ya que los virus que la

conforman utilizan en su replicacion una reversotranscriptasa (Kahrs, 1987).

El virus de la LBE se caracteriza por poseer la enzima transcriptasa inversa, la
cual es la responsable de la sintesis de una copia de ADN a partir del ARN viral,
ademas en su estructura se encuentran viriones envueltos en lipoproteinas, con
capside isométrica y ARN de dos cadenas (Pineda Vasquez & Romero Avalos,
2014).

Posee también tres genes estructurales: gag, pol y env; estos genes codifican
la producciéon de la proteina estructural p24 y proteinas de la envoltura como
gp51 y gp30 (Baruta, y otros, 2011). Diferentes epitopos de la proteina gp51 han
sido identificados con la finalidad de desarrollar pruebas diagndsticas como
ELISA, que permitan revelar anticuerpos anti gp51 en animales infectados
(Toma, Eloit, & Savey, 2009).

2.1.2 Patogenia

La patogenia de la LBE posee tres estados: infeccion inaparente, linfocitosis
persistente y linfosarcoma; la primera ocurre cuando los animales no presentan
ningun signo clinico o cambios al realizar hemogramas Unicamente a la serologia

son positivos (Toma, Eloit, & Savey, 2009).

En el segundo estado, linfocitosis persistente, ya se aprecian cambios a nivel

sanguineo de los animales con un aumento prolongado del recuento de



linfocitos, raramente esta condicion aparece antes de los dos afios de edad, sin
embargo aun no presentan signos clinicos de la enfermedad (Toma, Eloit, &
Savey, 2009).

En el tercer estado, linfosarcoma, los animales empiezan a tener signos clinicos
gue se caracterizan por la presentacion de tumores asociados a la linfocitosis

persistente y a una respuesta seroldgica positiva (Toma, Eloit, & Savey, 2009).

Estos tres estados inician cuando un individuo susceptible esta en contacto con
un individuo infectado, una vez el virus ingresa al organismo su objetivo son los
linfocitos B que expresan la IgM; a continuacion de la infeccién viral se da una
expansion policlonal de una heterogénea poblacion de linfocitos portadores
(Baruta, y otros, 2011).

Las células infectadas se pueden detectar en sangre a partir de la segunda
semana tras el ingreso del virus al organismo, alcanzando su pico a la tercera
semana para decrecer rapidamente, lo cual indica que el virus estd entrando a

nuevas células huésped en diferentes tejidos (Baruta, y otros, 2011).

2.1.3 Epidemiologia

La LBE tiene una distribucion mundial, como se aprecia en la Figura 1, siendo
América, Asia y parte de Europa las zonas donde existe una mayor prevalencia;
sin embargo existen paises que no han reportado casos de la enfermedad o en
otros paises la LBE esta ausente; todo esto acorde al mapa de distribucion de la
enfermedad establecido por la OIE (OIE, 2017).
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Figura 1. Mapa de distribucién de Leucosis Bovina Enzootica. Adaptada de (OIE,
2017).

A nivel de Latinoamérica la enfermedad se encuentra presente en gran parte de
la region, hasta junio del 2017 Bolivia y Chile reportaron la ausencia de la LBE,

mientras que en Perd y Venezuela no reportaron informaciéon (OIE, 2017).

2.1.4 Transmision

La transmision del virus de la LBE se da de dos maneras: horizontal y vertical;
en la transmision horizontal los linfocitos que contienen el virus son traspasados
a animales sanos mediante: sangre, calostro, leche, saliva, secreciones nasales,
semen y orina, el contagio se da por extraccion de sangre, vacunaciones y tacto
rectal cuando estas se utiliza el mismo instrumental en mas de un animal (Baruta,
y otros, 2011).

La transmision vertical se da por el consumo de calostro y leche que posee
linfocitos infectados del virus de la LBE, que afecta directamente a los linfocitos
B de las placas de Peyer; ademas que el virus tiene la capacidad de atravesar la

placenta (Baruta, y otros, 2011).



2.1.5 Identificacién del agente

Existen dos métodos para llegar a identificar el agente de la Leucosis Bovina
Enzodtica: métodos directos y métodos indirectos. Dentro de los métodos
indirectos estan los que reconocen la respuesta inmune del organismo del
hospedador como lo son la deteccion de anticuerpos especificos antivirales por

técnicas inmunoldgicas (OIE, 2008).

Dentro de los métodos directos tenemos: aislamiento del virus, deteccién de
acidos nucleicos virales (PCR), microscopia electronica y la deteccion de
antigenos virales con Inmunofluorescencia (IF) y Enzimoinmunoanalisis (EIA),
radioinmunoanalisis (RIA), enzimoinmunoanalisis (ELISA), la

inmunotransferencia o inmunodifusién en gel de agar (AGID) (OIE, 2008).

Los Ensayos Inmunoadsorbentes Ligados a Enzimas (ELIAs) tienen un rol
significativo en los laboratorios médicos y de investigacion, ya que ofrecen una
alternativa viable, por medio de la cual se logra realizar la identificacion de varios
virus y géneros de virus; éstas pruebas estan reemplazando a los RIA en muchos
laboratorios, por su similar sensibilidad quitando los inconvenientes de manejo
(Cruz Malpica, 2010).

La prueba de ELISA tiene como fundamento la reaccion antigeno-anticuerpo,
uno de estos es de reactividad conocida; el color se produce por el intercambio
de un sustrato cromogénico y una enzima que fue acoplada al anticuerpo
detector, a continuacion de la reaccion del antigeno con el suero del paciente,
se obtiene que la capa de deteccidn es un reactivo antinmunoglobulina clase
especifica (IgM o IgG) para poder manifestar la respuesta de anticuerpos clase
especificos (Cruz Malpica, 2010).

Los métodos de ELISA dependiendo de la actividad enzimatica se dividen en

dos:



ELISA COMPETITIVO: En este método, el anticuerpo de la muestra va a
competir con el conjugado por un namero limitado de sitios de union del
antigeno. Habra ausencia de color en una muestra positiva debido a que
el sustrato no encontrar4d a la enzima porque el conjugado ha sido
desplazado por el anticuerpo presente en la muestra (Cruz Malpica,
2010).

ELISA NO COMPETITIVO: Consiste en enfrentar la muestra con el
antigeno o anticuerpo que esta en la fase solida. Si una muestra es
positiva se formara el complejo antigeno-anticuerpo y al agregar el
conjugado reaccionara con el respectivo sustrato desarrollando color
(Cruz Malpica, 2010).

2.2 Kitdiagnostico

2.2.1 Fundamento Técnico

El kit diagndstico ID Screen® BLV Competition, se basa en la aplicaciéon
de ELISA competitivo, en éste tipo de ELISA el anticuerpo de la muestra
va a competir con el conjugado por sitios de union del antigeno, por lo
tanto habra ausencia de color en una muestra positiva debido a que el
sustrato no encontrara a la enzima porque el conjugado ha sido
desplazado por el anticuerpo presente en la muestra (Lopez, Rodriguez,
& Romero, 2008)

Los pocillos son sensibilizados con el antigeno gP51; las muestras y los controles
son afiadidos a los pocillos, los anticuerpos anti-gP51, si estan presentes,
formaran un complejo antigeno-anticuerpo que enmascara los epitopos de la
gP51 (IDVET GENETICS, 2017).

Un conjugado anti-gP51 marcado a la peroxidasa (HRP) es distribuido en los
pocillos, este se fija a los epitopos del virus que estan libres, formando un

complejo antigeno-conjugado-HRP; luego de la eliminacion del exceso del



conjugado mediante lavado, la reaccion es expuesta a través de una solucion de
revelacion (TMB) (IDVET GENETICS, 2017).

2.2.2 Sensibilidad

La sensibilidad de un test diagnéstico se define como la proporcién de individuos
realmente enfermos (verdaderos positivos) de aquellos que el test marca como

positivos (Arango, 2003).

La sensibilidad que posee el kit ID Screen® BLV Competition es del 99% (IDVET
GENETICS, 2017).

2.2.3 Especificidad

La especificidad de un test diagnéstico se define como la proporcion de
individuos realmente sanos (verdaderos negativos) de aquellos que el test marca

como negativos (Arango, 2003).

La especificidad que posee el kit ID Screen® BLV Competition es del 98%
(IDVET GENETICS, 2017).

2.3 Impacto Econémico de la Leucosis Bovina Enzodtica

El impacto econdmico de la enfermedad es causado por las pérdidas que
provocan los efectos de la infeccion subclinica durante la produccion de leche
(Delgado, y otros, 2009). Sin embargo el verdadero impacto econémico de la
LBE se da por la restriccion en el comercio entre paises que reportan la
presencia de la enfermedad, siendo ademas dificil su diagnéstico al no presentar
signos clinicos de forma evidente sino hasta que el animal esta en la tercera

etapa de la enfermedad presentando linfosarcoma (Gutiérrez, 2016).
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Segun un estudio realizado en Estados Unidos, por Bartlett et al, en el afio 2013
se pierde 95kg/vaca/afio por cada aumento en el 10% de la prevalencia de LBE
en las zonas infectadas en Estados Unidos, lo cual hace referencia a alrededor

de $285 millones de pérdidas al afio (Puentes, 2015)

En Estados Unidos existen alrededor de 93,6 millones de cabezas de ganado
vacuno (Vacuno de élite, 2016), mientras que en Ecuador existen alrededor de
5,2 millones (El ciudadano, 2017), por lo tanto relacionando la pérdida que
Estados Unidos posee por la prevalencia de LBE ($285 millones vy
95kg/vaca/aio) con la cantidad de cabezas de ganado que tiene, Ecuador
estaria perdiendo cerca de $15 millones y 5,3kg/vaca/afio por la presencia de la
LBE.
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lIl Materiales y Métodos

3.1 Ubicacién

Este estudio se encontré ubicado en el canton de Pedro Vicente Maldonado en
la provincia de Pichincha. El cantén cuenta con una temperatura entre 16° - 25°
C, y una humedad sobre el 70%. Se localiza al Noroeste de la provincia de
Pichincha. Es una zona con un ecosistema de bosque nublado, humedo tropical
y subtropical, con una altitud de 620 metros msnm (Gobierno de Pichincha,
2015).

El predio cuenta con 49 hectareas destinadas a la produccion extensiva de leche,
con un suelo humedo vy fértil para la produccion de Neonotonia wightii (soja

forrajera) y Paspalum dilatatum (pasto miel).

El predio del estudio se encuentra ubicado en la via a la Celica, con unas
coordenadas de 0° 8'35.02"N, 79°16'3.95"0

3.2 Poblacion y muestra

La poblacion actualmente del hato bovino en estudio es de 57 animales

distribuidos en 5 categorias, como se observa en la tabla 1.

Tabla 1

Distribucién del hato

CATEGORIA N°
Rejo 15

Seco 15
Vaconas 6
Terneras 19
Macho Reproductor 2

Total 57
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En el presente estudio se trabajo con el total de la poblacion, 57 animales, no se
aplicaron criterios de inclusion y exclusion, ya que el objetivo fue obtener la
prevalencia del predio por lo tanto se debidé someter al total de la poblacion al

estudio.

3.2.1 Informacion del Paciente

Dentro del estudio, a pesar que la recoleccion de datos se la realizé de manera
individual, la presentacion de la anamnesis o informacion del paciente se la

trabajo como grupo de animales.

El hato no realiza chequeos ginecoldgicos debido a que el productor no cuenta
con el servicio de un médico veterinario, el calendario sanitario es basico
administrando Unicamente las vacunas que el consejo provincial les proporciona;
aftosa, brucelosis, leptospirosis y Bacterina Triple C.E.S.® (pasteurelosis
neumonica, carbunco y el edema maligno). Las desparasitaciones las realizan

con lvomec® cada seis meses, ademas de bafos para eliminar a las garrapatas.

La alimentacion de los animales es en base a pastoreo de manera extensiva
combinado con balanceado y sales minerales Unicamente a las vacas que se
encuentran en rejo, y agua a voluntad, la cual proviene de vertiente de un rio que
atraviesa el predio. Cada 3 meses suplementan con vitaminas a todos los

animales del predio.

Estos animales, en su mayoria, son de biotipo lechero, manejandose con cruces
entre Holstein, Jersey, Brahman y recientemente con un macho Brangus,
mediante monta directa. Los machos que son traidos de otros predios y el
reemplazo de hembras se lo realiza de dos maneras, la primera es mediante la
seleccién y crianza de terneras del mismo predio y la segunda mediante la
adquisicién de hembras adultas de otros predios, actualmente el predio utiliza
las terneras del mismo predio para reemplazo, comprando vacas en pocas

ocasiones.
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La produccién de leche del predio es de 140 litros/predio/dia, dando un promedio
entre 9y 12 litros diarios por vaca, con un solo ordefio al dia que se lo realiza en
la mafiana con la cria a la vista, destinando una parte de la leche para la
alimentacion de terneros, que requieren de 4 litros diarios, separando uno de los

cuartos para la cria, la cual toma la leche directamente de la madre.

Cuenta con 8 diferentes cruces, Jersey con 9 animales; Holstein con 19
animales; el cruce entre Jersey y Holstein con 13 animales; Brahman con 4
animales, al igual que el cruce de Brahman y Holstein; el cruce de Jersey y
Brahman con 5 animales; Brangus con 1 animal y finalmente el cruce de

Brahman con animales criollos con 2 animales.

3.3 Materiales

Para efectos del trabajo de experimentacion se han considerado materiales para
cuatro actividades: diagnéstico clinico, toma de muestras, laboratorio e

interpretacion de resultados y determinacion de factores de riesgo.

3.3.1 Diagnostico clinico

Los materiales que se requirieron para realizar el diagnoéstico clinico se

encuentran detallados en la tabla 2.

Tabla 2
Materiales para Diagndstico clinico

MATERIAL CANTIDAD
Fonendoscopio 2 unidades
Termdmetro 2 unidades
Nariguera 1 unidad
Cuerdas 10 unidades

Fichas clinicas 100 unidades




Esfero

2 unidades

Guantes de manejo 1 caja de 100 unidades

Cinta bovinométrica

Manga

1 unidad
1 unidad

3.3.2 Toma de muestras

14

Los materiales que se requirieron para realizar la toma de muestras se

encuentran detallados en la tabla 3.

Tabla 3
Materiales para toma de muestra sanguinea
MATERIAL CANTIDAD
Agujas de vacutainer 21G 1” 100 unidades
Capuchones 5 unidades

Tubo de ensayo sin
anticoagulante tapa roja 10 ml
Cooler 27 litros
Gel refrigerante
Hojas de registro
Guantes de manejo
Torundas con alcohol
Gradillas
Nariguera
Cuerdas
Marcador permanente
Papel
Guardian o botella vacia
Centrifuga de 5000 rpm
Micropipeta
Puntas de pipetas

Tubos de eppendorf

100 unidades

1 unidad
5 unidades
100 unidades
1 caja de 100 unidades
100 unidades
1 unidad
1 unidad
3 unidades
2 unidades
1 rollo
1 unidad
1 unidad
1 unidad
100 unidades
100 unidades
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3.3.3 Laboratorio e interpretacion de resultados

Los materiales que se requirieron para realizar procesamiento de las muestras e
interpretacion de los resultados en laboratorio se encuentran detallados en la
tabla 4.

Tabla 4
Materiales de laboratorio
MATERIAL CANTIDAD
ID Screen® BLV Competition 1 unidad
Guantes 1 par
Mascarilla 1 unidad
Micropipeta 1 unidad
Puntas de pipetas 100 unidades
Tubos de eppendorf 100 unidades

MaxSignal ® 4302 lector de
microplacas de 96 pocillos

1 unidad

3.3.4 Determinacion de factores de riesgo

Los materiales que se requirieron para realizar la determinacion de los factores

de riesgo de LBE dentro del predio se encuentran detallados en la tabla 5.

Tabla 5
Materiales para determinacion de factores de riesgo
MATERIAL CANTIDAD
Check list 1 unidad
Carpeta miniclip con pinza 1 unidad

Esfero 1 unidad
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3.4 Metodologia

Para alcanzar el objetivo del estudio se lo dividié en cuatro etapas: diagnéstico
clinico, toma de muestras, procesamiento de muestras en laboratorio y

determinacién de factores de riesgo.

3.4.1 Diagnastico clinico.

Para el diagnostico clinico se realizd la toma de constantes fisioldgicas:
temperatura, sonidos ruminales, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
tiempo de llenado capilar y color de las mucosas; ademas se revisé al animal
cualquier tipo de alteracion en la cabeza, cuerpo o extremidades y por ultimo se
midié la condicion corporal de cada animal. Para todo se empled la metodologia
y ficha clinica del Examen Clinico General descrito en el Anexo 1. Siendo de
importancia la realizacion del examen clinico para conocer el estado sanitario
general del hato. Se lo realiz6 antes de las tomas de muestras sanguineas, en
caso de las vacas de rejo y las terneras se lo realizé una semana antes de la
toma de sangre; mientras que para vaconas, vacas del seco y los machos
reproductores se lo realizé inmediatamente antes de la toma de muestras. No se
pudo realizar la palpacion de los nddulos linfaticos superficiales ya que los

animales inquietos por lo cual no fue posible la palpacion.

Toda la informacion obtenida con el Examen Clinico fue registrada en fichas

clinicas que se encuentran en el Anexo 1.

3.4.2 Toma de muestras.

De acuerdo al kit ID Screen® BLV Competition se requiere la obtencion de una
muestra de suero sanguineo, para lo cual se recolectd sangre de la vena
coccigea, posteriormente se coloc6 la sangre en la centrifugadora para separar
el suero, a continuacién se almacenod el suero para su transporte y después se
las congelé hasta realizar el analisis en el laboratorio. La toma de muestras

sanguineas se realizo con la metodologia descrita en el Anexo 2.
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3.4.3 Procesamiento de las muestras en laboratorio.

El fin del kit de diagnéstico empleado en el estudio es detectar anticuerpos
dirigidos contra la gP51 en sueros de bovinos, donde se puede utilizar tanto
sueros individuales como mezclas de 10 sueros. El andlisis de muestras se
realizd6 con sueros individuales de todos los animales del predio, tomando en
cuenta las instrucciones del fabricante primero se realiz6 la preparacion de la

solucién de lavado y la preparacion del conjugado.

Una vez que se obtuvieron ambas soluciones se procedi6é a colocar en todos los
pocillos el diluyente, en los dos primeros el control negativo, en los dos siguientes
el control positivo y en los pocillos restantes cada una de las muestras, se dejo
incubar por 45 minutos a temperatura ambiente para posteriormente vaciar los
pocillos y lavarlos 3 veces antes de colocar el conjugado e incubar otros 30
minutos. Se vuelve a vaciar los pocillos y lavarlos 3 veces con la solucién de
lavado para afadir la solucion de revelacion e incubar los ultimos 15 minutos
para posteriormente afiadir la solucién de parada. A continuacion se procedio a

leer los pocillos a 450nm en un lector de microplacas para Elisa.

El procesamiento e interpretacion de resultados de las muestras se realizo

mediante las instrucciones del fabricante como se detalla en el Anexo 3.

3.4.4 Determinacién de factores de riesgo

Para la determinacion de los factores de riesgo se realizo un check list, mediante
la recopilacién de los factores que predisponen a la LBE descritos en la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), se pregunté tanto al duefio del
predio como al trabajador sobre todos los puntos del check list descrito en el
Anexo 4, ademas se observdé que los que decia el duefio y el trabajador

coincidiera con lo que se apreciaba en el predio.
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3.5 Analisis estadistico

En el presente estudio se realizé un analisis descriptivo de tipo porcentual de la
distribucion de los animales, y determinacion de la prevalencia aparente y real

mediante la ecuacion 1 y ecuacion 2 respectivamente:

) Numero de casos existentes
Prevalencia aparente =

Numero total de individuos en una poblacién

Ecuacion 1. Prevalencia aparente (INTA, 2006).

(Prevalencia aparente + Especificidad — 1)
(Sensibilidad + Especificidad — 1)
Ecuacion 2. Prevalencia real (INTA, 2006).

Prevalencia real =
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IV Resultados y Discusion

4.1 Hallazgos Clinicos

El hato cuenta con 5 categorias: seco, rejo, vaconas, terneros y macho
reproductor. Distribuidos como se aprecia en la Figura 2 siendo: seco el 26% (15
animales); rejo también con 26% (15 animales); vaconas el 11% (6 animales);

terneros el 33% (19 animales) y macho reproductor el 4% (2 animales).

M Macho reproductor M Rejo ™ Seco Vaconas M Terneros

Figura 2. Distribucién por categorias de los bovinos

Los cruces se encuentran distribuidos como se aprecia en la Figura 3 siendo:
Jersey el 15,8% (9 animales); Holstein con un 33,3% (19 animales); el cruce
entre Jersey y Holstein el 22,8% (13 animales); Brahman con 7%, al igual que el
cruce de Brahman y Holstein (4 animales); el cruce de Jersey y Brahman con el
8,8% (5 animales); Brangus con el 1,8% (1 animal); y finalmente el cruce de

Brahman con animales criollos el 3,5% (2 animales).
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15,8%
33,3%
22,8%

8,8%
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JERSEY HOLSTEIN JXH BRAHMAN BXH JXB BRANGUS BXC

Figura 3. Distribucién de los cruces de los bovinos

Nota. JxH= cruce de Jersey y Holstein; BxH = cruce de Brahman x Holstein; JxB =
cruce de Jersey y Brahman; BxC = cruce de Brahman y Criollos

Los machos y hembras son mantenidos con las madres hasta los 6 meses de
edad y posteriormente a los machos se los vende para engorde, mientras que
las hembras se quedan en el predio para reemplazos. Entre la distribucion de
hembras y machos que se observa en la Figura 3, se indica que el 23%
corresponden a machos (13 animales), mientras las hembras alcanza un 77%

(44 animales).

B Macho M Hembra

Figura 4. Distribucién de machos y hembras.
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Mediante el examen fisico se llegd a determinar las constantes fisiolégicas de
los animales, como temperatura, sonidos ruminales, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, tiempo de llenado capilar y color mucosas; un resumen
de los resultados de este examen se detalla en la tabla 6, dénde se aprecia que
en el pardmetro de la temperatura hubieron 33 animales fuera de rango lo cual
se debid a que el examen clinico fue tomado entre las 10h00 y 12h00, de igual
manera con los 35 animales que tuvieron una frecuencia respiratoria fuera de
rango se debié a la temperatura ambiental por la hora en que se realizo el
examen clinico.

Tabla 6
Constantes fisioldgicas

Sonidos Frecuencia Frecuencia

Teo* Tlic*  Mucosas
Ruminales Cardiaca Respiratoria
Normal 24 51 38 22 56 53
Fuera
de 33 6 19 35 1 4
rango

* T°: Temperatura; *Tllc: Tiempo de llenado capilar

En cuanto a los resultados del kit ID Screen® BLV Competition, se obtuvo que
solo un animal, de los 57 en estudio, fue positivo mediante la aplicacion de Elisa
competitivo como se muestra en la tabla 7. El tnico animal positivo corresponde
a la muestra N° 19, el animal N° 5979 una vaca Jersey de 3 afios de edad,
perteneciente a la categoria de seco y que al examen clinico sus constantes
fueron normales.

Tabla 7
Resultados obtenidos de Elisa

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1,731 1575 1,785 1,614 1,657 1581 1,859 1,783 1,792
1,734 1569 1,693 1432 1,755 1,712 1,641 1,783 1,830
0,252 1,638 1,674 1,704 1530 1,726 1,788 1,736 1,700
0,265 1530 1,622 1,712 1,797 1,746 1,671 1,641 1,555

o0 o>»
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1,701 1532 1,582 1,809 1,625 1,710 1,625 1,793 1,681
1,652 1683 1,635 1570 1,773 1,709 1,699 1,684 1,605
1,766 1,616 *0,244 1,666 1,845 1,762 1,553 0,268 1,724
1,829 169 1,785 1,860 1,797 1,768 1,759 1,730 1,685

T G T m

El resultado fue de 1 positivo de los 57 animales que tiene el hato dando como

prevalencia aparente 1,75% y prevalencia real 0% dado por las ecuaciones:

Numero de casos existentes
Numero total de individuos del hato

Prevalencia aparente de LBE =

1
Prevalencia aparente de LBE = =

Prevalencia aparente de LBE = 0,0175 x 100

Prevalencia aparente de LBE = 1,75%

Ecuacion 3. Prevalencia aparente de LBE en el hato

(Prevalencia aparente + Especificidad — 1)
(Sensibilidad + Especificidad — 1)
(0,0175+ 0,98 - 1)
(0,99 + 0,98 — 1)

Prevalencia real de LBE =

Prevalencia real de LBE =

Prevalencia real de LBE = 0 x 100

Prevalencia real de LBE = 0%

Ecuacion 4. Prevalencia real de LBE en el hato

4.2 Lineade tiempo

Para el objetivo del estudio se realizaron cuatro procedimientos: examen fisico,
toma de muestras, procesamiento e interpretacion de las muestras y
determinacion de factores de riesgo. Estos procedimientos se ejecutaron en 4

dias diferentes como se explican en la Figura 5.



23

Examen fisico a Obtencién de
todo el hato y toma suero mediante
de muestras centrifugado para
sanguineas a transporte de las
vacas de rejo muestras.
20 de 5 de 6 de 8 de
abril mayo mayo mayo
Toma de muestras Procesamiento de
sanguineas a los los sueros en
animales restantes laboratorio,
del hato. aplicando el kit

diagnostico ID
Screen® BLV
Competition

Figura 5. Linea de tiempo del estudio en 2018.

4.3 Evaluacion Diagnostica

Para llegar al diagnéstico del status sanitario de Leucosis Bovina Enzodtica en
el hato se implementé el kit ID Screen® BLV Competition, para lo cual las
muestras se colocaron en pocillos para la realizacion de Elisa como se detalla

en el Anexo 4.

Los resultados que se obtuvieron a partir de la realizacién de Elisa se muestran
en la tabla 6, donde las celdas Al, B1 y F8 corresponden a controles negativos,
mientras que las celdas C1, D1 y G8 corresponden a controles positivos, de esta
manera la muestra correspondiente a la celda G3 es la Unica muestra positiva

del hato en estudio.

4.4 Factores de Riesgo

Los factores de riesgo para la presentacion de LBE del estudio fueron

recopilados a partir de la OIE, siendo los principales: desconocimiento de la
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enfermedad, uso de una sola aguja para desparasitaciones y vacunacion de
todos los animales, entrada de animales del hato sin registros sanitarios, uso de
guantes de palpacion para varios animales, cirugias y descornes en masa sin
desinfectar el instrumental y monta natural (OIE, 2008). Se realizé un check list,
que se encuantra detallado en el Anexo 4, con todos los factores de riesgo

mencionados, para ser aplicado en el predio.

Como resultado de la evaluacion se observé que: realizan monta directa, utilizan
una aguja por animal en desparasitaciones y vacunas, en pocas ocasiones se
ha realizado cirugias, no descornan a los animales y las entradas de animales
sin registros sanitarios son de manera esporadica, dandose el caso de la vaca

N°19 correspondiente al positivo en el Elisa realizado en el estudio.

4.5 Discusion

Felipe Aristizabal menciona que el 17% de las vacas en produccion deben estar
en seco mientras que el 83% restante debe estar en rejo (Pallarez, 2017), lo cual
difiere del estudio dandose una distribucion de vacas en rejo y en seco de 50%
cada una, sin tomar en cuenta las otras 3 categorias del hato, esto se debe a
que el sistema de manejo por parte del ganadero es de manera estacional,
teniendo épocas del afio donde la proporcion de vacas en rejo y vacas en seco

es la misma.

Por otro lado el Médico Veterinario Gabriel Serrano (2014) y Pellarez (2017)
concuerdan que el porcentaje adecuado de vaconas en un hato esta dado por la
mortalidad del hato, los dias entre partos, la edad de descarte de las vacas y la
edad en que las vaconas entran en produccion; de igual manera Serrano afirma
gue las salidas de un hato no deben superar el 14% por lo tanto no debe contar
con gran cantidad para reemplazos (Serrano, 2014); en el estudio la cantidad de
vaconas es del 11% de la poblacién total, tomando en cuenta que tienen una
edad maxima de 2 afios y que la edad para primer parto que se esta manejando

en el hato es de 30 meses, faltandoles medio afio para alcanzar la etapa
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productiva, y que este hato tiene un porcentaje de salidas del 12%, esto

concuerda con lo descrito por Pellarez y Serrano.

En cuanto a la proporcion de terneros es del 33% inferior al total de vacas en
produccion que es del 52% tanto en rejo como en seco, esto supondria que
algunos terneros corresponden a vacas que se encuentran en el seco, y una
cantidad de ellos ya estando destetados, lo cual concuerda con Pérez et al,
donde mencionan que debe existir en el predio un mayor nimero de vacas que
de terneros para obtener ganancias en la produccion lechera (Pérez, Holmann,
Schuetz, & Fajardo, 2006).

Vasconez-Hernadndez et al.,, en el afio 2017 realizaron un estudio donde
compararon la prevalencia aparente de LBE entre tres provincias (Manabi,
Pichincha y Chimborazo), cuatro pisos climaticos (paramo, templado, subtropical
y tropical) y diferentes altitudes, dando una prevalencia de 8,13% para Pichincha,
para un clima subtropical la prevalencia fue de 1,24% y para una altitud entre
501 — 1000 msnm dio una prevalencia de 1,54% (Vasconez-Hernandez,
Sandoval-Valencia, Puga-Torres, & De La Cueva-Jacome, 2017); los dos ultimos
datos concuerdan con los resultados de este estudio, que fue de 1,75% de
prevalencia aparente debido a que a pesar de que el cantdn de Pedro Vicente
Maldonado se encuentra en Pichincha, el cantén se encuentra en la region

noroccidental de la provincia con clima subtropical y altitud de 600 msnm

La prevalencia aparente del hato fue de 1,75% utilizando un kit diagnostico de
Elisa competitiva, en un hato de Pedro Vicente Maldonado que tiene una altitud

de 600msnm y un clima subtropical, esto concuerda con el estudio

En cuanto a la utilizacion de Elisa como método diagndstico Rama y Gonzalez
et al, concuerdan que este método es sensible y rapido para la obtencion de los
resultados, y de igual manera ambos recomiendan la utilizacién de otro método

diagnéstico solo en caso de que exista duda del resultado (Gonzalez, y otros,
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2001) (Rama, 2009). En este estudio se trabajé con un kit de Elisa altamente

sensible 99% de esta manera no hizo falta realizar una prueba confirmatoria.
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V Conclusiones y Recomendaciones
5.1 Conclusiones

El status zoosanitario con respecto a Leucosis Bovina Enzodtica del hato en
estudio es que la enfermedad se encuentra presente, teniendo 1,75% de
prevalencia obtenida mediante la aplicacion de ID Screen® BLV Competition,
Elisa competitiva, teniendo en cuenta que al ser una enfermedad no vacunal la
presencia de anticuerpos se debe a que el animal esta efectivamente contagiado

evitando asi los falsos positivos.

Los factores de riesgo en el estudio fueron la compra esporadica de animales sin
registros sanitarios, ya que el animal que presenta la enfermedad coincide que
fue una compra resiente del productor, por otro lado el hato cuenta con buenas

practicas sanitarias impidiendo asi el contagio de otros animales.

5.2 Recomendaciones

Dentro del predio en estudio se debe implementar un programa de cuarentena a
los animales recién llegados, para prevencion y control tanto de la LBE como de
cualquier otra enfermedad y asi poder mantener un buen status sanitario en el

predio.

En cuanto a la vaca positiva a LBE hay dos acciones que se pueden llegar a
realizar acciones: la primera es descartar al animal de manera inmediata para de
esta manera estar seguro de que no va a infectar al resto de animales. Mientras
gue la otra opcion, si se desea conservar al animal dentro de predio, es
mantenerlo identificado y alejado del grupo, que al momento del ordefio no se
pongan en contacto secreciones y excreciones del animal infectado, no realizar
monta directa con los machos reproductores del hato y al momento de tener una

cria darle calostro y leche de una vaca sana.
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Anexo 1: Examen Clinico

a) Objetivo:

Realizar diagnéstico clinico a todos los animales del hato mediante la

aplicacion de un Examen Clinico General

b) Procedimiento

1.

Realizar la sujecién de los animales dentro de la manga con nudos

de facil liberacion en la cabeza y patas.

Realizar la obtencion de datos de los animales: tipo y frecuencia de

alimentacion, vacunas administradas, como se administran las

vacunas, suplementos nutricionales administrados, frecuencia de

desparasitaciones.

Tomar constantes fisioldgicas de los animales:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Temperatura: utilizar un termémetro digital via rectal.
Desinfectar el termémetro en cada animal con alcohol antes
de introducirlo por el recto. La temperatura normal va de
38,6 - 39,1°.

Sonidos ruminales: realizar percusion y auscultacion del
lado izquierdo del animal para descartar sonido timpanico.
Para escuchar las contracciones ruminales, colocar el
fonendoscopio en la fosa paralumbar izquierda, las
contracciones normales deberan ser de 1-3 por minuto
Frecuencia cardiaca: posicionar el fonendoscopio por
debajo del codo izquierdo a la altura del sexto espacio
intercostal. La frecuencia cardiaca normal va de 60 - 80 ppm.
Frecuencia respiratoria: posicionar el fonendoscopio en el
borde caudal de la onceava costilla, 0 a su vez observar los
movimientos del térax en cada respiracion. La frecuencia
respiratoria normal es de 12 - 36 rpm.

Tiempo de llenado capilar: revisar las encias del animal,

haciendo una ligera presién sobre estas para observar
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cuanto se demoran en retomar el color normal. El tiempo
normal debe ser menor a 2 segundos.
3.6. Color de mucosas: observar mucosas de conjuntiva, vulva,
boca, las cuales deben tener un color rosa palido.
4. Realizar un examen fisico completo de los animales, desde la
cabeza hasta extremidades.
4.1. Realizar una palpacion del craneo, columna y extremidades.
4.2. Hacer caminar al animal en una superficie plana y limpia
para determinar grados de cojera del animal, utilizando una
escala de los 5 grados de dolor.
4.3.  Verificar condicién corporal del animal para esto se va a
utilizar la escala de 5 puntos.
5. Levantar de registros a partir de la informacién recolectada en el
examen clinico.
6. Alos registros se les sacara copias dejando el original al productor

y la copia a la estudiante.

c) Consideraciones generales
Tener cuidado al momento de la sujecién de los animales para
tratar de no alterar las constantes fisiologicas.
Realizar los nudos de manera adecuada para la proteccién de la

persona encargada del examen clinico.

d) Registros



REGISTRO DE DIAGNOSTICOS CLINICO

IDENTIFICACION

Tarjeta NOmero:

Nembre/Nimero

Fecha de Macimiento/Edad:

Humero de Registro:

Raza:

Sexo

Categoria:

INFORMACION

Alimentacion:

Suplementos:

Vacunas

Desparasitaciones:

EXAMEN CLIiNICO / FiSICO

= Sonid
T onidos

FC FR Tl Mucosas
Cabeza Cuerpo Exfremidades Locomocion cC
OB SERVACIONES
e) Materiales
MATERIAL CANTIDAD
Fonendoscopio 5 unidades
Termémetro 5 unidades
Nariguera 1 unidad

Cuerdas 10 unidades

Fichas clinicas 100 unidades
Esfero 5 unidades

Guantes de manejo 1 caja de 100 unidades

Cinta bovinométrica

Manga

1 unidad
1 unidad

f) Responsable: estudiante y vaquero

34
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Anexo 2: Toma de muestra sanguinea

a) Objetivo: Realizar extraccion de sangre de los bovinos a partir de vena

coccigea

b) Procedimiento

1.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

Sujetar a los animales en la manga.

Rotular el tubo.

Un ayudante debe levantar la cola del animal, desde la base, con
suavidad hasta colocarla casi vertical

Retirar el material fecal de la zona, luego limpiarla con papel
Localizar la vena mediante palpacién en el espacio intervertebral
en el tercio medio de la cola.

Realizar una antisepsia con las torundas

Insertar el equipo vacutainer en el espacio intervertebral, en el
tercio medio de la cola, en angulo recto, hasta que la sangre
empiece a brotar.

Colocar el tubo tapa lila para la recoleccién de sangre hasta que se
llene el tubo, para la obtencion del suero.

Retirar la aguja y realizar hemostasia sobre la zona de puncion
Desechar las agujas en un guardian o botella vacia

Colocar el tubo tapa lila en una gradilla y dejar reposar la muestra
para ser transportadas.

Al terminar con todos los animales colocar las muestras en un
cooler con geles refrigerantes

Las muestras seran transportadas desde Pedro Vicente hasta

Quito para su analisis.

c) Consideraciones generales

El animal debe estar bien sujeto para la proteccion de las personas

gue realizaran este trabajo.
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Procurar que la muestra no esté reposando al sol y manipularlas con

cuidado.
Si no se logra la extraccion de la sangre en una sola toma se debe
realizar en los espacios intervertebrales méas proximales hasta

terminar en la base de la cola.

d) Registros

Registro de Toma de Muestras

Nnmlhre c!e
Propietario:
# ldentificacion |# Muestra | Fecha |Observaciones
Animal
e) Materiales
MATERIAL CANTIDAD
Agujas de vacutainer 21G 1” 100 unidades
Capuchones 5 unidades
Tubo tapa roja 10 ml 100 unidades
Cooler 27 litros 1 unidad
Gel refrigerante 5 unidades

Hojas de registro 100 unidades




Guantes de manejo
Torundas con alcohol
Gradillas
Nariguera
Cuerdas
Marcador permanente

Papel

Guardian o botella vacia

Centrifuga de 5000 rpm

Micropipeta
Puntas de pipetas
Tubos de eppendorf

1 caja de 100 unidades
100 unidades
1 unidad
1 unidad
3 unidades
2 unidades
1 rollo
1 unidad
1 unidad
1 unidad
100 unidades
100 unidades

f)

Responsable: estudiante y vaquero
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Anexo 3: Procesamiento de muestras en laboratorio

a) Objetivo: Realizar el procesamiento las muestras y analisis de los

resultados.

b) Procedimiento

1.
2.

Centrifugar 1 ml de cada muestra a 5000rpm durante 10 minutos.

Preparar una placa de 96 pocillos conteniendo muestras y
controles
Transferir la placa con muestras y controles a la microplaca ELISA
con una pipeta multicanal
Es necesario equilibrar la Solucién de lavado concentrada (20X) a
temperatura ambiente (21°C +/- 5°C) y agitar correctamente para
disolver los cristales.
Preparar la Solucion de lavado (1X) diluyendo 1:20 la solucién de
lavado (20X) en agua destilada/desinonizada.
Colocar todos los reactivos a temperatura ambiente (21°C £ 5°C)
antes de ser utilizados y homogenizarlos por vortex o por inversion.
Incubacion corta (Suero individual o mezcla). Afadir:

- 80 ul del Diluyente 2 en cada pocillo.

- 20 pl del Control positivo a los pocillos A1y B1.

- 20 pl del Control negativo a los pocillos C1y D1.

- 20 pl de cada muestra a analizar en los pocillos restantes.
7.1. Incubar 45 min (£ 4 min) a 21°C (x 5°C).
Incubacion nocturna (Suero individual o mezcla). Afadir:

- 190 pl de Diluyente 2 en cada pocillo.

- 10 pl del Control positivo a los pocillos A1y B1.

- 10 pl del Control negativo a los pocillos B1y C1.

- 10 ul de cada muestra a analizar en los pocillosrestantes.
8.1. Incubar entre 16 y 20 horas a 4°C (x 2°C).
Preparar el Conjugado 1X diluyendo el Conjugado concentrado
(10X) a 1:10 con el Diluyente 2.
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10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.
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Vaciar los pocillos. Lavar cada pocillo 3 veces con aprox. 300 ul de
Solucién de lavado. Evitar el desecado de los pocillos durante los
lavados.

Anadir 100 ul del Conjugado 1X a cada pocillo.

Incubar 30 min (£ 3 min) a 21°C (x 5°C).

Vaciar los pocillos. Lavar cada pocillo 3* veces con aprox. 300 ul
de Solucién de lavado. Evitar el desecado de los pocillos durante
los lavados.

Anadir 100 ul de la solucién de revelacién a cada pocillo.

Incubar 15 min (£ 2 min) a 21°C (+ 5°C) en la oscuridad.

Anadir 100 pl de la Solucién de parada a cada pocillo para detener
la reaccion.

Leer y guardar la DO a 450 nm.

Consideraciones generales

Todos los reactivos del kit deben ser almacenados en refrigeracion entre
2-8°C

Evitar cualquier tipo de contaminacién de los reactivos

Utilizar una punta de pipeta nueva por cada muestra a testar

Prepara el volumen necesario de conjugado ya que la solucion sobrante

ha de ser desechada

Lectura e Interpretacidon de los Resultados

Para cada muestra, calcular el porcentaje de competicion

DO muestra
S/N% = —— x 100
DO cn

Las muestras que presentan un S/N%:

- Inferior o igual a 50 % son consideradas positivas.

- Superior a 50 % e inferior a 60 % son consideradas dudosas.

- Superior o igual a 60 % son consideradas negativas.



Resultado ESTATUS
S/IN % < 50% POSITIVO
50% < S/IN% < 60% DUDOSO
S/IN % 2 60 % NEGATIVO
e) Materiales
MATERIAL CANTIDAD
ID Screen® BLV Competition 1 unidad
Guantes 1 par
Mascarilla 1 unidad
Micropipeta 1 unidad

Puntas de pipetas
Tubos de eppendorfs

Lector de Elisa

100 unidades
100 unidades
1 unidad

f) Responsable: estudiante
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Anexo 4: Check List de Factores de Riesgo

CHECK LIST
FACTORES DE RIESGO

Fecha: © Haﬁ'«’) O

El predio realiza las siguientes actividades:

41

Conoce la existencia de LBE

Monta directa

Uso de una sola aguja para vacunaciones y desparasitaciones

Uso de guantes de palpacion en varios animales

Cirugias en masa sin desinfectar el instrumental

Descornes en masa sin desinfectar el instrumental

Ingreso de animales de manera continua y sin registros sanitarios

Ingreso de animales de manera esporadica y sin registros sanitarios

SUX X x| x> <[>




Anexo 5: Andlisis e interpretacion de resultados

1

2

3

4

5

6

7

IOTMmMOO®>

CN
CN
CP
CP

A WDN P

© 00 N O U1

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33
34
35
36

37
38
39
40
41
42
43
44

45
46
47
48
49
50
51
52

53
54
55
56
57
CN
CpP
CC

39
40
12
26

46
35
57

1

2

3

4

5

6

7

8

9

I OTmTmMmoO®>»

1,731
1,734
0,252
0,265
1,701
1,652
1,766
1,829

1,575
1,569
1,638
1,530
1,532
1,683
1,616
1,696

1,785
1,693
1,674
1,622
1,582
1,635
0,244
1,785

1,614
1,432
1,704
1,712
1,809
1,570
1,666
1,860

1,657
1,755
1,530
1,797
1,625
1,773
1,845
1,797

1,581
1,712
1,726
1,746
1,710
1,709
1,762
1,768

1,859
1,641
1,788
1,671
1,625
1,699
1,553
1,759

1,783
1,783
1,736
1,641
1,793
1,684
0,268
1,730

1,792
1,830
1,700
1,555
1,681
1,605
1,724
1,685

El test es valido si:
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El valor medio de la densidad 6ptica de los Controles Positivos (DOcp) es inferior
a 30% de la DOcn.

Validacién CP =

Validaciéon CN =

Validacion =

0,252 + 0,265

2

1,731+ 1,734

0,2585
1,7325

=0,15

= 0,2585

=1,7325

1

2

3

4

5

6

7

8

9

IO TmMmMoOoOm>

99,91
100,09
14,55
15,30
98,18
95,35
101,93
105,57

90,91
90,56
94,55
88,31
88,43
97,14
93,28
97,89

103,03
97,72
96,62
93,62
91,31
94,37
14,08

103,03

93,16
82,66
98,35
98,82
104,42
90,62
96,16
107,36

95,64
101,30
88,31
103,72
93,80
102,34
106,49
103,72

91,26
98,82
99,62
100,78
98,70
98,64
101,70
102,05

107,30
94,72
103,20
96,45
93,80
98,07
89,64
101,53

102,91
102,91
100,20
94,72
103,49
97,20
15,47
99,86

103,43
105,63
98,12
89,75
97,03
92,64
99,51
97,26
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