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EVALUACION DE POOLS COMO HERRAMIENTA PARA EL MONITOREO 

SEROEPIDEMIOLOGICO A NIVEL DE HATO DE DVB, IBR, LEUCOSIS Y 

NEOSPOROSIS EN REGIONES GANADERAS DEL TROPICO MEXICANO 

RESUMEN 

La capacidad reproductiva de un animal impacta la eficiencia económica del hato 

ya que determina el potencial de producción de carne, leche y becerros. Esta 

capacidad se ve afectada por varios factores como son una alimentación 

inadecuada, mala detección de celos, errores en el proceso de inseminación y por 

enfermedades reproductivas. Estas últimas constituyen la segunda causa en 

importancia para la disminución en la eficiencia reproductiva del hato y algunos de 

los agentes causales son los virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB), Rinotraquetitis 

Infecciosa Bovina (IBR), Parainfluenza 3 (PI3), algunas especies de bacterias 

como Mycobacterium tuberculosis (Tb), Brucella abortus, Leptospira spp, 

Clamydia abortus y parásitos como Neospora caninum (NC). 

Para conocer si un hato es libre de estas enfermedades, es recomendado realizar 

monitoreos periódicos (semestrales o anuales) mediante pruebas diagnósticas que 

identifiquen a las enfermedades reportadas en la región que se encuentre el hato. 

Sin embargo, el realizar este monitoreo es costoso; por un lado, debido a las 

características de las pruebas utilizadas y por otro a las exigencias en tiempo y 

manejo necesarias para llevar a cabo los muestreos, sobre todo cuando se 

realizan en un gran número de individuos. Una alternativa es la de muestrear un 

cierto número de animales al azar, en grupos o lotes de interés, mezclando las 

muestras (pools) para que sea más económico y rápido para el monitoreo de las 

enfermedades.  

El objetivo de este estudio fue evaluar la utilización de pools como un método de 

monitoreo sero-epidemiológico para conocer la exposición de animales 

susceptibles (no vacunados) a algunas enfermedades reproductivas (DVB, IBR y 

NC) y degenerativas (Leucosis Enzootica Bovina [LEB]) en hatos de 5 estados en 

regiones tropicales de México: Chiapas, Guerrero, Tabasco, Tamaulipas y 

Veracruz.  

Los resultados muestran que el uso de pools para el monitoreo sero-

epidemiológico de DVB, IBR y LEB es eficiente como herramienta diagnóstica, no 

siendo así para NC. Se encontró además que los hatos positivos a DVB, IBR y 

LEB pueden identificarse incluso al utilizar los pools en una dilución 1/10. La 

prevalencia de IBR y DVB fue alta en los cincos estados muestreados (del 87 al 

90%), mientras que la de LEB y NC fue menor (del 23 al 67%). 

Palabras Claves: Pool, DVB, IBR, Leucosis, Neospororis, Seroprevalencia 
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ABSTRACT 

The reproductive ability of an animal impacts the economics of the herd as it 

determines the production potential of meat, milk and calfs. This ability is affected 

by several factors such as inadequate feeding, poor estrous detection, errors in the 

insemination process and reproductive diseases. The last ones are the second 

important cause for the decrease in reproductive efficiency of the herd and some of 

the causal agents are viruses like Bovine Viral Diarrhea (BVDV), Infectious Bovine 

Rinotrachetitis (IBR), Parainfluenza 3 (PI3), some species of bacteria such as 

Mycobacterium bovis, Brucella abortus, Leptospira spp, Clamydia abortus and 

parasites such as Neospora caninum (NC).  

To find out if a herd is free of these diseases, it is recommended to carry out 

periodic (semi-annual or annual) monitoring using diagnostic tests, that identify the 

diseases reported in the region that the herd is found. However, performing this 

monitoring is costly, due to the characteristics of the tests used and difficult for the 

time and management requirements necessary to carry out the sampling, 

especially when performed on many individuals. An alternative is to sample a 

certain number of animals at random, in groups or lots of interest, mixing the 

samples (pools) to make it cheaper and faster for disease monitoring. 

The objective of this study was to evaluate the use of pools as a sero-

epidemiological monitoring method for exposure of susceptible (unvaccinated) 

animals to some reproductive diseases (DVB, IBR and NC) and degenerative 

diseases (Enzootic Leukosis Bovina [LEB]) in herds of 5 states in tropical regions 

of Mexico: Chiapas, Guerrero, Tabasco, Tamaulipas and Veracruz. 

The results show that the use of pools for sero-epidemiological monitoring of DVB, 

IBR and LEB is efficient as a diagnostic tool, not being so for NC. It was further 

found that positive herds to DVB, IBR and LEB can be identified even when using 

pools in a 1/10 dilution. The prevalence of IBR and DVB was high in the five 

sampled states (87 to 90%), while LEB and NC were lower (23 to 67%). 

KEYWORDS: Pool, DVB, IBR, Leucosis, Neospororis, Seroprevalence 
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INTRODUCCIÓN 

De acuerdo con información proporciona por la Organización de las Naciones 

Unidas para la Agricultura y la Alimentación, el ganado representa 40 % del valor 

mundial de la producción agrícola y es la base de los medios de subsistencia y la 

seguridad alimentaria de casi mil millones de personas. En los países en vías de 

desarrollo, la reproducción del ganado es una actividad multifuncional; el progreso 

y la transformación de este sector ofrecen oportunidades de desarrollo agrícola, 

reducción de la pobreza y mejora de la seguridad alimentaria, pero, la falta de 

vigilancia en la salud animal impide este progreso (1). 

El ganado es esencial para los sistemas de producción agropecuaria, en sistemas 

de doble propósito llegan a consumir alimentos que no se lograron vender, 

produce estiércol para abonar el suelo de siembra, acondiciona los campos para la 

labranza y ayuda en formas de transportación de alimentos y personas. En el 

ámbito mundial el ganado aporta el 15% de la energía alimentaria total y el 25% 

de las proteínas de la dieta diaria. Los productos provenientes del ganado 

proporcionan nutrientes esenciales que no se obtienen fácilmente a partir de 

alimentos vegetales (2). 

La ganadería en México se desarrolla en el 50% del territorio nacional y en todas 

las regiones climáticas con las que cuenta nuestro país. Los últimos censos 

indican que existen alrededor de 32 millones de cabezas de ganado bovino. En el 

2003, México ocupó el séptimo lugar en producción de carne y el décimo en 

producción de leche a nivel mundial al alcanzar 1,500 millones de toneladas de 

carne y 10,000 millones de litros de leche. (3). 

Alrededor del 56% del total de la población bovina en México se encuentra en la 

región del trópico (tanto seco como húmedo), misma que comprende cerca del 

25% del territorio nacional. Las elevadas temperaturas ambientales que se 

alcanzan en esta región impulsan a los ganaderos a utilizar diferentes sistemas de 

producción que se adapten a su entorno y que incluyen; sistemas de tipo familiar, 

extensivos y semi-intensivos con producción de carne, leche o de doble propósito; 
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además ellos prefieren cruzar dos diferentes razas de bovinos para mejorar la 

producción y la salud de sus animales. La alimentación usada en estos sistemas 

es basada en pastoreo con pastos nativos (Paspalum spp y Axonopus spp), 

pastos introducidos (Panicum maximum, Cynodon plectostachyus, Echinochioa 

polistachya, entre otros) y en el menor de los casos, suplementación con 

concentrado (2,4). 

La primera causa que afecta la salud en un hato bovino son las deficiencias 

nutricionales ya que generan perdidas en la ganancia diaria de peso (GDP) y en 

los kilogramos de leche producida; la segunda causa que impacta la salud son las 

enfermedades reproductivas, afectando la rentabilidad de este al carecer de 

animales de reemplazo y viendo reducidas las GDP o la producción de leche. 

Estas enfermedades afectan a todo tipo de producción (carne, leche y doble 

propósito), evaluaciones realizadas en USA reportan pérdidas económicas de 

alrededor de 555 USD y hasta de 2,333 USD (por animal), principalmente por el 

aumento del intervalo entre partos, desecho de animales y baja en la fertilidad (5). 

Los agentes infecciosos implicados más comunes son los virus que causan la 

Diarrea Viral Bovina (DVB) y la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR por sus 

siglas en ingles), así como las bacterias y parásitos que originan la Brucelosis, la 

Leptospirosis y la Neosporosis. Debido a las características propias de los agentes 

causales y a la fisiopatología de estas enfermedades, el diagnóstico definitivo se 

logra sólo en el 25% de las ocasiones (6,7). 

Sin embargo, debido a la gran cantidad de animales que existen en el país la 

evaluación individual es imposible debido a los costos de realización, de los 

ensayos de laboratorio y el material utilizado para el muestreo de una gran 

cantidad de animales. Para poder obtener una idea de la prevalencia de cualquier 

enfermedad, se han vuelto cada vez más común el uso de estudios 

epidemiológicos usando pools (muestras mezcladas), ya que puede 

implementarse en estudios longitudinales, donde el costo de realizar múltiples 

ensayos a lo largo del tiempo puede ser prohibitivo (8,9). 
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Esta técnica aumenta la eficiencia del procesamiento de un gran número de 

muestras siempre que la sensibilidad no se reduzca en gran medida; los pools 

mejoran el tiempo y la eficiencia de costos del procesamiento de muestras con un 

solo análisis. Los pools se forman al agrupar alícuotas de igual volumen de las 

muestras individuales y posterior a eso se realiza una medición para cada una de 

estas nuevas muestras. El resultado del ensayo para cada muestra estima la 

media aritmética de las concentraciones de los individuos del conjunto (10,11). 

El muestreo en forma de pools es un método utilizado en la medicina humana y 

veterinaria para obtener información de cualquier enfermedad en donde los 

resultados individuales no sean necesarios (por ejemplo, el detectar la presencia 

de alguna enfermedad en hatos libres) o cuando el método de diagnóstico es 

particularmente excesivo para realizarlo (más de 1,000 muestras individuales para 

un solo trabajador) 

Algunos ejemplos de la utilización de pools en métodos diagnósticos son: el 

empleo de pools de piel de oreja para el diagnóstico de DVB mediante PCR (9,12), 

los pools de heces para detectar la presencia de diferentes cepas de Salmonella 

spp.. en terneros (13) y las muestras de leche de tanque para el diagnóstico de 

Staphylococcus aureus en hatos con mastitis (14) (15). En medicina humana se 

utilizan los pools de suero para la detección de VIH en la sangre utilizada para 

transfusión (16). 

Los pools son comúnmente utilizados para la vigilancia de enfermedades 

infecciosas, monitoreo de animales previamente expuestos a patógenos 

específicos y para ayudar en las decisiones de manejo poblacional. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Diarrea Viral Bovina 

Causada por un pestivirus, el diámetro de este virus oscila entre los 40 a 60 

nanómetros. Posee 4 proteínas estructurales, una proteína de núcleo C y dos 

glicoproteínas de envoltorio (E1 y E2); las cuales están localizadas en el virión. 

Por ser un virus RNA puede generar mutaciones en la glicoproteína E2, 

impidiendo así que sea reconocido por el sistema inmune del huésped. Los virus 

pueden ser detectados mediante antígenos localizados en bazo, corazón, riñones 

y linfonodos del mesenterio, del tracto digestivo y del respiratorio (17,18). 

La presentación de infecciones agudas ocurre principalmente cuando se 

introducen animales infectados a un hato previamente libre de la enfermedad, 

causando una diseminación rápida. El virus se dispersa mediante secreciones 

corporales (exudados nasales, secreciones genitales, semen) y en forma de 

aerosoles (19). También existe transmisión por huéspedes intermediarios 

(principalmente fauna silvestre), que son más difíciles de controlar, por lo que se 

debe evitar que entren en contacto con los animales que se tienen en el hato (20). 

El mayor impacto económico de esta enfermedad es causado por las infecciones 

intrauterinas que generan disfunciones reproductivas tardando hasta 4 meses en 

resolverse; el virus puede atravesar la placenta e infectar al feto en los primeros 3 

meses de gestación generando así animales persistentemente infectados (P.I.), 

que son animales que no montan una repuesta inmunológica en contra del virus, y 

diseminan el virus durante toda la vida del animal; estos animales no son 

detectados por las pruebas diagnósticas normales. Incluso daña el tracto genital 

de los machos causando un bajo conteo espermático. En Norte América la 

vacunación es la primera medida para controlar esta enfermedad, cuyo objetivo 

principal es el de prevenir las enfermedades agudas, así como la presentación de 

enfermedades reproductivas y evitar la creación de animales P.I. quienes son la 

principal causa de la diseminación de la enfermedad (21) 
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Estudios realizados en diversos países de la Unión Europea, han encontrado que 

las prevalencias de DVB en los hatos van del 14.6% al 95%. En Inglaterra y Gales 

se reportan prevalencias más elevadas, con altos títulos de anticuerpos séricos 

(95% y 66% respectivamente) (22). Por su parte, en estudios realizados en países 

de climas tropicales se observa que los hatos tienen una prevalencia que va del 

22% al 70%; como ejemplo Brasil realizó un muestreo de tanques de leche y de 

muestras individuales de suero, encontrando una prevalencia de alrededor del 

48.8% en ambos casos (23,24).  

En México, el primer informe de DVB se realizó en 1975 en un estudio para 

detectar anticuerpos en vacas con antecedentes clínicos de infertilidad y abortos, 

mostrando una seropositividad del 75%. Otros estudios revelan la presencia de 

anticuerpos contra la DVB, mostrando una sero-prevalencia del 14–29%. También 

se ha podido demostrar la presencia de anticuerpos contra DVB en los hatos de 

carne y leche en México; ellos concluyen que la DVB se encuentra diseminada 

ampliamente en el país, incluso hay reportes de una seropositividad del 28,8% 

para el estado de Yucatán. Incluso hay reportes que mencionan la diversidad 

genética presente en México, en donde mencionan que, en diferentes estados de 

la república, hay varios genotipos del virus (Hidalgo, Morelos, Querétaro, 

Veracruz, Tamaulipas y Chihuahua) mostrando también la seroprevalencia de 

esos estados (25–27). 

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina 

Causada por un herpesvirus de la familia alphaherpesviridae. Se clasifica en tres 

subtipos: BoHV-1,1, BoHV-1,2 a y BoHV-1,2 b. La mayoría de las cepas BoHV-1,1 

han sido aisladas de vías respiratorias o casos de aborto y las cepas BoHV-1,2 de 

lesiones de órganos genitales. El genoma está compuesto de una molécula larga 

de DNA de un tamaño de 135.3k pares de bases que se forma de una secuencia 

larga (UL) y otra corta (US). Durante la replicación del ADN, tanto la UL como las 

regiones de US pueden intercambiarse, generando cuatro isómeros del genoma 

viral dentro del ADN (28). 
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Esta enfermedad se caracteriza por causar gran variedad de signos clínicos entre 

los cuales se encuentran rinotraqueitis, vulvovaginitis, balanopostitis, conjuntivitis e 

infección generalizada. También hay reportes de esplenomegalia, hemorragias, 

hiperemia y necrosis cerebral, además de edema y congestión placentaria, 

causando en animales gestantes abortos a partir del cuarto y hasta el octavo mes 

de gestación (29,30). 

Las pérdidas económicas que se generan por la presentación de esta enfermedad 

se relacionan a la disminución de la producción de carne, leche y la pérdida de 

becerros debida a los abortos. Varios países de la unión europea empezaron a 

implementar sistemas de control en los años ochenta y en la actualidad casi todos 

implementan programas epidemiológicos usando la erradicación obligatoria de 

animales infectados y el uso de vacunas marcadoras (treinta días antes de entrar 

al empadre, con el fin de generar memoria inmunológica). El problema que se 

tiene para controlar esta enfermedad es que la eliminación de los portadores es 

problemática debido a la falta de signos clínicos específicos para detectarlos 

(31,32). 

Para evitar esto, se utilizan vacunas tipo DIVA, con base a la glicoproteína E del 

virus. Estas han demostrado ser una estrategia de prevención segura y eficaz 

contra el ingreso de IBR a los hatos. Para identificar si un hato está infectado, la 

Unión Europea valida el uso de kits ELISAs de tipo indirecto para detectar 

anticuerpos en muestras de taque de leche de hasta 50 individuos, siendo así una 

estrategia rápida y económica (33). 

En México la seroprevalencia de BoHV-1 se ha reportado en unidades de 

producción lechera y de carne de ganado bovino a través de todo el país, en el 

estado de Veracruz se han reportado seroprevalencias del 59 al 80% en búfalos 

de agua en pastoreo, del 34 al 41% en Puebla y 83 al 91 en Tabasco (34–36). 

Leucosis Enzoótica Bovina 

La leucosis enzoótica bovina (LEB) es causada por un retrovirus formado por las 

proteínas estructurales internas PL5, p24, PL2, PL4, y las glicoproteínas de 
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envoltura gp30 y gp51. Afecta al tejido linfoide causando linfomas malignos y 

linfosarcomas (37). La mayoría de las infecciones son asintomáticas, generando 

una infección crónica con linfocitosis persistentes (L.P.) en un 20-30% de los 

casos, mientras que los linfomas malignos (que es la forma fatal de la 

enfermedad), se desarrollan en el 1-5% de los bovinos seropositivos. Cuando se 

presentan los linfomas, los signos que se observan son el engrosamiento de 

linfonodos, pérdida de peso, disminución en la producción de leche, fiebre e 

inapetencia (37). 

Si bien esta enfermedad no afecta principalmente al aparato reproductivo, debido 

a que el animal monta una respuesta en contra el virus, la energía destinada al 

mantenimiento y reproducción es disminuida, con lo que se llegan a observar 

abortos a partir del sexto mes de gestación. Los animales permanecen infectados 

de por vida y comienzan a mostrar una respuesta inmunológica a las 3 semanas 

post-infección (38). 

Al permanece infectado de por vida, las posibilidades de quedar gestante se ven 

disminuidas en los estros siguientes (39). Su forma de transmisión es por el 

contacto directo de la sangre de un animal infectado con la de otro. La forma más 

común es por iatrogenias mediante el equipo de descorne que no ha sido 

desinfectado. No existe tratamiento ni vacuna contra la enfermedad por lo que lo 

más importante es evitar que ingrese a los hatos (40). 

Para erradicar la enfermedad se deben detectar de manera rápida los casos 

clínicos y llevar un monitoreo de estos (41). La prevalencia de esta enfermedad en 

ganado lechero en Canadá incrementó del 49.2% en 1989 al 90% en el 2013. Los 

Países de la Unión Europea realizan monitoreos anuales de esta enfermedad, 

según los cuales Bélgica reporta una prevalencia del 67%, Escocia del 48% para 

el ganado lechero y un 82% para el de carne, e Irlanda del 77.4%. Por su parte, 

Estados Unidos reveló que el 83.9% de los hatos son positivas a la enfermedad. 

Finalmente, en Latinoamérica se reportan prevalencias del 99% en Uruguay, 

82.1% en Ecuador, 94% en Costa Rica y 51% en Perú (42) 
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En México, la LEB se detectó en 1983 y desde entonces, varios estudios 

serológicos han investigado la persistencia de esta infección en el ganado en todo 

el país, reportando tasas de seroprevalencia del 11 al 66%. Estos estudios 

sugieren que la diseminación de esta enfermedad es muy alta en México. Sin 

embargo, las herramientas diagnósticas disponibles en el país limitan a las 

pruebas para conocer la prevalencia real en México (43). 

Neospora caninum  

Neospora caninum (NC) es un protozoario que afecta al ganado y a los animales 

de compañía (de manera más común a los perros). Tiene un ciclo de vida de tres 

fases: esporozoítos, taquizoitos y bradizoitos. Los taquizoitos son la fase 

infectante, de forma ovoide (semilunar o globular) miden de 1 a 7mm, 

dependiendo de la etapa de división que se encuentren (44). Estos infectan 

diversas células como macrófagos, fibroblastos, células endoteliales vasculares, 

miocitos, células epiteliales tubulares renales y hepatocitos. Penetran a las células 

por invasión activa y se internalizan en los primeros 5 minutos localizándose en el 

citoplasma dentro de una vacuola. Estas células infectadas llegan a contener 

hasta 100 taquizoitos (45). 

Esta enfermedad es una de las principales causas de aborto en bovinos, 

reportándose con mayor frecuencia a los 6 meses de gestación. Los fetos pueden 

morir en el útero, ser reabsorbidos, momificados o autolizados. También pueden 

encontrarse mortinatos, becerros nacidos vivos con signos clínicos o clínicamente 

sanos pero P.I. (46). 

Suiza reporta una prevalencia en el ganado lechero que va del 6% al 65%; 

mientras que en Brasil es del 30.9%; en Israel del 35.5%, en Irán del 9.8%, en 

Venezuela del 11.3% y en Colombia del 76.9%. Los principales factores de riesgo 

para la entrada de la enfermedad en los hatos son la presencia de perros 

infectados que conviven directamente con el ganado y su diseminación es debido 

a la presencia de heces de los perros en los comederos de los bovinos (47–49). 
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Existe poca información sobre la sero-prevalencia de NC en México, más allá de 

demostrar que se ha reportado infección por N. caninum en vacas y fetos 

abortados. La prevalencia a nivel de rebaño reportada oscila entre el 10 y el 100% 

y está distribuida ampliamente en las regiones lecheras del país, con reportes de 

una sero-prevalencia del 56%. Un estudio realizado en Aguascalientes, que es 

uno de los principales estados productores de leche, reporta una cero-prevalencia 

entre el 57 y el 59% y la presencia del parásito se ha demostrado en fetos 

abortados a través de inmunohistoquímica y PCR (50,51). 

Pruebas diagnósticas 

Para el diagnóstico de DVB, IBR, LEB y NC, pueden medirse la presencia de 

antígenos o anticuerpos en suero u otros fluidos biológicos o tejidos. En el caso de 

la DVB, se puede optar por el aislamiento del virus (AV), o por la detección de 

antígenos mediante pruebas como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

(ELISA), la inmunohistoquímica (IHQ) y la reacción en cadena de la polimerasa 

con transcriptasa inversa (RT-PCR)  

El diagnóstico de IBR se realiza mediante la evaluación de lesiones histológicas 

compatibles (LHC), aislamiento viral, inmunohistoquimica, la reacción en cadena 

viral del antígeno y de polimerasa (PCR) y el ELISA indirecto (este último es 

utilizado con mayor frecuencia debido a que da los resultados en poco tiempo [2 a 

3 horas]) (30). Para la LEB se realizan las pruebas de inmunodifusión del gel de 

agar (IDGA) y el ELISA (que ha sustituido a la IDGA en los programas de 

erradicación y existen varios kits disponibles comercialmente) (37,38,41). 

Para NC el método de diagnóstico utilizado es la evaluación histopatológica, 

donde se buscan cambios degenerativos e inflamación. En el producto abortado 

las lesiones que se buscan se encuentran en el sistema nervioso central, corazón 

e hígado, y en la vaca las lesiones que se buscan son gliósis en el sistema 

nervioso central, miocarditis e infiltrados mononucleares en hígado y riñones. Así 

mismo, mediante la tinción hematoxilina-eosina (H&E), se pueden observar los 

taquizoitos en los órganos antes mencionados. Las pruebas serológicas que se 
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utilizan son los ELISAs, la prueba de inmunoflorescencia indirecta para 

anticuerpos (IFI) y el inmunoblot. Estos métodos sirven para detectar si un hato es 

positivo a la enfermedad y para identificar a los animales enfermos para así evitar 

que sigan diseminando la enfermedad (44). 

El ensayo ELISA se utiliza como herramienta de diagnóstico en medicina y como 

medida de control de calidad en diversas industrias; también se utiliza como 

herramienta analítica en la investigación biomédica para la detección y 

cuantificación de antígenos o anticuerpos específicos en una muestra 

determinada. Este procedimiento comparte principios similares del 

radioinmunoensayo (RIA). ELISA utiliza el concepto básico de inmunología donde 

un antígeno se une a su anticuerpo específico, lo que permite la detección de 

cantidades muy bajas de antígenos como proteínas, péptidos, hormonas o 

anticuerpos en una muestra líquida. Se utilizan antígenos y anticuerpos marcados 

con enzimas para detectar las moléculas, siendo las enzimas más utilizadas la 

fosfatasa alcalina y la glucosa oxidasa (52). 

Uso de pools  

El detectar estas enfermedades de manera rápida y oportuna en los hatos debe 

ser una tarea prioritaria para evitar que se diseminen y causen abortos. Sin 

embargo, la evaluación periódica de cada uno de los individuos resulta costosa, 

por lo que el uso de técnicas que permitan determinar la presencia de 

enfermedades de forma colectiva en el hato resulta ventajoso. Una alternativa 

para ello es el uso de pools, en donde se pueden juntar hasta 100 animales, para 

obtener una sola muestra, en la que se llevan a cabo los análisis de diagnóstico 

necesarios para determinar la presencia de una o más enfermedades (9). 

A pesar de la efectividad de la PCR para la detección de patógenos en pools, este 

método requiere equipo especializado y entrenamiento para realizarlo; es por esto 

que los laboratorios han buscado formas de diagnóstico más prácticas y simples 

de realizar. Los ELISAs cumplen con estos requerimientos, son inmunoensayos 

frecuentemente utilizados y disponibles en el mercado. No precisan de equipos 
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sofisticados, son fáciles de realizar, rentables, han sido validados para una amplia 

gama de enfermedades y especies además de permitir el uso de diferentes tipos 

de muestras como son leche, plasma y suero (53,54). 

Una desventaja al utilizar pools en el ELISA es una posible disminución en la 

sensibilidad de detección, debido a la dilución de anticuerpos o antígenos cuando 

hay pocos animales infectados o los títulos son bajos, lo que puede generar falsos 

negativos. Sin embargo, los falsos positivos, que se asocian a la especificidad de 

un ELISA, son menos probables que cuando se utilizan muestras individuales (52). 

Es posible la identificación de hatos positivos utilizando pools mediante pruebas 

de ELISA para las cuatro enfermedades antes mencionadas, así se observa en 

trabajos previos que reportan prevalencias de 88% y 80% para DVB e IBR 

respectivamente, utilizando pools de hasta 25 animales. De igual forma, se sabe 

que este tipo de ensayos permiten incluso discernir entre infecciones naturales o 

respuestas vacunales para determinadas enfermedades tal como lo hace una 

prueba individual (23). 
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OBJETIVOS 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el uso de muestras de suero bovino 

en pools, , como herramienta para el monitoreo sero-epidemiológico de DVB, IBR, 

LEB y NC a nivel de hato en los estados de Chiapas, Guerrero, Tabasco, 

Tamaulipas y Veracruz, utilizando pruebas de ELISA comerciales. 
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MATERIAL Y METODOS 

Colección de muestras 

Las muestras se obtuvieron de un muestreo nacional por parte del Banco Nacional 

de Suero Bovino (BNSB) del Departamento de Reproducción Animal de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (FMVZ-UNAM). Los animales incluidos en el muestreo 

fueron hembras en edad reproductiva, mantenidas en pastoreo de plantas nativas 

para la producción de leche y doble propósito; ninguno de los hatos muestreados 

tenía antecedentes de vacunación. 

El muestreo de los hatos se realizó durante los años 2009 a 2012 y se planeó un 

método de muestreo aleatorizado estratificado usando el número de hatos en el 

estado donde se localizaba el hato como referencia.  

Para los estudios de sero-prevalencia se seleccionaron 506 hatos en regiones 

tropicales correspondientes a cerca del 60% del total del Padrón Ganadero 

Nacional (Cuadro 1)  

Cuadro 1.- Total de municipios y hatos muestreados en cada estado. 

Estados Número de 

municipios 

muestreados 

Número de hatos 

muestreados 

Chiapas 15 97 

Guerrero 16 98 

Tabasco 15 131 

Tamaulipas 15 89 

Veracruz 28 91 

Total 89 506 

No todos los municipios fueron muestreados en los estados, se realizó el muestreo en los 

que presentaban mayor densidad de población bovina. 

De cada hato se obtuvieron 10 a 12 muestras de sangre por venopunción de la 

vena coccígea para obtener 10ml por animal. Las muestras se centrifugaron para 
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colectar el suero y fueron transportados a la FMVZ-UNAM en refrigeración (4-8ºC). 

Alrededor del 15% del total de las muestras fueron enviadas como sangre entera 

bajo refrigeración y al momento de llegar al BNSB fueron centrifugadas. El tiempo 

entre el muestreo y el procesamiento de estas últimas fue de 2 a 3 días. Las 

muestras de suero fueron almacenadas a -20 °C hasta ser analizadas entre 2016 

y 2017. Se descongelaron una vez para preparar los pools por hato, mezclando 

100µl de cada muestra individual, para obtener un total de 506 pools (muestras de 

hato), que fueron analizados utilizando ELISAs comerciales. 

Tolerancia a la dilución 

Para examinar la tolerancia de detección de los kits ELISA al utilizar pools, se 

realizaron diluciones con muestras positivas; estas muestras presentaban lecturas 

de Densidades Ópticas (DO) más altas de acuerdo con los parámetros que se 

mencionan en los insertos de las pruebas del Cuadro 2. Los pools con valores 

positivos de cada una de las enfermedades de interés, independientemente de la 

región geográfica de procedencia, se agruparon en un único Pool Positivo (PP) 

para cada enfermedad. Los cuatro PP sin diluir se dispusieron como controles 

positivos y se diluyeron con PBS (amortiguador de solución salina con fosfato) en 

120 microlitros para generar una dilución doble seriada y 3 diluciones decuples 

seriadas (1/2, 1/10, 1/100 y 1/1000). Una vez realizadas estas diluciones, se 

generaron graficas mediante el programa PAST v3.20 para determinar la dilución 

máxima tolerada por el kit para diagnosticar valores positivos a las enfermedades 

tomando como valor de referencia las DO establecidas en las pruebas ELISA (55). 

ELISAs 

Los ensayos ELISAs para DVB, IBR y LEB se realizaron con kits de los 

laboratorios IDEXX (IDEXX, USA) y para el caso de NC se utilizó un kit del 

laboratorio HIPRA (HIPRA, España). Los ensayos se llevaron a cabo siguiendo las 

especificaciones del fabricante (56–59). Los puntos para determinar el corte entre 

muestras positivas y negativas fueron específicos de cada kit de ensayo. Los 

parámetros y métodos para calcular porcentajes de unión o de inhibición se 
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encuentran especificados en el Cuadro 2. La lectura de las reacciones se llevó a 

cabo a una densidad óptica de 450nm utilizando el programa Gen5 (60). 

Cuadro 2.- Parámetros y puntos de corte para las pruebas de ELISA empleadas, de 

acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes. 

Prueba de 

ELISA 

Parámetr

o de 

medición 

Cálculo para obtener 

los parámetros de 

medición 

%Se %Es

p 

Puntos de corte 

Positiv

o 

Negativ

o 

Sospechos

o 

DVB Razón 

S/P 

S/P = (DO-

DOneg)/(DOpos-

DOneg) 

96.3 100 >0.2 ≤0.2 N/A 

IBR % de 

Bloqueo 

% Bloqueo = [(DOneg-

DO)/(DOneg)]*100 

97.4 100 >55% <45% 45-55% 

LEB Razón 

S/N 

S/N = (DO/DOneg) *100 100 99.8 <40 ≥40 N/A 

NC Porcentaj

e de 

Índice 

Relativo  

RI% = [(DO-

DOneg)/(DOpos-

DOneg)] *100 

95.7 100 >10% <6% 6-10% 

Cálculos realizados para obtener los valores positivos, negativos o sospechosos (si existían) 

para las pruebas ELISA. Al obtener los valores de las DO y calcularlos con los controles, se 

obtenían los valores que mencionaban los insertos de las pruebas. %Se: porcentaje de 

sensibilidad del ELISA, %Esp: porcentaje de especificidad del ELISA, S/P: sueros positivos, 

DO: densidades ópticas, DOneg: densidades ópticas negativas, DO-pos: densidades ópticas 

positivas, N/A: no aplica, S/N: sueros negativos, RI%: porcentaje de índice relativo.  
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Sero-epidemiología 

Para conocer si un hato era positivo o negativo a las enfermedades bajo estudio, 

se realizó la evaluación de los pools correspondientes a cada uno de los 506 hatos 

seleccionados en este estudio siguiendo las instrucciones de los 4 ELISAs antes 

mencionados. Se realizaron mapas para geo-referenciar los municipios que eran 

positivos y negativos a las enfermedades. 

Los resultados de los ELISAs se agruparon por estado y municipio en una base de 

datos y con esta base se calcularon las prevalencias por estado para cada 

enfermedad. Para este cálculo se utilizó la Prueba de Seguridad (Teorema de 

Bayes) que consta de una tabla de 2x2 para obtener los casos de pools Falsos 

positivos y Falsos negativos, así como los valores predictivos de la prueba 

Positivos y Negativos (VPP+ y VPP- respectivamente) utilizando la sensibilidad y 

especificidad (Se y Esp) de las pruebas ELISAs utilizadas.  
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RESULTADOS 

Tolerancia a la dilución 

Se demostró que, el uso de pools sirve para detectar a las muestras sero-positivas 

a las enfermedades de DVB, IBR y LEB en diluciones de al menos 1/10. De 

manera individual, IBR logró detectar anticuerpos hasta la dilución 1/100 y en NC 

solo los detectó en el PP. Todos los ELISAs empezaron a considerarse como 

positivas desde el PP y siguieron detectando a los anticuerpos hasta la dilución 

1/10 en base a las DO establecidas por las normas del fabricante, asegurando que 

los resultados de la prueba son verídicos. En diluciones posteriores el crecimiento 

de las DO no fue tan marcado y dejó de dar una reacción positiva en las diluciones 

1/100 para DVB y LEB y en 1/1000 para IBR.  

Las pruebas de IDEXX para el diagnóstico de DVB, IBR y LEB resultaron 

funcionar para la detección de anticuerpos contra las enfermedades mediante el 

uso de pools, por el contrario, la prueba de HIPRA no pudo detectar anticuerpos 

en los pools. 

La prueba de DVB pudo detectar los resultados positivos desde el PP hasta la 

dilución 1/10, despues de eso no detectaron resultados positivos. (Figura 1). 
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Figura 1.- Densidad óptica de un suero bovino positivo para DVB en diluciones seriadas en 

una prueba ELISA. Conforme aumenta la dilución la lectura de densidad óptica disminuye 

hasta la dilución 1/100.  

Figura 2.- Gráfica de 5 diluciones para DVB. La zona de color blanca indica los valores que 

son detectados como positivos y la zona gris los valores detectados como negativos. El 

punto de corte se determinó mediante los parámetros de la prueba ELISA. 
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La prueba de IBR pudo detectar resultados positivos desde el PP hasta la dilución 

1/100, despues no se pudo detectar un resultado positivo (Figura 3 y 4) 

 

 

Figura 3.- Densidad óptica de un suero bovino positivo para IBR en diluciones seriadas en 

una prueba ELISA. Conforme aumenta la dilución la lectura de densidad óptica disminuye 

hasta la dilución 1/100.  

Figura 4.- 

Gráfica de 5 diluciones para IBR. La zona de color verde indica los valores negativos de la 

prueba ELISA la zona amarilla los valores sospechosos y la zona roja los valores positivos, 

las líneas punteadas son los puntos de corte de calificación de un valor a otro. 
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La prueba de LEB pudo detectar los resultados positivos desde el PP hasta la 

dilución 1/10, despues de eso no detectaron resultados positivos. (Figura 3) 

 

Figura 5.- Densidad óptica de un suero bovino positivo para LEB en diluciones seriadas en 

una prueba ELISA. Conforme aumenta la dilución la lectura de densidad óptica disminuye 

hasta la dilución 1/100.  

Figura 6.- Gráfica de 5 diluciones para LEB. La zona de color verde indica los 

valores negativos de la prueba ELISA y la zona roja los valores positivos, la line 

punteada es el punto de corte de calificación de positivo a negativo. 
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La prueba de NC solo pudo detectar los resultados positivos desde el PP, no 

detectó resultados positivos en ninguna dilución. (Figura 4) 

 

Figura 7.- Densidad óptica de un suero bovino positivo para NC en diluciones seriadas en 

una prueba ELISA. Conforme aumenta la dilución la lectura de densidad óptica disminuye 

hasta la dilución 1/100.  

Figura 8.- Gráfica de 5 diluciones para NC. La zona de color verde indica los valores 

negativos de la prueba ELISA la zona amarilla los valores sospechosos y la zona roja los 

valores positivos, las líneas punteadas son los puntos de corte de calificación de un valor a 

otro. 
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Estudios sero-epidemiológicos  

La utilización de pools sirvió para identificar la prevalencia en los 5 estados 

tropicales. Se encontró que DVB presenta sero-prevalencias que van del 67.2% al 

92.9%; para IBR las sero-prevalencias fueron del 87.6% al 97.7%; LEB presento 

unas sero-prevalencias del 16.4% al 68% y para NC las sero-prevalencias fueron 

del 6.9% al 60.2% (Cuadro 3). 

Cuadro 3.- Sero-prevalencias de los estados de Chiapas, Guerrero, Tabasco, 

Tamaulipas y Veracruz para las enfermedades de DVB, IBR, LEB y NC, obtenidas 

por las pruebas ELISA; con intervalos de confianza al 95%. 

 

Mediante los resultados de los ELISAs se calcularon las sero-prevalencias para cada estado 

y de cada enfermedad, asi mismo se realizó un intervalo de confianza del 95%. Prev: 

Prevalencia. 

La prueba de Seguridad mostró los resultados de los VPP+ y VPP-, asi como las 

prevalencias aparentes y verdaderas para cada enfermedad. Se encontró que 

DVB tiene una sero-prevalencias del 64.7% al 86.7%, siendo Guerrero el estado 

en donde más hatos fueron identificadas como sero-positivos. En el caso de IBR 

las sero-prevalencias fueron del 85.4% al 92.9%, en el caso de Tabasco presento 

el mayor número de hatos positivos y fue la enfermedad que más se presentó en 

Estados  Prev 

DVB 

Intervalo 

de 

confianza 

95%  

Prev 

IBR 

Intervalo 

de 

confianza 

95% 

Prev 

LEB 

Intervalo 

de 

confianza 

95% 

Prev 

NC 

Intervalo 

de 

confianza 

95% 

Chiapas 82.4 0.73 a 

0.88 

87.6 0.79 a 

0.92 

68 0.58 a 

0.76 

42.3 0.32 a 

0.52 

Guerrero 92.9 0.85 a 

0.96 

90.8 0.83 a 

0.95 

41.8 0.32 a 

0.51 

60.2 0.5 a 0.69 

Tabasco 67.2 0.58 a 

0.74 

97.7 0.93 a 

0.99 

21.4 0.15 a 

0.29 

6.9 0.03 a 

0.12 

Tamaulipas 78.6 0.69 a 

0.85 

89.9 0.81 a 

0.94 

25.8 0.17 a 

0.35 

29.2 0.2 a 0.39 

Veracruz 86.8 0.78 a 

0.92 

94.5 0.87 a 

0.97 

16.4 0.1 a 0.25 51.6 0.41 a 

0.61 
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todos los hatos. Para LEB las sero-prevalencias fueron del 16.5% al 68.3% y 

Chiapas fue el estado con más hatos positivos. Por último, para NC la sero-

prevalencias fueron del 6.9% al 57.6%, nuevamente Guerrero fue el estado con 

mayor número de hatos positivos. (Cuadro 4 y 5). 

Cuadro 4.- Valores Predictivos positivos y negativos de las pruebas ELISA 

Estados  VPP+ 

DVB 

VPP- 

DVB 

VPP+ 

IBR 

VPP- 

IBR 

VPP+ 

LEB 

VPP- 

LEB 

VPP+ 

NC 

VPP- 

NC 

Chiapas 1 0.9 1 0.8 1 1 1 1 

Guerrero 1 0.8 1 0.8 1 1 1 0.9 

Tabasco 1 0.9 1 0.5 1 1 1 1 

Tamaulipa

s 

1 0.9 1 0.8 1 1 1 1 

Veracruz 1 0.8 1 0.7 1 1 1 1 

Valores predictivos de las pruebas ELISA, obtenidas por el teorema de Bayes, encontrando 

que solo la prueba de IBR presenta un VPP – de 0.5 y los demás con valores de0.8 a 1, con 

lo que se asegura que los diagnósticos obtenidos son realmente positivos o negativos. VPP 

+: valor predictivo de la prueba positivo, VPP -: valor predictivo de la prueba negativo 

Cuadro 5.- Sero-prevalencias aparentes y verdaderas de las enfermedades 

estudiadas en los 5 estados de México. 

Estados 
Prev Ap 

DVB 
Prev Ver 

DVB 
Prev Ap 

IBR 
Prev Ver 

IBR 
Prev Ap 

LEB 
Prev Ver 

LEB 
Prev Ap 

NC 
Prev Ver 

NC 

Chiapas 79.4 82.5 85.4 87.6 68.4 68 35.3 36.9 

Guerrero 86.7 92.9 88.5 90.8 42.4 41.8 57.6 60.2 

Tabasco 64.7 67.2 95.2 97.7 21.5 21.4 6.6 6.9 

Tamaulipas 75.7 78.7 87.6 89.9 26 25.8 28 29.2 

Veracruz 83.6 86.8 92 94.5 16.5 16.7 49.4 51.6 
Prevalencias aparentes y verdaderas obtenidas con las pruebas de ELISA en el muestreo 

realizado en el año de 2012 en los 5 estados antes mencionados. Prev Ap : Prevalencia 

aparente de las enfermedades, Prev Ver : Prevalencia verdadera de las enfermedades.  

Se generaron los mapas de los estados, mostrando los municipios evaluados, se 

representaron si eran positivos de color rojo o negativos con el color verde. Estos 

mapas están en la parte del Anexo de la tesis. Esto con la finalidad de resaltar 

como están distribuidas las enfermedades a lo largo de esos Estados (Anexos). 
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En todos los estados se presentó la asociación de DVB+IBR con un 33% de sero-

prevalencia seguido de la asociación de DVB+IBR+NC con un 17.19% y en tercer 

lugar DVB+IBR+LEB con un 13.44%. La asociación de enfermedades que menos 

se presentó en los hatos fue LEB+NC con un 0.20% de los hatos infectados. Solo 

el 0.99% de los pools fueron libres de las 4 enfermedades evaluadas (Cuadro 6).  

Cuadro 6.- Resultados de asociaciones encontradas en los 5 estados evaluados. 

Asociaciones CHI GUE TAB TAM VER Total Porcentaje 

Cuatro 

Enfermedades 

19 24 1 6 8 58 11.5 

DVB+IBR+LEB 24 10 17 11 6 68 13.4 

DVB+IBR+NC 12 24 6 14 31 87 17.2 

DVB+LEB+NC 3 4 0 0 0 7 1.4 

IBR+LEB+NC 4 0 0 1 1 6 1.2 

DVB+IBR 16 24 63 34 30 167 33.0 

DVB+NC 0 2 0 1 1 4 0.8 

DVB+LEB 6 0 0 0 0 6 1.2 

IBR+LEB 7 3 7 5 0 22 4.3 

IBR+NC 2 1 1 2 5 11 2.2 

LEB+NC 1 0 0 0 0 1 0.2 

Una sola 

Enfermedad 

3 6 35 11 9 64 12.6 

Sin pools 

positivos 

0 0 1 4 0 5 1.0 

Total 97 98 131 89 91 506 100 

Asociaciones encontradas en los estados de Chiapas, Guerrero, Tabasco, Tamaulipas y 

Veracruz; se mencionan solo las asociaciones con mayor porcentaje de hatos positivos a 

las asociaciones.  

Se observó que Chiapas tiene 19.59% de los hatos positivos a las 4 

enfermedades, 44.33% positivas a 3 enfermedades, 32.99% positivas a 2 
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enfermedades y 3.09% positivas a una sola enfermedad. Se observó que IBR y 

DVB estuvieron presentes en los 4 conjuntos. (Figura 9) 

 

 

Figura 9: Columnas agrupadas mostrando el total de asociaciones de las enfermedades 

encontradas en el estado de Chiapas; cada color es representativo de una agrupación de 

enfermedades, enlistadas al lado derecho de la gráfica. 
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El estado de Guerrero tuvo el 24.49% de los hatos positivos a 4 enfermedades, 

38.78% positivas a 3 enfermedades, 30.61% positivas a 2 enfermedades y el 

6.12% positivas a una sola enfermedad; se observa que IBR y DVB están 

presentes en los 4 conjuntos. (Figura 10) 

 

Figura 10: Columnas agrupadas mostrando el total de asociaciones de las enfermedades 

encontradas en el estado de Guerrero; cada color es representativo de una agrupación de 

enfermedades, enlistadas al lado derecho de la gráfica. 
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Tabasco presentó el 0.76% de los hatos positivos a 4 enfermedades, 17.56% 

positivas a 3 enfermedades, 54.20% positivas a 2 enfermedades, 26.72% positivas 

a una sola enfermedad y el 0.76% fue negativa a todas las enfermedades; se 

observó que IBR estuvo presente en los 4 conjuntos (Figura 11) 

 

Figura 11: Columnas agrupadas mostrando el total de asociaciones de las enfermedades 

encontradas en el estado de Tabasco; cada color es representativo de una agrupación de 

enfermedades, enlistadas al lado derecho de la gráfica. 
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En el estado de Tamaulipas se obtuvo que el 7.87% de los hatos eran positivos a 

las 4 enfermedades, el 29.21% positivas a 3 enfermedades, 46.07% positivas a 2 

enfermedades, 12.36% positivas a una sola enfermedad y 4.49% fueron negativas 

a todas las enfermedades; se observa que IBR y DVB estuvieron presentes en los 

4 conjuntos. (Figura 12). 

 

Figura 12: Columnas agrupadas mostrando el total de asociaciones de las enfermedades 

encontradas en el estado de Tamaulipas; cada color es representativo de una agrupación de 

enfermedades, enlistadas al lado derecho de la gráfica. 
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Y finalmente el estado de Veracruz tuvo 8.79% de los hatos positivos a 4 

enfermedades, 41.76% positivas a 3 enfermedades, 39.56% positivas a 2 

enfermedades y 9.89% positivas a una sola enfermedad, se observa que IBR, 

DVB y NC estuvieron presentes en los 4 conjuntos. (Figura 9) 

 

Figura 13: Columnas agrupadas mostrando el total de asociaciones de las enfermedades 

encontradas en el estado de Veracruz; cada color es representativo de una agrupación de 

enfermedades, enlistadas al lado derecho de la gráfica. 

Cada estado obtuvo resultados diferentes de las asociaciones que se observaron; 

en la mayoría de estas se encontraba presente IBR y DVB, seguidas de LEB y 

NC. También se observó que de manera regular las enfermedades se 

presentaban en asociaciones de 2 o de 3 enfermedades. DVB+IBR fue la que más 

se presentó en los hatos, seguida de DVB+IBR+NC y en tercer lugar 

DVB+IBR+LEB. La asociación que se presentó de forma menos común en todos 

los hatos fue la de NC+LEB. 
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DISCUSIÓN 

El estudio demostró que los pools son un método de muestreo útil para identificar 

hatos sero-positivos a las enfermedades virales de DVB, IBR y LEB, además de 

poder ser utilizados como un método de vigilancia del estado de salud, haciendo 

más eficientes y económicas las evaluaciones. Por otro lado, la prueba de NC solo 

obtuvo resultados positivos en el PP sin diluir, por lo que, si se realiza una 

evaluación mediante pools, esta ELISA no dará resultados confiables.  

El uso de pools es útil ya que no discrimina el tipo de producción (carne, leche y 

doble propósito), se puede muestrear en cualquier momento, se reducen los 

costos de las pruebas y sirve como método de monitoreo de las enfermedades. En 

base a los resultados obtenidos, las pruebas ELISA parecen ser más sensibles al 

momento de detectar anticuerpos contra agentes virales que a los anticuerpos 

contra parásitos; por lo menos en animales que habitan en el trópico. 

Tolerancia a la dilución 

Se demostró que se puede diagnosticar positivo a un pool de suero con poca 

cantidad de anticuerpos como es el caso de IBR que registro las reacciones 

positivas hasta en la dilución 1/100.  

El uso de sueros es un muestreo más incluyente, en comparación a la evaluación 

de muestras de tanque de leche (que es más usada para la evaluación de pools), 

debido a que el tanque solo recibe a los animales que estén en la etapa de 

lactación, dejando excluidos a las becerras, novillas, vacas secas y sementales; 

aunado a esto, en los hatos de ganado de carne es imposible obtener una muestra 

de leche por lo que se discriminaría a todo ese hato 

De manera general las pruebas ELISA que utilizan pools, están dirigidas a 

enfermedades que generan una memoria humoral de larga duración y que pueden 

medirse mediante muestras de tanque de leche ya que la glándula mamaria libera 

anticuerpos al momento del parto y mantiene una liberación constante de estos 

durante toda la lactación; además se observó que aunque los individuos no 
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presentaran sinologías de las enfermedades en el momento del muestreo, la 

detección de estas se logró encontrarse mediante el uso de pools (61). 

Reportes previos (30,62,63) mencionan que el uso de pools para la detección de 

las enfermedades aquí estudiadas es útil y sirve para conocer el estado de salud 

del hato; así mismo se menciona que no se recomienda utilizar solo un tipo de 

muestra a menos que se tenga un reporte previo del estado de salud del hato (64–

66). Con los resultados obtenidos se observa que la utilización de pools permite 

identificar sueros positivos a enfermedades virales. En este experimento solo se 

comprobaron 4 tipos de diluciones, pero puede ser que se detecten los sueros 

positivos a otros tipos de diluciones intermediarias de 1/10 a 1/100; al aumentar 

las diluciones tratamos de representar un aumento del número de animales en un 

pool, esto servirá para ver cuál es el máximo de animales que puede detectar una 

prueba diagnóstica en forma de pool; sin embargo se requiere de valores medios y 

bajos de PP para ver el potencial de los pools para estas enfermedades.  

Para la DVB se utiliza el método de pools con muestras de leche, llegando a 

detectar a un animal positivo en mezcla de 25 animales; estudios realizados en 

Noruega y Escandinavia para conocer si la DVB estaba presente en los hatos 

mediante ELISAs indirectas usando pools de suero de bovinos con edades que 

iban de 8 a 12 meses de edad, reportaron que este tipo de muestreo permite 

detectar a la mayoría de los anticuerpos contra el virus en pools de suero de 5 

individuos y en pools de tanque de leche de 25 individuos (67).  

Con nuestro experimento se pudo demostrar que al menos en una dilución de 1/10 

es posible encontrar pools positivos a DVB, se necesitan más repeticiones de esta 

dilución con valores del PP de valores medios y bajos para poder identificar el 

punto mínimo y medio de detección; no solo para esta enfermedad si no para las 

demás. 

Para el diagnóstico de IBR se utilizan las muestras de tanque de leche de 500 

individuos, estos estudios se realizaron en Dinamarca; para conocer la prevalencia 

de la enfermedad. Para comprobar si sus resultados de la prevalencia eran 
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verdaderos, realizaron una ELISA que evaluaba suero hiperinmune contra IBR en 

dilución de 1/500; encontrando los mismos resultados de detección (68,69). En 

Hungría se buscaba conocer la prevalencia en hatos mediante muestras de leche 

de tanque; encontraron que en muestras de leche de 150 animales aún es posible 

detectar los anticuerpos (65).  

Para IBR se observó que los pools daban un resultado positivo hasta la dilución 

1/100; en otros estudios (70,71) se observó que la detección de los anticuerpos es 

posible incluso en diluciones más altas, haciendo que este método pueda ser 

utilizado para monitorear la presencia de la enfermedad (72,73).  

Para LEB se detectaron resultados positivos hasta dilución 1/10 utilizando un 

ELISA que detecta a la gp51 (la OIE menciona que las técnicas deberán centrarse 

en la detección de gp51) (74). Para el diagnostico de LEB se utiliza de forma 

común las muestras de suero individual; en Suecia se realizaron estudios para 

validar el uso de la técnica de ELISA como diagnóstico de hato; se encontró que 

mezclando suero de 1 animal positivo con 25 sueros negativos era posible 

detectar los anticuerpos contra LEB (75). A pesar de que nuestra dilución no se 

asemeja a los experimentos mencionados, podemos observar que entra en un 

rango en el cual también nuestro pool puede ser detectado como positivo. 

Los resultados obtenidos en el ELISA de NC sugieren que no es posible detectar a 

los pools positivos, pudiendo deberse a que el tipo de anticuerpos que se generan 

contra la enfermedad no son de vida larga o debido a que los ELISAs para 

diagnosticar a NC son en su mayoría de tipo indirecto por lo que se requiere una 

dilución previa para poder detectar a los anticuerpos. En nuestro estudio de NC al 

diluir el PP con PBS y después volver a diluir como menciona el fabricante pudo 

causar que no se detectara al anticuerpo, por lo que sería conveniente reajustar la 

dilución que se aplica a la prueba y conocer el punto de corte idóneo para conocer 

si un pool es positivo o no (76). 

En el caso de NC, el ELISA indirecto que utiliza muestras de suero emplea 

preparaciones antigénicas no específicas contra taquizoitos y éstas no generan un 
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buen reconocimiento. La literatura recomienda el uso de excretas individuales o en 

pools ya que permiten detectar con facilidad a los taquizoitos; también menciona la 

utilización de muestras de leche de tanque, ya que contienen concentraciones 

elevadas de anticuerpos permitiendo evaluar el estado de salud del hato; sin 

embargo, la cantidad de leche usada para los pools varía la sensibilidad de la 

prueba. Se menciona que, en una muestra de tanque de leche con 100 individuos, 

aun es posibles detectar anticuerpos contra los taquizoitos (76,77). Debido a lo 

mencionado en la literatura, este ELISA no permite detectar a los sueros positivos 

están en forma de pools, pero si detecta a los individuos sero-positivos a la 

enfermedad. 

Estudios sero-epidemiológicos 

IBR es la enfermedad que más se presenta en los 5 estados evaluados, ya sea de 

manera sola o en conjunto con otras enfermedades. La presencia de anticuerpos 

contra el BHV-1 en ganado no vacunado ha sido reportado en varios países de 

alrededor del mundo; por ejemplo, en Canadá se reporta una sero-prevalencia del 

20,4% en vaquillas y vacas; en Costa Rica la sero-prevalencia individual es del 

48% en ganado de doble propósito; del 67% en Venezuela y del 35% en Uruguay; 

en Ecuador se menciona una sero-prevalencia del 43,2% en ganado lechero y de 

doble propósito. En México existen reportes en varios estados de la sero-

prevalencia de BHV-1 en ganado no vacunado, como Michoacán, donde se 

reportan sero-prevalencias individuales en vacas lecheras del 22%. En Yucatán 

hay reportes del en 54,4% y en la región tropical húmeda en 89,8% (34). 

En el caso de IBR la causa de que la enfermedad este diseminada en todos los 

estados es debido a que no se eliminan a los animales infectados, ya que estos 

generan nuevas infecciones en los hatos; así mismo algunos factores de riesgo 

que se mencionan en las investigaciones son el hacinamiento de los animales, el 

libre pastoreo, la no vacunación y la adquisición de nuevos animales sin conocer 

su estado de salud (34,78). 
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DVB es la segunda enfermedad más diseminada en los 5 estados evaluados. En 

un reporte realizado en Irlanda para detectar la prevalencia de DVB, se evaluaron 

305 hatos con muestras de leche de tanque mediante ELISAs indirectas, 

encontrando una prevalencia del 79.6% (79). En Hungría se realizó otro estudio 

para conocer la prevalencia en hatos de leche y de carne usando también ELISAS 

indirectas con muestras de tanque de leche y pools de sueros de bovinos de 150 

animales, encontrando una prevalencia del 79% (65). En México, el estado de 

Aguascalientes realizó un estudio en 23 hatos, reportando una sero-prevalencia 

del 58% (24). Reportes similares realizados en México, mencionan que en el 

estado de Michoacán existe una sero-prevalencia del 98.4% y en el estado de 

Yucatán del 14% (25,80).  

Un estudio llevado a cabo en Irlanda para conocer los factores de riesgo que 

permiten que la DVB se mantenga en los hatos realizó un muestreo en 3894 hatos 

positivos a la enfermedad; dicho estudio menciona que los animales son más 

susceptibles para contraer la enfermedad si se encuentran en hacinamiento, 

alimentados bajo pastoreo y no reciben vacunaciones (81). Con los resultados 

obtenidos en el experimento, podemos ver que la sero-prevalencia encontrada en 

los 5 estados tropicales evaluados es mayor a los reportados en otros países no 

tropicales, pudiendo deberse a que esta enfermedad se transmite de una forma 

sencilla entre animales por medio de aerosoles o al consumir placentas infectadas; 

aunado a esto el tipo de producciones que se tienen en los trópicos facilitan aún 

más la diseminación por la falta de registros médicos o medidas preventivas para 

el ingreso de esta enfermedad.  

LEB es la tercera enfermedad más diseminada en los hatos evaluados, siendo 

Chiapas el estado con mayor número de hatos positivos a la enfermedad. Lituania 

en 1990 realizó estudios para conocer la sero-prevalencia de sus hatos 

encontrando que era del 7.29% En México existen varios estudios serológicos que 

han investigado la persistencia de esta infección en el ganado a nivel nacional, 

reportando tasas de sero-prevalencia que van del 11 al 66%. Este virus puede 
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afectar las funciones generales del sistema inmune predisponiendo a los animales 

a coinfecciones y puede aumentar la gravedad de las infecciones.(43,82).  

No existen factores de riesgo ecológicos que permiten mantener la sero-

prevalencia de LEB (clima, tipo de suelo), dado que la infección se asocia 

generalmente con las prácticas de manejo relacionadas con la compra de ganado 

y el uso de objetos que son contaminados con sangre. Por lo que LEB se 

mantiene en los hatos debido al uso de una misma aguja en varios animales para 

aplicar medicamentos, al no desinfectar el material de cirugías, por comprar 

animales sin conocer su estado de salud y por no eliminar a los animales positivos 

(83,84). Una alternativa viable para reducir la transmisión de LEB es el eliminar a 

los animales con pruebas positivas a la enfermedad, ya que este virus se 

mantendrá en el individuo durante toda su vida e infectando a otros animales (83). 

En el caso de NC, fue la enfermedad menos diseminada en los hatos evaluados. 

En México se han realizado estudios en los estados de Coahuila, Chihuahua, 

Hidalgo, Querétaro y Jalisco en donde se analizaron 20 hatos (813 muestras de 

sangre) mediante pruebas de ELISA, encontrando una prevalencia del 42% 

(24,51). Otro estudio realizado en el estado de Aguascalientes evaluó 13 hatos de 

producción lechera (187 muestras individuales de sangre diluidas a 1/100), 

mediante ELISAs, encontrando una prevalencia del 59% (85).  

La literatura menciona que la prueba de ELISA sirve para poder detectar a los 

animales positivos, incluso hay ELISAS que se pueden utilizar mediante pools, sin 

embargo, estas están diseñadas para ser usadas con muestras de heces. Por esta 

razón puede que nuestras prevalencias obtenidas no sean como las reportadas en 

otros estudios. Para NC los principales factores de riesgo que existen son el 

hacinamiento de animales, la presencia de perros en las instalaciones y no 

eliminar a los animales P.I. (86). 

Las asociaciones que se pudieron observar son reportadas en otros estudios 

(87,88) de forma común, como es el ejemplo de IBR o DVB con cualquier otra 

enfermedad. Esto debido a que estos virus causan un daño en el epitelio 
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respiratorio y reproductivo además de una disminución del sistema inmune, 

permitiendo que cualquier otra infección (bacteriana, viral o parasitaria) pueda 

desarrollarse en el individuo (51,63). Risalde (2013) encontró que la asociación de 

IBR+DVB causó siempre un daño en el tejido uterino (68,89). En estudios 

realizados en Aguascalientes se demostró que, aun cuando solo este el virus de 

IBR en el organismo, este permitirá que otras enfermedades ingresen y proliferen, 

como es el caso de Brucella abortus o DVB, incluso llegando a tener la asociación 

de las tres enfermedades (5). En el caso de DVB que se localiza en el tejido 

linfoide, causa una inmunosupresión y alteración de las funciones de las células 

de defensa con lo que se permite que las demás enfermedades se diseminen en 

el cuerpo incluso llegando a permitir que NC se multiplique (24). 

Los resultados muestran que IBR mantiene una prevalencia elevada en todos los 

estados evaluados, siendo la enfermedad más distribuida en estos; a su vez, 

presenta asociaciones elevadas con las otras enfermedades presentándose en 

todos los hatos y municipios, con todas las enfermedades, pero más común con 

DVB. Un aspecto importante de la infección con el virus de la DVB es su afinidad 

por el sistema inmune, principalmente sobre células mitóticamente activas como 

los linfocitos; de manera que una de sus principales características es la 

inmunosupresión y la infección mixta o secundaria con otros patógenos. En este 

caso, básicamente por un fenómeno de reactivación del virus de IBR, se realiza 

una sinergia entre ellos, causando así que las asociaciones más observadas sean 

las de DVB+IBR o en conjunto con otra enfermedad (24). 

Todos los estados evaluados presentan sero-prevalencias elevadas 

comparándolas con otros países en donde se han hecho estas evaluaciones. 

Comparando nuestros resultados, podemos observar que todos los factores de 

riesgo que se mencionan para las enfermedades también se presentan en los 

hatos de los cinco estados que nosotros evaluamos (iatrogenias, aerosoles o 

reservorios, perros alrededor de los animales, zonas de pastoreo en donde no 

existe un control de ingreso de animales enfermos, entre otras). Nuestro país no 

realiza las medidas de control necesarias para estas enfermedades. Aunque 
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comparten similitudes en cómo se diseminan, existen pocas medidas de control 

que los hatos llevan a cabo; manteniendo así estas elevadas sero-prevalencias 

(68,90,91). 

No obstante, con los resultados obtenidos no podemos asegurar que todos los 

animales que hayan padecido la enfermedad sean detectados en los pools, debido 

a que los PP utilizados eran altamente positivos; dejando fuera las detecciones de 

los sueros medianamente y bajo positivos; esto debido a que no se contaban con 

más pruebas ELISAs y no se pudieron llevar a cabo. Un experimento en donde se 

utilicen los pools medianamente y bajo positivo será de importancia para poder 

identificar a cualquier animal sero-positivo en los pools. En los países donde se 

utilizan los pools como herramienta de monitoreo, se menciona que se debe 

complementar con otras pruebas para así confirmar la sero-prevalencia de ese 

lugar y con reportes previos basarnos para las nuevas evaluaciones (61,92) . Por 

los tipos de ELISAs que se utilizaron no se pudieron obtener la cuantificación de 

los anticuerpos en los sueros evaluados, por lo que los valores positivos y 

negativos solo son valores cualitativos para estos resultados. Se recomienda que 

estas pruebas se realicen en hatos que tengan un historial de evaluaciones contra 

esas enfermedades, esto con la finalidad de saber si la enfermedad se mantiene 

en los hatos o ha disminuido o en hatos registrados como libres de la enfermedad 

para asegurar que mantengan ese estatus.  
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CONCLUSIONES 

La utilización de pools como un método de monitoreo sero-epidemiológico a nivel 

de hato es asequible para enfermedades como DVB, IBR y LEB y podría ser 

integrada en un programa de monitoreo nacional. Esta información podría 

utilizarse para apoyar el asesoramiento en la gestión de la salud del hato al ser 

proporcionado a los veterinarios. Así mismo, se puede utilizar para la 

determinación de la prevalencia de las enfermedades antes mencionadas. 

Los pools de NC tuvieron una baja sensibilidad y, por lo tanto, no se recomienda la 

utilización de estos para el diagnóstico serológico con el ELISA utilizado en este 

estudio, haciendo ver que las muestras individuales o fuentes alternativas, como 

las muestras de heces, pueden ser más apropiadas para el diagnóstico de esta 

enfermedad. 

Un conocimiento del agente y de la dinámica de la enfermedad debe dictar el uso 

de los pools como herramientas de supervisión sero-epidemiológica 

Las sero-prevalencias muestran que la falta de vacunación y de registros clínicos 

permiten que las enfermedades reproductivas se diseminen con más facilidad, por 

lo que las medidas de bioseguridad dentro de los hatos (como la eliminación de 

animales positivos a las enfermedades y la vacunación oportuna) deben de 

llevarse a cabo para evitar nuevas infecciones. 
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ANEXOS 

 

 

 

Mapas de DVB de los 5 estados evaluados, los municipios de color rojo son 

positivos a la enfermedad y los de color verde negativos. 
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Mapas de IBR de los 5 estados evaluados, los municipios de color rojo son 

positivos a la enfermedad y los de color verde negativos. 
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Mapas de LEB de los 5 estados evaluados, los municipios de color rojo son 

positivos a la enfermedad y los de color verde negativos. 
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Mapas de NC de los 5 estados evaluados, los municipios de color rojo son positivos 

a la enfermedad y los de color verde negativos. 
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