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INTRODUCCION

En nuestro pais la actividad ganadera tiene un gran valor econémico y es crucial para el
area rural, para la seguridad alimentaria del Peru representa el 40.2% (Valor Bruto de la
Produccion) VBP y emplea a mas de 7 millones de personas. En la ultima década, la
crianza de vacunos experimentd un crecimiento promedio elevado del 3.2 % ubicandose

en el tercer puesto después de la avicultura y porcicultura (65).

En el departamento de Cusco la actividad ganadera tiene gran valor econdémico para
familias en las zonas rurales, en el centro poblado Yucay, la mayoria de la crianza de
bovinos es de caracter familiar, ya sea para la produccion de carne, leche o una
combinacion de ambas. Sin embargo, también existen granjas lecheras cuyo objetivo es
la produccién de lacteos y sus derivados los cuales abastecen a todo el Valle Sagrado

llegando hasta la provincia de Cusco.

La presencia de enfermedades virales, bacterianas y parasitarias tienen un impacto
directo en la productividad y el desarrollo econdémico de la crianza bovina. Una de estas
enfermedades es la DVB, esta patologia de origen viral causante de una amplia variedad
de sintomas desde infecciones agudas, subclinicas y clinicas (66). Estas manifestaciones
clinicas afectan de primera mano a la produccién y reproduccion bovina originando
grandes mermas en produccion lechera, disminucion en la tasa de fecundacién, abortos
en hembras gestantes, momificaciones fetales, nacimiento de terneros débiles,

persistentemente infectados (PI) y en algunos casos existe incremento en la tasa de
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mortalidad de recién nacidos. EI vDVB (virus de diarrea viral bovina) se difunde en la
ganaderia por la presencia de bovinos aparentemente sanos pero que adquirieron la
infeccion congénitamente, a estos se denomina animales persistentemente infectados
(PI) (67). Si bien, esta enfermedad no se transmite a los seres humanos, tiene un impacto
econdmico significativo. Por lo tanto, es fundamental identificarla para conocer la
prevalencia de laDVB en el centro poblado Yucay, tomar medidas de control y delimitar
su propagacion para ayudar a las familias cuya economia esta estrechamente ligada a la

actividad ganadera.
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RESUMEN

El presente estudio se realizé en el centro poblado Yucay, perteneciente al distrito de
Yucay, provincia de Urubamba, departamento del Cusco, la necesidad de conocer la
presencia de la enfermedad de DVB en la zona fue la razon para iniciar esta investigacion,
el objetivo fue determinar la prevalencia de bovinos enfermos de DVB vy la prevalencia
de bovinos PI. La investigacion se realizd con la ayuda del municipio, para la
identificacion de los animales enfermos se usé la técnica de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) del laboratorio IDEXX para la deteccion de anticuerpos (Ac), para la
deteccion de los PI se utilizd ELISA para deteccion in vitro del antigeno (Ag) del virus
del laboratorio PrioCHECK, la poblacion de bovinos del centro poblado Yucay fue de
104 animales, nuestra muestra fue de 82 animales tanto hembras y machos a partir de los
seis meses de edad en adelante divididos en tres grupos (mayores a seis meses, de uno a
dos afios y mayores de dos afios), posteriormente las muestras sanguineas obtenidas
fueron trasladas al laboratorio de sanidad animal de la UNSAAC para su procesamiento
e identificacion de los animales positivos a Ac y Ag. Los resultados obtenidos mostraron
una prevalencia de DVB del 43,9%, en cuanto a la prevalencia de PI no se hall6 ningin
portador. La asociacion de DVB con la edad, se encontré que no existe una relacién
significativa (p>0.05), lo mismo para el sexo. En conclusién, la prevalencia de la
enfermedad de DVB en el centro poblado Yucay fue menor al 50% y 0% de PI. No se
encontrd asociacidn significativa entre la presencia de la enfermedad y la edad o el sexo

de los animales.
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infectados (PI), ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).
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ABSTRACT

The present study was carried out in the Yucay town center, belonging to the district of
Yucay, province of Urubamba, department of Cusco, the need to know the presence of
bovine viral diarrhea disease (BVD) in the area was the reason for starting this study.
research, the objective was to determine the prevalence of cattle sick with BVD and the
prevalence of PI cattle. The research was carried out with the help of the municipality,
to identify the sick animals the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique
from the IDEXX laboratory was used for the detection of antibodies (Ac), ELISA was
used to detect Pls. For in vitro detection of the antigen (Ag) of the virus from the
PrioCHECK laboratory, the bovine population of the Yucay town center was 104
animals, our sample was 82 animals, both female and male, from six months of age
onwards, divided into three groups (under one year, one to two years and over two
years), subsequently the blood samples obtained were transferred to the UNSAAC
animal health laboratory for processing and identification of the animals positive for Ac
and Ag. The results obtained showed a prevalence of BVD of 43.9%, regarding the
prevalence of PI, no carrier was found. The association of DVB with age, it was found
that there is no significant relationship (p>0.05), the same for sex. In conclusion, the
prevalence of BVD disease in the Yucay population center was less than 50% and 0%
P1. No significant association was found between the presence of the disease and the

age or sex of the animals.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del problema

La diarrea viral bovina (DVB) es una infeccion viral de distribucion mundial desde su
primer caso detectado en Estados Unidos en 1946, ha llegado a ser una enfermedad
endémica en gran parte de los hatos bovinos ocasionando pérdidas econdémicas en la
produccion, dicha enfermedad estd relacionada a varias formas clinicas desde una
infeccion imperceptible hasta llegar a la patologia llamada enfermedad de las mucosas

(68).

Segun estudios realizados en Argentina desde el punto de vista econdémico, se calcula
pérdidas millonarias en los tambos que esta presente dicha enfermedad en sus animales,
afectando directamente la produccion lactea, rendimiento reproductivo y aumento en la
predisposicion de los animales a otras enfermedades; el 2013 se valoré una pérdida
anual $15.651,49 por vaca lechera en su ciclo anual reproductivo (1). Estudios realizados
en Chile en rastreo de bovinos PI e inmunotolerantes al virus de la diarrea viral bovina
la prevalencia encontrada fue de un 65% de 238 bovinos muestreados (2). Por otra parte,
se encontrd una prevalencia del 50 % de DVB en un estudio desarrollado en Cauca,

Colombia (3).

En estudios realizados en nuestro pais se obtienen similares resultados como, por
ejemplo: en Melgar, Puno el 47.8 + 0.1% (166/347) de especimenes obtuvieron
anticuerpos neutralizantes contra el vDVB y se hall6 animales seroreactores en todos

los distritos muestreados (4). Asi mismo en un estudio de seroprevalencia de DVB en
7
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vacas en la Region de Junin el 16.3 % (25/92) de los especimenes presentaron
anticuerpos contra el vDVB (5). En el departamento de Huancayo, Valle del Mantaro
se hall6 anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina en muestras de productos
lacteos (leche) dando como resultado el 72.4% (165/228) de las muestras tuvieron
anticuerpos contra el vDVB (6). Servicio Nacional de Sanidad Agraria realizéd un
proyecto de fortalecimiento y vigilancia zoosanitaria de tres enfermedades en todo el
Per( (neosporosis, DVB y rinotraqueitis infecciosa) encontrando en Cusco una

prevalencia que oscila entre el 2.72% de antigeno al vDVB.

A nivel del departamento de Cusco se hicieron estudios en la provincia de Espinar,
donde se encontré una prevalencia del virus de la DVB, hallando un 56.2 % de las
muestras positivas a anticuerpos contra el vDVB. Todos los grupos tuvieron

especimenes positivos contra el vDVB (7).

En un estudio realizado en Canchis, Cusco, se encontré una seroprevalencia al vDVB y

a la EF de 73.7% (28/38) y 76.3% (29/38) en bovinos, respectivamente (8).

De acuerdo con lo expuesto previamente la DVB es una enfermedad que esta latente en
bovinos tanto hembras como machos de diferentes edades, al no haber estudios previos
de prevalencia en el distrito de Yucay, se requiere conocer la presencia de esta
enfermedad (positivos al Ac y PI) para tomar medidas de control por parte de la

autoridad competente -SENASA.

Por tal razon se quiere conocer la prevalencia de diarrea viral bovina (DVB) y Pl en

bovinos del centro poblado Yucay, distrito de Yucay.
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1.2 Enunciado del problema

La enfermedad de diarrea viral bovina y Pl es de importancia en la ganaderia, puesto
que afecta la productividad, desarrollo econémico ganadero generando pérdidas a los
productores; conocer la prevalencia de esta enfermedad ayudara a plantear medidas de

control sanitarias. Por estas razones se determiné la prevalencia de dicha enfermedad.

1.2.1 Problema general

¢Cudles son las prevalencias de la diarrea viral bovina (DVB) y de bovinos

persistentemente infectados (PI) en el centro poblado Yucay, distrito de Yucay, Cusco?

1.2.2 Problemas especificos

e ;Cual es la prevalencia de diarrea viral bovina (DVB) en bovinos en el centro

poblado Yucay?

e ;Cuales la prevalencia de bovinos persistentemente infectados (PI) en el centro

poblado Yucay?

1.2.3 Justificacion de la investigacion

La diarrea viral bovina tiene un impacto negativo en la productividad y el desarrollo
econdmico de la crianza de bovinos. Esta enfermedad puede resultar en pérdidas
significativas en la produccion de leche, disminucion en la tasa de fecundacién, abortos
y nacimientos de terneros débiles (66). Realizar esta investigacion en el centro poblado
Yucay nos permite conocer la existencia de casos positivos, negativos y Pl en esta zona

y a su vez conocer si el sexo y la edad del animal tienen relacion con la enfermedad

MICAELA BASTIDAS
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(10), de esta manera proporcionar informacion e implementar medidas de control y

prevencion a futuro de parte de las entidades encargadas de la sanidad animal en el Peru.

Asi mismo, puesto que la ganaderia es una actividad importante para la produccion de
carne, leche o mixta, es una fuente de ingresos vital (8), investigar sobre esta enfermedad
en este centro poblado ayuda a proteger los medios de subsistencia de estas familias al

proporcionar conocimientos para prevencion y control de la enfermedad.

La investigacion sobre la diarrea viral bovina en el centro poblado Yucay tiene valor
cientifico al agregar nuevos conocimientos sobre la epidemiologia y la forma de
transmision de la enfermedad de un contexto geografico especifico. Los hallazgos
contribuiran a la literatura cientifica y beneficiar a otros investigadores veterinarios y

profesionales involucrados en la salud animal.

En resumen, la investigacion sobre la diarrea viral bovina en el centro poblado Yucay
se justifica por el impacto econdmico de la enfermedad, la necesidad de tomar medidas
de prevencion y control por entidades involucradas en la sanidad animal como
SENASA, su importancia para las familias y la contribucion al conocimiento cientifico

en el campo de la sanidad animal.

10

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

11 de 89
CAPITULO I

OBJETIVOS EHIPOTESIS

2.1 Objetivos de la investigacion

2.2.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia de la diarrea viral bovina (DVB) y de bovinos

persistentemente infectados (PI) en el centro poblado Yucay, distrito de Yucay, Cusco.

2.2.2 Objetivos especificos

e Determinar la prevalencia de diarrea viral bovina (DVB).
e Determinar la prevalencia de diarrea viral bovina (DVB) segun edad y sexo.
e Determinar la prevalencia de bovinos persistentemente infectados (PI).

e Determinar la prevalencia de bovinos persistentemente infectados (PI) segun

edad y sexo.

2.2 Operacionalizacién de las variables

11
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DEPENDIENTE

INDEPENDIENTE

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

VARIABLE

Diarrea viral
bovina (DVB)

Persistentement

e infectados (PI)

Sexo

Edad

DEFINICION

Infeccion viral en el
ganado bovino
causada por un

pestivirus.

Animales que nacen
con la enfermedad y
son la fuente mas
importante del

contagio del virus

Sexo biolégico en los
seres humanos, el
resto de animales y
otros organismos

Tiempo que ha
vivido un ser vivo
contando desde su

nacimiento.

OPERACIONALIZACIO
N

ELISA (ensayo de
inmunoabsorcion ligado

a enzimas)

ELISA (Ensayo de
inmunoabsorcion ligado

a enzimas)

Determinacion antes de

la toma de muestra

Determinacion antes de

la toma de muestra

12 de 89

DIMENSIO INDICADOR
N

Reactivo >=0,30

Positivo a

Anticuerpos

Dudoso 0.20 < M/P
<0,30

Noreactivo < 0,20

Negativo a

anticuerpos

Reactivo >=20%

Positivo a

antigenos

No reactivo = < 20%

Negativo a

antigenos

Hembra Observacion

Macho y registro de
campo.

De 6 meses
a lafio
Mayores de
1 a2 afios
Mayor a 2

anos

12
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

3.1.1 Antecedentes internacionales

En un estudio realizado en Cérdoba, Colombia, cuyo objetivo fue conocer la prevalencia
de DVB en ganado bovino se reunieron 150 muestras de suero sanguineo de hembras,
adicionalmente se recolectaron 20 muestras de toros pertenecientes a las fincas. Para
obtener los resultados se utilizd una prueba inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA)
para detectar anticuerpos contra el vDVB. Los resultados obtenidos indicaron que un
29.4% de los animales estudiados fueron positivos frente al virus de la DVB, la
investigacion también arrojo la influencia del macho con relacion a las hembras, esto
indico una dependencia entre la existencia de DVB con relacion al sexo del animal.
Dicho estudio Ilegé a la conclusién que la existencia de la infeccion por el virus podria
relacionarse con la infeccion en machos, lo cual es de importancia, puesto que nos

indicaria que la enfermedad es de contagio sexual (10).

En Veracruz, Puebla y Tabasco estados del pais mexicano se realizé un estudio de
prevalencia en vacunos de anticuerpos contra el virus de la DVB en 421 vacas no
vacunadas. ElI método fue el siguiente, se obtuvieron muestras de suero sanguineo con
un intervalo de tres meses y medio a cuatro meses, la presencia de anticuerpo (Ac) se
hallé mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). En el muestreo
inicial la prevalencia vari6 de 25 a 85 % entre Puebla y Tabasco, mientras que en el
segundo muestreo los resultados fueron 15 a 85.9 %. En el primer muestreo, la
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prevalencia tuvo un cambio de 9.1 a 95% entre ranchos, mientras que al segundo vario
de 5 a 95 llegando a la conclusién, primero Veracruz mostro superior prevalencia que
Puebla y Tabasco; segundo, el 100% de los hatos dieron positivos a anticuerpos contra
DVB, lo que indica que la distribucion es alta en los estados de estudio; tercero, se hall6
gran variacion en la prevalencia entre ranchos y ayuntamientos, siendo cercana al 100%

en varios casos (11).

En Argentina se estudio la prevalencia del virus de diarrea viral bovina en 11 distritos
del sureste de la provincia de Buenos Aires con un total de 2.936 muestras, 1.184 sueros
bovinos de siete distritos del sur de la provincia de Corrientes y 1.290 sueros de nueve
distritos de Los Llanos de la Rioja, los ejemplares se dividieron en tres rangos: A,
bovinos de 6 — 12 meses; B, de 1 — 2 afios de edad y C, mayores de los 2 afios. Al sureste
de Buenos Aires la prevalencia de vDVB fue 41.9 % para la categoria A y 90.7 % para
la categoria C, para el sur de Corrientes fue 25.6 %, en los Llanos de la Rioja en bovinos
de la categoria B, fue de 45,6 % y en la categoria C fue de 48,6 %. Los resultados
indicaron la relacion entre los mencionados sistemas de produccion y la tasa de las

infecciones virales en estos tres lugares de estudio (12).

En un estudio realizado en los municipios de Pedraza y Barinas, Venezuela, entre mayo
y noviembre del 2007, se buscO determinar la frecuencia de diarrea viral bovina en
ganado lechero no vacunado. Se utilizaron pruebas de ELISA para detectar anticuerpos
especificos contra el virus de la DVB en muestras de suero y se examino la presencia
de anticuerpos y el sexo, edad y el nimero de partos utilizando pruebas estadisticas, de

las 353 muestras analizadas, se encontrd 223 muestras positivas para anticuerpos del
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virus, lo que indica una alta prevalencia de 63.2%, no se encontraron diferencias
significativas en la proporcion de animales seropositivos entre los dos municipios
evaluados. Tanto hembras como machos presentaron tasas similares de seropositividad,
lo que sugiere que el sexo no esta relacionado con la infeccion viral. Sin embargo, se
observo que la seropositividad aumentaba con la edad y el nimero de partos. Esto indica
que los animales de mayor edad y aquellos que tuvieron mas partos tienen una mayor
probabilidad de ser seropositivos. La presencia de actividad viral en la zona y un manejo
inadecuado de los animales se identificaron como factores que contribuyen a la

propagacion de la enfermedad (13).

3.1.2 Antecedentes nacionales

En el departamento de Arequipa, se realizo un estudio de prevalencia de animales Pl y
animales positivos al vDVB, el objetivo de la investigacion fue hallar la prevalencia del
virus y animales PI, en vacunos en etapa productiva, dicho estudio se realiz6 en tres
periodos. En el primer periodo se muestras de leche de porongos de 204 hatos
seleccionados con el fin de conocer la prevalencia de anticuerpos contra vDVB, en el
segundo periodo se realiz6 con suero sanguineo de 286 animales, el tercer periodo se
realizd con suero sanguineo de 20 animales que pertenecian a los grupos de riesgo de
los hatos que tuvieron al menos un animal Pl en el segundo periodo. Los resultados en
el primer periodo fueron los siguientes: se encontraron 200 animales positivos a
anticuerpos frente al virus, manifestando una prevalencia de 98.04 %. En el segundo
periodo se encontré 135 animales positivos y 151 negativos a anticuerpos contra el

virus, de estas muestras negativas se encontrd 4 animales Pl, en el Gltimo periodo se
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colectaron 20 muestras de terneras y vaquillas de los tres hatos donde se habian

detectado los primeros PI, obteniendo como resultado 6 animales P1 (14).

En Ayacucho en los distritos de Chumpi, Caracoray Pullo; estudio la prevalencia de Ac
frente al virus de la diarrea viral bovina en ganado bovinos de crianza extensiva; se
procesaron 460 muestras de muestras hematoldgicas de hembras y machos mayores a
cuatro meses, las muestras fueron analizadas mediante un kit de inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA) indirecta. Los resultados obtenidos fue el 82.56% de los ejemplares
presentaron Ac frente el virus, en Pullo la mayor prevalencia corregida 89.74 %. La alta

prevalencia hallada indica una extensa distribucion de la enfermedad (15).

Se llevo a cabo una segunda investigacion en Arequipa con el objetivo de identificar
terneros con infeccidn congenita del virus en dos establos lecheros de crianza intensiva
ubicados en Vitor y Santa Rita de Siguas. En el primer establo se tomaron muestras a
36 terneros, mientras que en el segundo establo se muestrearon a 95 en la misma etapa
reproductiva (recién nacidos a 6 meses). Los resultados revelaron que solo se encontro
un ternero persistentemente infectado en el primer establo, en el segundo establo no se
detectaron terneros portadores de la enfermedad, a pesar de que se muestrearon mas
animales que en el primer establo. Se reveld la presencia de animales PI en establos de

crianza intensiva (32).

En el valle de Jauja ubicado en el departamento de Junin se estudio la prevalencia de
diarrea viral bovina en hatos productores de leche en cuatro provincias, también se
detecto la existencia de animales P1, para lo cual se recolectaron 25 muestras sanguineas
de 37 hatos, se obtuvieron los siguientes resultados: la prevalencia muestral de DVB
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para las cuatro provincias fue de 66.3 % y la prevalencia/hato de 64.8%, Concepcion
fue la provincia con mayor prevalencia muestral de 75.2% y prevalencia por hato de
75.5%, la provincia con menor prevalencia fue Huancayo con 48.3 % y 52.3% de
prevalencia por hato. La prevalencia en Pl en los cuatro lugares de estudio fue de 5.8%
y los factores de riesgo para la presentacion de dicha enfermedad fue el sistema intensivo
y existio asociacion positiva entre altas prevalencias de DVB con la presencia de vacas

con abortos y nacimientos atipicos (16).

La seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina realizado en ganado productor de
leche cuya crianza era intensiva del valle de Lima se obtuvieron 311 muestras de ganado
vacuno mayor a los 6 meses de edad, en total 12 hatos sin precedentes de vacunacion
contra dicha enfermedad, el rastreo de Ac fue realizada mediante la prueba de
neutralizacion viral, en 174 de 311 muestras se hallaron anticuerpos contra el vDVB y
cinco del total de hatos muestreados no contaron con animales positivos. Los resultados
indicaron que el vDVB esta extendido en el valle de Lima, no obstante, hay presencia

de hatos sin presencia infeccion lo cual indica una prevalencia viral baja (17).

En Majes, Arequipa, se hallo la prevalencia de Pl y del virus de la diarrea viral bovina
en ganado lechero, el estudid se dividioé por periodos, en el primer periodo se recolecto
una muestra por hato de 204 porongos de leche para el rastreo de anticuerpos por la
prueba de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA indirecta). El segundo periodo se
selecciond de forma arbitraria a 57 hatos con anticuerpos frente al vDVB cuyas
densidades Opticas (DO) eran iguales o0 mayor a 0.900, en este periodo se colectaron 286

muestras de suero para conocer el estado serolégico y hallar PI mediante la prueba de
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ensayo de ELISA indirecta y de captura, correspondientemente. En el tercer periodo se
obtuvo muestras de suero sanguineo del total de 20 terneras y vaquillas de tres hatos que
presentaron animales Pl con el fin de encontrar mas animales PI. El 98% (200 de un
total 204 muestras) salieron positivas a anticuerpos contra el vDVB. De las 286 muestras
de suero pertenecientes a los 57 hatos, el 47.2% tuvieron anticuerpos contra el vDVB;
asimismo, en el grupo de animales seronegativos se detectaron cuatro (2.7%) animales
PI pertenecientes a tres de los 57 hatos seleccionados. En los animales de riesgo de los
tres hatos (n = 20), se localizaron a otros dos animales PI, dando un total de seis; ademas,
estos seis animales no presentaron anticuerpos contra el vDVB. Se llego a la conclusion
que los resultados muestran una extensa distribucion del virus en la poblacion bovina
de los hatos muestreados; asi mismo, se corroboro la presencia de animales PI, para
determinar la deteccion de anticuerpos se puede realizar con muestras de leche y suero,

pero no la deteccion de antigenos (18).

Enelafio 2010, SENASA llevo a cabo un estudio a nivel nacional con el fin de conocer
la situacion de tres enfermedades. Uno de los enfoques del estudio fue conocer la
presencia del antigeno de la DVB en el ganado bovino. La investigacion se llevo a cabo
en bovinos mayores de dos afios provenientes de explotaciones lecheras y de doble
propdsito, un total de 4580 muestras de suero sanguineo fueron analizadas en todo el
pais. Los resultados revelaron que seis departamentos (Pasco, Tumbes, Ica, Loreto,
Arequipa y Moquegua) no presentaron casos positivos al antigeno (Ag) del virus. Por
otro lado, en los departamentos de Cusco 0.24%, Junin 2.34% y Lima- Callao 1.01% se
encontraron casos positivos, los departamentos con una mayor prevalencia fueron

Lambayeque con un 10.95%, Piura con un 8.14% y Tacna con 5.66% (77).
18
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3.1.3 Antecedentes regionales

En la provincia de Calca se realizd una investigacion para detectar la frecuencia de tres
enfermedades (virus respiratorio sincitial, parainfluenza-3, y diarrea viral bovina) en
un rebafio de crianza mixta de una comunidad, se colectaron muestras de sangre de 66
bovinos, 21 alpacas y 152 ovinos adultos todos aparentemente sanos, el objetivo fue
detectar anticuerpos contra las enfermedades mencionadas mediante la prueba de
neutralizacion viral obteniendo los siguientes resultados: anticuerpos contra el virus de
la parainfluenza-3, virus respiratorio sincitial y vDVB fue de 81.8, 87.8 y 90.0% en
ganado bovino, de 50.0, 49.3 y 28.3% en ganado ovino y de 23.8, 4.7 y 15.8% en
alpacas. Los rangos de los titulos de anticuerpos oscilaron entre 2 a >256. En bovinos
se detectaron titulos mayores a 256, seguidos del ganado ovino. Los resultados muestran
que los virus mencionados estan en los rebafios de crianza mixta y se les puede atribuir
un rol de forma primaria en la presentacion de enfermedades respiratorias que se

presentan en el hato (19).

Cusco, en la provincia de Espinar se detecto la prevalencia de animales positivos al
antigeno del virus y positivos a anticuerpos del virus de la diarrea viral bovina en
bovinos mayores a seis meses de edad tanto hembras y machos siendo un total de 406
animales que pertenecientes a criadores de tres comunidades en la cuenca de Ccaflipia,
la recoleccidon de muestras sanguineas se realizaron en tres grupos, el primer grupo de 6
a 12 meses, segundo grupo de 13 a 23 meses y tercer grupo mayores a 2 afios de edad,
la deteccidn de Ac se realizd mediante la prueba de neutralizacion viral. EI 56.2 % de
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las muestras mostraros existencia de Ac contra el vDVB. No se encontraron animales
positivos al antigeno del virus. En los tres grupos etarios se encontraron anticuerpos
frente al virus, sin embargo, el 65.4% de seropositivos estuvieron en el grupo de
mayores a 2 afios. EI 51.3% de los toros jovenes y el 39% de los adultos dieron positivos
a anticuerpos contra el vDVB. Los titulos de Ac variaron entre 2 a > 256. En animales
de 13 meses a mayores de 2 afios de edad el 42.1% tuvieron titulos entre 128 a >256. El

86.8% de los criaderos al menos tuvo un animal seropositivo al virus de la DVB (20).

En la provincia de Anta, Cusco, se identifico a animales P1 y a su vez el genotipo del
virus de la diarrea viral bovina en bovinos de cinco distritos de la provincia, en un
estudio previo los bovinos (58) resultaron negativos a anticuerpos, la identificacion de
los portadores se realizd en bovinos de raza Holstein, Brown Swiss y criollos hembras
de seis meses a cinco afios de edad, la prueba que se utilizé fue ELISA de captura. El
genotipo viral fue identificado de cuatro muestras de animales PI por la prueba de RT-
PCR en tiempo real. En un primer analisis el 7.2% de los bovinos fueron positivos
antigeno viral. El segundo muestreo fue realizado después de un mes del primero, en los
40 animales positivos continuaron dando positivo al antigeno viral indicando que eran
animales PI estos bovinos era de cuatro distritos de los cinco de estudio. Se obtuvieron
2.2% de prevalencia de animales Pl y la prueba RT-PCR en tiempo real demostro la
amplificacion del genotipo-1 (vDVB-1), no hubo amplificacion de la secuencia del

genotipo-2 (21).
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3.2 Marco tebrico

3.2.1 Prevalencia

La prevalencia es una proporcion que indica el nimero de individuos que, en relacion
con la poblacién total, padecen una enfermedad determinada en un momento especifico.
Como todas las proporciones no tienen dimensiones y nunca puede tomar valores
menores de 0 o mayores de 1. A menudo, se expresa como casos por 1000 o 100
habitantes, si los datos se han recogido en un momento o punto temporal dado (22). La
prevalencia aumenta como resultado de una mayor persistencia de la enfermedad, el
prolongamiento de tiempo de vida de un animal enfermo sin ser detectado, introduccion
y migracion de animales nuevos a la zona. En sintesis, la prevalencia depende de muchos
factores y no suele dar pruebas claras de causalidad, no obstante, las estadisticas de
prevalencia son beneficiosas para el planeamiento de medidas de prevencidn, control y

planificacion de la atencidn sanitaria. (78)

3.2.2 Diarrea viral bovina

3.2.21 Virus de la diarrea viral bovina

Es una de las infecciones con mayor relevancia en bovinos, este patdgeno tiene una
vasta distribucion mundial y es endémico en la mayor parte de hatos bovinos, asi
también ocasiona pérdidas econémicas mayormente de origen productivo (23). El virus
de la DVB fue aislado en 1957 de un caso de enfermedad de las mucosas, la cual

ocasionaba cambios en la morfologia de los cultivos celulares; también se hallé una cepa
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no citopética (NCP) en casos persistentes de enfermedad de las mucosas (EM), sin

embargo, esto no induce a alteraciones morfoldgicas (24).

3.2.2.2 Patogénesis de la DVB y de la EM

En la década de los 60s se llega a la conclusion que esta enfermedad es una afeccién
principalmente enzodtica de baja mortalidad y elevada morbilidad en animales adultos
y jovenes, en contraste, la EM afectaba animales jovenes, con una morbilidad baja, pero

con una mortalidad del 100% (25).

“En estudios de forma experimental en hembras gestantes los resultados fueron abortos,
malformaciones congénitas, terneros congénitamente infectados y que mayormente
morian en los primeros meses de vida, asi como casos de algunos animales que
presentaban de forma cronica la EM, sin presencia de anticuerpos especificos contra el

virus de la DVB” (26).

Las vacas positivas y negativas que fueron inoculadas de forma experimental entre los
42 y 125 dias de gestacion parieron crias clinicamente sanas, pero, con infeccion
persistente (PI) y fueron negativos a anticuerpos frente al vDVB, sin embargo, estas
crias fueron capaces de adquirir y desarrollar anticuerpos contra otros agentes virales,
definiendo que el feto desarrollaba una tolerancia especifica al vDVB si la infeccion
ocurria antes de los 125 dias del desarrollo fetal (27). “Los estudios experimentales
también probaron la gran capacidad del virus de traspasar la placenta y ocasionar
abortos, pero solo la cepa NCP fue asociada con la induccién de la inmunotolerancia”

(28).
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3.2.2.3 Morfologia

El vDVB es de pequefio tamafio con un diametro de 40 — 60 nm, esta compuesta por
una capside icosaédrica de naturaleza proteica y una envoltura lipidica externa (29). En
su interior se encuentra la cadena de &cido ribonucleico, compuesta por una cadena

simple (69).

3.2.24 Biotipos

El vDVB presenta dos biotipos: biotipo citopatogénico (CP) y biotipo no citopatogénico
(NCP), ambos biotipos causan la enfermedad de la DVB con los signos caracteristicos
(30). EI biotipo NCP, que no causa algun dafio observable in vitro, se obtuvo del
aislamiento de casos de infecciones agudas y esta presente en animales Pl (31). El
biotipo CP causa lesiones en cultivo celular y surge del biotipo NCP por
recombinaciones en el ARN de la célula hospedera o de otros virus, debido a esto ambos

biotipos son molecularmente diferentes, pero inmunolégicamente similares (76).

3.2.25 Genotipos

Existen dos diferencias en el genoma viral: el vDVB 1y el vDVB 2, su importancia se
encuentra en las diferencias bioldgicas, en vacunos adultos ambos genomas conllevan a
una infeccion aguda de tipo subclinica, hay diferencias significativas entre ambos
genotipos. Los primeros genotipos vDVB 2 caracterizados fueron aislados de animales

Pl nacidos de madres inoculadas con vacunas de vDVB 1 (33).
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3.2.3 Epidemiologia

3.2.3.1 Fuentes de infeccidn

Los PI son la fuente primordial de propagacion y contagio del virus, debido a que estos
animales mediante sus secreciones (nasales, salivales, leche, orina, y semen) eliminan
el virus durante toda su vida, pudiendo infectar en unos meses al 90 % del ganado que
este en contacto con los PI. Las infecciones agudas también son fuente de contagio,
aungue de inferior relevancia, esto se debe al breve tiempo de permanencia de los

mismos (6 dias) y a la inferior cantidad de virus expulsado (34).

Ademas. ElI vDVB podria presentarse en otras especies como camélidos, caprinos,
bafalos, rumiantes silvestres y ovinos, debido a que los pestivirus cruzan la barrera de

especies (38).

3.2.3.2 Formas de transmision

3.2.3.3 Transmision horizontal

La transmision horizontal ocurre por contacto de un animal infectado con uno
susceptible por contacto directo con las secreciones como la orina, saliva heces,
descarga oculonasal, secrecidn vaginal, fetos abortados y placentas (39). También puede
ocurrir por el semen de bovinos que se encuentren en fase aguda o que sean PI, tanto

por inseminacién o monta natural (40).
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3.2.34 Transmision vertical

Ocurre cuando una madre Pl contagia el virus a su cria, 0 cuando una madre sana se
contagia mientras estd prefiada y origina un feto PI. (34) De esta manera se pueden
contagiar generaciones familiares sucesivas de animales PI, los que llegando a la
madures sexual se reproducen y contintan con la transmision del virus (41). También

la transferencia de hembras PI es una forma de trasmision vertical (42).

3.2.3.5 Desarrollo clinico y patogenia

Las infecciones por este virus abarcan cuadros desde una infeccion aguda transitoria
(infeccidn ligera o inaparente), hasta la EM la cual es fatal para el animal (43). EI vDVB
posee tropismo universal por tejidos del cuerpo animal induciendo a una variedad de
signos clinicos, por ejemplo, las manifestaciones clinicas de las infecciones por
pestivirus dependeran del estado de salud del hospedero, su estado reproductivo, cepa
del virus y la presencia de patdgenos secundarios. Los sintomas involucraran al sistema
respiratorio, gastrointestinal, reproductivo, inmunitario y sistema nervioso central,
cuando afecta al sistema nervioso e inmunitario genera cuadros que van desde una

infeccidn subclinica a una infeccion mortal (44, 45).

3.2.3.6 Infecciones subclinicas

En su mayoria las infecciones son subclinicas, con leves signos, elevada morbilidad y
baja mortalidad (40). Clinicamente la infeccion aguda puede ser inaparente, aun cuando
se tiene conocimiento que el principal causante de enfermedades respiratorias es vDVB

en terneros (44).

25

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



26 de 89

3.2.3.7 Infecciones agudas

En su mayoria son causadas por cepas NCP (40); en la sintomatologia clinica se observa
depresidn, anorexia, descarga oculonasal, estomatitis erosiva, gastroenteritis y diarrea,

también se puede presentar ooforitis e infertilidad (46).

En hatos vulnerables hay elevada morbilidad con escasa o nula mortalidad. Los

anticuerpos se generaran a las 3 0 4 semanas y pueden prevalecer por afios (40, 46, 47)

3.2.3.8 Diarrea viral severa

La infeccion con vDVB 2 NCP origina una severa enfermedad clinica, la cual en un
principio fue llamada Sindrome Hemorragico por el sangrado observado en algunos
animales infectados, en la actualidad es llamada DVB Severa Aguda (DVB SA)
caracterizada por una prolongada pirexia llegando a mayor a 41°C por tres o mas dias,
anorexia, diarrea sanguinolenta, hemorragias petequiales y equimoticas, hemorragias en
varios sistemas, epistaxis, anemia, leucopenia, trombocitopenia, llegando hasta la
muerte en animales jovenes como adultos (76, 33). Todas las cepas DVB SA aisladas

han pertenecido al biotipo NCP (33).

3.2.3.9 Infecciones en hembras gestantes

Las infecciones en vacas gestantes prefiadas son usualmente subclinicas, aungue no se
descarta una alta probabilidad transplacentaria del virus hacia el embridn, esto genera
respuestas que van desde abortos, nacimiento de terneros de pequefio tamafio y débiles

con o sin deformidades congénitas, hasta el nacimiento de terneros clinicamente sanos,
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el factor predominante es la edad del embrion o feto al momento en que ocurre el

contagio y también influye el estado inmunolégico de la madre (48).

La hembra que se infecta poco después de la fertilizacion generalmente presentara
repeticion de celo o muerte embrionaria (49). EI embrion no sera afectado sino hasta
perder la zona pelicida de la placenta generando malformaciones futuras. La replicacion

viral en el oviducto altera la funcion de soporte en el desarrollo embrionario (50).

Hacia el dia 125 de gestacion el feto adquirira inmunocompetencia, una infeccion
adquirida antes de este periodo resultara en momificaciones, muerte de fetos y abortos
meses después, si el virus pertenece al biotipo NCP se puede generar un ternero

persistentemente infectado inmunotolerante (51).

Posterior de los 125 dias hasta los 175 dias de prefiez los fetos pueden mostrar defectos
congénitos como microcefalia, hipomielogenesis, hipoplasia cerebelar y pulmonar,
macroftalmia, degradacion de retina, caida de pelo, hipotricosis, retraso en el
crecimiento y malformaciones en el esqueleto (48). Esto puede haberse generado por el
virus que ha causado dafio celular directo o también el mismo sistema inmune fetal que

genera destruccion indirecta (51, 52).

La infeccidén posterior al dia 175 de gestacion deriva en el nacimiento de terneros

seropositivos. (48).

3.2.3.10 Infecciones persistentes

“El ternero PI nace cuando la madre se infecta con el biotipo NCP entre los 18 y 125

dias de prefiez, en este periodo el virus serd reconocido como propio por el cuerpo del
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feto ocasionando inmunotolerancia y persistencia” (53). No se conoce un lapso exacto
de tiempo en que ocurre la persistencia, de manera experimental se crearon terneros Pl
y el 86 % de los que terneros que nacieron fueron de hembras infectadas el dia 18,
también se experimentd en los dias 30 y 75 dando como resultado 100 % de los terneros
PI. Posteriormente del dia 100 es rara la presentacion de terneros Pl, sin embargo, se

conocen casos positivos hasta el dia 125 (40).

Los terneros Pl son enormemente permisibles a la infeccién y quedaran infectados por
el resto de su vida convirtiendose en los principales focos de infeccion y a su vez siendo

la causa de nuevos brotes de la enfermedad (44).

3.2.311 Enfermedad de las mucosas (EM)

La EM deriva de DVB que se manifiesta en animales Pl que son infectados con un
biotipo CP, semejante al NCP que ya habian adquirido, produciendo cambios
espontaneos dentro del mismo animal portador, estos cambios fueron reconocidas en
primer lugar como recombinaciones de acido ribonucleico celular del hospedero con el
acido ribonucleico viral y como recombinaciones del acido ribonucleico viral con si
mismo; en este Ultimo caso se encontraron fragmentos adicionales de acido ribonucleico
en el genoma del virus y se manifestaron proteinas con caracteristicas similares al vDVB

CP (54).

Si el feto es infectado en los primeros 4 meses con un vDVB NCP nacera como Pl
inmunotolerantes al virus, después en algiin momento de su vida es infectado con un
biotipo CP u ocurre una mutacién del ARN del virus NCP creando un virus CP, debido

aesto el sistema inmune del hospedero no genera una respuesta frente al virus CP debido
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a que sus proteinas estructurales son antigénicamente semejantes al NCP que residia en
el cuerpo del animal, el virus se extiende en el hospedero causando dafio progresivo en
el tejido linfoide del intestino y necrosis de la mucosa subyacente causando que el
bovino presente diarreas, sufra de deshidratacion y por Gltimo generando la muerte por

EM (54).

La forma aguda esta enfermedad afecta animales entre los 6 meses y 2 afios generando
una alteracion como minimo del 5% del hato, la forma clinica se caracteriza por
depresion, debilidad, falta de apetito, pirexia, deshidratacion y desgaste de la mucosa
gastrointestinal. Posterior a las dos semanas de que se manifiesten estos signos clinicos

ocurre la muerte del animal (55).

3.2.4 Diagnostico — deteccion de antigenos virales

3.2.4.1 ELISA de captura de antigenos

Existen varios kits comerciales de ELISA de captura de antigeno, estos Kits se basan en
el uso de anticuerpos monoclonales (AcM) que reconocen distintos determinantes
antigenos localizados en la proteina (p80) no estructural NS- 3 altamente conservada
del vDVB. En general estas pruebas presentan sensibilidad de 95 % y especificidad de

100 % (56).

3.2.4.2 Ensayo de inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA)

Esta prueba se utiliza en la determinacion de anticuerpos de la enfermedad estudiada y
tiene una serie de ventajas sobre la neutralizacion viral (VN). Los tipos de ELISA mas

usados en la deteccion de anticuerpos son ELISA de bloqueo e indirecta. En la prueba
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indirecta la union de enzima- sustrato genera la coloracion, la indicara la cantidad de
anticuerpos que hay en cada muestra de suero sanguineo. La prueba de ELISA de
bloqueo, estos anticuerpos evitaran la coloracion por lo que la muestra tendrd mas

anticuerpos cuando la coloracion sea méas péalida (56).

3.2.5 Niveles de exposicion segun la deteccion del Ac

Segun el estudio realizado el 2020 por Brownlie J. Thompson I, Curwen A., sefialan la
siguiente clasificacion: 5-25% de vacas lecheras seropositivas expresarian un bajo nivel
de exposicion, de 25-65% un nivel moderado de exposicion reflejando una fase
temprana de infeccion aguda del rebafio indicando que estos rebafios podrian estar en
una fase de transicion; > 65% los niveles altos de anticuerpos una infeccion reciente o

activa .(83)

3.2.6 Prevenciony control

Hay diferentes tipos de prevencion y control, sin embargo, la mayoria coincide en la
erradicacion de los Pl en caso de identificarlos en el hato, las estrategias variaran de
acuerdo del estado sanitario de cada hato y con previa evaluacion de la situacion

sanitaria (57).

En hatos infectados lo primero sera identificar y descartar a los animales Pl para poder
romper de esta manera el ciclo de vida del virus (62). En los paises Bajos se implemento
un programa de monitoreo simultaneo de RT- PCR en el pool de leche y ELISA de
captura en sangre completa y suero con lo que mejoraron los diagnésticos. El programa

también cuenta con Quick Scan, el cual consiste en la combinacion de tres pruebas: RT-
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PCR y ELISA indirecta en pool de leche, y ELISA indirecta en cinco terneros de 8 a 12
meses de edad, con lo que obtienen una indicacion de la prevalencia de la enfermedad

en el hato y la deteccion de animales P1 (58).

3.2.6.1 Ildentificacion de animales PI

Los animales PI o persistentemente infectados son la fuente mas importante del contagio
del virus por lo que su deteccion y eliminacion es una accion importante en el control

del virus (59).

Las edades en la que los animales son mas susceptibles y grupo de riesgo son entre los

6 a 24 meses de edad (44).

3.2.6.2 Vacunacion

La vacuna contra vDVB no ha sido especifica para lidiar la infeccion intrauterina, sino
como método preventivo de la forma clinica y salud de los animales. La vacunacion sin
el descarte de animales Pl no produce mejora sobre la situacion epidemiologica en el
hato. Para lograr un programa de vacunacidn exitoso es necesario aplicar la vacunacion

a una escala regional o nacional en lugar de hatos individuales (60).

3.3 Marco conceptual

3.3.1 Anticuerpo

Tipo de inmunoglobulina creada por las células plasmaticas (leucocitos) como

respuesta a un antigeno generando una respuesta inmunitaria especifica (70).
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3.3.2 Antigeno

Sustancia ajena al cuerpo que genera la produccion de anticuerpos desencadenando

una respuesta inmune en el organismo (70).

3.3.3 Persistentemente infectado (PI)

Un animal persistentemente infectado por el virus de la DVB es un animal en el que
se ha aislado el virus de la DVB en los leucocitos de sangre periférica o en suero en
dos ocasiones separadas por tres semanas como minimo, Yy sin anticuerpos contra el

virus (71).

3.3.4 Reaccion antigeno-anticuerpo

Es la union de Ag- Ac y sucede cuando un antigeno es reconocido por un anticuerpo
para neutralizarlo o destruirlo, la reaccion se diferencia por la rapidez, especificidad,

espontaneidad y reversibilidad (72).

3.3.5 Espectrofotometria

Es el procedimiento que hace posible medir la cantidad de luz que es absorbida por

una sustancia teniendo en cuenta una longitud de onda (73).

3.3.6 Densidad optica

En términos practicos la densidad dptica es una medida que nos indica el desarrollo
de color en un pozo determinado, esta medida s6lo es utilizada para los controles del

kit.” La DO de una muestra es un dato sin valor para el diagnostico (74).
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3.3.7 Suero sanguineo

Constituyente de la sangre que resulta después de haber eliminado glébulos blancos,

rojos y el fibrindgeno (75).

3.3.8 ELISA

Es un ensayo utilizado ampliamente para cuantificar anticuerpos o antigenos, que
pueden ser proteinas, glicoproteinas en muestras de origen bioldgico. Similar a otros
métodos inmunoldgicos, su funcionamiento se basa en la interaccion entre
anticuerpos y sus objetivos, lo que facilita su deteccion. Se utilizan diversos tipos de
muestras, como leche, suero, plasma, sobrenadantes de cultivos celulares, saliva y
orina, en los inmunoensayos mas usados dependiendo de la necesidad estan el ELISA

indirecta, directa, por competencia y sandwich (77).

CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1 Tipoy nivel de investigacion

La presente investigacion es basica y de nivel inferencial basado en la metodologia de

investigacion de Sampieri (82).

4.2 Disefio de la investigacion

El disefio fue no experimental porque no se manipulan variables y de corte longitudinal
(82). Las muestras fueron recolectadas de un total de diecisiete hatos, incluyendo la

granja escuela Yucay, los bovinos muestreados fueron en total 62 hembras y 20 machos,
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entre las edades de seis meses a un afio, mayores de un afio a dos afios y mayores de dos

afios como lo muestra la siguiente tabla

Tabla 2. Bovinos hembras y machos, divididos en tres grupos segun edad.

Hembras Machos Total
De 6 meses a 1 aflo 12 4 16
Mayores de 1 a 2 afios 14 10 24
Mayores de 2 afios 36 6 42
Total 62 20 82

Al terminar la recoleccion se procedié a transportarlas al laboratorio de Sanidad Animal
de la UNSAAC para la separacion del suero, congelamiento de las muestras hasta su
posterior procesamiento para la deteccion Ac y Ag de la DVB mediante los dos kits de

ELISA y conocer la prevalencia de la enfermedad.

4.3 Poblacién y muestra

La poblacién de ganado para el centro poblado Yucay, del distrito del mismo nombre
fue de 104 animales, para el calculo del tamafio muestral el nivel de confianza es de
95% vy error de precision 0.05, mediante el método no paramétrico de muestreo simple

al azar (61).
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N+Z2+q Donde:
PTWEDE 20
N: tamafio de muestra
104 * 1.962 « 0.5 * 0.5
n=
(104 —1) » 0.052 + 1.962(0.5 * 0.5) p: animales positivos al vDVB 0.5
n = 8201 g: animales negativos al vDVB 0.5

Z: 1.96 nivel de confianza que se da a la

muestra

a) Localizacion del estudio

El trabajo de investigacion se desarrolld en el centro poblado Yucay, en el distrito de
Yucay, uno de los siete distritos que conforma la Provincia de Urubamba, ubicado en el

departamento del Cusco, bajo la administracion del Gobierno Regional del Cusco (9).

El centro poblado Yucay situado en pleno centro del Valle Sagrado de los Incas, colinda
por el norte con el distrito de Urubamba, por el Sur con el distrito de Huayllabamba, por
el Sureste con la provincia de Calca; a 78 km al noreste de la ciudad del Cusco, esta
compuesto por 17 centros poblados: Yucay, San Juan, Puma Marca, Huachac Molino,
Cuyoc Fabrica, Concha Huila, California, Antapacha, Ticllabamba, Quishuarpata,
Paraccaypata, Granja Salesnos, Conchapallana, Carmelita y Apoquencha (79). Esta
situado a 2 858 msnm sobre la orilla derecha del rio Wilcamayu donde se ubica el centro

poblado Yucay, con una latitud de 13° 19' 6" al Sur, longitud 72° 5' 14" al Oeste. Su
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clima est4 marcado por dos temporadas: lluvias y sequia. La estacién himeda ocurre

entre los meses de noviembre hasta abril (9).

Ollantaytambo

Figura 1. Mapa de distritos de la Provincia de Urubamba

Granja Escuela Yucay

Sonesta Posadas
del Inca Yucay

{zz8) @Casa Tia Maria Yucay Lacasadela momaﬁao

CASA DE CAMPO

SES
OYucay Plaza Inn AN‘*E’T'?OS Caﬁmamba@
Hostal Ttito :

@CASA YucayY Fundo Amapachao

ly,b""«- @ Don Gato

:7{09/,0 G, Casa Soncco Q
=075 %,

o Descubre €-mundo

Municipalidad en 80 clicks ™.

Distrital De Yucay. .

Apart Hotel YucayO

-""“-M_achlcado Farmhouse@ G,
Gat. 1 2o
satewayto
%% Machu Picchu Q :
q'%;.. La Casa deja Abuela
R, Yucay Urubamba
"""n,. Re%flau rant Don Kike

Google

Figura 2. Mapa del centro poblado Yucay.
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4.4 Procedimiento

Desde el mes de agosto del afio 2022 se realizaron tramites en el area de Medio

Ambiente de la Municipalidad de Yucay, el objetivo fue que nos permitan acceder a los

productores de ganado bovino con mayor facilidad y realizar la toma de muestra

sanguinea.

El presente estudio se llevd a cabo en 4 etapas en el centro poblado Yucay, la
primera etapa fue la coordinacion con el area de Medio Ambiente de la
Municipalidad de Yucay, la cual nos permitié acceder con mayor facilidad a los
productores ganaderos de la zona y a la vez localizar los hatos donde se
recolectaron las muestras sanguineas, posterior a ello se procedié a fijar las
fechas y el horario de la recoleccion.

En la segunda etapa se realiz6 la toma de muestra sanguinea de 82 animales para
la deteccion de casos positivos a Ac del virus empleando el kit de ELISA
indirecta para su deteccion, hallando un total de 36 muestras y 46 muestras
negativas a Ac del virus.

La tercera etapa consistio en encontrar a los animales PI, las 46 muestras que
dieron negativo a Ac del virus de DVB en la etapa anterior fueron procesados
por un segundo kit de ELISA, la cual nos permitio encontrar el antigeno del virus
en 20 muestras.

La cuarta etapa consistié en tomar una segunda muestra de sangre a los animales
positivos a Ag del virus (19 muestras, no se pudo realizar el muestreo a los 20

animales ya que uno de ellos fue vendido antes de nuestra llegada), este segundo
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muestreo se realizé después de 21 dias de la primera toma de muestra de sangre
usando el kit de ELISA para la deteccion de Ag del virus, teniendo como
resultado ningun PI.

v.  Para finalizar, después de la obtencién de resultados se procedi6 a informar a

cada propietario.

4.4.1 Toma de muestra

Las muestras de suero sanguineo fueron tomadas de bovinos que superaban los seis
meses de edad de 17 hatos del centro poblado Yucay, estas muestras fueron obtenidas
mediante venopuncion de la vena coccigea, para realizar este procedimiento se
desinfecto la zona con alcohol para luego ser recolectada la sangre en tubos vacutainer
rotulados con datos del animal, para luego ser trasladados al laboratorio en un cooler

con baterias de hielo donde se procesaron.

4.4.2 Obtencioén del suero

Para la obtencion del suero, las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 10
minutos para separar el suero sanguineo de las plaquetas (tiempo y velocidad estimado
por el mismo laboratorio usando el método de conversion de fuerzas g (RCF) a
revoluciones por minuto (rpm)) (80), posteriormente el suero fue puesto en viales de 3
ml rotulados e identificados con el codigo del animal para ser congelados a -20 °C (81)
hasta el dia de su procesamiento por el método de ELISA para la deteccién de

anticuerpos y antigenos frente al vDVB.
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45 Técnicas e instrumentos

i.  Kit de ELISA para la deteccion de anticuerpos frente al virus de la diarrea
viral bovina — Laboratorio IDEXX
El kit IDEXX BVDV Total Ab es un inmunoensayo enzimatico indirecto para
la deteccion de anticuerpos especificos de vDVB en muestras de leche, plasma
y suero. El ensayo es una técnica de ELISA indirecta donde se utilizaran placas
con multiples pocillos, los cuales tienen adherido a la base el antigeno del virus.
Los anticuerpos que esten en la muestra sanguinea se uniran al antigeno de la
placa. Los anticuerpos que no se unan seran eliminados durante los lavados. La
union antigeno-anticuerpo se detectara por el conjugado, el sobrante se
desechara por el lavado de la placa para luego afiadir substrato/cromégeno. En
presencia de la enzima, el substrato reaccionard con el cromogeno y generara
una coloracion azulada en los pocillos. Al agregar la solucién frenado se
detendra la reaccion y se generara un color ambar. La absorbancia se medira en
un espectrofotometro. “El cociente M/P de las muestras se calculara usando la
absorbancia de la muestra y un control positivo, corregidas con la absorbancia

del control negativo™ (63).

ii.  Kitde ELISA para la deteccion in vitro del antigeno del virus de la diarrea
viral bovina en ganado bovino PrioCHECK BVDV Ag Pl — Prionics Ag
PrioCHECK BVDV Ag Pl ELISA esta especificamente disefiado para la
deteccién de animales con PIl. Esta prueba es altamente especifica, detecta

diferentes subtipos del antigeno del vDVB. La prueba emplea dos anticuerpos
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monoclonales (AcM). Los dos AcM reconocen diferentes determinantes
antigénicos localizados en la proteina (p80) no estructural NS-3 altamente
conservada del vDVB. La placa se recubre con estos anticuerpos y se usa el
segundo AcM como conjugado. Para la deteccidn de antigenos las muestras se
incubaran con el tampdn en los pocillos de la placa recubierta. Después de este
paso de incubacion se realizard el lavado, posteriormente se agregara el
conjugado y tras un periodo de incubacion se sometera a un segundo lavado. En
el siguiente paso se adicionara el substrato cromogeno a los pocillos y despues
de incubar se detienen el desarrollo de color y se medira la densidad Optica a

450nm. (64)

45.1 Materiales

45.1.1 Materiales para la obtencion de sangre

e Tubos vacutainer

e Agujas vacutainer

e Alcohol

e Algoddn

e Gradillas

e Guantes descartables
e Mameluco

e Soga

e Rotulador
40
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e Ficha y registros

45.1.2 Materialesy equipos para la obtencion del suero

e Centrifuga

e Pipetas Pasteur

e Vialesde 3 ml

e Marcador

e Congelador a-20°C
e Guantes de latex

e Mandil

e Gorros y barbijos

45.1.3 Materiales de laboratorio

e Tips desechables 20, 100, 200 ul
e Parafilm

e Probeta de 20 a 100 ml

e Guantes
e Barbijo
e Mandil
e Gorros

e Papel absorbente

e Agua destilada
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4.5.2 Equipos de laboratorio

Incubadora

Lector de microplacas ELISA

Cabina de flujo laminar

Micropipetas de precision de 20 - 300 pl
Pipetas multicanal de 100 — 300 pl
Vortex

Cronometro

45.3 Kitde ELISA

IDEXX Kit de ELISA indirecta para la deteccion de anticuerpos frente vDVB

Placa tapizada con antigeno
Control positivo

Control negativo
Conjugado

Diluyente de la muestra
Substrato TMB

Solucion STOP

Solucién de lavado (10X)

PrioCHECK Kit de ELISA para la deteccidn in vitro del antigeno del virus

de la diarrea viral bovina en ganado bovino.

42

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



43 de 89
e Placa de ensayo
e Tampdn de extraccion
e Aditivo de tampon de extraccion
e Conjugado (30X)
e Tampdn de conjugado
e Tampdn de dilucion
e Liquido de lavado
e Referencia 1 (control positivo)
e Referencia 2 (control negativo)
e Referencia 3 (blanco)
e Substrato cromogeno

e Solucion de frenado

4.5.4 Metodologia de ELISA indirecta para deteccion de Anticuerpos frente al

virus de la diarrea viral bovina

a) Preparacion de la solucion lavado
La solucién lavado concentrada (10x) estuvo entre de 18 a 26°C de temperatura,
la dilucién fue de 1 a 10 con agua destilada antes de su uso (ej. 1 ml de
concentrado + 9 ml de agua).

b) Preparacion de muestras
Los viales que contenian el suero fueron descongelados a temperatura mayor de

18°C y previamente homogenizadas con la ayuda de un vortex.
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c) Procedimiento de la prueba

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Las placas fueron rotuladas y marcadas de acuerdo a la posicion de las
muestras.

Se adiciond 100 pl de Diluyente de la muestra en cada pocillo.

Se adiciond 25 ul de Control Negativo en dos pocillos.

Se adiciond 25 pl de Control Positivo en dos pocillos.

Se adiciond 25 ul de las muestras en los pocillos restantes

Se homogenizé el contenido de los pocillos golpeando levemente la
placa.

Se llevo a incubar la placa durante 90 min a 18-26°C. para lo cual las
placas estuvieron selladas con parafilm.

Se descarto el contenido libre de cada pocillo y se lavo cinco veces con
300 pl de Solucion Lavado para luego desechar el liquido del lavado
residual de cada placa golpeandola sobre material absorbente.

Se dispenso 100 ul de conjugado en cada pocillo.

Se llevo a incubar durante 30 minutos a 18-20°C.

Nuevamente se repitié el lavado del paso 8.

Se agreg0 100 ul de Substrato TMB en cada pocillo.

Se llevé a incubar la placa a temperatura de a 18-26°C por 10 min.
Antes de la lectura se adicion6 100 pl de la solucion de STOP en cada
pocillo.

Se procedio a realizar la lectura para cuantificar las muestras y conocer

la absorbancia de cada una.
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d) Validacién del ensayo y calculos de los resultados

e EI célculo de los controles fue realizado mediante las siguientes

formulas.
CN1+CN2
CNy =——=
2
CP1+CP2
CPy =————
2
Donde:

CN y : promedio de controles negativos
CNZ1: control negativo 1

CN2: control negativo 2

CP y : promedio de controles positivos
CNL1: control positivo 1

CN2: control positivo 2

e Elpromedio de los controles negativos y positivos deben estar dentro de

los siguientes criterios de validacion.

CNy < 0,250 CPx- CNy >0,150

e La existencia o inexistencia de anticuerpos vDVB en la muestra se

determiné mediante el cociente M/P de cada muestra.

45

MICAELA BASTIDAS

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

46 de 89
Muestra A — CNy
M/P =
CPy —CN y
e Interpretacion de las muestras
M/P < 0,20 NEGATIVO

0.20<M/P<0,30 DUDOSO

M/P > 0,30 POSITIVO

4.5.5 Metodologia de ELISA para la deteccion de antigeno del virus de la

diarrea viral bovina

a) Dilucion del conjugado
El conjugado se diluyd (30x) 1/30 en tampon conjugado, por ejemplo, para dos
placas se prepard 12 ml (400 pl de conjugado a 11.6ml de tampon conjugado)
b) Solucién de lavado
La solucion de lavado (200X) se diluyd 1/200 en agua destilada.
c) Procedimiento de la prueba para la deteccion del antigeno
1. Cada placa de ensayo fue rotulada.
2. Se agreg0 50 pl de tampdn de dilucién a todos los pocillos.
3. Se agreg6 50 pl de tampon de referencia 1 (control positivo) a los

pocillos Al y B1.
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Se agregd 50 ul de tampdn de referencia 2 (control negativo) a los
pocillos C1 y D1.
Se agregd 50 pl de tampoén de referencia 3 (blanco) a los pocillos E1 y
F1.
Se agreg6 50 ul de las muestras de ensayo al resto de los pocillos.
Se selld la placa de ensayo y se homogenizé con cuidado.

Se lleva a incubar durante 60 + 10 minutos a 22 + 3°C.

d) Procedimiento para la deteccion con el conjugado

1.

2.

3.

4.

Se vacio la placa de ensayo y fue lavada 6 veces con solucion lavado.
Se agregd 100 ul de conjugado diluido a todos los pocillos.
Se sello la placa de ensayo con parafilm.

Se llevé la placa de ensayo a incubar de 60 + 10 minutos a 22 + 3°C.

e) Incubacion con sustrato cromogeno (TMB)

1.

4.

5.

Después de la incubacion se vacié el contenido de la placa de ensayo y
fue lavada seis veces con solucion lavado.

Se agregd 100 ul de sustrato cromdgeno a cada pocillo.

Se llevd a incubar la placa de ensayo de 15 a 25 minutos a una
temperatura de 22 + 3°C.

Se agreg6 100 pl de la solucion frenado a cada pocillo.

Se homogenizé el contenido de los pocillos de la placa de ensayo.

f) Validacion del ensayo y célculo de los resultados

MICAELA BASTIDAS

Se inicié midiendo las densidades dpticas (DO) de los pocillos a 450 nm.

Se calcul6 la DO media de los pocillos E1 y F1 (DO blanco).

47

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



48 de 89
e Se calculd la DO corregida a todas las muestras restando la DO blanco.
e Se calculd la media de la DO corregida de los pocillos Al y B1 (DOmax
corregida).
e Se calculd la positividad porcentual (PP) de la referencia 2 y de las

muestras de ensayo segun la siguiente formula.

DO corregida de la muestra de ensayo

— x 100
PP DO max corregida

g) Interpretacion de los resultados
1. La DO media de la referencia debe ser <0.300.
2. LaDO corregida de la referencia 1 debe ser > 0.800

3. Elporcentaje de positividad de la referencia 2 debe ser < 30%

PP =>20% POSITIVO (Hay antigeno de vDVB en la muestra de ensayo)

PP =<20% NEGATIVO (No hay ningun antigeno presente en la muestra)

4.6 Andlisis estadistico

Las muestras de suero sanguineo fueron procesadas con los kits de ELISA segun
correspondia y se procedid a la lectura de las densidades dpticas (DO) de las muestras
mediante un lector de placas y el programa Gen5 para conocer las DO de cada una, estas
DO se transcribieron a una tabla de Excel para aplicar la validacién de cada prueba de

acuerdo a cada kit de ELISA identificando la cantidad de animales positivos a Ac y Ag
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de la DVB, posteriormente se procedié a hallar la prevalencia de ambas variables

utilizando la siguiente formula de prevalencia:

Numero de individuos con la enfermedad o la caracteristica dada
p= en el momento determinado x 100
Numero de individuos en la poblacién
en el momento determinado

Después de haber obtenido los resultados de prevalencia y tener identificado el nimero
de animales positivos al Ac del virus se procedid a realizar la prueba de chi- cuadrado
para determinar la relacion de las variables sexo y edad con la enfermedad, para lo cual
se procedid a introducir los datos en el programa IBM SPSS Statics version 25 para

encontrar si existe relacion entre las variables mencionadas y la enfermedad.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Andlisis de resultados

5.1.1 Determinacion de la prevalencia de diarrea viral bovina

Tabla 3. Frecuencia de casos positivos a anicuerpos del virus de DVB y de bovinos

PI (primera y segunda prueba)

DVB Pl
. Antigeno Ag Antigeno Ag
Anticuerpo (Ac) (1 era prueba) (2da prueba)
n % n % n %
Si 36 43.90% 20 43.48% 0 0
No 46 56.10% 26 56.52% 19 100
Total 82 100% 46 100% 19 100%

Leyendo la prevalencia DVB (Ac), se encontro 43.9% de casos positivos a la diarrea

viral bovina.
La prevalencia de bovinos Pl (Ag) a la primera prueba obtuvo un 43.48% de casos

positivos, sin embargo, en la segunda prueba no se hallé ningan infectado 0%.

5.1.2 Determinacion de la diarrea viral bovina segun edad y sexo
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Tabla 4. Prevalencia anticuerpos del virus de la DVB segun la edad del animal

Ac

Negativo  positivo Total Chi Sig.

De 6 meses a 1 afio 12 (75%) 4 (25%) 16 (100%) 2.28 0.3206
Edad Mayoresde 1a?2afios 15 (62.5%) 9 (37.5%) 24 (100%)
por

grupos Mayores de 2 afios 19 (45.2%) 23 (54.8%) 42 (100%)

Total 46 (56.1%) 36 (43.9%) 82 (100%)

Segun la Tabla 4, se observa que la mayor prevalencia esta en animales mayores a dos
afios habiendo obtenido un 54.8% (23 animales), ademas, con una probabilidad de un
95% de confiabilidad ( p> 0.05) no existe asociacion entre la edad del animal y la

prevalencia de la DVB.

Tabla 5. Prevalencia de casos positivos a Ac del virus de la DVB segun sexo del animal

AcC

Negativo positivo Total Chi Sig.

Sexo Hembra 38 (61.3%) 24 (38.7%) 62 (100%) 2.783 0.0953

Macho 8 (40%) 12 (60%) 20 (100%)

Total 46 (56.1%) 36 (43.9%) 82 (100%)

Segun la Tabla 5, se observa con un 95% de confiabilidad (p>0.05) que no existe

asociacion entre el sexo del animal y la prevalencia de la DVB.
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5.1.3 Determinacion de la prevalencia de bovinos Pl

Tabla 6. Frecuencia de bovinos Pl segln edad.

Ag

negativo  positivo Total Chi  Sig.

De 6 mesesaun 1 afo 10 (83.3%) 2 (16.7%) 12 (100%) 4.75 0.093
Edad Mayores de 1 a 2 afios 7 (46.7%) 8 (53.3%) 15 (100%)
por

Mayores de 2 afios 9 (47.4%) 10 (52.6%) 19 (100%)
grupos

Total 26 (56.5%) 20 (43.5%) 46 (100%)
En la tabla 6, se observa que con una probabilidad de error 5% (p>0.05) que la edad del

animal no tiene relacién con la presencia de animales PI.

Tabla 7. Prevalencia de bovinos PI segun sexo.

Ag

Negativo  Positivo Total Chi Sig.

Hembra 19 (50%) 19 (50%) 38 (100%) 3.78 0.0481
Sexo
Macho 7 (87.5%) 1(12.5%) 8 (100%)

26 20
Total 46 (100%)
(56.5%)  (43.5%)

En la tabla 7, se observa Con una p<0.05 se acepta que existe relacion entre el sexo del
animal y una infeccion aguda transitoria de la enfermedad donde las hembras son mas

propensas a desarrollarla.
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5.2 Discusién

5.2.1 Prevalencia de DVB en bovinos del centro poblado Yucay

A partir de los hallazgos obtenidos se sefiala que la prevalencia de DVB encontrada fue
de 43.9% (36 animales) (tabla 2), este resultado fue menor al 50% de la poblacion
muestreada, esto guarda relacion con lo que sostiene Rosete (11) que sefiala que su
prevalencia fue menor al 30%, a diferencia de los resultados obtenidos por Gonzales
que obtuvo un 98.04% de casos positivos (14). Para la variable edad, en el grupo de
bovinos menores a un afio se encontrd un 25% de animales positivos a la DVB, mientras
que en las edades de uno a dos afios el resultado fue de 37.5 % y en los animales mayores
de dos afios alcanzé el 54% (tabla 4), la tercera situacion podria deberse a que son
animales en etapa productiva, en caso de las hembras son animales con varios partos y
con mayor predisposicion a tener un cuadro de inmunosupresion lo que conlleva a la
predisposicion de enfermedades (10,15), el valor de chi- cuadrado fue de 2.28 con un
valor p de 0.32 lo que indicaria que la edad no esté relacionada a la enfermedad, y esta
podria estar presente en cualquier etapa del animal. En la variable sexo se encontré que
el 60% de los machos fueron positivos a la enfermedad, y en hembras se obtuvo un
38.7% (tabla 5). El valor chi- cuadrado fue de 2.78 con un valor p de 0.09 por lo que se
llega a la conclusion que el sexo del animal no guarda relacién con la presencia de la
enfermedad a diferencia del estudio realizado por Betancur donde sefiala que existe
relacion entre el sexo del animal y la DVB, donde sefiala que los machos son fuente de
transmision de la enfermedad. Rios, Olazaran, Zarate, et al. indican que en hatos con

prevalencias de 5 y el 25%, se consideran como hatos con baja exposicion. Esto sugiere
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que los bovinos més antiguos o los que fueron comprados estuvieron expuestos al virus
en el pasado. Ademas, puede reflejar una infeccion temprana en el hato, lo que indica
que podrian estar en una fase de transicion, ademas, se indica que cuando un hato tiene
una prevalencia entre el 65 y el 100%, se clasifica como hatos con alto nivel de
exposicion al virus, lo cual sugiere que al menos hay un animal portador en el hato (11),
esto no se pudo observar en la investigacion, donde en la primera prueba para hallar a
los animales PI se encontr6 una prevalencia de 43.48% (20 animales) de casos positivos
al antigeno, mas en la segunda prueba no se hallé ningin animal PI, lo que indicaria
que este 43.48% de animales estaba pasando por una infeccion aguda transitoria en el
momento de la primera toma de muestra, aparentemente esto indicaria que la poblacion
de bovinos en el centro poblado Yucay a pesar de no haber hallado a ningun bovino Pl

se clasificaria con una exposicion media al virus (83).

Asi mismo Valdez, Pacheco, Vergara, y otros autores en su investigacion llevada a cabo
en las pampas de Anta, Cusco, sefialan que el comercio de los toros reproductores
seropositivos entre diferentes comunidades, en ferias ganaderas de la zona contribuyen
a una alta prevalencia de la enfermedad en machos, dado que en su investigacion
obtuvieron un 43.9% en toros, llegando a la conclusion de que los toros desempefian un

papel significativo en la propagacién del virus.

Las ferias ganaderas son de tradicién en la sierra de nuestro pais, una de las mas grandes
y concurridas en la provincia del Cusco es la que se realiza anualmente en la pampa de
Anta, dénde se congregan alrededor de 800 a mas animales de diferentes procedencias

y edades. Estas ferias carecen de control sanitario, y se ha demostrado que el
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movimiento libre de los animales representa un riesgo tres veces mayor de propagar el

virus en un &rea en comparacién con otras formas de transmision (21).

5.2.2 Prevalencia de bovinos PI del centro poblado Yucay

Por otra parte, la busqueda de los PI se llevo a cabo asumiendo que estos animales son
inmunotolerantes al vDVB presente en su organismo (53), lo que implica que son
incapaces de producir anticuerpos y, por lo tanto, permanecen negativos en las pruebas
serologicas a anticuerpos. Sin embargo, contintan eliminando constantemente el virus

a través de sus secreciones (14).

Aungue ELISA posee una alta sensibilidad del 97% y una especificidad del 98%, no
garantiza la deteccion de todos los animales PI, si durante la toma de muestra no hay
suficiente antigeno o virus circulante presente en el animal por estar pasando una

infeccion aguda (58).

Los animales que presentan una condicion fisica deficiente representan un desafio para
los ganaderos, y suelen ser eliminados o vendidos (13). En la mayoria de los casos sin
tener conocimiento de que estos animales fueron PI, esto fue lo que no permitié
muestrear el total de los animales en nuestra segunda prueba para localizar a los
portadores, se encontrd que uno de los veinte bovinos positivo al antigeno del virus fue
vendido antes de nuestra llegada. En otro estudio llevado a cabo en la provincia de
Espinar, Cusco, Cardenas, Rivera y otros autores mencionan que no se encontraron
animales PI, arrojando resultados negativos, similares a los obtenidos en esta

investigacion. Asi mismo se observo que el 86.8% de los ganaderos tenia al menos un
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animal con anticuerpos contra el virus (20), este resultado fue muy similar al obtenido

en el centro poblado Yucay con un 87.5%.

CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.3 Conclusiones

e La prevalencia de la enfermedad de DVB fue de 43.9%, ademas no se detectaron
bovinos Pl 0%.
¢ No se encontrd una asociacion significativa entre la presencia de DVB y la edad. En

cuanto la variable sexo tampoco se encontrd asociacion con la enfermedad.

5.4 Recomendaciones

e Teniendo conocimiento que la enfermedad esta presente en el centro poblado Yucay y
en otras provincias del departamento del Cusco, asi como en otros departamentos del
Per(, teniendo en cuenta que la presencia de animales Pl no es necesaria para su
propagacion, el contagio del virus puede ocurrir a través de animales que estan
experimentando una infeccion aguda transitoria, se recomienda la capacitacion a los
ganaderos por parte de las autoridades competentes (SENASA) sobre esta enfermedad
para evitar la venta y compra de animales enfermos, lo que ayudaria a reducir su

propagacion.
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Anexo 1. Registro de vacunos Yy resultados a la prueba de Elisa para hallar anticuerpos y
antigenos contra el vDVB.

N° = Nombre/N° | Sexo Edad Observaciones = Propietario diagnostico Primera Segunda

Brete Ac prueba a prueba a

Ag Ag
1 88 H 4a Aristides Barrientos positivo - negativo
2 | 90/ Siwar M 2a Aristides Barrientos negativo negativo negativo
3 | 89/Tofio M la 8m Aristides Barrientos positivo - negativo
4 | Angel M 6m Aristides Barrientos positivo - negativo
5 | 409/Yola H 3a Luisa B. Quispe negativo negativo negativo
6 | 407/Lomba H 2a Luisa B. Quispe positivo - negativo
7 Negrita H 9m Luisa B. Quispe positivo - negativo
8  A-100 M 4a Walberto Tayfia positivo - negativo
9 | A101 M 6m Prod. Mixta- Walberto Tayfa positivo - negativo
monta natural
10  A-102 M m Walberto Tayfia negativo negativo negativo
11 A-103 M la Walberto Tayfia positivo - negativo
12 | Taquito M 6m Walberto Tayfia positivo - negativo
13 | Lola H 3a6 Walberto Tayfia positivo - negativo
m
14 78 M 3a Herbert Mamarios positivo - negativo
15 79 M 3a Antonio Machaca positivo - negativo
16 83 M la Antonio Machaca positivo - negativo
17 82 M la Carmen Villa positivo - negativo
18 = Toribio M 4a Carmen Villa positivo - negativo
19 116 M 2a 5m Carmen Villa negativo negativo negativo
20 @ Tofio M 2a Antonio Machaca negativo negativo negativo
21 | Marr6n H 1a8m | Procedentede = Mario Quispe positivo - negativo
Inquilpata
22 | Bonanza/164 H 4a Samuel Ccano negativo negativo negativo
23 | Puca/165 H 3a Samuel Ccano negativo negativo negativo
24 | Rubia H 8m José Mormontoy negativo negativo negativo
25 ' Marcusa H 10m José Mormontoy negativo negativo negativo
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26 4974/Teo M la Feli Mormontoy Negativo ~ Negativo Negativo
8m
27 | 4976 H 2a 1 parto Feli Mormontoy Negativo ~ Negativo Negativo
6m
28 | 295 H 5a 4 partos José Mormontoy Positivo - -
29 Chato M 5a José Mormontoy Negativo Negativo Negativo
30  Criollo M 2a José Mormontoy Positivo - -
31 | 8476/Gabi H 5a 4 partos, Alejandrina Huamani Negativo | Negativo Negativo
diarreas
esporadicas,
pario ternero
muerto
32 | 8487/Dora H 5a 4 partos, Maria Concepcion Positivo - -
diarrea Enrique
33 8615 H 6m Maria Concepcion Negativo = Negativo Negativo
Enrique
34 8616 H 7m Maria Concepcion Negativo = Negativo Negativo
Enrique
35 | 8376/Lola H 6a 3 crias Ulises Conchoy Quispe Positivo - -
36 | Alicia H 3a 2 crias Ulises Conchoy Quispe Positivo - -
37 | 8366/Isidro H la Ulises Conchoy Quispe Negativo Negativo Negativo
38 | 5006 H 6a 6 crias por Lidio Ataucuchi Positivo - -
monta Huscamaita
natural e
inseminacién
39 | 5007 M 1.8m Lidio Ataucuchi Negativo Negativo Negativo
Huscamaita
40 @ 5061/Mistiana  H 2a 1 parto, Marco Valenzuela Positivo - -
segundocelo = Tapia
no prefio
41  5064/Lola H 5a 4 partos Marco Valenzuela Positivo - -
Tapia
42 | 5062/Salvador = M 1.5a Marco Valenzuela Negativo Ag Vendido
Tapia positiva
43 | Margarita H 3.5a | 3 partos, Anacleto Aro Cahuana Positivo - -
inseminaron
17 marzo no
prefié
44 8422/ Canela H la 1 parto, Anacleto Aro Cahuana Positivo - -
10m | prefiada de 7
a 8 meses
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45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

9/Maria
19/Monica
15/Margarita
16/Valentina
21/Carola
22/Benita

20/Sin
nombre 1

17/Yesica
13/Judit

Sin nombre
2

18/ Paola
Céndida
109/Pilar
Belinda
4/ Mishel
Azul
Zahori
Elita
Julia
Jersey
Aleja

312

12m

9Im

la4m

la3m

10m

la2m

10m

la3m

m

8m

lalm

11m

5a

4a

4a

5a

5a

4a fallecio

2a

10a aborto

5a

4a

Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo

Negativo
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Ag positiva
Negativo
Ag positiva
Ag positiva
Ag positiva
Negativo
Negativo
Negativo
Ag positiva
Negativo
Ag positiva

Negativo

Ag positiva

Ag positiva

Ag positiva

Ag positiva

Ag positiva

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
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71
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73
74

75
76
7

78

79

80

81
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326

335/Blanquita
Carmen
Aydee

Cirila

Estrella

Paloma

329
328
314

Belén
Victoria
322

Agueda

323 victoria

I T T =T

T

4a

8a

Ta
2a
6a
2a

8a
2a

3a
4a
Ta

Ta

5a

5a

3a
3a

aborto

aborto

vendida

aborto

vendida

Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay

Granja Escuela Yucay
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Granja Escuela Yucay
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Granja Escuela Yucay
Granja Escuela Yucay
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Negativo
Negativo

Positivo
Negativo
Positivo
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Positivo

Negativo

Positivo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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Anexo 2.

Figura 3,4. Recoleccion de muestras de sangre en bovinos de Yucay

Figura 5. Toma de muestra de sangre junto a la Ing. Guzman, en la Granja

Escuela Yucay.
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Figura 7,8. Muestras en centrifuga, a la derecha se observa la el suero en el

tubo recolector sin EDTA
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Figura 9. Viales rotulados conteniendo las muestras de suero.

Figura 10. Descongelamiento y homogenizacién de muestras congeladas a
-20°C.

62

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11
A CN M M M M M M M M M M
B CN M M M M M M M M M M
C CP | M M M M M M M M M M
D CP | M M M M M M M M M M
E M M M M M M M M M M M
F M M M M M M M M M M M
G M M M M M M M M M M M
H M M M M M M M M M M M

Tabla 11. Distribucion de las muestras de suero sanguineo de bovinos de Yucay,

ELISA para la prueba de DVB anticuerpos.

Figura 12,13. Procesamiento de suero sanguineo por el método de ELISA.
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Figura 14, 15. Adicién de la solucion stop para proceder con la lectura de

las densidades Opticas de cada muestra.

Figura 16, 17. Duefios de los hatos muestreados recibiendo los resultados de

sus animales.
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Figura 18, 19. Duefios de los hatos muestreados recibiendo los resultados de

sus animales.
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