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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion; se llevo a cabo en el distrito de Paucarcolla-
Puno a 3,845 msnm; durante los mes de noviembre del 2017 a julio del 2018,
con el objetivo: Determinar la seroprevalencia de la Diarrea Viral Bovina,
considerando las siguientes variables; sexo (machos y hembras < de 2 afos),
edad (< de 2 afos y > de 2 anos), estado reproductivo (prefiadas en produccion
y vacia sin produccion) y estado productivo (vacias en produccion y prefiadas
sin produccion), donde se muestrearon 91 vacunos de la raza Brown swiss. Las
muestras se evaluaron en el laboratorio de salud animal con sede en el CIP.
Chuquibambilla de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNA — Puno,
mediante la prueba de ELISA (IDEXX BVDV p80 Ab) indirecta y los datos fueron
procesados por la prueba estadistica de Chi-cuadrada, teniendo los siguientes
resultados; la seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina en el distrito de
Paucarcolla fue de 60.44 %; segun sexo (macho y hembra) fue de 33.33 % vy
41.18% respectivamente, no existiendo diferencia estadistica (P=0.05); para la
edad (< de 2 anos y > de 2 afios) fue de 37.93% y 70.97%, mostrando una
diferencia estadistica (P<0.05); estado reproductivo (prefiadas en producciéon y
en vacias sin produccion) fue de 75% y 73.33%, no existiendo diferencia
estadistica (P=0.05) y finalmente el estado productivo (vacias en produccion y
prefiadas sin produccién) fue de 75% y 60%, no existiendo diferencia estadistica
(P=0.05). En conclusion, el presente trabajo de investigacion demostré la
existencia de anticuerpos del virus de la diarrea viral bovina en el distrito de

Paucarcolla.

Palabras clave: seroprevalencia, Diarrea viral bovina (DVB), ELISA.
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ABSTRACT

The present research work; it was carried out in the district of Paucarcolla-Puno
at 3,845 meters above sea level; during the months of November 2017 to July
2018, with the objective: Determine the seroprevalence of Bovine Viral Diarrhea,
considering the following variables; sex (males and females < of 2 years), age (<
of 2 years and > of 2 years), reproductive status (pregnant in production and
empty without production) and productive state (empty in production and
pregnant without production), where They sampled 91 cattle of the Brown swiss
breed. Samples were evaluated in the animal health laboratory based at CIP.
Chuquibambilla of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Husbandry
UNA - Puno, by means of the indirect ELISA test (IDEXX BVDV p80 Ab) and the
data were processed by the Chi-square statistical test, having the following
results; the seroprevalence of bovine viral diarrhea virus in the district of
Paucarcolla was 60.44%; according to sex (male and female) it was 33.33% and
41.18% respectively, there being no statistical difference (P=0.05); for age (< of
2 years and > of 2 years) was 37.93% and 70.97%, showing a statistical
difference (P<0.05); reproductive status (pregnant in production and empty
production) was 75% and 73.33%, there being no statistical difference (P=0.05)
and finally the productive state (empty production and pregnant without
production) was 75% and 60% , there being no statistical difference (P=0.05). In
conclusion, the present research work demonstrated the existence of bovine viral

diarrhea virus antibodies in the district of Paucarcolla.

Key words: Seroprevalence, Bovine viral diarrhea (DVB), ELISA
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I.  INTRODUCCION

La crianza de ganado Vacuno es una actividad importante para las familias
rurales y centros de produccién ganadera en el pais, siendo su poblacién de
57156,000 cabezas aproximadamente. La raza predominante es la criolla,
representando el 63,9% del total de la distribucion, seguida por la Brown Swiss
con 17,6%, la Holstein con 10,3%, Gyr/Cebu con 3,4% y otras razas con 4,8%
respectivamente. La poblacion de ganado vacuno se concentra en la Sierra con
3774,300 cabezas; La region Puno cuenta con 617,163 vacunos, la provincia de
Puno tiene 111,899 vacunos Yy el distrito de Paucarcolla con 10,423 vacunos

(INIA, 2012).

El vDVB es un agente etioldgico de mayor distribucién en la poblacion bovina,
principalmente en cuencas lecheras donde alcanza prevalencias mayores al
50%, teniendo como referencia una prevalencia cercana a la zona de estudio
donde se observé por Quifiones, (2007) quien mostro 25.35%, 18 positivos de
un total de 71 animales, la prevalencia depende del tipo de ganado, densidad
poblacional, tipo de manejo, comercio de animales, manejo de pasturas, entre
otros (Rivera, 2008) y esta enfermedad se ha asociado a cuadros digestivos, con
diarreas y erosiones en cavidad oral, trastornos reproductivos (abortos,

alteraciones congénitas e infertilidad) y signos respiratorios. (Hilbe et al., 2007).

El impacto econdmico de esta enfermedad son las perdidas productivas, gastos
de tratamiento y prevencion, sin embargo las pérdidas productivas dependen del
tamafio de la poblacién, la magnitud de la infeccion y el curso de las diferentes
manifestaciones de la enfermedad que influyen en la disminucién de la

produccion lactea; en los trastornos reproductivos tenemos, la reduccion en la
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tasa de la concepcion, infecciones fetales causales de abortos, defectos
congénitos, retardo en el crecimiento y muerte entre los animales al adquirir la
infeccion en forma aguda, sumandole a esto, la infeccion de los fetos
produciendo terneros persistentemente infectados (PI) donde los animales mas
jovenes son mas deébiles y tienen una mayor susceptibilidad a otras
enfermedades y eventualmente pueden morir por la enfermedad de las mucosas
(House, 2003) es por eso hay que contribuir a un mejor conocimiento de la
epidemiologia de esta enfermedad y asi mismo estos datos han de ser Utiles

para tomar medidas adecuadas para el control de esta enfermedad.

1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.1.1. Objetivo general
- Determinar la seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina
(vDVB) en vacunos de la raza Brown Swiss en el distrito de

paucarcolla.

1.1.2. Objetivos especificos

Determinar la seroprevalencia del virus de la diarrea viral Bovina

segun sexo (machos y hembras < 2 afios).

- Determinar la seroprevalencia del virus de la diarrea viral Bovina
para la edad (< de 2 afios y < de 2 afos).

- Determinar la seroprevalencia del virus de la Diarrea Viral Bovina
segun estado reproductivo (prefiadas en produccion y vacia en
seca).

- Determinar la seroprevalencia segun estado productivo (vacias en

produccion y prefiadas sin produccion).
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ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes del vDVB.

Esta enfermedad estéa distribuida mundialmente y la infeccion tiene a ser
endémica en las poblaciones bovinas; en la mayoria de los paises alcanza
niveles de 0.5 a 2% en bovinos persistentemente infectados (PI) y 60 a

80% de bovinos seropositivos (Lertora, 2003).

La diarrea viral bovina (DVB) se presentd por primera vez en el afio 1946
en Estados Unidos segun Olafson et al., (1946), y se caracterizo por la
presentacion de fiebre alta, depresion, diarrea, deshidratacion, anorexia,
salivacion, descarga nasal, erosiones gastrointestinales, leucopenia y
hemorragia en varios tejidos. El agente causal de esta enfermedad fue
aislado por Chase, (2004) y se denominé vDVB. Una presentacion similar,
pero de mayor severidad se observd en Canada y Estados Unidos,
manifestandose con fiebre, anorexia, depresion, salivacion profusa,
descarga nasal, hemorragias gastrointestinales, erosiones, Ulceras, y
diarrea profusa a veces sanguinolenta; condicion que posteriormente se

denomino “enfermedad de las mucosas” (EM) (Ramsey y Chivers, 1953).

Fue introducida en el Peru en la década de los 60 con la importacién de
vaquillas de un pais donde la enfermedad es endémica. Estudios
epidemiologicos posteriores demostraron que la DVB se encuentra en la

poblacion bovina del pais (Rivera, 1993).
2.2 Definicién
La Diarrea Viral Bovina (DVB), es una enfermedad de etiologia virica que

afecta a los bovinos de todas las edades y que puede cursar con
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sintomatologia muy variable dependiendo principalmente de las
caracteristicas de la cepa. se ha asociado a cuadros digestivos, con
diarreas y erosiones en cavidad oral, trastornos reproductivos (abortos,
alteraciones congeénitas e infertilidad) y signos respiratorios. (Hilbe et al.,

2007).

2.3 Agente Etioldgico
2.3.1 Taxonomia
El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) pertenece al género Pestivirus
y que James y Dubovi, (2011) lo describe como virus RNA de cadena
simple, envueltos y esfericos; Los Pestivirus han sido reclasificados
desde la familia Togaviridae a la familia Flaviviridae por la quinta
reunién del Comité Internacional de Taxonomia Viral (House, 2003).
Dentro de este mismo género se encuentra la enfermedad de las
fronteras de ovinos y la peste porcina clasica (PPC), los cuales son

antigénicamente y genéticamente relacionados (Rondén, 2006).

2.3.1.1 Caracteristicas generales del virus de la diarrea viral bovina
(vDVB)
Morfol6gicamente, es una particula esférica de 48 - 60 nandmetros
(nm) de diametro, constituido por una nucleocapside icosahedral de
25 a 37 nm de diametro de naturaleza proteica y una envoltura externa
de naturaleza lipidica. En la envoltura se sittan las tres glicoproteinas,
mientras que en la nucleocapside se localiza el ARN y la proteina de

la capside p 14/C (Kobrak y Weber, 1997).
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2.3.2. Genoma
La informacion genética esta contenida en una molécula de ARN de
cadena simple con polaridad positiva, el genoma esta constituido de 12.0
a 12.5 Kilobases (Paton, 1995). El primer evento de la biosintesis del
virus es la traduccion del codigo genérico en una poliproteina que es
cortada durante y post traduccion de la misma para dar lugar a las
diferentes proteinas estructurales y no estructurales del virus (Ridpath,

2005).

2.3.2.1. Proteinas
El primer evento de la biosintesis del virus es la traduccion del cédigo
genético en una poliproteina que es corta durante y luego de la
traduccion de la misma; para dar a las diferentes proteinas
estructurales y no estructurales del virus (Donis, 1995). Entre las
proteinas mas importantes que conforman la estructura de la particula

tenemos:

- Npro/p20: Es la primera proteina no estructural traducida del ORF
y cumple la funcidon de autoproteasa, generado del extremo N
terminal de la proteina C/p14 Esta proteina no es requerida para la
replicacion del ARN viral (Ridpath, 2005).

- C/pl4: Es la segunda proteina generada y es la mas abundante.
Constituye la capside y antigeno del grupo viral. Su funcién es
empaquetar el ARN gendmico y proveer las interacciones
necesarias donde se anclara la envoltura del virién. Esta proteina
Nno provoca una respuesta de anticuerpos en el ganado (Chase et

al., 2004).
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Erns/EQ/gp48: Glicoproteina bien conservada que induce altos
niveles de anticuerpos, aunque con escasa capacidad
neutralizante. Es una ARNasa secretada al espacio extracelular
por exocitosis durante la replicacion viral (Chase et al., 2004).
E1/gp25: Es otra glicoproteina de envoltura que se ha encontrado
en viriones covalentemente unidos al E2/gp53 por puente disulfuro.
Esta proteina no induce una respuesta humoral significativa
(Chase et al., 2004).

E2/gp53: Es la principal glicoproteina y un objetivo antigénico de
los anticuerpos. Esta glicoproteina es muy antigénica e induce la
produccion de anticuerpos neutralizantes luego de una infeccion o
vacunacion con vacunas vivas o muertas. Ademas, esta asociada
con otras actividades biolégicas, incluyendo unién al receptor de la
célula y ensamblaje viral (Chase et al., 2004).

p7: Es una proteina no estructural que parece ser esencial para la
produccién y ensamblaje de virus infeccioso. Esta proteina no es
requerida para la replicacion del ARN viral (Goyal y Ridpath, 2005).
NS2-3/p125: Es una proteina no estructural altamente conservada
entre todos los pestivirus, posee propiedades de helicasa y
proteasa, indispensable en la replicacién viral; cuenta con dos
dominios que acttan por separado, NS2/p54 y NS3/p80, cada uno
con distintas propiedades quimicas. El ganado infectado o
vacunado con virus modificado desarrolla una fuerte respuesta
humoral contra este polipéptido; mientras que la vacuna a virus

muerto produce una respuesta insignificante. Los anticuerpos
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contra NS2-3/p125 producen reaccion cruzada entre VDVB, VPPC
y VEF (Chase et al., 2004).

- NS2/p54: Es un producto proteolitico de la NS2-3/p125. Esta
proteina tiene una actividad de unién en el ARN. Posee un dominio
tipo Zincfinger (Goyal y Ridpath, 2005).

- NS3/p80: Es un producto proteolitico de la NS2-3/pl125,
determinando el fenotipo del vDVB. Esta proteina tiene actividad
de NTPasa en el extremo amino terminal y de helicasa en el
extremo carbono terminal. La NS3/p80 es una proteina altamente
conservada en el biotipo CP, 2005) y se produce por mutaciones o
recombinaciones entre el ARN del VDVB y ARN celular o
duplicaciones del ARN viral. La proteina NS3 es un antigeno
inmunodominante en las respuestas de anticuerpo en terneros
inmunizados (Chase et al., 2004; Goyal y Ridpath, 2005).

- NS4A/p10: Es una proteina no estructural hidrofébica que participa
como un esencial cofactor de la NS2-3/p125 y la serina proteasa
NS3/p80 (Goyal y Ridpath, 2005)

- NS4B/p32: Es una proteina no estructural hidrofébica. Es un
importante modulador de la citopatogenicidad de la cepa NADL del
VDVB y se encuentra asociado a la produccién del NS3/p80 del
fenotipo CP. Esta proteina es un componente de la replicasa
(Goyal y Ridpath, 2005).

- NS5A/p58: Es una fosfoproteina serina que esta intimamente
asociada con una o mas quinasas. También, es un componente de

la replicasa (Goyal y Ridpath, 2005).
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2.3.3 Clasificacion

Teniendo en cuenta la variabilidad genética, y su estrecha relacién con
otros miembros del genero pestivirus, la clasificacion del vDVB ha sido
dificil y ha ido cambiando a medida que las nuevas investigaciones
aportaban nuevos conocimientos sobre el virus y sus variantes. El analisis
molecular de ciertas regiones del genoma y la utilizacion de anticuerpos
monoclonales permitié dividir a los vDVB en genotipos. Por el efecto que
produce el virus en cultivo celulares se les subdividio en dos biotipos,

citopaticos y no citopaticos (Ridpath et al., 2005).

2.3.3.1 Genotipos

Mediante estudios genéticos se han diferenciado dos genotipos
dentro del vDVB, los cuales se han denominado genotipo | y I
(Ridpath et al, 2005). Las diferencias entre el genoma de ambos
genotipos se encuentran en tres zonas hipervariables; dos de las
cuales se encuentran en la gp53/E2 (Kobrak y Weber, 1997). En
altimos estudios realizados, analizando la regién 5 del genoma por RT
-PCR, dentro del genotipo | se han diferenciado tres subgenotipos

distintos denominados la, Ib e Ic (Sanjuan et al, 1999).

El genotipo | incluye las cepas de laboratorio y las vacunales: NADL,
SINGER, NY-I, C virus, TGAN y Osloss. El genotipo Il esta compuesta
por las nuevas cepas asociadas con una alta mortalidad,
trombocitopenia y hemorragias en USA y Canada; cepas aisladas de
animales con infeccién persistente nacidas de vacas vacunadas y
cepas aisladas de suero fetal como: NY-93, 890, AZSPLN, MS-I; SY-

89y V/IFLL (Ridpath et al, 2005).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

2.3.3.2 Biotipos
Un aspecto importante de este agente viral es la presencia de dos
biotipos en funcidn a su conducta de desarrollo in Vitro (cultivo celular)
y a nivel molecular: biotipo citopatogénico (CP) y biotipo no
citopatogénico (NCP) (Paton. 1995), el biotipo citopatogénico, causa
vacuolizaciéon y muerte celular in Vitro. Ambos biotipos producen la
misma enfermedad con toda la gama del sindrome de la DVB

(Vanroose et al, 1998).

El biotipo citopatogénico surge a partir del biotipo no citopatogénico
del vDVB, esta diferenciacion se da por el procesamiento de la
proteina NS23 o p125 presente en el biotipo NCP; el biotipo CP posee
ademas de la proteina p125, la proteina p80, la cual le confiere el
fenotipo citopatogénico al virus. Analisis de secuencia miento del
genoma muestran que el biotipo CP, puede ser generado por una
division proteolitica de un alterado NS23, duplicacion genética de

NS3, o simple punto de mutaciéon (Kurmmerer y Meyers, 2000).

El origen del virus CP, a partir del virus NCP del vDVB, explica el gran
nivel de similitud antigénica encontrado entre estos dos biotipos del
vDVB (CP/NCP); ademas del origen espontaneo de la enfermedad de
las mucosas ante la presencia de ambos biotipos en el mismo animal
(Paton, 1995). El biotipo NCP del vDVB es aislado comunmente de
animales con infeccion aguda y estan presentes invariablemente en

animales persistentemente infectados (Paton, 1995).
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2.3.4 Replicacion viral
La replicacion comienza con la adhesion y penetracion en la célula
hospedadora, para parecer que el receptor especifico del vDVB es una
proteina de superficie de 50KD de las células, por mediacion de la E2,
el virus ingresa al citoplasma mediante endocitosis mediada y libera su
genoma en el citosol, y luego el RNA viral es traducida en el ribosoma
en una poliproteina, la misma que es cortada por enzimas de origen
viral en polipéptidos que constituyen las proteinas estructurales y no
estructurales, y el ensamblaje tiene lugar tanto en el aparato de Golgi
como en el reticulo endoplasmico donde los viriones adquieren su
envoltura lipidica. Cada célula infectada libera de 100 a 1000 viriones
gue alcanzan el medio extracelular mediante exocitosis y al cabo de 3
horas postinfeccion puede detectarse polipéptidos viricos en las células
infectadas alcanzando un maximo a las 12 a 14 horas postinfeccion.

(SanJuan et al., 1999).

2.4. Epidemiologia
2.4.1 Fuente de lainfeccién
La principal fuente de infeccion del vDVB son los animales PI, cuya
eficacia en la transmision del virus es tal que, en tan solo tres a cuatro
meses son capaces de infectar al 90% de los animales con los que
conviven (Houe et al., 1999). Los animales PI eliminan grandes
cantidades de virus durante toda su vida a través de secreciones y
excreciones tales como descarga nasal, saliva, semen, orina, heces,
lagrimas y leche (Brock et al, 2000; Sandvik, 1999); siendo la prevalencia

de los animales Pl de 0.5 — 2 % (Houe, 1995).
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Los animales con infeccion aguda representan también una fuente
importante de diseminacion viral durante la infeccion, el virus es
usualmente excretado a partir del dia 4 al dia 10; aunque el virus puede
ser excretado durante un periodo mayor (Brownlie, 1991). Si bien, los
animales con infeccibn aguda también diseminan el virus por
secreciones y excreciones, la cantidad del virus es mucho menor en

relacion a los animales PI. (Houe, 1995; Kirkland y Macintosh, 1994).

El virus también ha sido aislado de otros rumiantes incluyendo ovinos,
caprinos y algunos de vida silvestre y en cautiverio; siendo estas
especies, consideradas fuente potencial de transmision del virus (Houe,

1995).

2.4.2 Métodos de transmisién

2.4.2.1 Transmision Vertical
La transmision vertical ocurre de una generacién a otra. Se incluye
la transmision al feto a través del semen infectado de toros con
infeccion aguda o persistentemente infectados (PIl). Las hembras
seronegativas pueden ser inseminadas con semen infectado
pudiendo infectarse y en caso de ocurrir la produccién de una cria
Pl, entonces es una transmision vertical, aunque como ya se
menciond va precedida de una transmision horizontal. A pesar de
la alta mortalidad entre los terneros Pl (Houe, 1999), algunos
pueden llegar a adultos y reproducirse, entonces los terneros de
madres Pl son también PI, por lo tanto, se forman lineas familiares
de animales Pl y puede ocurrir en varias generaciones (Houe,
1995). Ademas, puede ocurrir transmision vertical después de la
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transferencia de embriones, si la receptora o la hembra donante
son Pl el vDVB esta presente en niveles altos en el medio uterino,
por ello antes se puede dar una transmisioén horizontal de madre a

madre a través de los procedimientos del lavado (Houe, 2003).

2.4.2.2 Transmision Horizontal
La transmision horizontal puede ser directa o indirecta. La
transmision directa, ocurre por contacto entre animales
susceptibles y animales persistentemente infectados (PI), siendo
esta la via mas importante de transmision de la infeccion;
presumiblemente, la mas eficiente es el contacto de nariz a nariz
(Travén et al, 1991), existe ademas la posibilidad de transmision
por el aire siendo a poca distancia, aunque esto no esta probado

experimentalmente.

Al igual que en la transmision vertical, la principal fuente de
infeccidon son los animales PI, aunque también estd probado la
capacidad de transmitir el vDVB a partir de animales con infeccién

aguda (Houe, 1995).

El semen es una fuente importante de transmision horizontal para
las vacas, esto esta asociado con la eliminacién del virus a través

de este medio (McGowan et al., 1993).

2.5 Patogénesis
La transmision horizontal del virus es en forma directa, por inhalacion de
saliva infectada, descarga 6culo nasal, vaginal, orina y heces. La transmisién

también puede ocurrir a través del semen infectado, de toros con infeccion
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aguda o PI (Vanroose et al., 1998). La transmision vertical ocurre en
cualquier etapa de la gestacion; ademas la transmision también es posible

via agujas hipodérmicas (Baker, 1995).

Las primeras poblaciones celulares que soportan la replicacion viral son las
células epiteliales de la cavidad bucal, tonsilas y del tracto digestivo, células
linfoides, como consecuencia el animal puede presentar multiples

expresiones clinicas (SanJuan et al., 1999).

La infeccion transplacentaria con vDVB es muy frecuente; ya que el virus
cruza la placenta con casi 100% de eficiencia. El resultado de la infeccién
del feto dependerd principalmente del periodo de gestacion cuando ocurra la
infeccion y del biotipo de la cepa infectante. Los efectos pueden ser muerte
embrionaria, fetal, aborto o momificacion, malformaciébn congénita,
nacimientos de terneros débiles, nacimientos de terneros Pl y nacimientos
de terneros sanos (Baker, 1995). Los terneros Pl son el resultado de la
infeccion del feto entre los 120 a 125 dias de edad fetal con una cepa NCP

(Vanroose et al., 1998).

Los fetos bovinos son capaces de desarrollar una respuesta inmune contra
el virus de la DVB a los 180 dias de gestacion, aunque para algunos fetos
ya es posible una respuesta con anticuerpos entre los 120 y 165 dias de
gestacion. Dicha respuesta inmune en el feto se desarrolla luego de 20 a 30

dias post infeccion (Potgieter, 1995).

2.5.1 Infeccion subclinica
El 70 al 90% del ganado adulto susceptible puede presentar la DVB

subclinico. El periodo de incubacion es de 5 a 7 dias aproximadamente
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luego de lo cual se presenta una ligera fiebre y leucopenia, que
usualmente no es notado por el veterinario o ganadero, siendo esto
seguido por una produccion de anticuerpos neutralizantes (Baker, 1987).
En general, es raro que el vDVB causa enfermedad en animales
inmunocompetentes, sin embargo, debido a su rol inmunosupresor el
vDVB puede potenciar o favorecer el desarrollo de infecciones
secundarias, sobre todo aquellas de tipo respiratorio como el complejo

respiratorio bovino (Obando et al., 2006).

La infeccidon persistente con el vDVB en el ganado bovino resulta de
infecciones en utero (Fredriksen et al, 1999; Sandvik, 1999). Las
hembras gestantes Pl usualmente producen crias PI; teniendo éste las
siguientes caracteristicas: terneros anormales, nacimientos prematuros,

retardan el crecimiento y dificultad para la lactacion (Bock et al., 2000).

Algunos mueren dentro de los 6 primeros meses de vida, tal vez por el
debilitamiento de la respuesta inmune contra la enfermedad. Sin
embargo, algunos muestran salud y crecimiento normal. Los animales PI
resultan en una inmunotolerancia a los antigenos del virus de la DVB,
resultando de esto evidencias de la interaccion sinérgica del vDVB con

otros agentes patdgenos (Chase, 2004).

Los toros infectados en forma aguda o PI, producen semen infectado con
el vDVB, como consecuencia de la replicacién del virus en la vesicula
seminal y glandula prostatica (Kirkland y Macintosh, 1994), el cual sirve
como medio para la transmision del virus a vacas susceptibles. La

calidad del semen infectado por el vDVB, es caracterizada por el
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descrecimiento de la motilidad, incremento de porcentaje de

anormalidades morfologicas de las células espermaticas. (Baker, 1995).

2.5.2 Infeccion aguda
La infeccidon aguda en animales seronegativos e inmunocompetentes,
puede dar un rango muy amplio de signos clinicos, estando relacionados
con factores como cepa del virus, edad del animal, inmunidad y estado
fisiologico del animal y la presencia de otros agentes patogenos. La
mayoria de las infecciones agudas estan causadas por el biotipo NCP,
generalmente ocurre en animales entre 6 meses y 2 afios de edad
(Baker, 1995). El periodo de incubacion es de 5 - 7 dias; seguido de

fiebre transitoria y viremia por encima de los 15 dias.

Luego del ingreso del virus se replica en las células epiteliales de la
mucosa oronasal y tonsilas, la progenie se disemina via sanguinea y
linfatica, como virus libre o asociado a linfocitos y monositos. Ademas,
clinicamente la enfermedad se caracteriza por: estomatitis erosiva
aguda, gastroenteritis y diarrea, leve depresion, inapetencia, descarga
oculonasal. Las infecciones agudas causan ovaritis y producen

infertilidad temporal (Vanroose et al, 1998).

El vDVB, raramente causa enfermedad en animales menores de 6
meses de edad. Los terneros recién nacidos infectados con vDVB
pueden padecer de severas enteritis que son ocasionalmente de curso
fatal (Baker, 1995). Experimentalmente se ha demostrado que en
terneros que tomaron tarde el calostro, la infeccion que resulto fue una

enfermedad clinica benigna con rapido restablecimiento. Los hatos
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susceptibles experimentan diarrea con alta morbilidad, pero con baja o
nula mortalidad; la produccion lechera también se ve afectada.
Generalmente, los anticuerpos neutralizantes son detectados en suero 3
a 4 semanas post infeccion y persisten probablemente por afos.

(Vanroose et al., 1998).

2.5.3 Enfermedad de las mucosas

Es una forma esporadica de la infeccion con el vDVB y usualmente
afecta a los animales entre meses y 2 afios. La enfermedad de las
mucosas, es usualmente de curso fatal y estd asociado con super
infeccion del animal PI con el biotipo NCP, por el biotipo CP del vDVB
(Paton, 1995), teniendo como condicién, que el biotipo superinfectante
CP debe ser antigénicarnente homologo al biotipo NCP presente en el
animal. (Vanroose et al., 1998). Estos animales desarrollan profusa
diarrea, una rapida pérdida de condicién corporal, erosiones a nivel del

tracto gastrointestinal, y muerte (Baker, 1995; Bolin et al., 1990).

2.5.4 Sindrome Hemorragico

En USA Y CANADA, se han reportado como severos, en estos casos
se observa diarrea con sangre, epistaxis, congestion en conjuntiva y
mucosas, hemorragias petequiales y equimoéticas en mucosas, los
animales muestran pirexia, leucopenia, linfopenia y neutropenia. Este
sindrome ha sido asociado con infecciones por cepas NCP del genotipo

Il (Ridpath et al., 2001)
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2.5.5 Complejo respiratorio
La infeccibn con vDVB en animales inmunocompetentes vy
seronegativos tiene poca importancia, pero Si como un agente
inmunosupresor. EI vDVB potencia a otras infecciones virales y
bacterianas como: Parainfluenza tipo 3, Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina, Coronavirus, Rotavirus, Pasteurella spp., Salmonella spp.,
Coccidia, etc.; Produciendo un cuadro de enfermedad respiratoria
severa denominado complejo respiratorio bovino, que es uno de los
problemas causantes de grandes pérdidas econdémicas en el mundo.

(Fulton et al., 2000)

2.5.6 Trastornos reproductivos
El mayor impacto econémico de la infeccion con el vDVB es el

ocasionado por los trastornos reproductivos (Moennig y Liess, 1995).

Se han encontrado antigenos de vDVB en las células del estroma
ovarico y en los oocitos en todos los estadios de maduracion de los
foliculos ovaricos y una disminucion significativa en los niveles de
estradiol plasmético acompafado a la infeccion aguda (Fray et al.,
2000). ElI vDVB en las hembras es el agente causal de ooforitis
intersticial no purulenta, con necrosis de células de la granulosa y de
oocitos produciendo de esta manera una disfuncion ovarica (Grooms,

1998).
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2.6 Aspectos Inmunologicos
Ambos biotipos del vDVB muestran un amplio tropismo celular y tienen una
especial predileccion por las células del sistema inmune incluyendo linfocitos

B, T y macréfagos (Lértora, 2003).

La respuesta inmune desarrollada luego de la exposicion al virus es dirigida
contra todas las proteinas estructurales y no estructurales del virus, siendo
la proteina E2 la mas importante en la inducciéon de los anticuerpos

protectores o neutralizantes (Donis, 1995).

La respuesta inmune celular contra el vDVB no esta muy bien delucidada.
Estudios realizados indican que de toda la poblacion de células T, las células
CD4+, pero no de las células CD8+, son las principales responsables de la
inmunidad protectiva contra el vDVB (Howard, 1990). Sin embargo, un
estudio realizado in vitro describe una respuesta virus especifico de las
células T CD4+y CD8+ en animales seropositivos, lo que al parecer refuerza
el concepto de que la respuesta antiviral de las células T comprenden células
CD8+, capaces de actuar como efectoras contra células infectadas, y las
células CD4+, que pueden proporcionar ayuda para la produccion de
anticuerpos neutralizantes capaces de limitar la diseminacion del virus

(Rhodes et al., 1999).

La persistencia del vDVB en el ganado es una consecuencia especifica de
la inmunotolerancia de los linfocitos B y linfocitos T frente al antigeno del
vDVB. Los anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes contra el vDVB

estan ausentes en esos animales PI; pero estos animales son
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Inmunocompetentes a otros antigenos incluso a otras cepas del vDVB

(Larson y Fossum, 1992).

2.7 Diagnostico
No existen signos clinicos patognomaonicos en una infeccion con el vDVB en
el ganado. Por lo tanto, el diagndstico esta basado en las confirmaciones en
laboratorio mediante el aislamiento del virus, deteccién de antigenos virales
o0 deteccion de acido nucleico y deteccidn de anticuerpos contra el virus. Los
animales Pl pueden ser identificados por el uso combinado de pruebas
serologicas y pruebas de identificacion viral o en muestras de sangre

(Duvobi, 2013)

2.7.1 Aislamiento viral en cultivo celular
El aislamiento viral es la prueba estandar y tiene alta especificidad, pero
es costoso, muy laborioso, requiere muchos dias obtener el resultado
y es dependiente de cultivo de células. El aislamiento viral puede
realizarse a través de muestra de secreciones y tejidos fetales o sangre

entera (Sandvik, 1999).

Es fundamental garantizar que las lineas celulares utilizadas, que
pueden ser de rifidn, pulmdn o cornete nasal de feto bovino, sean libres
del vDVB (Bolin, 1990); a su vez el suero fetal bovino utilizado debe ser
libre no solo del vDVB, sino también de anticuerpos neutralizantes

(Edwards, 1990).
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2.7.2 Deteccion de antigeno virales

2.7.2.1 Inmunoperoxidasa
Es una prueba inmunohistoquimica rapida para detectar antigenos
virales en muestras de tejido fresco o fijado en formalina. Esta
prueba es: similar a la IF, pero en este caso el anticuerpo
monoclonal o policlonal este marcado a una enzima como la
peroxidasa. Esta técnica no requiere de microscopio de

florescencia (Lertora, 2003).

2.7.2.2 Inmunofluorescencia
Es una prueba inmunohistoquimica rapida para detectar antigeno
viral en muestras de tejido fresco mediante el uso de anticuerpos
monoclonales o policlonales contra el VDVB marcados con

fluorocromos (Lértora, 2003).

2.7.2.3 ELISA de captura de antigenos
La prueba de ELISA de captura de antigenos, esta basada en la
deteccion de antigenos a través de anticuerpos monoclonales
(Mabs). Debido a que los Mabs utilizados Reconocen la p125, debe
ser capaz de detectar muchas sino todas, las cepas del vDVB. La
rapidez y su independencia de cultivos celulares han hecho de esta
prueba una herramienta muy (til para el examen de grandes
cantidades de muestras en programas de control. La prueba utiliza
dos grupos de anticuerpos monoclonales, los cuales reconocen
diferentes epitopes conservados en el polipéptido no estructural
125K/80K del virus, uno de ellos esta pegado a los hoyos de la
microplaca, los cuales capturan al antigeno viral de las muestras,
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el antigeno capturado es detectado por el otro Mabs conjugado con
una peroxidasa. La presencia de color seguida de la adicion del

sustrato de la enzima identifica muestras positivas (Sandvik, 1999).

2.7.3 Deteccion de anticuerpos

2.7.3.1 Virus neutralizacién
La prueba de virus neutralizacién es altamente especifica para
detectar el VDVB, aceptada mundialmente como referencial para
anticuerpos contra el VDVB (Edwards, 1990); el fundamento de la
prueba radica en la capacidad de los anticuerpos para neutralizar
la citopatogenicidad o la capacidad del virus de infectar a las

células en vivo o in Vitro (Rivera et al., 1993).

Esta técnica es cualitativa y permite detectar y titular anticuerpos,
la titulacidn de anticuerpos es de gran utilidad, ya que permite
evaluar la respuesta inmune luego de una vacunacion y ademas
determinar la antigledad de una exposicion de campo. Sin
embargo, existen varias condiciones que pueden afectar el
resultado de la prueba: el biotipo del virus, linea celular, y medio
para el cultivo celular, ademéas de la performance de la prueba

(Fredriksen et al., 1999).

2.7.3.2 Inmunoabsorvancia ligada a enzimas (ELISA)
Estas pruebas son muy utilizadas debido a su independencia de
cultivos celulares, pueden ser aplicados en muestras de leche,
plasma y suero, es factible tener el resultado en pocas horas, y es

posible su automatizacién (Niskanen et al., 1991; Sandvik, 1999).
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Los ELISAs pueden ser indirecta o de competicion o de bloqueo
utilizadas como pruebas tamiz en estudios epidemiolégicos y en los
programas de erradicacion de enfermedades en grandes
poblaciones. (Kramps et al., 1999). Las placas ELISA se preparan
recubriendo los pocillos con las soluciones conteniendo el
antigeno, se incuban con anticuerpos marcados que indican la
presencia de antigeno en la solucion analizada; es necesario incluir
controles negativos. Los controles positivos y negativos son los
mismos, el sistema de deteccion emplea dos anticuerpos: uno
primario contra el antigeno y uno secundario marcado contra el
primario; la deteccion tiene mayor sensibilidad por presentar una
amplificacion de sefial de vida a la unién de dos o mas anticuerpos
secundario por cada primario. Es el ensayo mas empleado como lo
es la inmunoflorescencia indirecta, pues un mismo secundario
marcado y un mismo sistema enzimatico permiten cuantificar una

gran cantidad de antigenos (Williams et al., 1999).

2.7.4 Deteccion del acido nucleico viral
Los avances que se han producido en biologia molecular han
contribuido al desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico altamente
sensibles. Técnicas de DNA recombinante se aplican para la deteccién
rapida de &cidos nucleicos viricos. La reaccion en cadena por la
polimerasa (PCR), es altamente sensible al virus de la diarrea viral
bovina (vDVB) (Njaa et al, 2000), es un método usado para la
amplificacion selectiva in vitro de una regién particular del genoma viral.

Estas moléculas sintéticas pueden ser utilizadas como componente de
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un DNA recombinante o como sonda en un test de hibridacion. El
principio de esta técnica es que moléculas de acido nucleico marcadas,
conocidas como sondas, se unen especificamente a las secuencias
complementarias del acido nucleico que se investiga, en este caso el
cDNA del vDVB. Debido a la complementariedad entre la sonda y el
acido nucleico virico, esta union es especifica. El diagnostico por PCR
del vDVB, se hace sobre oOrganos homogeneizados (enfermedad
aguda) o suero (infeccion persistente). En el caso de la DVB, el RNA
virico debe ser purificado y trascrito a DNA complementario (CDNA),
mediante una enzima transcriptasa reversa (Pellerin et al., 1994; Van

Oirschot, 1999)

2.8 Control y Prevencién

Un programa de prevencion, control o erradicacion de una enfermedad

puede adoptar distintas estrategias que van a variar de acuerdo a la situacion

inicial de la explotacién, pero apoyadas en tres pilares fundamentales que

son: las medidas de bioseguridad, identificacion y remocion de los animales

Pl y vacunacién contra vDVB en el hato (Ames y Baker, 1990).

Bioseguridad, la implementacion de medidas de bioseguridad esté dirigida a

evitar el ingreso del vDVB, asi como su difusion dentro del hato, a través del

control estricto de todos los animales que se incorporan, los cuales deben

ser seronegativos al virus antes y después de la cuarentena estricta, evitar

el contacto directo o indirecto con otros hatos, evitar el servicio con semen

sin certificacion de ser libre de la enfermedad (Lindberg y Alenius. 1999).
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Inmunizacién con vacunas de virus muertos o modificado, con el objetivo de
prevenir la infeccibn congénita, asi como para evitar las infecciones

postnatales (Van Oirschot et al., 1999).

El conocimiento detallado de la epidemiologia de la DVB y del
comportamiento de las pruebas diagnosticas en uso es esencial para la
identificacion de animales virémicos (animales Pl y animales con infeccion
aguda), que son la fuente mas importante de diseminacion viral en hatos

afectados (Sandvik, 1999).

2.8.1 Vacunas
Las evaluaciones realizadas a las vacunas existentes dieron resultados
muy variados, tanto para la infecciébn postnatal como para la infeccién
prenatal (Van Oirschot et al., 1999). Una complicacion para el desarrollo
de las vacunas contra el vDVB es la diversidad antigénica. La tendencia
es identificar la mayor cantidad de variantes antigénica e incluirlos en la

vacuna. Existen en el mercado dos tipos de vacuna.

2.8.1.1 Vacuna a virus vivo modificado
La vacuna a virus vivo modificado contra la DVB, est4 asociada a
una gran variedad de efectos adversos tales como la induccion de
la enfermedad de las mucosas (MD), infeccion fetal e
inmunosupresion, pueden potenciar infecciones recurrentes,
resultando en un incremento en la incidencia de enfermedades

respiratorias (Potgieter, 1995).

Existen mas de 140 vacunas; autorizadas en USA todas satisfacen

requerimientos como pureza, potencia, y seguridad; garantizando
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una respuesta inmune libres de agentes extrafios. La vacuna a
virus vivo modificado (MLV), usualmente contiene un solo biotipo
de virus de la DVB citopatogénico. Los biotipos citopaticos usados
comunmente son vDVB, NADL y vDVB- Singer, vDVB-C24V. Las
ventajas de uso de una vacuna MLV para controlar la DVB radican
en que estas estimulan una rapida respuesta inmune y la
proteccion se establece muy facilmente dentro de 3 semanas post
vacunacion, se detecta anticuerpos en suero y ya neutraliza al
vDVB. La duracion de los anticuerpos en suero post vacunacion
con MLV, es similar a la provocada por infeccion natural,
permaneciendo en esto en altos niveles por mas de un afio y
persisten por varios afios. Sin embargo, en algunos animales los
anticuerpos neutralizantes contra el vDVB desaparecen dentro de
dos afios post vacunacion (Balin, 1990). Ademas de ser menos

costosas.

Las desventajas asociadas a MLV, estan asociadas al fracaso en
la inmunizacién por falla en el almacenamiento o manipulacion lo
cual puede provocar una enfermedad postnatal producto de la
reactivacion de la virulencia del virus; ademas, existe el riesgo de
contaminacion de las lineas celulares y suero fetal bovino utilizados
en la produccion de las vacunas con vDVB cito patogénico. Estas
fallas estan asociadas con enfermedad de las mucosas y fracasos
reproductivos asociados al virus. Las enfermedades de las

mucosas ocurren de 1 a 4 semanas post vacunacion (Bolin, 1995).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

Altiplano

TESIS UNA - PUNO g ; Nacional del

Por ello, la vacuna MLV no es recomendado para hembras

prefiadasya que pueden ocasionar aborto.

2.8.1.2 Vacuna Inactivada
La ventaja del uso de este tipo de vacunas esta relacionada a las
desventajas del uso de las vacunas MLV; sin embargo, la
desventaja de este tipo de vacuna inactivada esta relacionada con
la necesidad de usar 2 dosis de vacuna y esto a su vez retrasa el
tiempo necesario para que se establezca una inmunidad protectiva.
(Bolin. 1990), a su vez, la duracién de inmunidad inducida es corta.

(Van Oirschot. 1999).

2.9 Prevalencia
2.9.1 Prevalencia a nivel mundial
Prevalencia de la infeccion. Esta enfermedad tiene una distribucion
mundial y la infeccion tiende a ser endémica en la mayoria de las
poblaciones bovinas; la mayoria de las encuestas en los diferentes
paises alcanza niveles de 0,5 a 2% de bovinos persistentemente

infectados (PI) y 60 a 80% de bovinos seropositivos (Lertora, 2003).

Estudios realizados en diferentes paises demuestran que la
prevalencia del vDVB, se encuentra dentro del 40 - 90% (Kirkland,
1994). En los Estados Unidos de América se evaluaron 3,157 animales
de 67 hatos aproximadamente el 50% de los hatos tenian historia de
infeccion por VDVB, mostrando el 1.7% de animales Pl y 89% de
animales positivo anticuerpos. también en Suecia, evaluaron un total

de 711 vaquillonas seleccionadas para inseminacion artificial (1A),
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mostrando 1.7% animales virémicos; 1.3% animales Pl y 41% de

animales positivos anticuerpos (Houe, 1995).

Estudios de seroprevalencia por (Barrientos, 2002) en Chile, determina
para la region metropolitana 59,7%, 1X region 77,8%, X region 69,2%
en ganado lechero y 86% en ganado de carne; para cuatro predios de
la zona de Temuco de 140 sueros analizados determina 25,17% de
prevalencia. (Corrales y Garcia, 2003) hace referencia para Finlandia y
Noruega; en un trabajo realizado en el estado de Cojedes, Venezuela
determiné para el ganado vacuno adulto infeccién subclinica del 50 al

90%.

2.9.2 A nivel nacional
En su trabajo de, deteccion de terneros con infeccion congénita del
vDVB en dos hatos lecheros de la provincia de Arequipa encontrd una
prevalencia en animales Pl del 27.8% para el establo A y para el establo
B, 0.16% (Morales et al., 2001), también Manrique (2002). Obsevo que
el 65% de vacas son positivas al virus de la diarrea viral bovina (vDVB),
lo que significa que méas de la mitad de animales han sido expuestas al

virus en algin momento de su vida.

Se determind la prevalencia del virus de la diarrea viral bovina en
muestras de leche de bovinos de las 3 provincias ubicados en el Valle
del Mantaro, Junin. Con este propdsito se colectaron muestras de leche
(228) y sangre (n=65), mediante una prueba de ELISA indirecta y virus
neutralizacion. El 72.4% (165/228) de los animales muestreados

presentaron anticuerpos contra el virus en leche. La prevalencia del
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vDVB fue mayor en los animales de la provincia de concepcion (86.3%),
seguido por Jauja (83.3%) y Huancayo (41.3%). Las densidades
Opticas corregidas de las muestras fluctuaron entre 0 a 2.4, el vDVB fue
detectado en todos los hatos muestreados en rangos de 9.4 a 100%.
La alta prevalencia del vDVB en los animales de todos los hatos
muestreados confirma la amplia difusion del virus en la poblacion

bovina del Valle del Mantaro (contreras et al., 2000).

En un trabajo de investigacion en la cuenca lechera del distrito de
Moquegua en el afio 2014 obtuvo una seroprevalencia general de
29.63% (24/81). En la variable edad de los bovinos menores de 2 afios
y mayores de 2 afios 9.68% (3/31) y 42% (25/50) respectivamente
mostrando diferencia estadistica (P<0.01). el factor sexo fue de 25%
(1/4) y 29.87% (23/77) no existiendo diferencia estadistica (P=0.05). en
el factor estado productivo en gestantes fue de 33.33%(11/23) y en
vacas vacias 45.45% (4/6) también no existiendo diferencia estadistica
(P=0.05). con respecto a las vacas con antecedentes con aborto las
gque abortaron tuvieron una seroprevalencia de 66.67% (4/6) y las que
no abortaron de 39.53% (17/43) tampoco hubo una diferencia

estadistica (P=0.05). (Suni, 2014).

El trabajo de investigacion realizado en Diciembre del 2017 a Febrero
del 2018 en la Comunidad de Huisacollana del Distrito de Yauri,
Provincia de Espinar — Cusco; observo una seroprevalencia general
para vVDVB de 58.8%, segun estado productivo 58.8% para vacas en
secas y 71.2% para vacas en lactacion (P=0.05), segun sexo 50.0%

para machos y 60.2% para hembras (P=0.05), y segun clase animal
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27.8%, 66.7%, 57.1%, 68.1% 57.1%, 33.3% y 66.7% para terneras,
vaquillas, vaquillonas, vacas, terneros, toretes y toros respectivamente;

(P=0.05). (Huacasi, B. 2018)

2.9.3 A nivel regional

La seroprevalencia del vDVB en la provincia de Melgar de un total de
337 muestras de suero, muestreados al azar, fue de 47+0.05%
(176/337). También se encontraron animales que presentaban
anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina en sus distritos de la
provincia de Melgar, en rangos de 14+0.19 a 89+0.22, como se muestra

en el siguiente cuadro (Quispe, 2008).

TABLA N° 01: Seroprevalencia en la cuenca lechera de la Provincia de

Melgar
DISTRITOS NUMERO DE ANTICUERPOS CONTRA EL
MUESTRAS vDVB X #D.S
N° %

Nufioa 72 19 26+0.11
Orurillo 56 17 30+0.12
Umachiri 55 29 53+0.12
Ayaviri a7 19 40+0.14
Santa Rosa 44 30 68+0.14
Macari 42 28 67+0.14
Antauta 22 3 14+0.19
Llalli 21 15 71+0.19
Cupi 18 16 89+0.22
TOTAL 377 176 47+0.05

Fuente: Quispe, (2008).

En un trabajo de investigacibn que se llevé a cabo en el fundo
Cauranhuyo del Distrito de Huacullani de la provincia de Chucuito a fin
de determinar los anticuerpos virales al virus de la diarrea viral bovina,
en el que se evaluaron 92 animales entre jovenes y adultos; y la

condicién de gestacion (vacias y gestantes). Donde obtuvieron una

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [1:3# Nacional del
Altiplano

prevalencia general de 23.91%, para la variable edad se obtuvo el
12.50% para los animales jovenesy el 27.94% para los animales adultos;
referente a la condicion gestacion, se obtuvo el 21.74% para los
animales gestantes y el 24.64% para las no gestantes (vacia) (Ramos

D., 2016).

La seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina (vDVB), en la
estacion experimental ILLPA INIA Puno, de suero sanguineo de un total
de 71 vacunos Brown Swiss y criollos. A través de la prueba diagndstica
ELISA indirecta, obteniéndose los siguientes resultaos: la sero
prevalencia total del virus de la DVB en la estacion experimental fue de
25.35+0.05 (71/18), los valores de seroprevalencia segun sexo fueron
de 14.29% (21/3) en machos y 30% (20/15) en hembras, existiendo
diferencia significativa estadistica (P<0.01). la seroprevalencia del virus
DVB segun edad fue de 18.42% (38/7) en jovenes y de 33.33% en

adultos, no existiendo diferencia estadistica (P>0.05) (Quifiones, 2006).

SENASA 2006, reporta casos con en ganado vacuno de diarrea viral
bovina para el departamento de Puno, en el afio 2003, 7 casos, en el
afo 2004, 14 casos y para el afio 2005, 4 casos de DVB. (Manrique,

2007).

2.9.4. A nivel distrital
No existen reportes de trabajos de la seroprevalencia del virus de la

diarrea viral bovina.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio.
El presente estudio se realizo en el distrito de Paucarcolla, region Puno, su
capital Paucarcolla a 12.3 Km de la ciudad de Puno. se encuentra ubicado
en las coordenadas geogréaficas de 15°44°46”°S y 70°03°31°°0, segun el
INEI, tiene una superficie total de 170,4 672 km2 y se encuentra situado en

la parte sur del territorio peruano.

Las muestras sangre fueron tomadas en el distrito de Paucarcolla y
analizadas el suero sanguineo en el laboratorio de salud animal con sede en
el CIP. Chuquibambilla de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

UNA — Puno y se obtuvieron gracias al apoyo de los productores.

3.2 Materiales

3.2.1 Animales

Bajo la siguiente distribucion

TABLA N° 02: Distribucién de vacas para la prueba seroldgica de Diarrea Viral
Bovina mediante ELISA.

sexo Hembra Macho hembra > a 2 aiios

Edad (<)a2 (<)az2 (>)a2 (>)az2 (>)az2 (>)az2
afos afos afos afos anos anos

Estado Vacia Reprodu prefiada en Vacia sin vacia en Prefiada

Reproductivo ctor produccion  producciéon  produccién sin

produccién

N° de 17 12 16 15 16 15

Animales

Sub total 29 62

Total 91

Fuente: Elaboracién propia
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3.2.2 Materiales y Equipos

Materiales

Para el trabajo de recoleccion de muestras se utilizaron lo

siguiente:

- Tubos al vacio (sistema vacutainer)
- Agujas

- Caja de tecnopor

- Viales

- Lapicero y formato para identificar a los animales

Para el trabajo de laboratorio se emplearon los siguientes materiales:

Micropipetas de precision de 0-100 y 100-1000 pL.

- Pipetas Pasteur

- Agua tridestilada (agua de inyeccion)

- Papel de aluminio o adhesivos para cubrir las microplacas
- Papel toalla

- Cronometro

- termémetro

Equipos

- Incubadora
- Refrigeradora
- centrifuga

- Lector de ELISA
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3.2.3 Reactivos
El kit IDEXX BVDV p80 Ab es un inmunoensayo (ELISA) para la
deteccion de anticuerpos contra vDVB en suero bovino en

muestras individuales

TABLA N°03. Contenido del Kit ELISA (IDEXX BVDV p80 Ab)

Item Reactivos Volumen
1 BVDV/MD/BDV p80 protein 5und
Coated plate
2 Positive control 1X 2.0 mL
3 Negative control 1X 2.0 mL
4a Conjugate concéntrate (100X) 1X 0.75 mL
4b Dilution Buffer N 1 1X 120 mL
5 Dilution Buffer N 1 1X 120 mL
A TMB Substrate N 9 1X 60 mL
B Stop Solution N 3 1X 60 mL
C Wash Concentrate (20X) 1X 100 mL

Fuente: laboratorio IDEXX Europe B.V.

3.3 METODO

3.3.1 Tamafo Muestral
Se determiné mediante el método de muestreo aleatorio simple,
con un nivel de confianza de 95% y un error de precision de 10%

mediante la siguiente formula de Thrusfield (Miranda, 1987).
n =z2(p)(q) /d2

Donde:

n = NUumero de animales (muestra)

Z2 = Valor de Z al 95 % de confiabilidad

p = Proporcién de la poblacién objeto de estudio, reporte de

Quifiones, (2006)
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g =Complemento=1-p

d2 = Grado de precision del muestreo al 90%

Calculando:

n = (1.96)2 (0.39)(0.61) / (0.1)2 = 91.39 ------- 91 vacas

3.3.2 Obtencion de las muestras
Previo y durante la coleccion de muestras se registré e identifico a

los animales segun sexo y categoria a lo que pertenece.

Las muestras fueron colectadas en el mes de noviembre del 2017
por puncion venosa (yugular) en tubos al vacio sin anticoagulante a
91 vacunos, aproximadamente de 5 a 8 ml y seguidamente se llevé
las muestras a un cuarto facilitado por los productores, donde se
centrifugo a 3500 rpm por un lapso de 5 minutos, con el fin de
separar el suero sanguineo, para luego aislarlo en viales de 2ml y
finalmente se trasladaron las muestras a una temperatura de 5-8 °C
al CIP. Chuquibambilla (laboratorio de salud animal), conservados a

-20°C hasta el momento de su analisis.

3.3.3 Deteccion de anticuerpos contra vDVB.
La deteccion de los anticuerpos contra el vDVB se realiz6 mediante
la prueba ELISA indirecta y utilizando placas descartables de 98
hoyos, segun la técnica descrita por la FAO, (2006) en el laboratorio

de salud animal.
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3.3.4 Analisis Serologico

3.3.4.1 Prueba de Elisa para el virus de la diarrea viral bovina

Fundamento.

Se basa en el antigeno inmovilizado del virus de la diarrea viral
bovina (vDVB) sobre una fase solida, mediante anticuerpo que
directa o indirecta producen una reaccion y cuyo producto, es un

colorante que es medido por el espectrofotometro.
Interpretacion de resultados.

v" Célculos de control.

CNy = ENLA (450);rc1v2 A(450)

v" Criterio de validacion.
CNx=0.800 CP:CNx<0.20

v Calculo para muestra.

Muestra A(450)
CNx

Mo/—lOO
N = x

v Interpretacion en muestra de suero

Negativo Dudoso Positivo

M/N250% 40%<M/N<50% M/N<50%
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3.4 Anédlisis de datos

a) Estimacién de la seroprevalencia

La seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina(vDVB), se

determiné mediante la siguiente formula (Thursfield, 1990).

numero de positivos
= 100

total de muestreo

b) Método estadistico.

Los datos de los variables en estudio sobre la seroprevalencia a los
anticuerpos del vDVB, fueron analizadas a través de la prueba de
significancia de ji — cuadrado, considerando el sexo, edad, estado

reproductivo y productivo, para lo cual se utilizé la siguiente formula.

3 (0i —.ei)2

X = ei
Donde:
X&=ji cuadrado
Y= signo sumatorio

Oi = valor observado

ei= valor esperado
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Seroprevalencia general

TABLA N° 04: Seroprevalencia general para anticuerpos al vDVB en vacas

Brown Swiss en el distrito de Paucarcolla.

VARIABLE DE Nro ANIMALES Nro DE SEROPREVALENCIA
ESTUDIO EVALUADOS CASOS %
SEROPOSITIVOS 91 55 60.44
SERONEGATIVOS 91 36 39.56

Fuente: elaboracion propia.

Los resultados obtenidos en el presente estudio se observan en la TABLA
N° 04 la seroprevalencia para el virus de la diarrea viral bovina en vacunos
de la raza Brown swiss del distrito de Paucarcolla — Puno, observandose
el 60.44% que corresponde a 55 animales seropositivos y 39.56% a 36

animales seronegativos.

La alta seroprevalencia del vDVB en Paucarcolla corrobora Lertora,
(2003) quien dice que esta enfermedad tiene una distribucion mundial
donde los animales seropositivos representan de 60 a 80%, también
Corrales y Garcia, (2003) hace referencia para Finlandia y Noruega; es
mMas en un trabajo realizado en Venezuela se determind para el ganado
vacuno adulto con una infeccion subclinica del 50 al 90%. Ademas, En los
Estados Unidos de América se evaluaron 3,157 animales de 67 hatos
aproximadamente donde el 50% de los hatos tenian historia de infeccién
por vDVB, mostrando un 89% de animales positivos al anticuerpo de la

diarrea viral bovina segun Houe, (1995). Por lo cual comparando con los
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datos obtenidos y la bibliografia nos indican que estamos dentro del rango

de la seroprevalencia obtenidos a nivel mundial.

No obstante, en el Peru, Contreras et al., (2000) en una investigacion de
deteccion de anticuerpos contra el vDVB en muestras de leche de bovinos
del valle de Mantaro, Jauja, Concepcion y Huancayo, sefiala que él 72.4%
presentaron anticuerpos contra vDVB en leche, al igual que Manrique,
(2002) en Arequipa reporto 65% de vacas positivas al vDVB, lo que
significa que mas de la mitad de animales han sido expuestas al virus en

algin momento de su vida.

Manrique, (2007) dice que SENASA en 2006 reporta casos en ganado
vacuno con la DVB para la region de Puno, en el afio 2003 7 casos, en el
afo 2004 14 casos y para el afio 2005 4 casos y Quifiones, (2006) reporto
18 casos en la estacion experimental de ILLPA INIA — Puno. Estos datos
nos indican que cada afio va incrementdndose progresivamente los
reportes de seroprevalencia hasta este afio 2018 que obtuvimos un total

55 animales positivos de 91 animales.

Estos altos casos de seroprevalencia en el distrito de Paucarcolla se
pueden atribuir, a que en la zona de estudio existe introduccion de ganado
vacuno, sin control sanitario, ademas, no existen sistemas de
bioseguridad, ni se realiza vacunaciones contra vDVB segun Lindberg y
Alenius, (1999). No obstante, este virus esta alta mente difundido en
nuestra regién; donde un factor importante para esta diseminacién de este
virus pudiera ser por la presencia de animales PI, ya que es la principal

fuente de infeccién del vDVB donde puede transmitir en tan solo tres a
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cuatro meses y pueden infectar el 90% de los animales con los que
conviven segun Houe, (1999). También se debe por el uso indiscriminado
de las pajillas de toros nacionales e importados en programas de
inseminacion artificial teniendo desconocimiento de los registros

sanitarios (libres de enfermedades virales e infecciosas).

4.2. Seroprevalencia segun sexo (machos y hembras < de 2 afios)

TABLA N° 05: Seroprevalencia para anticuerpos al vDVB en vacas Brown
Swiss, segun sexo (Machos y Hembras < de 2 afios) en el

distrito de Paucarcolla.

VARIABLE Nro ANTICUERPOS CONTRA vDVB

DE ANIMALES Nro ANIMALES SEROPREVALENCIA %

ESTUDIO EVALUADOS SEROPOSITIVOS

Macho 12 4 33.33
Hembra 17 7 41.18
Total 29 11 37.93

Fuente: Elaboracion propia (P=0.05)

En el TABLA N° 05 se muestra la seroprevalencia para anticuerpos al
vDVB en vacas de la raza Brown Swiss, segun sexo (< de 2 afos),
observandose el 37.93% de seroprevalencia para la variable sexo, donde
las hembras son mas seropostivos que los machos, datos que al analisis

estadistico no son significativos (P=0.05).

Los datos obtenidos en el presente estudio de 41.18% y 33.33%
respectivamente, tienen una similitud a lo encontrado en Melgar — Puno
por Quispe, (2008) quien mostro una seroprevalencia de 29.5% en
machos y 48.9% para hembras, mientras tanto hubo una gran diferencia
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frente a un estudio realizado por Quifiones, (2006) que realizo en la
estacion expeimental ILLPA INIA Puno donde reporto una seroprevalencia
de 25% para machos y 29.87% para hembras; Esta diferencia se debe a
gue en el centro experimental hay mayor bioseguridad (aislamiento de
animales enfermos, vacunaciones contra los terneros PI) frente a la zona

de estudio.

Los valores superiores en hembras se deben a que la mayoria de las
infecciones son sub clinicas o de caracter moderado, pero al momento del
muestreo estos animales no presentaban los signos caracteristicos de
esta enfermedad como son: la fiebre, descarga nasal, descarga oculo
nasal, leucopenia transitoria, elevada morbilidad y baja mortalidad segun
Lertora, (2003) es por eso que estos vacunos conviven con la enfermedad

ya que el virus de la diarrea viral bovina tiene un efecto inminosupresor.

las hembras tienen la funcién de reproducirse, pasando en su vida por
cambios fisioldgicos y hormonales, es por eso que son mas vulnerables y
mas predispuestas a infectarse por estar en mayor contacto con el agente
viral segun Quispe, (2008) y ademas nos dice que el vDVB conlleva a las
pérdidas econémicas ya se en las fallas reproductivas y en las crias
sobrevivientes a la gestacion; encontrando la mayor persistencia del virus
al momento de la gestacién en fetos hembras que en machos siendo
desconocido este mecanismo de sobrevivencia viral hasta el momento

segun Bolin, (1990) y Ribera, (2008).

Por ende estos resultados nos muestran que los machos son pocos en los

hatos por lo que estan menos expuestos al agente viral por estar aislados
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del rebafio y son vendidos antes de los dos afios para evitar la monta
natural segun McGowan et al., (1993), ya que en el distrito se manejan
mas los programas de inseminacion artificial, sin embargo, los
productores tienen un desconocimiento de la procedencia de las pajilas y
no saben si estos toros estan libres de las enfermedades virales ya que el

virus se puede transmitir a través del semen.

4.3. Seroprevalencia segun edad
TABLA N° 06: Seroprevalencia para anticuerpos del vDVB en vacunos Brown

Swiss para la edad (< de 2 afios y > de 2 afios).

VARIABLE DE Nro ANTICUERPOS CONTRA vDVB
ESTUDIO ANIMALES Nro ANIMALES ~ SEROPREVALEN
EVALUADOS SEROPOSITIVOS CIA %
< de 2 Afos 29 11 37.93
> de 2 Afos 62 44 70.97
Total 91 55 60.44
Fuente: Elaboracion propia (P<0.05)

En el TABLA N° 06 se muestran una seroprevalencia al vDVB en animales

segun edad, observandose que los animales < de 2 afios fue de 37.93%
y para > de 2 afios fue de 70.67%, datos que al analisis estadistico son
significativos (P<0.05) para la edad, es decir que el virus puede infectar
mas a animales > de 2 afos, esto se debe a que el animal se infecta con
el virus donde genera una buena respuesta inmunitaria (puede convivir
con la diarrea viral bovina y con otras enfermedades infecciosas) y con el
tiempo baja su sistema de inmunidad, es por eso que pueden repotenciar

estas enfermedades y pueden conllevan a la muerte.
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En estudios similares en Melgar - Puno, Quispe (2008) reporta una
seroprevalencia de 36.6% para animales < de 2 afos y 56.6 % para
animales > de 2 afos, lo cual se asemejan a nuestros resultados. Sin
embargo, Quifiones, (2006) muestra una seroprevalencia de 18.42 % para
los animales jovenes (toretes, vaquillas y crias) y 33.33 % para los
vacunos adultos (toros y vacas) en la estacion experimental ILLPA INIA-
Puno. Lo que es menor frente a los resultados encontrados en nuestro
estudio, esta diferencia se debe a que en el centro experimental hay
mejores programas de bioseguridad, mejor control sanitario de los
animales segun Lindberg y Alenius, (1999), mas no asi en el distrito de
Paucarcolla por ende hay mayor infeccion.

La alta seroprevalencia se debe a que los vacunos se encuentran mas
hacinados y estan bajo una crianza semi intensiva en donde no existe el
cuidado adecuado de los mismos y estan en permanente estado de estrés
(causando infecciones sub clinicas) por esta razon son mas susceptibles,
debido a que estan en mayor tiempo de su vida a contagiarse con este
virus ya sea por contacto directo (contacto con animales PI) o indirecto
(por inseminacion artificial) segun Brock et al., (2000).

La baja seroprevalencia en animales < de 2 afios, es porque en la mayoria
de las infecciones agudas estdn causadas por los biotipos NCP (se
produce una viremia breve durante 7-10 dias y la excrecion del virus
puede detectarse en secreciones nasales y oculares) y generalmente
ocurre en animales entre 6 meses y 2 afios de edad segun Baker, (1995).
Es por eso que los vacunos menores se vuelven en animales Pl ya que el

virus es inofensivo en menores cantidades y ademas estos biotipos son
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inmunosupresores ya que pueden convivir con otras enfermedades, pero
también algunos mueren dentro de los primeros 6 meses de vida, tal vez
por el debilitamiento de la respuesta inmune contra la enfermedad. Sin
embargo, algunos muestran salud y crecimiento normal, incluso llegan a
reproducirse formando las llamadas lineas familiares de animales (PI) que
puede ocurrir en varias generaciones.

4.4. Seroprevalencia segun estado reproductivo

TABLA N° 07: Seroprevalencia para anticuerpos del vDVB en vacas Brown
Swiss segun estado reproductivo (prefiadas en produccion y

vacia sin produccion).

VARIABLE Nro ANTICUERPOS CONTRA vDVB
DE ESTUDIO ANIMALES Nro ANIMALES SEROPREVALENC
EVALUADOS SEROPOSITIVOS 1A %

Prefiada en

) 16 12 75
Produccion
Vacia sin

) 15 11 73.33
Produccion
Total 31 23 74.19

Fuente: Elaboracién propia (P=0.05)

En la TABLA N° 07 se muestra la seroprevalencia para anticuerpos del
vDVB en vacunos segun estado reproductivo, observandose que las
vacas prefiadas en produccién son mas positivas frente las vacas vacias
sin produccion que son menores, los datos que al analisis estadistico no

son significativos (P=0.05).

Los valores encontrados en el presente estudio son superiores a lo
encontrado en el Distrito de Huacullani de la provincia de Chucuito por

Ramos, (2016) donde reporto una seroprevalencia de 21.74% para los
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animales gestantes y 24.64% para las no gestantes (vacia) y en la cuenca
lechera del distrito de Moquegua por Suni, (2014) reporta una prevalencia
de 33.33% para vacas gestantes y de 45.45% para vacas vacias. Estas
diferencias se deben a que, en la zona de estudio, existe una creciente
tendencia a usar inseminacion artificial para la reproduccion del ganado
bovino lechero y esto se debe a los continuos proyectos pecuarios
ejecutados por la municipalidad distrital de Paucarcolla, como indica
Kirkland y Macintosh, (1994) donde el semen es una fuente importante de
transmision horizontal para las vacas y para los fetos segiin Mcgowan et

al., (1993).

La superioridad de casos positivos en las vacas prefiadas en produccion
se debe a que el virus cruza la placenta casi el 100% en el momento de
la gestacidn segun Baker, (1995), es por eso que el resultado de la
infeccion del feto dependera principalmente del periodo de gestacion
cuando ocurra la infeccion y del biotipo de la cepa infectante, donde
generalmente habrda muerte embrionaria, aborto o momificacion,
malformacion congénita, nacimientos de terneros débiles, nacimientos de
terneros Pl y nacimientos de terneros sanos es por eso que las vacas
prefiadas siguen su curso de gestacion no obstante este virus pueda

adelantar o retroceder el periodo de parto.

Los valores de seroprevalencia en vacas vacias en seca son menores
frente a las vacas prefiadas en produccion, pero son superiores los casos
positivos esto se debe a que el virus de BVD en el Gtero de una hembra
durante la inseminacion artificial demostré interrumpir la fertilizacion.

Ademas, algunos estudios reportan que se han encontrado antigenos del
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vDVB en las células del estroma ovarico y en los oocitos en todos los
estadios de maduracion de los foliculos y una disminucion significativa en
los niveles de estradiol plasmatico acompafiado a la infeccion aguda
segun Fray et al., (2000). Es mas Grooms, (1998) nos indica que el vDVB
es el agente causal de ooforitis intersticial no purulenta, con necrosis de
células de la granulosa y de oocitos produciendo de esta manera una
disfuncion ovarica en las hembras, es por eso porque las vacas vacias en

seca nunca entraran a preﬁarse.

4.5. Seroprevalencia segun estado productivo

TABLA N° 08: Seroprevalencia para anticuerpos del vDVB en vacas Brown
Swiss seguin estado productivo (vacia en produccion y prefiada

sin produccion).

VARIABLE Nro ANTICUERPOS CONTRA vDVB
DE ESTUDIO  ANIMALES Nro ANIMALES SEROPREV
EVALUADOS SEROPOSITIVOS ALENCIA %

Vacia en
_ 16 12 75
Produccion
Prefiada sin
_ 15 9 60
Producion
Total 31 21 67.74

Fuente: Elaboracion propia (P=0.05)

En la TABLA N° 08 se muestra la serorevalencia para anticuerpos del
vDVB, observdndose que las vacas vacias en produccién son mas
positivas que las vacas prefiadas sin produccién que son menores, de un
total de 31 animales evaluados. Los datos al analisis estadistico no son

significativos (P=0.05).
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Estudios similares se observaron en espinar por Huacasi, (2018) donde
reporto una seroprevalencia segun estado productivo de 58.8% para
vacas en secas y 71.2% para vacas en lactacion, mas no hay reportes en
la region de Puno sobre este variable, no obstante, estos reportes son
muy altos y es por eso que el mayor impacto econémico por la infeccion
del vDVB es ocasionado por los trastornos reproductivos (muerte
embrionaria, abortos, malformaciones congénitas) y productivos

(nacimiento de terneros débiles y PI) segun Moennig y Liess, (1995).

El nimero de casos positivos de las vacas vacias en produccién son mas
gue las vacas prefiadas sin produccion esto se debe a que en la zona de
estudio hay ausencia de prevencion, control o erradicacion de esta
enfermedad ya sea las medidas de bioseguridad, identificacion de los
animales Pl y vacunaciones contra el vDVB en los hatos segin Ames y

baker, (1990).

Solo algunos ganaderos de produccion lechera realizan programas de
vacunacion, en otros lugares segun Zuniga et al., (2006) mas no asi en el
distrito de Paucarcolla, es por esta razon que la prevalencia a un persiste
para los anticuerpos al vDVB. Es mas cuando las infecciones agudas
causan ovaritis en las vacas estas se vuelven infértiles (provocan un
mayor riesgo de muerte fetal y embrionaria, por lo que los numeros de
concepcién y gestacion son menores y asi también la disminucion del
rendimiento reproductivo) pero son temporales no obstante en otros
animales se pueden volver infértiles para toda su vida reproductiva segun
Vanroose et al., (1988). La infeccién con vDVB estd muy extendida y

provoca pérdidas econdémicas que a menudo se subestiman porque no

56

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & Nacional del
Altiplano

siempre se pueden atribuir de forma clara a esta enfermedad es por eso
gue los animales infectados de forma persistente son una fuente de
pérdidas por si mismos, estos animales no suelen alcanzar todo su
potencial genético y en generalmente presentan una menor ganancia de
peso, una mayor sensibilidad a las enfermedades y una disminucion de la
fertilidad por lo que excretan el virus continuamente durante toda su vida,
lo que provoca pérdidas relacionadas con la reproduccion en los animales
del rebafio que no estan inmunizados es por esta razon, los animales P,
deberian identificarse y eliminarse del rebafio para evitar la proliferacion

de este virus.
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V. CONCLUSIONES

- La seroprevalencia general del virus de la diarrea viral en bovinos (vDVB)
para los vacunos de la raza Brown Swiss en el distrito de Paucarcolla fue de
60.44%.

- La seroprevalencia de la diarrea viral bovina en el distrito de Paucarcolla,
segun sexo (> de 2 afios) fue de 33.33 % para los machos y de 41.18 % para
las hembras.

- La seroprevalencia de la diarrea viral bovina en el distrito de Paucarcolla,
segun edad fue de 37.33 % para los vacunos < a 2 afios 'y 70.67% para los
vacunos > a 2 anos.

- La seroprevalencia de la diarrea viral bovina en el distrito de Paucarcolla,
segun el estado reproductivo las prefiadas en produccion fue de 75 % y
73.33% para las vacias sin produccion.

- La seroprevalencia de la diarrea viral bovina en el distrito de Paucarcolla,
para el estado productivo para vacias en produccion fue de 75% y 60 % para

las prefiadas sin produccion.
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VI. RECOMENDACIONES

- Establecer un programa de control del virus de la diarrea viral bovina mas
una vigilancia epidemioldgica en los vacunos del distrito de paucarcolla.

- Sensibilizar a los productores de las comunidades para que faciliten a sus
animales para estudios serologicos de las principales enfermedades
infecciosas.

- No obtener la muestra de sangre de la vena yugular ya que el animal se
estresa, obtener de la vena coxigea.

- En el procedimiento del test Kit de ELISA relizar el lavado con 300ul de
solucién lavado por 3 veces manualmente para evitar la pérdida de esta
solucion

- Utilizar la prueba de ELISA para determinar la seroprevalencia de otras
enfermedades relacionadas a las pérdidas econdmicas que sufren los

productores.
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ECUACION A1l
Preparacion de reactivos
» Solucién lavado

91 Muestras X 30 ul X 3 veces X 2 repeticiones = 163,800 ul solucién lavado
170,000redondeando
1:20 = 170,000 / 20 = 8500 pl Bufer lavado
mmm—) 170,000 — 8500 = 161,500 pl de H202
» Conjugado

91 muestras X 100 ul =9100 1:100
9100 redondeando pl solucidn conjugado
9100 /100 =91 pl [] conjugado
9100 — 85 =9009 ul dilutor conjugado

ECUACION A2
Procedimiento del test de Elisa (kit IDEXX BVDV p80 Ab)

El KIT, reactivos y sueros todos alcanzan la temperatura ambiente de 18 a 25°C.

Antes de su uso.

a) Dispensar 50ml de solucién tampdn a cada pasillo o a los 81 pasillos.
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b) Dispensar 50ml de control negativo.

c) Dispensar 50 ml de control positivo.

d) Dispensar 50ml de cada muestra problema a cada pasillo individual = 91

muestras.
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f) Seincubo durante 1hr £ 5 minutos. A temperatura ambiente (18 — 26 C°)

previamente tapado con una cinta para evitar la evaporacion.

g) Se procedio a eliminar el contenido de cada pasillo.

h) Se lavd cada pasillo con 300 pL de solucién lavado por 3 veces.

i) Posteriormente se dispenso 100 uL de conjurado en cada pocillo y se

homogeniza.
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j) Seguidamente se procedid a incubar por un lapso de 30 minutos a
temperatura ambiente siempre cubierto de una cinta para que no se
evapore.

k) Se repite los pasoshyi.

[) Luego se procedid a dispensar 100 pL de solucién TMB (sustrato) en cada

pasillo y homogenizar.

V8 uce

m) Se incubo por 10 minutos a temperatura ambiente siempre cubierto con
cinta o un objeto encima.

n) Luego se dispenso 100 uL de stop en cada pasillo para frenar la reaccién.

o) Posteriormente se calibro la lectora de Elisa a 450nm de longitud de
onda.
p) Se procedid a imprimir los resultados.

g) Se calculd los resultados.
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ECUACION A3. Ji cuadrada en vacunos Brown Swiss seguin sexo

Seroprevalencia
Negativo Positivo Total
Sexo Macho Recuento 8 4 12
Recuento esperado 7.4 4.6 12.0
Hembra Recuento 10 7 17
Recuento esperado 10.6 6.4 17.0
Total Recuento 18 11 29
Recuento esperado 18.0 11.0 20.0
Pruebas de chi-cuadrado
Sig.
asintética
Valor gl (2 caras)
Chi-cuadrado de Pearson
,184a 1 .668
Correccion de
continuidadb .002 1 .968
Razén de verosimilitud 185 1 667
Prueba exacta de Fisher
Asociacion lineal por lineal
77 1 674
N de casos validos 29

*No significativo

45.00
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

PORCENTAIJE PARAVDVB EN
VACUNOS

Macho
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ECUACION AA4. Ji cuadrada en vacunos Brown Swiss segun edad

Seroprevalencia
Negativo | Positivo | Total
Edad Joven Recuento 18 11 29
Recuento 15| 17.5| 29.0
esperado
Adulto Recuento 18 44 62
Recuento 245| 375 620
esperado
Total Recuento 36 55 91
Recuento 36.0| 550 910
esperado
Pruebas de chi-cuadrado
Sig.
asintotica
Valor gl (2 caras)
Chi-cuadrado de Pearson
9,019a 1 .003
Correccién de
continuidadb 7.690 1 .006
Razén de verosimilitud 8.958 1 003
Prueba exacta de Fisher
Asociacion lineal por lineal
8.920 1 .003
N de casos vélidos 91

*significativo

-

<

8 80.00
o

& 70.00
0

= 60.00
:gso.oo 37
= S 40.00
[a

w  30.00
<

£ 20.00
(NN

% 10.00
5 0.00

< de 2 Afios
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ECUACION A5. Ji cuadrada en vacunos Brown Swiss segun estado reproductivo

Seroprevalencia
Negativo Positivo Total
Estado reproductivo prefiada  Recuento 6 9 15
seca
Recuento esperado 4.8 10.2 15.0
Prefliada Recuento 4 12 16
producci Recuento esperado
on p 5.2 10.8 16.0
Total Recuento 10 21 31
Recuento esperado 10.0 21.0 31.0
Pruebas de chi-cuadrado
Sig.
asintotica
Valor gl (2 caras)
Chi-cuadrado de
Pearson ,797a .372
Correccion de
continuidadb .258 611
Razon de
verosimilitud 800 371
Prueba exacta de
Fisher
Asociacion lineal por
lineal 771 .380
N de casos validos 31

*No significativo

75
2
§g74.5
<_I
¢
Y 74
28
8573.5
88
SE 7
<
72.5

Prefiada en
produccion
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ECUACION A®6. Ji cuadrada en vacunos Brown Swiss segun estado productivo

Seroprevalencia
Negativo | Positivo | Total
Estado productivo VP Recuento 4 12 16
Recuento 4.1 11.9 16.0
esperado
VS Recuento 4 11 15
Recuento 3.9 11.1 15.0
esperado
Total Recuento 8 23 31
Recuento 8.0 23.0 31.0
esperado

Pruebas de chi-cuadrado

Sig.
asintética

Valor gl (2 caras)
Chi-cuadrado de
Pearson ,011a 1 916
Correccion de
continuidadb 0.000 1 1.000
Razo6n de verosimilitud 011 1 916
Prueba exacta de Fisher
Asociacion lineal por
lineal .011 1 917
N de casos vélidos 31

*No significativo

80
70
60
50
40
30
20
10

PORCENTAJE PARA
ANTICUERPOS AL VDVB

vacia en produccion prefiada sin Total
producion

CLASE
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TABLA A3. Resultados de la prueba de ELISA para la variable sexo (machos y hembras en el
distrito de Paucarcolla — Puno.

NOMBRE
N° PRODUCTOR DE LA CLASE RESULTADO
VACA

5 ANTONIA NAIRA VILCA GONZALO MACHO NEGATIVO
6 ANTONIA NAIRA VILCA ARON MACHO DUDOSO
7 ANTONIA NAIRA VILCA viQUu HEMBRA POSITIVO
9 ANTONIA NAIRA VILCA LUCY HEMBRA NEGATIVO
12 | ASUNTINA ROQUE QUISPE NINA HEMBRA POSITIVO
15 | FELICITAS LOPEZ ROQUE ROSALINDA | HEMBRA POSITIVO
17 | FELICITAS LOPEZ ROQUE PEPE MACHO POSITIVO
20 | GABRIEL CHOQUE NUNEZ LOLA HEMBRA NEGATIVO
24 | PEDRO CHOQUE VILCA ROQUI MACHO NEGATIVO
25 | ANDRES LOPES QUISPE CHICO MACHO POSITIVO
27 | ANDRES LOPES QUISPE PALOMA HEMBRA NEGATIVO
28 | FELICITAS NAIRA VILCA SULMA HEMBRA NEGATIVO
32 | JOSE NAIRA VILCA YUNPIO MACHO POSITIVO
33 | JOSE NAIRA VILCA YANDI HEMBRA POSITIVO
35 | MARIA PAREDES NEIRA ANALI HEMBRA NEGATIVO
36 | MARIA PAREDES NEIRA CHAVO MACHO NEGATIVO
40 | MARIA PAREDES NEIRA PATRIC MACHO NEGATIVO
42 | MARIA PAREDES NEIRA PEPE MACHO NEGATIVO
44 | JOSEFINA GONSALES PAREDES MARY HEMBRA NEGATIVO
46 | JOSEFINA GONSALES PAREDES CHERY HEMBRA POSITIVO
48 | JOSEFINA GONSALES PAREDES BETY HEMBRA NEGATIVO
49 | VALERIA YUCRA COILA MARISOL HEMBRA NEGATIVO
51 | VALERIA YUCRA COILA KATY HEMBRA DUDOSO
54 | VALERIA YUCRA COILA JULIO MACHO NEGATIVO
57 | VALERIA YUCRA COILA FERNANDA | HEMBRA NEGATIVO
58 | VALERIA YUCRA COILA BRAYAN MACHO NEGATIVO
61 | VALERIA YUCRA COILA LESLY HEMBRA NEGATIVO
62 | VALERIA YUCRA COILA DANTE MACHO NEGATIVO
64 | VALERIA YUCRA COILA PATRICIA HEMBRA POSITIVO
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TABLA A4. Resultados dela prueba de ELISA para el factor reproductivo (prefiadas

en seca y prefiadas en produccion) en el distrito de Paucarcolla — Puno.

NOMBRE DE LA

N° PRODUCTOR VACA CLASE RESULTADO

1 ANTONIA NAIRA VILCA LUCILA PP POSITIVO

3 ANTONIA NAIRA VILCA DAYANA PP POSITIVO
10 ASUNTINA ROQUE QUISPE LASLY PP NEGATIVO
13 ASUNTINA ROQUE QUISPE MARUSA PP POSITIVO
14 ASUNTINA ROQUE QUISPE NEGRA PP POSITIVO
16 FELICITAS LOPEZ ROQUE MARIA PP POSITIVO
22 PEDRO CHOQUE VILCA MARIA VS POSITIVO
23 PEDRO CHOQUE VILCA NANCY VS POSITIVO
26 ANDRES LOPES QUISPE CALLETANA PP POSITIVO
37 MARIA PAREDES NEIRA ASLI VS POSITIVO
38 MARIA PAREDES NEIRA CANDY PP POSITIVO
43 MARIA PAREDES NEIRA FAVIANA VS POSITIVO
47 JOSEFINA GONSALES PAREDES BLANCA PP POSITIVO
50 VALERIA YUCRA COILA BARBECA PP POSITIVO
53 VALERIA YUCRA COILA FLAQUITA VS NEGATIVO
60 VALERIA YUCRA COILA ESTRELLA PP NEGATIVO
66 VALERIA YUCRA COILA YAREN PP POSITIVO
67 FRESIA PARI FLORES SHERIT VS NEGATIVO
68 FRESIA PARI FLORES YERSEY PP POSITIVO
69 FRESIA PARI FLORES MIRLA VS NEGATIVO
75 SIXTO TICONA CHOQUEHUANCA PRINCESA PP POSITIVO
76 SIXTO TICONA CHOQUEHUANCA MARIA JOSE PP NEGATIVO
79 MARIA YUCRA COILA LILA VS POSITIVO
82 MARIA YUCRA COILA LICHI VS POSITIVO
83 MARIA YUCRA COILA PAOLA VS POSITIVO
84 MARIA YUCRA COILA VILMA PP NEGATIVO
85 CLAUDIA VILCA SANDOBAL NATY VS NEGATIVO
87 LEONARDO TICONA CHAMBILLA CACHITAS VS POSITIVO
88 LEONARDO TICONA CHAMBILLA LOLA VS POSITIVO
90 LEONARDO TICONA CHAMBILLA DARINA VS POSITIVO
91 LEONARDO TICONA CHAMBILLA GIGANTE VS POSITIVO

PP= prefiada en produccidn
VS= vacia sin produccion

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
Altiplano

TABLA A5. Resultados dela prueba de ELISA para el factor productivo (vacia en producciony
vacia en seca) en el distrito de Paucarcolla — Puno.

NOMBRE
N° PRODUCTOR DE LA CLASE  RESULTADO
VACA

2 ANTONIA NAIRA VILCA TALIA VP POSITIVO

4 ANTONIA NAIRA VILCA ROSALINDA PS POSITIVO

8 ANTONIA NAIRA VILCA LAURA PS POSITIVO
11 ASUNTINA ROQUE QUISPE MAMASA  PS POSITIVO
18 DELIA LOPEZ ROQUE JUANA VP POSITIVO
19 DELIA LOPEZ ROQUE BLANCA VP POSITIVO
21 PEDRO CHOQUE VILCA PATY PS POSITIVO
29 FELICITAS NAIRA VILCA AMARILLA VP POSITIVO
30 FELICITAS NAIRA VILCA NERICA PS POSITIVO
31 FELICITAS NAIRA VILCA OVINTINA VP POSITIVO
34 JOSE NAIRA VILCA PALOMA  PS POSITIVO
39 MARIA PAREDES NEIRA MARIA VP POSITIVO
41 MARIA PAREDES NEIRA CACHUDA VP POSITIVO
45 JOSEFINA GONSALES PAREDES GUERRI VP NEGATIVO
52 VALERIA YUCRA COILA GISELA PS NEGATIVO
55 VALERIA YUCRA COILA LUNA PS POSITIVO
56 VALERIA YUCRA COILA CARLITA VP NEGATIVO
59 VALERIA YUCRA COILA MORONA  PS NEGATIVO
63 VALERIA YUCRA COILA YOBANA  PS POSITIVO
65 VALERIA YUCRA COILA MARINA PS NEGATIVO
70 FRESIA PARI FLORES LUNA VP POSITIVO
71 SUSANA TICONA CHOQUEHUANCA  BISEL VP POSITIVO
72 SUSANA TICONA CHOQUEHUANCA  ROMINA VP NEGATIVO
73 SUSANA TICONA CHOQUEHUANCA  LEGACIA VP POSITIVO
74 SIXTO TICONA CHOQUEHUANCA RITA VP POSITIVO
77 SIXTO TICONA CHOQUEHUANCA RENATA VP NEGATIVO
78 SIXTO TICONA CHOQUEHUANCA MATILDE VP POSITIVO
80 MARIA YUCRA COILA ROSA PS POSITIVO
81 MARIA YUCRA COILA KATY PS NEGATIVO
86 CLAUDIA VILCA SANDOBAL CACHUDA  PS NEGATIVO
89 LEONARDO TICONA CHAMBILLA NEGRA PS NEGATIVO

VP=vacia en produccion
PS= prefiada sin produccion
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