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RESUMEN

Dicho presente trabajo de investigacion fue realizada en el distrito de Asillo
provincia de Azéngaro departamento de Puno a 3,913 m. de altura; durante los meses de
enero a octubre del 2018, cuyo proposito fue establecer la seroprevalencia de la Diarrea
Viral Bovina, teniendo en cuenta las siguientes variables, sexo (machos y hembras
mayores de dos afios), edad (mayores de dos afios y menores de dos afos), en estado
reproductividad (prefiadas en produccion y vacias en seca) y estado de productividad
(vacias en productividad y prefiadas no productivas), las muestras de sangre se logrd
obtener de la vena yugular, el cual se utilizé aguja n® 20 x 1%2 pulgadas en tubos vacutainer
sin anticoagulante de noventa y dos vacunos de la raza Brown Swiss. Las muestras fueron
examinadas en el laboratorio de salud animal con sede en el Centro Experimental
Chuquibambilla de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNA Puno, por
medio de la prueba de ELISA (IDEXX BVDV p80 Ab) indirecta cuyos datos fueron
procesados por la prueba estadistica de Chi-cuadrado, logando obtener los resultados
siguientes; la seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina en el distrito de Asillo
fue de cincuenta y cinco punto cuarenta y tres por ciento ; dependiendo el sexo (machoy
hembra) fue de cincuenta y cincuenta y dos punto noventa y cuatro por ciento
respectivamente, no encontrando diferencia estadistica (p menor o igual a cero punto
cinco); para la edad (mayor de dos afios y menor de dos afios) fue de cincuenta y uno
punto setentay dos y cincuenta y siete punto catorce por ciento; no encontrando diferencia
estadistica (p menor o igual a cero punto cinco); estado de reproduccién (prefiadas en
productividad y en vacias sin productividad) el cual fue de 68.75 % y 66.67 %, no
encontrando diferencia estadistica (p menor o igual a cero punto cinco) y finalmente el
estado de produccion (vacias en productividad y prefiadas sin produccion) fue de 40 %y
52.94 %, no encontrando diferencia estadistica (p menor o igual a cero punto cinco). Por
consiguiente, en dicho trabajo de investigacion se demostro la presencia de anticuerpos

del virus de la diarrea viral bovina en el distrito de Asillo.

Palabras clave: anticuerpos, Diarrea viral bovina (DVB), ELISA,

seroprevalencia.
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ABSTRACT

The present research work was carried out in the district of Asillo, province of
Azangaro, department of Puno, at 3,913 meters above sea level. altitude; during the
months of January to October 2018, whose purpose was to establish the seroprevalence
of Bovine Viral Diarrhea, taking into account the following variables, sex (males and
females older than two years), age (older than two years and younger than two years),
Reproductive status (pregnant in production and dry cows) and productive status (cows
in production and non-productive pregnant cows). Blood samples were obtained from the
jugular vein using a 20 x 1% inch needle in vacutainer tubes without anticoagulant from
ninety-two Brown Swiss cattle. The samples were examined in the animal health
laboratory at the Chuquibambilla Experimental Center of the Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Husbandry UNA Puno, by means of the indirect ELISA test
(IDEXX BVDV p80 Ab) whose data were processed by the Chi-square statistical test,
obtaining the following results; the seroprevalence of bovine viral diarrhea virus in the
district of Asillo was fifty-five point forty-three percent; according to sex (male and
female) was fifty and fifty-two point ninety-four percent respectively, with no statistical
difference (p less than or equal to zero point five); for age (older than two years and
younger than two years) was fifty-one point seventy-two and fifty-seven point fourteen
percent; with no statistical difference (p less than or equal to zero point five); reproductive
status (pregnant in production and cows without production) was 68.75% and 66.67%,
respectively; reproductive status (pregnant in production and cows without production)
was 68.75% and 66.67%, respectively. 75 % and 66.67 %, with no statistical difference
(p less than or equal to zero point five) and finally the productive status (cows in
production and pregnant without production) was 40 % and 52.94 %, with no statistical
difference (p less than or equal to zero point five). In conclusion, in the present research
work, the existence of antibodies to bovine viral diarrhea virus in the district of Asillo

was demonstrated.

Keywords: antibodies, Bovine viral diarrhea (DVB), seroprevalence, ELISA.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los trastornos reproductivos causan una extensa diversidad de problemas en la
ganaderia mundial. Estos problemas se manifiestan en el campo como abortos,
infertilidad y anormalidades fisicas y neurolégicas en la progenie, lo que resulta en
pérdidas economicas (Motta, 2013).

En la region de Asillo, conocida como distrito ganadero, la cria de ganado es la
base econdémica de muchos hogares rurales, que lo hacen a través de la venta de leche u
otros subproductos de la produccion ganadera. El control de la dieta, la reproduccion y la
sanidad son tres de los factores muy primordiales las que perturban a la rentabilidad de la

ganaderia.

Esta enfermedad se asocia con sintomas digestivos, incluyendo descomposicion y
erosiones Enel canal alimenticio, revoluciones reproductivas (fallos, anomalias
congeénitas e esterilidad) y signos respiratorios. La DVB es una enfermedad donde las
poseen en un buen porcentaje de la poblacion bovina. Provoca pérdidas econdémicas que
no son facilmente cuantificables y se desconoce el verdadero impacto en la produccion
(Odeon, 2015). La diarrea viral bovina es una enfermedad el cual origina pérdidas

econdmicas que no son facilmente cuantificables (Hilbe et al., 2007).

El vDVB, puede manifestarse de forma citopatégena o no citopatégena. Segun la
secuencia de su acido nucleico, puede dividirse en dos genotipos: tipo | y tipo 1. Segln
Rondén (2006), los virus aislados dentro de estos grupos presentan una importante

variacion bioldgica y antigénica (Manual de Animales Terrestres de la OIE, 2004).

Una infeccion aguda provoca una enfermedad de las mucosas, una menor tasa de
concepcion, infecciones fetales que provocan abortos, defectos fetales, retraso dentro de

12
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su desarrollo y la perdida de los animales. También provoca la infeccion de los fetos, lo
que da lugar a terneros con infeccion persistente (P1). Los animales mas jovenes son los
gue estan mas expuestos a contraer otras enfermedades, y puede producirse casualmente

una mortalidad por enfermedad de las mucosas (House, 2003).

Existen variaciones en la incidencia de la DVB en diversas regiones del mundo.
Esto es probablemente consecuencia de las distintas técnicas de gestidn del ganado y de

las estructuras de los rebafios en cada region. (Arauco 2018).

En la cuenca lechera del distrito de Asillo podemos encontrar mucha ignorancia o
desconocimiento que tienen la gran mayoria de los productores de estas patologias y de
su efecto negativo que causa en la produccion y reproduccion. En la actualidad existen
muy pocos antecedentes sobre estudios del vDVB, por consiguiente, dicho estudio
pretende identificar la seroprevalencia del vDVB en este distrito. EI mismo que servira
como base para futuros estudios epidemioldgicos de dicho agente viral que a su vez
podrian disminuir el impacto negativo que pueda tener sobre la produccion y
reproduccion animal en el distrito de Asillo, esto mediante la creacion de medidas que
permitan prevenir y controlar esta enfermedad y asi reducir de forma significativa el

impacto que este agente ejerce sobre los indices productivos y reproductivos.

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 la cuenca lechera del distrito de Asillo.
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1.1.2. Objetivos especificos

a) Determinar la seroprevalencia del virus de la diarrea viral Bovina segin sexo
(machos y hembras < 2 afos).

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

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

d) Determinar la seroprevalencia segin estado productivo (vacias en produccion y

prefiadas sin produccion).

14
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. A nivel mundial

La BVD fue reportada inicialmente en el afio 1946 en los Estados Unidos. Los
informes a nivel mundial alcanzan niveles del 0,5 al 25 del ganado Pl y del 60 AL 80%
del ganado seropositivo (Lértora, 2003; Yana, 2018). Esta enfermedad obtuvo una
distribucion en todo el mundo, y la infeccion es prevalente en un gran porcentaje de las

poblaciones de vacas.

Se observo una seroprevalencia global del veinticuatro, veintitrés y dieciséis por
ciento en los afios dos mil siete, dos mil nueve y dos mil once respectivamente. Se
tomaron muestras de un total de 31975 animales de 4857 rebafios de los Paises Bajos con
el objetivo de realizar una gestion periddica mediante el sacrificio a nivel de rebafio. (Van

Duijn, 2019).

En un trabajo de seroprevalencia realizado en Chile, establece para la region
metropolitana 59.7%, I1X region 67.8%, por region 69.2% en ganado lechero y ochenta y
seis por ciento en ganado de carne; para 4 fincas de la zona de Temuco de ciento cuarenta
sueros analizados se establece veinte cinco punto diecisiete por ciento de prevalencia.

(Barrientos, 2002).

En el estado de Cojedes (Venezuela) se realiz6 una investigacion tales resultados
fueron qué; los bovinos adultos de Finlandia y Noruega presentaban una tasa de infeccion

subclinica que oscilaba entre el cincuenta y noventa por ciento. (Corrales y Garcia, 2003).

15
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El método ELISA se utilizé para examinar quinientas muestras de sangre tomadas
de vacas Holstein-Fresian en el estado mexicano de Hidalgo. La cohabitacion serolégica
de N. caninum con los virus de la IBR y la DVB dio lugar a un treinta punto seis por
ciento y un treintitres punto seis por ciento de animales infectados, respectivamente

(Sénchez, 2012).

En un estudio realizado en la zona del Cesar, Colombia, se pudo examinar 905
muestras de sangre de bovinos con la finalidad de descubrir anticuerpos contra el vDVB
y el canal fue la prueba de ELISA. Los investigadores descubrieron que el 55% de la

poblacién bovina tenia ceroprevalencia contra el DVB. (Garcia, 2016).

2.1.2. A nivel nacional

En la década de 1960, Perl fue catalogado como la primera nacion del mundo
infectada por el vDVB como resultado de la importacion de vaquillas de un pais en el que
la enfermedad es prevalente. Tras una investigacion epidemioldgica posterior, se
establecié que el vDVB se encuentra presente en la poblacion bovina de la nacion.

(Rivera, 1993).

En una investigacion que se realiz6 en dos hatos lecheros del departamento de
Arequipa, se determiné una prevalencia de VDVB en animales Pl de veintisiete punto
ocho por ciento para el hato Ay de cero punto dieciséis por ciento para el hato B. La

Universidad de Arequipa fue quien realizo la investigacion (Morales et al., 2001).

En el departamento de Ayacucho, las provincias de Huamanga y Cangallo
proporcionaron un total de trecientas ochenta y cinco muestras de sangre de bovinos que
no tenian antecedentes de vacunacion. Estas muestras se sometieron a una prueba de
diagnostico ELISA indirecta, que reveld que el 65.3% de los animales presentaban
anticuerpos contra el vDVB. Ademas, al desglosar los resultados por sexos, 75.3% de las
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hembras serorreactivas y el setenta y cinco por ciento de los machos eran seropositivos

(Bautista, 2011).

En una investigacion realizada en la cuenca lechera del departamento de
Moquegua en el afio dos mil catorce se obtuvo una seroprevalencia global del 29.63%.
Esta cifra se desgloso de la siguiente manera: en cuanto a bovinos (< de 2 afios y > de 2
anos), fue de 9.68% y; cuarenta y dos por ciento en cuanto al sexo, fue de veinticinco por
ciento para los machos y 29.87% para las hembras; en cuanto al estado reproductivo, fue

33.33% para las vacas prefiadas y 45.45% para las vacas vacias (Suni, 2014).

En el transcurso de una investigacion que se realizo en el Valle del Mantaro de
Junin, se recogieron un total de cuatrocientas veinte cinco muestras de sangre con cuyo
proposito de fijar la seroprevalencia del vDVB. Tanto la prevalencia de la muestra como
la prevalencia fueron del sesenta y cuatro punto ocho por ciento. La prevalencia de la

muestra fue de 66.3% (Arauco, 2018).

Para establecer la seroprevalencia del vDVB en el ganado criollo de San Pablo de
Cajamarca, los investigadores tomaron trecientas ochenta y cinco muestras de sangre de
los animales. Se demostrd que el veintisiete punto uno por ciento de estas muestras de
sangre tenia una seroprevalencia global; sin embargo, 61.2% (cuarenta y siete/sesenta y

seis) de los animales que tenian mas de un afio tenian anticuerpos (Herrera, 2011).

Utilizando la prueba ELISA, se establecid la seroprevalencia de animales Pl en el
cien por ciento de los bovinos de ambos sexos, entre las edades de cuatro y veinte cuatro
meses (n=mil ciento veintinueve). Esto dio como resultado una seroprevalencia global de
animales con IP de uno punto sesenta y ocho por ciento (diecinueve/mil ciento
veintinueve). El departamento de Tacna fue el Gnico en el que se realizo este estudio.
Segun la edad, se descubrieron mas casos positivos en el rango de edad de diecise€is a
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veinticuatro meses con un dos punto dos por ciento (siete/trecientos quince), y segun el
sexo, detectados en hombres 1.99% (siete/trecientos cincuenta y uno) y en hembras uno

punto cincuenta y cuatro por ciento (doce/setecientos setenta y ocho). (Mamani 2010).

En Yauri, Espinar Cusco, de un total de ciento diecinueve muestras de sangre, se
reportd una prevalencia global de vDVB de 58.8%; segun estado reproductivo, 58.8%
para vacas infértiles y setenta y uno punto dos por ciento para vacas lactantes; segun sexo,
cincuenta por ciento para machos y sesenta punto dos por ciento para hembras; segln

estado reproductivo (Huacasi, 2018).

2.1.3. A nivel regional

Un total de 71 bovinos, tanto de la raza Pardo Suizo como Criollo, fueron ubicados
en la estacion experimental Illpa INIA Puno con el propdsito de realizar un estudio de
investigacion para evaluar la seroprevalencia del vDVB. Del uso de la prueba diagndstica
ELISA indirecta surgieron los hallazgos siguientes: la seroprevalencia total result6 ser de
veinticinco punto trenticinco por ciento (setenta y uno/dieciocho); segun el sexo, fue de
catorce punto veintinueve por ciento (veinte y uno/tres) en los machos y de treinta por
ciento (veinte/quince) en las hembras; segun la edad, fue de 18.42% (treinta y ocho/siete)

en las vaquillas y de 33.33% en los maduros (Quifiones 2006).

Los bovinos criollos de Melgar Puno proporcionaron a los investigadores 347
muestras de sangre; de ellas, el 48.7% de los animales resultaron positivos a los

anticuerpos contra el vDVB. (Quispe, 2012).

En el estudio que se realizé con cuyo propoésito de establecer la seroprevalencia
del vDVB en bovinos Brown Swiss, se realizé en el distrito de Vilque en el departamento
de Puno, de un total de noventa animales muestreados y realizados por la prueba de
ELISA,; quienes obtuvieron un 65.66% de seroprevalencia. (Huaylla, 2018).
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Se tomaron un total de noventa muestras de suero sanguineo de hembras bovinas
de las razas Brown Swiss, Charolais y Aberdeen Angus para evaluar la seroprevalencia
del VDVB en el CIP Chuquibambilla UNA Puno. Los investigadores descubrieron que

la seroprevalencia del VDVB era del 43.40% en todos los casos. (Soto 2018).

En el estudio que se realizd con la intencidn de evaluar la seroprevalencia del
vDVB en el ganado Brown Swiss de la regién de Paucarcolla, se descubridé que la
seroprevalencia total del vDVB fue del sesenta punto cuarenta y cuatro por ciento.

(Choquenaira, 2018).

Se realizd un estudio de la seroprevalencia del vDVB en 3 localidades del distrito
de Taraco, donde se demostré una seroprevalencia total del 68.67% segln la edad, se
pudo observar un 83.60% en animales maduros frente a un 37.93% en animales jovenes;
en relacion al sexo, se observd una mayor seroprevalencia del setenta por ciento en los
machos frente a un veintiuno punto cero cinco por ciento en las vacas hembras; segun el

estatus productivo, para las vacas secas (Quispe, 2018).

Se encontrd que los ganados que presentaron anticuerpos contra el vDVB en sus
distritos de la provincia de Melgar, oscilan entre catorce mas, menos cero puntos
diecinueve a ochenta y nueve mas menos cero puntos veinte dos. Se obtuvieron un total
de trecientas treinta y siete muestras de suero en la provincia de Melgar, las cuales fueron
muestreadas al azar. Los resultados mostraron que el 47+0,05 por ciento (ciento setenta

y seis/trecientos treinta y siete) de las muestras fueron positivas. (Quispe, R. 2008)

2.1.4 A nivel distrital

Utilizando la prueba ELISA indirecta para poder detectar los anticuerpos, se

realizé una investigacién con cuyo propdsito de establecer la seroprevalencia del vDVB.
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La investigacion se realizd en vacas lecheras Brown Swiss de la cuenca lechera de la
localidad de Progreso en el distrito de Asillo. La investigacion determind que habia un

58.49% de seroprevalencia del DVB en estas vacas. (Laura, 2010).

2.2. MARCO TEORICO

La DVB es una enfermedad infecciosa y contagiosa el cual afecta especialmente
al ganado vacuno. Es la enfermedad mas comun de su tipo en el mundo, y es responsable
de un importante nimero de pérdidas econdmicas debido a la gran variedad de sintomas
clinicos que puede causar. La DVB es objeto de diferentes acciones de control y destrezas

de eliminacion en paises de todo el mundo (Lanyon, 2014).

Los bovinos de todas las edades pueden contraer la DVB, que esta causada por un
pestivirus el cual provoca importantes pérdidas econdémicas en el campo de la ganaderia
debido a su amplia gama de manifestaciones clinicas, que incluyen, entre otras, abortos,
fetos sin vida y resecos, crias que en el momento de nacer se encuentran débiles y
malformados, asi como también con dificultades neuroldgicos, y anomalias congénitas

en las crias. (Corro, 2017).

Las manifestaciones clinicas son hinchazones erosivas agudas, gastroenteritis y
disenteria. La depresion de la funciéon inmunitaria hace que el organismo sea mas
vulnerable a las infecciones secundarias. Las perdidas, las reabsorciones fetales, la
esterilidad, de la misma manera nacen terneros con hipoplasia cerebelosa se han

relacionado con estas enfermedades. (Baez, 2000).
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2.2.1. Agente Etioldgico

2.2.1.1. Taxonomia

Los pestivirus ahora estan divididos en cuatro especies: el virus de la peste porcina
clasica (VPPC), de la enfermedad de las fronteras (VEF) y dos genotipos del Vdvb
(genotipo 1 y genotipo 2;). EI vDVB es un miembro del género Pestivirus, que forma

parte de la familia Flaviviridae. (Gonzales, 2015).

2.2.1.1.1. Caracteristicas generales del virus de la diarrea viral bovina (vDVB)

En cuanto a su morfologia, tiene la forma de una particula esférica con un didmetro
de entre cuarenta y sesenta nandmetros (nm), y estd compuesta por una capside
icosaédrica cuyo tamafio oscila entre veinticinco y treinta y siete nm y esta rodeada por

una membrana lipoproteica. (Vargas, 2012).

2.2.2. Genoma del virus

Es un ARN monocatenario positivo de unos doce punto tres kilobytes de longitud
y tiene un marco de lectura (ORF) que esta delimitado por 2 secciones no traducidas en
los extremos 5'y 3' respectivamente (Wang, 2020). La traduccién del cddigo genético a
una poliproteina es el primer paso en la biosintesis de un virus. Esta poliproteina se
escinde durante y después del proceso de traduccion, lo que da lugar a la formacién de

una variedad de proteinas estructurales y no estructurales para el virus. (Ridpath, 2005).

2.2.2.1. Proteinas del virus.
El genoma del vDVB consta de entre 12,0 y 12,5 kilobases y contiene la informacion
genética en una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva. (Paton y

Potgieter 1995).
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- Npro/p20: es una proteina no estructural que se traduce a partir del ORF. Actua
como una autoproteasa y se crea a partir del extremo N-terminal de la proteina
C/pl4. La replicacion del ARN viral no requiere la presencia de esta proteina
(Ridpath, 2005).

- La C/pl4: es la proteina que se encuentra en mayor cantidad; es tanto un
componente de la capside viral como un antigeno del grupo viral. Es responsable
de empaquetar el ARN genomico y facilitar las interacciones esenciales en el lugar
donde se fija la envoltura del virion en la célula. El ganado no desarrolla una
respuesta de anticuerpos a esta proteina cuando la consume. (Chase et al., 2004).

- Erns/EQ/gp48: Glicoproteina que esta unida a la envoltura viral el cual es la
responsable en un gran porcentaje de la generacion de anticuerpos, mientras que
tiene una capacidad de neutralizacion muy limitada. Durante el proceso de
replicacion viral, es una ARNasa que se libera al espacio extracelular por
exocitosis (Chase et al., 2004).

- El/gp25 esta también es otra glicoproteina de la envoltura que puede detectarse
en los viriones. Esta unida por un puente disulfuro a la E2/gp53 y forma un enlace
covalente con ella. Esta proteina no produce una reaccion humoral discernible
cuando se administra (Chase et al., 2004).

- E2/gp53: Esta glicoproteina es la mas critica para el virion, asi como el antigeno
del serotipo. Esta glicoproteina incluye los epitopos que, tras la infeccion o la
vacunacion con vacunas activas o inactivas, hacen que el organismo produzca
anticuerpos capaces de neutralizar la infeccion. Ademas, se ha relacionado con
otros procesos bioldgicos, como el ensamblaje de los virus y la unién de los

receptores celulares. (Chase et al., 2004).
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p7: Es una proteina no estructural, que al parecer esta desempefia un trabajo
decisivo en la generacion y el ensamblaje de los virus infecciosos. La replicacién
del ARN viral no requiere la presencia de esta proteina (Goyal y Ridpath, 2005).
NS2-3/p125: Esta proteina es necesaria para la multiplicacion viral, es la mejor
conservada entre todos los pestivirus, el cual posee propiedades de helicasa y
proteasa, y es esencial para la replicacion viral; posee dos dominios que ejercen
de forma independiente, NS2/p54 y NS3/p80, y cada dominio posee un conjunto
Unico de propiedades quimicas. Los animales que se infectan con el virus
modificado o que se vacunan con él generan una robusta respuesta humoral contra
la proteina la cual es la responsable de las reacciones cruzadas con el VCP y VEF.
(Potgieter, 1995).

NS2/p54: Es el resultado de que NS2-3/p125 pase por el proceso proteolitico. Esta
proteina tiene la capacidad de unirse al ARN. Tiene un dominio que es similar a
los dedos de zincfinger (Goyal y Ridpath, 2005).

NS3/p80: Esta proteina, que determina el fenotipo del vDVB y se origina en la
NS2-3/p125, presenta actividad NTPasa en el extremo amino terminal y actividad
helicasa en el extremo carbono terminal. Es el resultado de los cambios o
recombinaciones que tienen lugar entre el ARN del vDVB y el ARN celular o el
ARN viral después de que el ARN viral se haya duplicado. Cuando se trata de
reacciones de anticuerpos en terneros vacunados, la proteina NS3 es el antigeno
inmune dominante (Chase et al., 2004; Goyal y Ridpath, 2005).

La NS4A/p10 es una proteina hidrofébica no estructural que actia como cofactor
necesario tanto para la serina proteasa NS3/p80 como para el complejo NS2-

3/p125. (Goyal y Ridpath, 2005).
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- NS4B/p32: Es una proteina hidrofébica y no estructural. Esta relacionada con la
sintesis de NS3/p80 del fenotipo CP y es un regulador primordial de la
citopatogenicidad de la cepa NADL del vDVB. Esta proteina es un componente
de la enzima replicasa (Goyal y Ridpath, 2005).

- NS5A/p58: es una fosfoproteina de serina la cual esta estrechamente relacionada
con una 0 mas quinasas. Es un componente del complejo proteico NS5A. Ademas,

desempefia un papel en la produccion de la replicasa. (Goyal y Ridpath, 2005).

2.2.3. Clasificacion

Debido a la diversidad genética y antigenica del vDVB, asi como a su estrecha
asociacion con otros miembros del género de los pestivirus, la categorizacion de este virus

puede resultar dificil (Lertora, 2003).

La suposicion de que puedan existir dos categorias de poblaciones bovinas, los
bovinos Pl y los bovinos normales o limpios de infeccion, esta implicita en el hecho de
que los pestivirus se clasifican como biotipos del vDVB: los biotipos citopaticos (CP) y

no citopatico (NCP). (Soto, 2018).

2.2.3.1. Genotipos

El vDVB se ha clasificado en dos genotipos, | y Il, segin los resultados de las
investigaciones de secuenciacion genética (Ridpath et al., 2005). Hay tres zonas
hipervariables en los genomas de ambos genotipos que incluyen variaciones entre si; dos
de estas zonas las podemos encontrar en la regién gp53/E2 (Kobrak y Weber, 1997).
Investigaciones recientes que utilizan la RT-PCR para examinar la region 5 del genoma
han llevado a la diferenciacion de tres subgenotipos separados dentro del genotipo I. Estos

subgenotipos se denotan con las letras la, Ib e Ic (Sanjuan et al, 1999).
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Las siguientes cepas del virus de la gripe se incluyen en la categoria del genotipo
viral I: NADL, SINGER, NY-I, virus C, TGAN y Osloss. El genotipo viral Il esta
compuesto por las cepas que se asocian a un sindrome hemorragico agudo mortal en
Estados Unidos y Canada. Este genotipo también incluye cepas que fueron separadas de
animales PI nacidos de vacas que habian sido vacunadas contra el vDVB, asi como cepas

que fueron separadas de sueros fetales. (Rivera, 2008; Huaylla 2018).

2.2.3.2. Biotipos del virus

Se han identificado como cepas del BVDV tanto los biotipos citopéaticos CP, que
son responsables de los efectos citopaticos evidentes, como las cepas no citopaticas NCP,
que prosperan en los cultivos celulares sin generar alteraciones visibles y las células
infectadas parecen normales (Yavru, 2013). A pesar de ello, los biotipos NCP siguen
siendo perjudiciales, siendo este biotipo en particular el mas comdn en la naturaleza,
mientras que esta ausente en un gran porcentaje de las formas clinicas y es el Unico que
posee la capacidad de inducir una infeccion cronica. El biotipo CP se derivé del biotipo
NCP por mutacién, es decir, la pérdida de segmentos del genoma viral, la duplicacién o
reordenacion del ARN viral o la insercion de segmentos de ARN viral en el biotipo CP.

(Soto, 2018).

Tanto la similitud antigénica entre el VDVB CP y el NCP como la aparicion
espontanea de la enfermedad en la mucosa en presencia de ambos biotipos en un mismo

animal pueden explicarse por su origen comun. (Paton, 1995).
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2.3. EPIDEMIOLOGIA

2.3.1. Fuente de la infeccién

Los animales Pl son los principales vectores de la infeccion y reservorios del virus
en la naturaleza, ya que exudan el virus perennemente en forma de mucosidades nasales,
saliva, orina, deposiciones, esperma, leche, lagrimas, etc. Los animales con infecciones

agudas s6lo excretan una cantidad minima de virus durante unos dias (Yavru, 2013).

Aunque los animales infectados de forma aguda pueden propagar el virus por
medio de sus secreciones y excreciones de forma muy similar a los animales infectados
de forma persistente (animales PI), la cantidad de virus propagada por estos animales es
sustancialmente menor y la duracion de la transmision es mucho més corta (Houe, 1995;

Kirkland y Macintosh, 1994).

Se ha aislado el virus en ovejas, cabras e incluso en algunos animales salvajes y

cautivos, por lo que podrian ser un vector de la enfermedad. (Houe, 1995).

2.3.2. Métodos de transmision

La transmisién vertical transplacentaria es posible, asi como la transmisién
horizontal por contacto directo o indirecto. Los animales infectados con IP pueden
transmitirla a otras especies por contacto directo, a menudo a través de la inyeccién de
esperma infectado en un huésped vulnerable. Las picaduras de chinches hemdéfagos y la
esterilizacion inadecuada de los instrumentos quirargicos son dos ejemplos de vectores

que propagan la enfermedad indirectamente en entornos ganaderos. (Nava, 2013).

2.3.2.1. Transmision Vertical
Es posible que el virus se transmita desde el esperma de un toro infectado o PI al

feto a través de la placenta en una hembra vulnerable durante el embarazo. Aungue la

26

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

transmision horizontal ocurre primero, las hembras seronegativas pueden infectarse por
inseminacién con esperma infectado, y si se generan hijos PIl, entonces hay una
transmision vertical. Aunque los terneros Pl tienen una alta tasa de mortalidad (Obando
y Rodrguez, 2005), algunos pueden vivir hasta la madurez y tener descendencia que
tambin es Pl. Esto puede repetirse durante varias generaciones, creando familias de

animales PI. (Houe, 1995).

2.3.2.2. Transmision Horizontal

Son también una linea recta o curva. Aunque el contacto directo con animales con
enfermedad aguda es poco frecuente, puede ocurrir (Quifiones, 2006; Huacasi, 2018)
cuando los animales infectados muerden o arafian a un animal vulnerable, o cuando los

animales infectados se lamen las heridas.

Momentos después de entrar en contacto con animales PI, la transmision puede
producirse de forma indirecta a traves de las picaduras de insectos y animales
hematdfagos, la manipulacion inadecuada debido al uso de articulos contaminados y los
procedimientos de bioseguridad deficientes. Es un virus que se destruye rapidamente por
factores como las altas temperaturas, la sequedad, la radiacion UV, el detergente, el
disolvente organico y los valores de pH fuera del rango de 5,7 a 9,3. (Nava, 2013; Quispe,

2018).

2.4, PATOGENESIS

Las lesiones y los sintomas clinicos causados por el vDVB pueden variar en gran
medida en relacion a una serie de situaciones, entre ellas incluyen: la cepa o el biotipo
viral; la edad y el estado inmunoldgico del huésped; la respuesta inmunitaria provocada;

el estrés; otras infecciones concurrentes, etc. (Lertora, 2003; Yana, 2018).
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Las infecciones afectan principalmente a los sistemas urinario, cardiaco,
digestivo, renal y reproductivo, provocando infertilidad, abortos y desperfectos
congénitos en no nacidos y terneros recién nacidos debido a la viremia transitoria previa
a la seroconversion, lo que a su vez provoca disfuncién reproductiva y depresion del
estado inmunitario, beneficiando la aparicion y propagacion de enfermedades

secundarias. (Arauco, 2018)

Algunos investigadores creen que el biotipo CP se propaga bien entre los animales
vulnerables porque se replica mas eficientemente en la mucosa nasal que el biotipo NCP.

(Baule et al 2001).

La proteina de la envoltura E2 facilita las primeras etapas de la replicacion, que
incluyen la adhesion a la membrana plasmatica y la entrada en la célula (Morales, 2001).
Los virus entran en el citoplasma por endocitosis mediada por receptores y liberan su
genoma en el citosol tras sufrir una fusion de la envoltura con la membrana endosomal

dependiente del pH (Johnson et al, 2001).

El virus libre en el suero o en los leucocitos infectados propaga la infeccion. Los
leucocitos, especialmente los linfocitos, los monocitos, los linfoblastos circulantes y las
células precursoras de los macrdfagos, son especialmente importantes en este proceso

(Johnson et al, 2001). (Baule et al, 2001).

2.4.1. Infeccion subclinica

La alta morbilidad y la baja mortalidad son tipicas de las infecciones producidas
por este virus; en un gran porcentaje de los casos no presentan ningdn sintoma o
simplemente son leves, caracterizados por fiebre, secrecion oculonasal y leucopenia

transitoria. La respuesta inmunoldgica contra la reinfeccion por cepas homologas del
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virus comienza alrededor del dia 14 después de la infeccion, alcanzando un méaximo

alrededor del dia 28. (Lertora, 2003; Quispe, 2018).

El vDVB rara vez causa enfermedad en animales inmunocompetentes, pero puede
tener un papel en la aparicion de infecciones secundarias, especialmente las de tipo
respiratorio como el complejo respiratorio bovino, debido a su funcién inmunosupresora

(Obando et al., 2006).

Las mujeres embarazadas con P1 suelen dar a luz a bebés que presentan anomalias,
nacen prematuramente, tienen un desarrollo retrasado y tienen problemas para ser

amamantados. (Bock et al., 2000).

Chase (2004), sefiala que algunos terneros no superan los seis primeros meses de
vida porque su sistema inmunitario no puede soportar la enfermedad. Por otro lado,
algunos parecen desarrollarse con normalidad. Una prueba de la interaccion sinérgica
entre el vDVB y otras infecciones es la inmunotolerancia a los antigenos del vDVB en

los ganados PI.

El virus se replica en la vesicula seminal y en la préstata de los toros infectados
agudamente (P1) (Kirkland y Macintosh, 1994), y el semen infectado resultante se
transmite a las vacas vulnerables. Los espermatozoides que han sido infectados por el
VDVB tienden a tener una forma irregular, lo que disminuye la calidad general del semen.

(Baker, 1995).

2.4.2. Infeccion aguda

A animales de entre 6 meses y 2 afios de edad que sean seronegativos e
inmunocompetentes. Al cabo de 5-7 dias, se aprecian sintomas como pérdida de apetito,

secrecion oculonasal, lesiones orales (erosiones/ulceraciones) y diarrea. Hay mucha
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enfermedad, pero no muchas muertes. El virus puede ser aislado de las secreciones y
fluidos corporales, y bajas cantidades de virus son eliminadas por el animal afectado

(Arauco, 2018).

Los animales jovenes (menores de 6 meses) suelen ser inmunes a la infeccién por
el BVDV. Los terneros recién nacidos infectados suelen desarrollar una forma de enteritis

potencialmente mortal. (Baker, 1995).

2.4.3. Enfermedad de las mucosas

La sobreinfeccion del animal Pl con el biotipo NCP y CP del vDVB esté
relacionada con la EM, que causa una morbilidad minima y una alta mortalidad.
Normalmente, los animales de entre 3 meses y dos afos se ven afectados por este tipo
ocasional del virus. Los sintomas incluyen diarrea severa, lesiones gastrointestinales
como erosiones Y Ulceras, lesiones en los espacios interdigitales y epiteliales, y la baja

general de peso corporal (Reichel, 2018).

Una cepa de CP de origen externo o una generada a partir de cambios genéticos o
recombinacion de ARN de las cepas originales de NCP, que puede ocurrir como resultado
de reordenamientos gendmicos o la insercién de secuencias celulares, causa la
enfermedad en el ganado cuando los animales PI infectados con una cepa de NCP se

sobreinfectan. (Rondon, 2006; Berrios, 2015).

2.4.4. Sindrome Hemorréagico

La diarrea sanguinolenta, la trombocitopenia, la leucopenia, la epistaxis, la
congestion de la conjuntiva y las mucosas, las pérdidas petequiales y equiméticas en las

mucosas, la fiebre, la leucopenia, la linfopenia, la neutropenia, la anemia y la mortalidad
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en los animales son sintomas del sindrome hemorragico. Como resultado de una cepa no

citopética, la enfermedad suele ser mortal. (Berrios, 2015).

2.4.5. Complejo respiratorio

El VDVB promueve la inmunosupresion sistémica y pulmonar, lo que a su vez
potencia la patogenicidad de los agentes del complejo respiratorio bovino CRB (Baker

1990).

La enfermedad respiratoria severa conocida como CRB también es una de las
dificultades las cuales ocasionan fuertes pérdidas econdémicas en el mundo entero, y el
vDVB amplifica otras infecciones virales y bacterianas como Coronavirus, rotavirus,
enfermedad de la nariz roja, Neumona crnica, Salmonella spp., infeccion parasitaria, etc.

(Fulton et al, 2000).

2.4.6. Trastornos reproductivos

Cuando la maduracion del foliculo estd retrasada, la dindmica de foliculo
aberrante, la disminucion de los niveles circulantes de estradiol y la falta de picos
preovulatorios de la hormona luteinizante son algunos de las consecuencias de una

infeccion aguda por el vDVB. (Quispe, 2018).

2.5. ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Estos virus tienen una gran similitud por el tejido linforreticular, produciendo
necrosis y atrofia de estas estructuras; el vDVB induce leucopenia el cual afecta a las
actividades de los leucocitos; y potencia la patogenicidad de las bacterias infecciosas y
oportunistas. El virus se concentra en las células del estroma, como los macrofagos y las
células de soporte, en el tejido linfoide. La necrosis linfoide se produce como resultado

de una anormalidad funcional en las células intersticiales, que son responsables de
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producir citoquinas esenciales para la formacion, maduracién y capacitacion de los

linfocitos. (Lertora, 2003; Huacasi, 2018).

2.6. DIAGNOSTICO
Este se realiza con el propésito de poder identificar y erradicar el ganado PI,
principal reservorio y transmisor del virus. Cuando realizamos dicho diagnostico, se tiene

que separar el virus y eliminarlo del rebafio bovino (Dubovi, 2013).

Hay tres pasos criticos que deben darse para intentar el control: localizar y
erradicar los animales PI, reforzar la respuesta inmunitaria tras la vacunacion e instituir

precauciones de bioseguridad. (Berrios, 2015).

2.6.1. Aislamiento viral en cultivo celular

Dependiendo del tipo de células utilizadas, el aislamiento viral es el estandar de
oro, ya que es muy sensible y garantiza un resultado 100% especifico. Aunque tiene el
potencial de ayudar en el control y la eliminacion de un problema, tiene una serie de

inconvenientes (Rivera, 2008; Lanyon, 2014).

Las lineas celulares fetales bovinas de rifién, pulmoén o cornete nasal deben estar
libres de vDVB (Bolin, 1990), y del mismo modo, el suero fetal bovino, el cual es
utilizado tiene que estar limpio de vDVB y de anticuerpos neutralizantes. (Edwards,

1990).

2.6.2. Deteccidn de antigeno virales

Segun Lértora (2003), los animales con Pl pueden ser reconocidos mediante el

uso de una combinacion de pruebas seroldgicas y ensayos de identificacion viral
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realizados en muestras de sangre. La técnica de deteccidn de antigenos virales es uno de

los procedimientos de diagnéstico de laboratorio mas utilizados.

2.6.2.1. Inmunoperoxidasa (IP)

Se trata de un ensayo inmunohistoquimico rapido desarrollado por el IHQ que
puede identificar antigenos virales del VDVB en muestras de tejido que han sido recién
extraidas o fijadas con formalina. Para dicha prueba se tiene que Utilizar un anticuerpo
monoclonal o policlonal que ha sido marcado con una enzima peroxidasa. De igual
manera, dicha prueba admite conocer la arquitectura del tejido y, por extension, las
lesiones histoldgicas, las cuales podrian estar presentes en la zona. Tanto la sensibilidad

como la especificidad de esta prueba son del noventa y siete por ciento. (Lértora, 2003).

2.6.2.2. Inmunofluorescencia
Un ensayo inmunohistoquimico rapido que utiliza anticuerpos monoclonales o
policlonales marcados con fluorocromos especificos del vDVB para identificar el

antigeno viral en muestras de tejido fresco. (Lértora, 2003).

2.6.2.3. ELISA de captura de antigenos

La prueba ELISA es capaz de "capturar" antigenos del VDVB en muestras de
suero sanguineo porque emplea anticuerpos monoclonales o policlonales. Este método se
utiliza para la deteccién generalizada de animales de IP porque, en comparacién con el

aislamiento del virus, es eficiente en cuanto a tiempo y costes (Lanyon, 2014).

Los métodos ELISA basados en anticuerpos policlonales pueden detectar una
amplia gama de vDVB porque pueden utilizarse para identificar proteinas y
glicoproteinas de cepas antigénicamente distintas. EI enfoque pudo demostrar que se

encuentra una buena sensibilidad y especificidad (99.97% correspondientemente) en
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comparacion con el aislamiento viral y esta a la par con los sistemas ELISA que utilizan

un conjunto de anticuerpos monoclonales. (Saliki y Dubovi. 2004).

2.6.3. Deteccidn de anticuerpos
El ELISA, que significa ensayo inmunoenzimatico, y la neutralizacion viral son
los dos tipos de pruebas que se utilizan con mas frecuencia en el proceso de deteccion de

anticuerpos contra el vDVB. (Kramps et al., 1999).

2.6.3.1. Neutralizacion Viral

Esta prueba tiene la capacidad de procesar in vivo o in vitro para cuantificar el
efecto inhibidor de anticuerpos determinados sobre la capacidad de infectar, la replicacion
y el efecto citopatdgeno del virus en cultivos celulares. Esta prueba es hondamente
concreta y se usa en la deteccion el vDVB, vy esta aprobada en todo el mundo como

referencia para los anticuerpos contra el vDVB. (Lanyon, 2014).

2.6.3.2. Inmunoabsorvancia Ligada a Enzimas (ELISA)
Dichas pruebas se utilizan a menudo porque los resultados no necesitan cultivos
celulares, pueden utilizarse con muestras de leche, plasma y suero, los resultados pueden

obtenerse en cuestion de horas y pueden automatizarse (Sandvik, 1999).

Son féciles de implementar en pruebas a gran escala, no necesitan cultivos
celulares, proporcionan resultados rapidamente y se consideran confiables, todo lo cual
contribuye al uso generalizado de la prueba en serologia. EI ELISA indirecto mide la
presencia de anticuerpos observando cuanto color se forma en respuesta a la interaccion
enzima-sustrato, mientras que el ELISA de bloqueo mide la presencia de anticuerpos
midiendo cuanto desarrollo de color se inhibe en respuesta a la presencia de anticuerpos.

(Soto, 2018).
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2.6.4. Reaccién en Cadena de la Polimerasa PCR

Dicha técnica es empleada para el acrecentamiento selectiva in vitro de una
seccién especifica del genoma viral, y es particularmente sensible al vDVB. Estos
compuestos artificiales pueden funcionar como un bloque de construccion de ADN. Este
método se basa en el hecho de que las moléculas de ARN marcadas (Ilamadas sondas) se
unen exactamente a sus homologos en la molécula objetivo (en este caso, el cADN del
vDVB). La especificidad de esta union se debe a que la sonday el &cido nucleico del virus
coinciden perfectamente. EI método de PCR en tiempo real se utiliza para analizar la
filogenia y el genotipo del vDVB y de otros pestivirus debido a su rapidez, precision y a

que no es necesario el analisis por electroforesis. (Rivera, 2008; Centeno 2018).

2.7. PREVENCION Y CONTROL

Las medidas de bioseguridad, la identificacion y eliminacion de los animales Pl y
la vacunacién contra el vDVB son los tres pilares fundamentales que constituyen la base
de los programas de prevencion y control. Estos programas pueden utilizar una amplia
variedad de herramientas de diagnostico, y estas herramientas cambiaran dependiendo de

las circunstancias iniciales de la granja. (Rivera, 2008; Huaylla, 2018).

a) Bioseguridad

La aplicacion de estas medidas tiene por objeto impedir la introduccion del vDVB,
de la misma manera la propagacién dentro del rebafio. Esto se logra mediante un informe
de control rigoroso de todos los animales los cuales se unen, las que tienen que ser
negativos al virus en todo el proceso de la cuarentena obligatoria, también es obligatorio
evitar el contacto directo o indirecto con los demas rebafios, y la evitacién del servicio

con semen que no tenga certificacion de estar limpio de la enfermedad. (Rivera, 2008).
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b) Identificacidn y eliminacién de animales (PI).

Siendo estos animales la principal fuente de transmision del virus, es por eso que
se convierten en animales de erradicacion inmediata, con una aplicacién exitosa en varios
paises desarrollados como Holanda, Suecia, Noruega, Suiza, Italia, Finlandia y Francia a

través de esquemas de tamizaje y eliminacion de estos animales. (Lanyon, 2014).

c) Vacunacion.

La inmunizacion con vacunas que contienen virus muertos o modificados se
realiza con cuya finalidad de advertir tanto las infecciones prenatales como las

enfermedades postnatales. (Rivera, 2008).

2.7.1. Vacunas

La aparicion de la diversidad antigénica es un factor que va en contra del progreso

de las vacunas destinadas a proteger contra el vDVB.

Se realizar un programa de vacunacion en Alemania, que constaba de 2 etapas.
Inicialmente, se administrd una vacuna virica inactivada de tipo 1y, cuatro semanas mas
tarde, una vacuna de virus vivo atenuado. Desde el quinto mes después de la
inmunizacion, este método de vacunacion ha proporcionado una respuesta inmunolégica
persistente, asi como la proteccion del feto contra el desafio del vDVB 1y 2. Junto con
la vigilancia y la exterminacion de los animales Pl de los rebafios, esta técnica tiene el

potencial de ser la més exitosa. (Moennig, et al., 2005).
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2.7.1.1. Vacuna a virus vivo modificado
La induccion de enfermedades de la mucosa (DM), la infeccion del feto, la
inmunosupresion y quizas un aumento de la incidencia de enfermedades respiratorias son

solo algunos de los posibles efectos secundarios de esta vacunacién (Potgieter, 1995).

En la actualidad, se ha aprobado el uso de mas de ciento cuarenta vacunas en
EEUU. Todas estas vacunas han superado rigurosas pruebas de pureza, potencia y
seguridad, por lo que se puede confiar en que produzcan una respuesta inmunitaria libre
de sustancias contaminantes. Normalmente, sélo se incluye un biotipo citopatogénico del
vBVB en la vacunacion con virus vivos modificados (MLV). vDVB, NADL y vDVB-
Singer, vDVB-C24V son los biotipos citopatogénicos méas empleados. Posteriores a la
vacunacion son alrededor de tres semanas que, la proteccién se establece rapidamente,
los anticuerpos son detectables en el suero y el vDVB es neutralizado cuando se
administra una vacuna MLV. Los niveles de anticuerpos en suero tras la vacunacion
contra el MLV se mantienen en niveles altos durante mas de un afio y contintan durante
muchos afios, imitando la vida de los anticuerpos tras la infeccion natural. Por
consiguiente, en ciertos animales, los anticuerpos neutralizantes del vDVB desaparecen

tras un afio de inmunizacion (Balin, 1990).

Las desventajas del MLV incluyen la posibilidad de que la inmunizacién falle
debido a un almacenamiento o manejo inadecuado, lo que resulta en la aparicion de la
enfermedad postnatal como resultado de la reactivacion de la virulencia del virus, y la
posibilidad de que el BVDV citopatdgeno contamine las lineas celulares y el suero fetal
bovino utilizado en la produccion de vacunas. Tanto la afeccidn de las mucosas como el

fracaso reproductivo estan relacionados con el virus, que es responsable de ambos
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contratiempos. La afeccion de la mucosa puede manifestarse entre uno y cuatro semanas

después de la inmunizacion. (Bolin, 1995).

2.7.1.2. Vacuna Inactivada

Tiene el inconveniente de necesitar una 2da dosis para producir anticuerpos a
niveles protectores; no obstante, es segura, no deprime el sistema inmunitario y puede
utilizarse en vacas prefiadas. Esta vacuna se sugiere para su uso en la produccién ganadera
intensiva, ya que es muy sencilla de administrar. En la actualidad, hay una gran cantidad
de marcas disponibles en el mercado, y la practica predominante es hacer uso de vacunas
polivalentes de virus muertos que incluyen dos 0 méas cepas diferentes del virus de la

DVB. (Baker, 1987).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

Dicho estudio presente fue realizado en el distrito de Asillo, provincia de
Azangaro, region Puno ubicado a 3,913 m. de altura con las coordenadas geogréaficas de
15°44°46°"S y 70°03°31""0O, con una superficie total de 392,38 km?, que se halla situado
al este de la Provincia de Azangaro, en la zona norte del departamento de Puno y en la

parte sur del territorio peruano. (INEI, 2012).

Las muestras de sangre fueron tomadas en las asociaciones ganaderas del distrito
de Asillo durante los meses de enero a octubre del 2018, el analisis de las muestras se
realizd en el laboratorio de Salud Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia con sede en el Centro Experimental Chuquibambilla de la Universidad

Nacional del Altiplano de Puno.

3.1.1. Animales

Los animales que se utilizaron para dicho estudio fueron 92 bovinos de raza
Brown Swiss, y las muestras se seleccionaron mediante un método de muestreo aleatorio
simple. A continuacion, las muestras se clasificaron segun el sexo (machos y hembras
menores de dos afios), (dos afios y menores a dos afios), el estado de reproductividad
(fertilizada y no fertilizada) y en estado de productividad (seca y en productividad), y se

distribuyeron de tal manera.
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Tabla 1. Se estan distribuyendo animales para hacer pruebas seroldgicas con el método
ELISA para la DVB

Sexo Hembra  Macho hembra > a 2 afios

Edad (<)ados (<)ados (>) ados (>) ados (>) ados (>) ados
afios afios Afios Afios afios anos

Estado Vacias Reprodu prefiadas en Vacia sin vacia en Prefiada

productivo y ctor produccion producciéon  produccion sin

reproductivo produccion

N° de animales 17 12 16 15 16 16

Sub total 29 62

Total 92

3.1.2. Materiales y Equipos

3.1.2.1. Materiales

Se utilizaron durante todo el proceso de recogida de muestras siguientes:

- Soga.

- Mocheta.

- Guantes desechables.

- Jeringas descartables.

- Agujas hipodérmicas.

- Alcohol yodado.

- Tubos vacutainer.

- Cesta de refrigeracion.

- Viales.

- Lapicero y formatos para identificacion de los animales.

- Los siguientes elementos fueron necesarios para el trabajo de laboratorio que se
realizo:
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- Micropipetas de precision de 0-100 y 100-1000 pL.
- Pipetas Pasteur.
- Agua desionizada.
- Papel de aluminio o adhesivos para cubrir las microplacas.
- Papel toalla.
- Cronometro.
- Termodmetro.
3.1.2.2. Equipos
- Nevera.
- Centrifuga.
- Incubadora.
- Lector de ELISA.

3.1.3. Reactivos

Tabla 2. Contenido del kit ELISA (IDEXX BVDV p80 Ab).

Item Reactivos Volumen
1 BVDV/MD/BDV p80 protein Coated plate 5 Unid.
2 Positive control 1X2.0mL
3 Negative control 1X2.0mL.
42 Conjugate concéntrate (100X) 1X 0.750mL
4b Dilution Buffer N1 1X120 mL
5 Dilution Buffer N1 1X 120 mL
A TMB substrate N 9 1X 60 mL
B Stop solution N 3 1X 60 mL
C Wash concéntrate (20X) 1X100 mL
41
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El kit IDEXX vDVB p80 Ab es una prueba inmunoenzimatica (ELISA) que puede
detectar anticuerpos contra el vDVB en muestras individuales de suero bovino. Estas

muestras pueden tomarse de diferentes animales.

3.2. METODO

3.2.1. Tamano Muestral

Con el uso del enfoque de muestreo aleatorio directo se pudo determinar, que tenia un
nivel de confianza del 95% y un error de precision del 10%. La formula de Thrusfield

que se utilizo fue la siguiente. (Miranda, 1987).

n =22 (p) (9)/d2

Doénde:

n = NUmero de muestras.

Z2 =Valor de Z al 95 % de confiabilidad.

p = Proporcion de la poblacion objeto de estudio, reporte de Quifiones, (2006).

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 ------- 92 vacas.

3.2.2. Obtencién de las muestras

Los animales se registraron y clasificaron en categorias basadas en el sexo y el

tipo antes de tomar cualquier muestra. Después de la antisepsia con alcohol yodado, se
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tomaron muestras de sangre (cinco a siete ml) en tubos vacutainer sin anticoagulante y se
centrifugaron a tres mil quinientos rpm durante cinco minutos para separar el suero
sanguineo. A continuacién, el suero se aislé en viales de dos ml y se transport6 a una
temperatura de cinco-ocho °C al laboratorio de Sanidad Animal del Centro Experimental

Chuquibambilla, donde se almacen6 a menos veinte °C hasta su procesamiento.

3.2.3. Deteccion de anticuerpos contra vDVB.

En el laboratorio de Sanidad Animal, los anticuerpos contra el vDVB se
detectaron por medio de ELISA indirecto en placas desechables de noventa y ocho

agujeros, tal y como informé la FAO (2006).

3.2.4. Analisis Seroldgico
3.2.4.1 Prueba de Elisa para el virus de la diarrea viral bovina

A) Preparacion de reactivos

Tras poner los reactivos a temperatura ambiente, colocar una tapa adhesiva en los
pocillos que no se utilizaban, determinar la cantidad de solucién de lavado concentrada
que se necesitaba y diluirla 1:20 con agua desionizada antes de utilizarla, manteniendo

las condiciones de esterilidad, se procedié de la manera siguiente:

a) Solucion de lavado concentrada (20x).

Se siguieron las instrucciones que venian con el kit ELISA para calcular la
cantidad de solucién de lavado que habia que utilizarse para la limpieza de los pocillos

como se describe a continuacion:

92 muestras x 300ul x 3veces x 2 repeticiones = 165,600 pl Solucién lavado.
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170.000 redondeo

1:20=170.000/20= 8.500 pl Bufer lavado

170,000-8500= 161,500 pl. De H20.

b) Dilucion del Conjugado

A continuacion, se explica coémo se diluy6 el conjugado anti-rumiante-1gG 1:100

utilizando la solucion de lavado diluida que se habia preparado previamente:

92 muestras x 100 pl = 9200 1:200

9200 pl solucion conjugado

9200/ 100 = 92 pl concentracion conjugado

9200 — 92 = 9108 pl dilutor conjugado.

B) Procedimiento del Kit de ELISA (Inmunoabsorcidon ligada a enzima)

En la realizacion del procedimiento se siguié el protocolo de forma rigurosa y

exhaustiva, de acuerdo con el manual de instrucciones, que incluye lo siguiente:

1) A las 92 muestras absolver 50 pl solucién tampén a cada vasija.

2) Absolver 50 pl de control negativo en las vasijas.

3) Absolver 50 ul de control positivo en las vasijas.

4) Absolver 50 pl de cada muestra problema = 92

5) Cubrir placa con cinta embalaje y homogenizar
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6) A 18-26°C incubar 1hora £ 5 minutos

7) Lavado y secar con papel toalla — 300 pl, lavado por 3 veces con solucién.

8) Absolver 100 pl de conjugado (homogenizar)

9) Incubar por 30 minutos + 3 minutos de 18-26°C

10) secar y lavar por tres veces.

11) Absolver 100 pl de sustrato (homogenizar).

12) Incubar por 20 minutos + 3 minutos a 18-26°C

13) Absolver 100 pl de frenado.

14) Graduar.

15) Lector de resultados.

3.2.4.2. Fundamento.
El antigeno del VDVB se inmoviliza en una fase solida mediante anticuerpos que
inducen directa o indirectamente una reaccion. El resultado de la reaccién es un colorante

que se cuantifica mediante un espectrofotometro.

3.2.4.3. Interpretacion de resultados

a) Célculos de control.

__ CN1A(450)+CN2(450)
- 2

CNx
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b) Criterio de validacion.

CNx=2>0.800 CP:CNx=<0.20

c) Célculo para las muestras.

Muestra A (450)
CNx

M"/-lOO
NO_ X

3.2.4.4. Interpretacion en muestra de suero sanguineo.

Tabla 3.

Interpretacion de resultados.
Negativo Dudoso Positivo
M/N>50% 40%<M/N50% M/N<50%

3.3. ANALISIS DE DATOS

a. Estimacion de la seroprevalencia

Utilizando la siguiente ecuacion, pudimos calcular la seroprevalencia del VDVB.

(Thursfield, 1990).

__ Numero de positivos

x100

Total de muestras

b. Método estadistico

Los datos de las variables investigadas en relacion a la seroprevalencia de
anticuerpos contra el VDVB han sido analizados utilizando dicha prueba de significacion
chi-cuadrado, utilizando también el software IBM SPSS Statistics, teniendo en cuenta
factores como sexo, edad, estado de reproductividad, de esta manera se pudo utilizar

dicha formula.
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Donde:
X2 = ji cuadrado.

Y. = sumatoria.

Oi = valor observado.

ei= valor esperado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SEROPREVALENCIA GENERAL

Tabla 4. Seroprevalencia global para anticuerpos al vDVB en vacas Brown Suiss en el
distrito de Asillo

VARIABLE DE ~ N° ANIMALES N° ANIMALES 0
ESTUDIO EVALUADOS  SEROPOSITIVOS ' REVALENCIA%
Seroprevalencia 92 51 55.43

La seroprevalencia del vDVB en bovinos de la raza Brown swiss del distrito de
Asillo Azéngaro se muestra en el cuadro cuatro de la presente investigacion. De los
noventa y dos animales analizados, el 55.43% fueron positivos al virus, lo que representa

cincuenta y uno animales seropositivos.

Hallazgos comparables fueron reportados por Lura, (2010), quien identifico una
seroprevalencia de 58.49% en ganado lechero de la cuenca del Progreso, y por Huacasi,
(2018), quien fue el que pudo encontrar una seroprevalencia de 58.85% sobre un total de
ciento diecinueve muestras en Espinar Cusco. Los puntos en comun de los estudios
pueden explicarse por el hecho de que todos fueron realizados en la misma regién general

utilizando métodos de investigacion comparables.

Por el contrario, los datos obtenidos por Choquenaira, (2018), quien identificé una

seroprevalencia global del sesenta punto cuarenta y cuatro por ciento del VDVB en
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bovinos de raza Brown Swiss de la zona de Paucarcolla, Haylla, (2018) quien obtuvo el
65.56% de seroprevalencia de un total de noventa animales muestreados en el Distrito de
Vilque departamento de Puno, realizado por medio de la prueba de ELISA, y por Quispe,
N. (2018) quien demostro una seroprevalencia global de 68.89%. del vDVB en la raza
Brown Swiss en 3 comunidades del distrito de Taraco, estos resultados nos indica que en
el distrito de Asillo ya existe un cierto nivel de concientizacion frente a esta enfermedad
de parte de los productores en comparacion con el distrito de Pucarcolla y Vilque que se
encuentran en pleno mejoramiento genético de vacunos pero sin aplicar los métodos de
control y prevencion de enfermedades y en el centro poblado de taraco que tiene el mayor
porcentaje de 68.89%, este resultado también concuerda con el estudio realizado por
Laura, (2010) quien report6 una seroprevalencia de 65,94%, los mismos que se deberian
a que en esta zona se esta introduciendo pajillas de semen que son adquiridas de
distribuidoras que no cuentan con certificacion y no existe los sistemas de prevencion de

este tipo de enfermedades.

También son inferiores a los resultados obtenidos por Bautista, (2011) quien
report6 un 65.3% de muestras que presentaron anticuerpo contra el vDVB en Ayacucho;
de la misma forma que Arauco, (2018) el cual fue quien trabajé con cuatro cintos
veinticinco vacas en produccion en el valle de Mantaro, en donde encontré una
seroprevalencia global de 66.33%; de la misma forma Manrique, (2002) en Arequipa
informo sesenta y cinco por ciento de las vacas positivas al vDVB, el cual significa que
en estos lugares se estan empleando programas de mejoramiento genético sin control de
esta enfermedad y también a que dichos estudios pudieron realizarse en distintas regiones

geograficas.
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Pero es superior al estudio que realizd el (SENASA, 2011) en el departamento de
Puno, quien reportd una seroprevalencia general de la DVB de 2.51%; las causas que
explican esta variacion pueden ser, el afio, tipo de muestreo, cantidad de muestras por la
zona y la poblacion de estudio, de tal manera el estudio que fue realizado es de un area
geogréfica determinada, en cambio el estudio que realiz6 SENASA fue en varias zonas

del departamento de Puno.

Estos casos de seroprevalencia en el distrito de Asillo pueden ser atribuidos a la
introduccién de ganado sin el adecuado control sanitario o al uso incontrolado de pajuelas
de toros nacionales e importados en programas de inseminacion artificial. Ninguna de
estas practicas fue realizada con conocimiento de los registros sanitarios de los toros

involucrados segun Lindberg y Alenius, (1999).

4.2. SEROPREVALENCIA SEGUN SEXO (MACHOS Y HEMBRAS < DE 2

ANOS)

Tabla 5. Seroprevalencia para anticuerpos al vDVB en vacas Brown Swiss segln sexo

(Machos y Hembras < de 2 afios) en el distrito de Asillo.

ANTICUERPOS CONTRA VDVB

VARIABLE DE N° ANIMALES

ESTUDIO EVALUADOS N° ANIMALES PREVALENCIA
SEROPOSITIVOS %
Macho 12 6 50.00
Hembras 17 9 52.94
Total 29 15
50
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Latabla 5 podemos observar la seroprevalencia de anticuerpos contra el vDVB en
las vacas Brown Swiss, segun el sexo (mayores de dos afios). Los resultados muestran
una seroprevalencia del cincuenta por ciento para los machos y del 52.49% para las
hembras, siendo las hembras mas seropositivas que los machos. Sin embargo, los
resultados del analisis estadistico muestran que esta diferencia no es significativa (p
menor o igual a cero punto cero cinco). Esto indica que cada animal tiene las mismas

posibilidades de infectarse con la enfermedad y desarrollar los sintomas de la misma.

Cuyos resultados obtenidos, se asimilan con los datos alcanzados por Huaylla
(2018) quien obtuvo una seroprevalencia del vDVB en vacunos Brown Swiss del distrito
de Vilque, segln sexo, en machos de 45.45% y en hembras 52.94% lo que puede deberse
a la cantidad de animales muestreados y bajo los mismos sistemas de produccion que se
manejan en estas zonas, en cambio estos resultados son ligeramente superiores con
relacion a los resultados que encontr6 Choquenaira, (2018) una seroprevalencia
dependiendo el sexo (menores de dos afios) de 33.33% para los machos y de 41.18% para
hembras en el distrito de Paucarcolla, lo cual se debe a la cantidad de animales que cuenta,

siendo menor a comparacion de Asillo y a los diferentes sistemas de manejo.

En cambio, son muy inferiores a los datos que fue reportado por Quispe, N. (2018)
quien obtuvo en machos un setenta por ciento y de veintiuno punto cero cinco por ciento
en hembras de la prevalencia del vDVB en 3 comunidades del distrito de Taraco lo cual
seria a causa de utilizar pajillas sin control sanitario en la IA. El cuél es el factor
primordial de diseminacion y la alta seroprevalencia de la DVB en este distrito y también
a Huacasi (2018) quien determind una seroprevalencia de cincuenta y sesenta punto dos
por ciento para machos y hembras en Espinar Cusco; estas diferencias se atribuyen a la

diferencia de condiciones climaticas, técnicas de manejo ganadero, existencia de plaza de
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ganados donde se contribuye la diseminacion de los animales portadores y existe

introduccion de vacas Pl a la zona.

Sin embargo, estas cifras son més altas que las encontradas en Melgar Puno por
Quispe, R. (2008), el cual fue el que mostré una seroprevalencia de veintinueve punto
cinco por ciento en machos y 48.9% en hembras; y Quifiones, (2006), el cual fue quien
informo seroprevalencias de veinticinco por ciento en machos y veintinueve punto
ochenta y siete por ciento en hembras; la discrepancia puede ser atribuible a un mayor
nivel de bioseguridad (aislamiento de animales enfermos, aplicacion de calendario

sanitario, vacunaciones contra

Suni (2014) report6 una seroprevalencia de veinticinco punto cero y veintinueve
punto ochenta y siete por ciento para machos y hembras, respectivamente, en el valle de
Moquegua, pero nuestros hallazgos varian de esas cifras. Atribuimos esta discrepancia a
las diferencias en las zonas de muestreo, el manejo sanitario, el tamafio de la muestra 'y

las razas.

Dado que las hembras estan en contacto mas estrecho con el agente viral y
producen mas pérdidas econdémicas, son mas susceptibles a la infeccion, como afirma

Quispe, R. (2008).

Estos hallazgos indican que los machos son segregados naturalmente debido a su
menor numero en los rebarios, a excepcion de las localidades de Taraco, que cuentan con
mayores programas de inseminacion artificial, de la misma manera, los productores de

esta region desconocen la procedencia de sus pajas.
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4.3. SEROPREVALENCIA SEGUN EDAD

Tabla 6. Seroprevalencia para anticuerpos del vDVB en vacunos Brown Swiss para

la edad (mayor de dos afios y menor de dos afos).

ANTICUERPOS CONTRA VDVB

EDAD N° ANIMALES
EVALUADOS N° ANIMALES PREVALENCIA
SEROPOSITIVOS %
< de 2 afios 29 15 51.72
> de 2 afios 63 36 57.14
Total 92 51

En la tabla 6 podemos observar la seroprevalencia del vDVB en bovinos por edad,
mostrando que los animales de mayores de dos afios fueron del 51.2% y para los menores
de dos afios fue del57.14%; datos que al andlisis estadistico no son significativos (p menor
0 igual a cero punto cero cinco) para la edad, asi mismo, el virus tiene la capacidad de
infectar més a los animales de menores de dos afios, por esta razon el animal se infecta
con el virus y genera una respuesta inmune, puede coexistir con la DVB y otras

enfermedades infecciosas.

Estas cifras son similares a las encontradas por Huaylla (2018), quien examiné la
seroprevalencia del vDVB en bovinos de raza Pardo Suiza en el Distrito de Vilque en
funcién de la edad. En dicho estudio, los animales menores de dos afios se reflejaron con
un cincuenta por ciento y en los mayores de dos afios con un 62.58%; con diferencias

significativas entre los 2 grupos de edad. De esta manera no indica que existe una
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reveladora diferencia con relacion a los mayores de dos afos, el cual se encuentran con

mucho mas tiempo de su vida expuesta a dicha infeccién viral.

Choquenaira (2018) encontré que la seroprevalencia de la DVB en la zona de
Paucarcolla varié desde el 37.33% en bovinos menores de dos afos hasta el 60.67% en

animales mayores de 2 afios. EI método de manejo fue un factor diferenciador clave.

De la misma forma en su trabajo de investigacion realizado por Quispe, N. (2018),
quien report6 una seroprevalencia de 83.60% en animales adultos y de 37.93% en los
animales jovenes frente a los anticuerpos del vDVB en tres comunidades del distrito de
Taraco. (p=0.05), existiendo diferencia significativa por factores de predisposicién al

agente viral.

Por otro lado, Quifiones (2006) revela una seroprevalencia de 33.33% entre el
ganado adulto (toros y vacas) en la estacion experimental de Illpa INIA Puno, con una
prevalencia de dieciocho punto cuarenta y tres por ciento entre los animales jovenes
(toros, vaquillas y terneros). Esto es menos de lo que descubrimos, y se debe a que los
programas de bioseguridad y el manejo sanitario de los animales en la instalacion
experimental son superiores (segun Lindberg y Alenius, 1999) que en la zona de Asillo

donde no existe nada de esto, lo que significa que alli hay mas infeccion.

Estos hallazgos superan los de Ramos (2016), quien encontré una seroprevalencia
de doce punto cinco y 27.94% en animales juveniles y adultos, respectivamente, en la
zona de Huacullani. Si bien Soto (2016) encontré una seroprevalencia de doce punto
veintidds por ciento en animales juveniles y veintidds punto veintidds por ciento en
animales adultos en el Centro Experimental Chuquibambilla UNA PUNO, esta diferencia

se debe a que los animales muestreados en ambos casos provenian del mismo rebafio,
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aunque en localidades con distinto grado de asistencia técnica y aplicacion de programas

de produccion ganadera.

Los bovinos son mas susceptibles porque estan infectados con el virus, ya sea
directamente (por contacto con animales PI) o indirectamente (a través de la inseminacién
artificial) durante un periodo més largo de sus vidas, lo que resulta en una alta
seroprevalencia en animales de mas de dos afios. Esto se debe a que los bovinos son mas
propensos a ser hacinados y criados en un sistema de cria semi-intensivo, donde no
reciben los cuidados adecuados y estan en un estado permanente de estrés (causando

infecciones subclinicas. Brock et al. (2000).

En un gran porcentaje de las infecciones agudas son causadas por biotipos de
NPC, y suelen ocurrir en animales de entre 6 meses y 2 afios (se produce una viremia
corta durante siete-diez dias y la excrecion viral puede identificarse en las secreciones
nasales y oculares, lo que explica la baja seroprevalencia en animales de dos afios, nos
dice Baker (1995). Los terneros se convierten en animales P1 porque el virus no es letal
en dosis bajas y estos biotipos son inmunosupresores, ya que pueden coexistir con otras
enfermedades; no obstante, un pequefio porcentaje de terneros sucumbe a la enfermedad
durante los primeros seis meses de vida. Algunos, sin embargo, parecen estar
perfectamente sanos, se desarrollan normalmente e incluso se reproducen, dando lugar a
lo que se conoce como lineas familiares de animales (IP) que pueden persistir durante

generaciones.
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4.4. SEROPREVALENCIA SEGUN ESTADO REPRODUCTIVO

Tabla 7. Seroprevalencia para anticuerpos del vDVB en vacas Brown Swiss segun

estado reproductivo (prefiadas en produccion y vacias en seca).

ANTICUERPOS CONTRA VDVB

VARIABLE DE N° ANIMALES

N° ANIMALES PREVALENCIA
ESTUDIO EVALUADOS
SEROPOSITIVOS %
\/s 16 11 68.75
Pp 15 10 66.67
Total 31 21

Segun la Tabla 7, podemos observar la seroprevalencia de anticuerpos contra el
vDVB en bovinos por estado reproductivo, las vacas secas tienen una seroprevalencia
mas alta, del 68.65%, en comparacion con las vacas prefiadas en produccion, que tienen
una seroprevalencia del 66.67%; sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente

significativa. (menor o igual a cero punto cero cinco).

Estos resultados coinciden con la investigacion de Quispe (2018), quien encontro
una seroprevalencia del 93.33% en vacas prefiadas secas y del 86.67% en vacas prefiadas
en produccion, siendo la primera cifra ligeramente superior a la segunda. Esta disparidad
puede ser atribuible a la introduccién de ganado mejorado sin control sanitario y a las
pajas de semen contaminadas, asi como a las insuficientes formas de higiene utilizadas,

que son las principales causas de la propagacion del virus.

Sin embargo, estos hallazgos contrastan con los de Huaylla (2018), quien
descubrié una seroprevalencia de 64.29% en vacas en lactancia seca y ochenta y 3.33%

en vacas en lactancia en el Distrito de Vilque Puno, y Choquenaira (2018), quien reportd
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una seroprevalencia contra la diarrea viral bovina de setenta y cinco por ciento en el
Distrito de Paucarcolla, desglosada por estado reproductivo en setenta y cinco por ciento
para vacas prefiadas en produccion y 63.33% para Kirkland y Macintosh (1994) indican
que el esperma es una fuente significativo de transmision horizontal para las vacas y para
los no nacidos dependiendo del estado reproductivo de las mismas, y esto explica que
exista una tendencia creciente a utilizar la inseminacion artificial para la reproductividad

del ganado lechero en las zonas de estudio Mcgowan et al. (1993).

Segun Baker (1995), el virus atraviesa la placenta en una proporcién cercana al
cien por ciento durante la gestacién, por lo que el resultado de la infeccion del feto
dependerd en gran medida de la fase de la gestacion en la que se produzca la infeccion y
del biotipo de la cepa infectante. En general, los resultados de la infeccion del feto
incluirdn la mortandad embrionaria, el aborto o la momificacién, la malformacion

congénita, el nacimiento de terneros débiles, el nacimiento de terneros PlI,

Suni (2014) reporta una prevalencia 33.33% para vacas prefiadas y cuarenta y
cinco punto cuarenta y cinco por ciento para vacas vacias en vacas Holstein en el valle de
Moquegua, lo cual es superior a los datos encontrados por Ramos (2016), quien reporto
una seroprevalencia de veintiuno setenta y cuatro y veinticuatro punto sesenta y cuatro
por ciento para vacas prefiadas y vacias en el distrito de Huacullani provincia de Chucuito,
respectivamente. Segun Kirkland y Macintosh (1994), y esta tendencia al uso de la
inseminacién artificial para la reproductividad del ganado lechero en la zona de estudio
puede atribuirse a los continuos proyectos ganaderos implementados por la municipalidad

distrital de Asillo segin Mcgowan et al., (1993).

Sin embargo, hay mas casos positivos entre las vacas secas que entre las vacas

prefiadas en produccidn, de tal manera que, si el DVB se encuentra dentro del Gtero de
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una hembra en el momento de la inseminacién artificial, esto impide la concepcion. Los
investigadores Fray et al. (2000) descubrieron que la infeccion aguda va acompafiada de
un descenso considerable de los niveles de estradiol en plasma y de la presencia de
antigenos indicativos de la fase de maduracién del foliculo. Segin Grooms (1998), el
vDVB es la causa de una ooforitis intersticial no purulenta, con necrosis de las células de
la granulosa y de los ovocitos, lo que provoca un fallo ovérico en las hembras y explica

gue las vacas secas no puedan concebir.

4.5. SEROPREVALENCIA SEGUN ESTADO PRODUCTIVO

Tabla 8. Seroprevalencia para anticuerpos del vDVB en vacas Brown Swiss segun
estado productivo (vacias en produccion y prefiada sin produccion).

ANTICUERPOS CONTRA VDVB

VARIABLE DE = N° ANIMALES

N° ANIMALES PREVALENCIA
ESTUDIO EVALUADOS
SEROPOSITIVOS %
Vs 15 6 40
Vp 17 9 52.94
Total 32 15

La seroprevalencia de los anticuerpos contra el VDVB se muestra en la Tabla 8
por estado reproductivo, siendo las vacas prefiadas en produccion las que presentan una
mayor seroprevalencia (54.94%) que las vacas prefiadas no en produccion (cuarenta por
ciento), aunque la diferencia no es estadisticamente significativa (p menor o igual a cero

cinco).
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En comparacién con los hallazgos del estudio que fue realizado por Huaylla
(2018), el cual obtuvo una seroprevalencia del vDVB en bovinos de raza Brown Swiss
en el Distrito de Vilque Puno, segun el estatus productivo, que fue de 81.225% para las
vacas que estaban produciendo leche y 57.14% para las vacas secas, estos resultados son
significativamente menores, segiin Choquenaira (2018), el cual fue el que informo una
seroprevalencia de diarrea viral bovina en el distrito de Paucarcolla, para el estado de
productividad para vacas en produccion fue de setenta y cinco y sesenta por ciento para
vacas prefiadas sin produccion, y segin Quispe, N. (2018), el cual fue el que informo una
seroprevalencia a anticuerpos virales al virus de la DVB, para vacas infértiles que fue de
ochenta y siete punto cincuenta por ciento y para vacas secas de 66.67% en el distrito de
Taraco, y segun Huacasi, (2018) el cual fue quien informo una seroprevalencia segun
estado de productividad del 58.8% para vacas infértiles y del setenta y uno punto dos por
ciento para vacas en lactacion en su estudio realizado en Espinar; estas diferencias se
deben a que en la comarca de Asillo ya existe un nivel de concienciacion de los
productores frente a esta enfermedad; sin embargo, estos informes son elevados, y es por
ello que el mayor impacto econémico de la infeccion por el vDVB se produce en el ambito
reproductivo (muerte embrionaria, abortos, congenialidad) segun Moennig y Liess,

(1995).

En esta ultima, hay méas casos positivos entre las vacas productoras que entre las
prefiadas que no estan produciendo. Segin Ames y Baker, esto se debe a que no existen
programas para prevenir, controlar o erradicar esta enfermedad en la region de
investigacion. Esto incluye el no encontrar las medidas correctas de bioseguridad, la no
identificacion de los animales Pl y la no inmunizacion de los rebafios contra el vDVB en

su manifestacion de Ames y Baker (1990).
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Segln Zuniga et al. (2006), son pocos los ganaderos que aplican programas de
vacunacion y, sin embargo, en la region de Asillo, los anticuerpos contra el vDVB siguen
siendo omnipresentes. Ademas, segun Vanroose et al. (1988) la infertilidad debida a las
infecciones agudas puede ser transitoria en las vacas (creando un gran porcentaje en
riesgo de mortalidad fetal y embrionaria, por lo que se reducen las cifras de concepcion
y gestacion, asi como la disminucion del rendimiento reproductivo), pero permanente en
otras especies. Los animales infectados de forma persistente no estan consideradas como
una fuente de pérdidas, pero contribuyen al coste global de la infeccién por el vDVB, ya
que eliminan el virus constantemente a través de las heces y la orina, lo que significa que

es probable que se subestimen los costes econdmicos de la enfermedad.
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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 Asillo fue de 55.43%.

Medianamente alta.

- La seroprevalencia a los anticuerpos del virus de la Diarrea Viral Bovina en
el distrito de Asillo, segun sexo (menores de dos afios) fue ligeramente menor en un

50.00% para los machos y de 52.94% para las hembras.

- La seroprevalencia a los anticuerpos de la DVB en el distrito de Asillo, segun edad
fue mayor para animales mayores de dos afios con un 57.14% que en animales

menores de dos afos con un 51.72%.

- La seroprevalencia a los anticuerpos del virus de la Diarrea Viral Bovina en
el distrito de Asillo, segin el estado reproductivo para las vacas prefiadas en

produccion fue de 66.67 % Yy 68.75 % para las vacas vacia sinfertiles.

- La seroprevalencia a los anticuerpos del virus de la Diarrea Viral Bovino en
el distrito de Asillo, segun el estado reproductivo fue mayor para vacas vacias en

produccion en un 52.94% y 40 % para las vacas prefiadas.
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V1. RECOMENDACIONES

- Sensibilizar y concientizar a los productores de las comunidades mediante
capacitaciones sobre la importancia de la enfermedad y las pérdidas
econdmicas que causa esta enfermedad y de esa forma para que puedan
facilitar a sus animales para estudios seroldgicos de las principales enfermedades
infecciosas.

- Para detener la propagacion del virus de la diarrea viral bovina, es necesario aplicar
estrategias de control, seguimiento y prevencion de la enfermedad.

- Se recomienda que el Servicio Nacional de Sanidad Animal y el Ministerio de
Agricultura lleven a cabo medidas de vigilancia epidemiolégica y técnicas de
diagndstico para identificar el agente de la DVB y mitigar el impacto de esta
enfermedad en el distrito de Asillo, provincia de Azangaro, utilizando los resultados
de este estudio y otros que existen en la zona.

- Al incorporar nuevos toros reproductores o pajillas de semen a sus rebafios, ya sea
por compra o por préstamo, deben conocer el historial del animal o realizar una
prueba seroldgica, y también deben aplicar la cuarentena en los nuevos animales para
evitar la entrada de animales con un cuadro clinico agudo o PI, que podrian propagar
la enfermedad.

- Utilizar el ensayo ELISA para conocer la seroprevalencia de diversas enfermedades

asociadas a las pérdidas monetarias experimentadas por los productores.
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ANEXOS
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FIGURA Al. Imagenes del kit de vDVB, conjugados, reactivos y agua estéril para
inyeccion.

Figura 1. Kit de vDVB Figura 2. Reactivos

Figura 3. Idexx
Figura 4. Agua esteril
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FIGURA A2. Equipos; centrifuga, lector de ELISA y su laptop, refrigeradora y
micropipeta.

Figura 5. Centrifuga Figura 6. Lector de Elisa

Figura 7. Micropipeta Figura 8. Refrigeradora
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FIGURA A3. Iméagenes del andlisis de las muestras.

) .., i Figura 10. Solucion de frenado
Figura 9. Adicion del diluyente

agregar el frenado
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Figura 13. Reaccion con el Figura 14. Lector de Elisa

cromogeno
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ﬂ. UNIVERSIDAD

ANEXO B

Cuadro B1l. Prueba de Ji-cuadrada para Seroprevalencia del virus de la Diarrea

Viral Bovina en vacunos de la raza Brown Swiss del Distrito de Asillo provincia de

Estadisticos descriptivos

Oesviacidn

M Minimeo Masima Media estandar
Sena 23 1 2 1514 R0y
Edad a3z 1 2 132 (36T
Estado reproductiva k1l 1 2 148 505
Estada praductiva 32 1 2 153 507
Seroprevalencia 52 1 3 21 1.000,
M wilida (por lista) n]

Azangaro departamento de puno mediante el software IBM SPSS Statistics 22.

Tabla B2. Seroprevalencia del vDVB en bovinos de raza Brown Swiss en la cuenca
lechera del Distrito de Asillo, Provincia de Azangaro, Departamento de Puno, analizada

por medio de la prueba de chi-cuadrado en IBM SPSS Statistics 22.

Sexo*Seroprevalencia tabulacion cruzada
Seroprevalencia Total
Negativ | Positivo
0
Sexo Macho Recuento 6 6 12
% dentro de | 50.0% 50.0% 100.0%
Sexo
Hembra Recuento 8 9 17
% dentro de|47.1% 52.9% 100.0%
Sexo
Total Recuento 14 15 29
% dentro de | 48.3% 51.7% 100.0%
Sexo
Pruebas de chi-cuadrado
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Valor gl Sig. Significacio | Significacio

asintétic | n exacta (2 | n exacta (1
a (2 | caras) cara)
caras)

Chi- ,0242 1 876

cuadrado de

Pearson

Correccion | 0.000 1 1.000

de

continuidad

b

Razon de | .024 1 876

verosimilitu

d

Prueba 1.000 587

exacta de

Fisher

Asociacion | .024 1 .878

lineal  por

lineal

N de casos | 29

validos

a. 0 casillas (cero por ciento) han previsto un calculo menor que cinco. La estimacion

minima prevista es cinco punto setenta y nueve por ciento.

b. tnicamente se ha tomado el calculado para una tabla dos por dos

Este resultado me indica que no hay significancia (p>0.05 o sea 0.876 +es mayor que

0.05)

En la tabla B3 podemos observar los resultados de la prueba de Chi-cuadrado realizada
con el programa IBM SPSS Statistics 22 para determinar la seroprevalencia del vDVB en
los bovinos de raza Brown Swiss del Distrito de Asillo, Provincia de Azangaro,

Departamento de Puno.
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Edad*Seroprevalencia tabulacion cruzada
Seroprevalencia Total
Negativ | Positivo
0
Edad Adulto Recuento 27 36 63
% dentro de|42.9% 57.1% 100.0%
Edad
Joven Recuento 14 15 29
% dentro de | 48.3% 51.7% 100.0%
Edad
Total Recuento 41 51 92
% dentro de | 44.6% 55.4% 100.0%
Edad
Pruebas de chi-cuadrado
Valor ol Sig. Significaci | Significaci
asintotic | 6nexacta (2 | 6nexacta (1
a (2 | caras) cara)
caras)
Chi- 2362 1 627
cuadrado de
Pearson
Correccién | .068 1 .795
de
continuidad
b
Razon de | .236 1 627
verosimilitu
d
Prueba .657 .396
exacta de
Fisher
Asociacion | .233 1 .629
lineal  por
lineal
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N de casos | 92
validos

a. 0 casillas (cero por ciento) han previsto un calculo menor que cinco. La estimacion
minima prevista es doce punto noventa y dos.

b. Unicamente se ha tomado el calculado para una tabla dos por dos

Este resultado me indica que no hay significancia (p>0.05 o sea 0.627 +es mayor que

0.05)

En la tabla B4 podemos observar los resultados de la prueba de Chi-cuadrado realizada
con el programa IBM SPSS Statistics 22 para determinar la seroprevalencia del vDVB en
los bovinos de raza Brown Swiss del Distrito de Asillo, Provincia de Azangaro,

Departamento de Puno.

Estado reproductivo*Seroprevalencia tabulacion cruzada
Seroprevalencia Total
Negativ | Positivo
0
Estado Vacias Recuento 5 11 16
reproductivo
% dentro de|31.3% |68.8% 100.0%
Estado
reproductivo
Prefiadas Recuento 5 10 15
% dentro de|33.3% |66.7% 100.0%
Estado
reproductivo
Total Recuento 10 21 31
% dentro de|323% |67.7% 100.0%
Estado
reproductivo
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Pruebas de chi-cuadrado
Valor ol Sig. Significaci | Significaci

asintoti | 6n exacta | 6n exacta
ca (2| (2caras) (1 cara)
caras)

Chi- ,0152 1 901

cuadrado de

Pearson

Correccion | 0.000 1 1.000

de

continuidad®

Razon  de | .015 1 901

verosimilitu

d

Prueba 1.000 .602

exacta  de

Fisher

Asociacion | .015 1 903

lineal  por

lineal

N de casos | 31

validos

a. 1 casillas (veinticinco por ciento) han previsto un calculo menor que cinco. La

estimacion minima prevista es cuatro punto ochenta y cuatro.

b. Unicamente se ha tomado el calculado para una tabla dos por dos

Este resultado me indica que no hay significancia (p>0.05 o sea 0.901 +es mayor que

0.05).

En la tabla B5 podemos observar los resultados de la prueba de Chi-cuadrado realizada
con el programa IBM SPSS Statistics 22 para determinar la seroprevalencia del vDVB en
los bovinos de raza Brown Swiss del Distrito de Asillo, Provincia de Azangaro,

Departamento de Puno.
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Estado productivo*Seroprevalencia tabulacion cruzada

Seroprevalencia Total
Negativo | Positivo
Estado Seca Recuento 9 6 15
productivo
% dentro de | 60.0% 40.0% 100.0%
Estado
productivo
Producciéon | Recuento 8 9 17
% dentro de|47.1% 52.9% 100.0%
Estado
productivo
Total Recuento 17 15 32
% dentro de |53.1% 46.9% 100.0%
Estado
productivo
Pruebas de chi-cuadrado
Valor ol Sig. Significacion | Significacion
asintética | exacta (2 | exacta (1
(2 caras) | caras) cara)
Chi- ,536% 1 464
cuadrado de
Pearson
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Correccién 142 1 .706
de
continuidad®

Razoén de | .538 1 463

verosimilitud

Prueba .502 .354
exacta de

Fisher

Asociacion 519 1 471

lineal por

lineal

N de casos | 32
validos

a. 0 casillas (cero por ciento) han previsto un calculo menor que cinco. La estimacion

minima prevista es siete punto tres.

b. Unicamente se ha tomado el calculado para una tabla dos por dos

Este resultado me indica que no hay significancia (p>0.05 o sea 0.464 +es mayor que
0.05)
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