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RESUMEN

El virus lengua azul (VLA) se transmite principalmente a través de vectores del género
Culicoides ssp. Los vacunos infectados no presentan signos clinicos, por lo que son
considerados asintomaticos y, en consecuencia, se les conoce como reservorios del virus. El
objetivo principal de esta investigacion fue determinar seroprevalencia molecular de cepas
emergentes del virus lengua azul en vacunos del distrito de Challabamba — Paucartambo —
Cusco. La investigacion se llevo a cabo de febrero a junio de 2024. Se realiz6 en dos etapas: la
primera consistio en el analisis serologico de las 119 muestras de suero de vacunos procedentes
del distrito de Challabamba mediante el método de ELISA de competicion, con el fin de
seleccionar animales seropositivos a VLA; y en la segunda etapa, se realiz6 la recoleccion de
13 muestras de sangre del hato seroreactor para el analisis molecular mediante RT-qPCR en
tiempo real. La seroprevalencia de anticuerpos contra (VLA) en vacunos fue de 0.84 = 0.015%
(1/119). No se detecto el genoma viral en vacunos del hato seropositivo a anticuerpos de VLA.
En conclusion, se encontrd presencia de anticuerpos contra el VLA, pero no del genoma viral

del VLA en vacunos del distrito de Challabamba.

Palabras claves: ELISA de competicion, RT-qPCR en tiempo real, vacunos, virus lengua azul.
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ABSTRACT

Bluetongue virus (BTV) is primarily transmitted by vectors belonging to the Culicoides
ssp genus. Infected cattle do not manifest clinical signs, and thus are considered to be
asymptomatic. Consequently, they are regarded as reservoirs of the virus. The principal
objective of this research was to ascertain the molecular seroprevalence of emerging strains of
bluetongue virus in cattle in the district of Challabamba-Paucartambo-Cusco. The research was
conducted from February to June 2024. The study was conducted in two phases. Initially, the
competitive ELISA method was employed to analyze 119 serum samples from cattle in the
Challabamba district, with the objective of identifying animals that had been exposed to BTV.
Subsequently, 13 blood samples from the seroreactor herd were subjected to molecular analysis
through RT-qPCR in real time. The seroprevalence of BTV antibodies in cattle was 0.84 +
0.015% (1/119). No viral genome was detected in cattle from the BTV antibody seropositive
herd. It can therefore be concluded that the presence of BTV antibodies but not the viral

genome was found in cattle from the Challabamba district.

Keywords: Bluetongue virus, cattle, competitive ELISA, real-time RT-qPCR.



INTRODUCCION

Lengua azul (LA) es una enfermedad virica no contagiosa que afecta a los rumiantes
domésticos y silvestres. Se transmite por mosquito del género Culicoides y es endémica en
zonas tropicales y subtropicales donde el virus persiste, expandiéndose a mayores altitudes y
latitudes fuera de su habitat geografico conocido (40°N y 35°S). Esto ocasiona severas pérdidas
economicas en la salud animal, la reproduccidon y se convierte en una restriccion para el
comercio internacional de ovinos y otros rumiantes domésticos en pie y de germoplasma (Purse
et al., 2005). Debido a su patogenicidad y gran capacidad de transmision y difusion, forma
parte de las enfermedades de la lista de la Organizacion Mundial de la Salud Animal (OMSA).
Desde un punto de vista socioeconémico, es muy costosa, principalmente por los sacrificios
obligatorios y otros gastos relacionados con la prevencion, erradicacion e indemnizacion
(Rosell, 2004).

En los ultimos afios, el cambio climatico y el calentamiento global han generado la
expansion de mosquitos vectores (Hunter, 2003). Entre la amplia gama de mosquitos vectores,
se cree que los mosquitos Culicoides, son particularmente sensibles a cambios climaticos
(Purse et al., 2008), son considerados como poiquilotermos y utilizan una gran variedad de
hébitats en areas semiacuaticas para su desarrollo; las tasas demograficas e interacciones con
los hospederos son sensibles a variaciones de temperatura y humedad (Purse et al., 2015). Esto
sugiere que la altitud y bajas temperaturas constituyen una barrera para la biologia del vector
transmisor del virus (Jurado et al., 2020).

En la Amazonia peruana se han reportado especies Culicoides ssp.; su clima tropical es
un ambiente Optimo para el vector y facilita la infeccion del virus lengua azul (VLA) en los
huéspedes (Felippe et al., 2008; Lopez et al., 2022). La geografia del territorio peruano esta
cubierta en mas de un 57% por bosques y valles interandinos (MINAM, 2016). En nuestro

pais, se determind serologicamente la presencia del VLA a nivel nacional en ganado vacuno



(Incil, 2023). Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion evalta la presencia del VLA
en vacunos del distrito de Challabamba, por la prueba de ELISA de competicion, deteccion de

anticuerpos serologicos y RT-PCR para deteccion del genoma viral.



I. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

Challabamba es un distrito eminentemente ganadero, principalmente en la produccion de
vacunos. Actualmente, no realizan controles sanitarios sobre la presencia de enfermedades
virales en el mencionado lugar, razén por la cual los ganaderos de la zona manifiestan que sus
animales presentan problemas de baja produccion de leche, abortos, agrietamiento del pezon,
conjuntivitis y presencia de neumonias que no responden al tratamiento, ocasionando grandes
pérdidas econdmicas. Ademas, existen investigaciones que reportan la presencia de VLA en la
sierra peruana y en la region Cusco (Incil, 2023) y también se ha registrado la presencia del
virus en la region selva (Ramos, 2023). Por lo tanto, podria existir la enfermedad en el distrito
mencionado y la migracion del vector principal, debido a cambios climaticos y al calentamiento
global que se esta dando a nivel mundial (Navarro et al., 2019). Los problemas mencionados
repercuten negativamente en la produccion y rentabilidad del ganadero y las investigaciones
reportadas nos ayudan a evidenciar que ya existia la enfermedad en el lugar mencionado, por
lo que nos planteamos como objetivo general determinar la seroprevalencia molecular de cepas
emergentes del virus lengua azul (VLA) en vacunos del distrito de Challabamba — Paucartambo

— Cusco.



II. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo general

Determinar la seroprevalencia molecular de cepas emergentes del virus lengua azul en

vacunos del distrito de Challabamba — Paucartambo — Cusco.

2.1.2. Objetivos especifico

1. Determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra el virus lengua azul en los vacunos
del distrito de Challabamba.

2. Detectar el genoma del virus lengua azul en los vacunos del distrito de Challabamba.



2.2. JUSTIFICACION

En la provincia de Paucartambo, especialmente en el distrito de Challabamba, la
actividad pecuaria es significativa, siendo la produccion de leche y sus derivados un pilar
fundamental para el desarrollo productivo y econdmico del distrito. En este contexto, la
presencia de enfermedades virales, especialmente virus lengua azul (VLA), podria ocasionar

grandes pérdidas en la produccion y en la economia pecuaria.

En el distrito mencionado, no existen investigaciones relacionadas con la enfermedad de
la lengua azul, ni hay reportes del vector principal. Por lo tanto, los productores desconocen la

existencia de la enfermedad, su propagacion, las medidas preventivas y las formas de control.

Este trabajo de investigacion, a través de pruebas seroldgicas y moleculares, permitira
identificar a los vacunos que presentan la enfermedad de la lengua azul y reportar los resultados
sobre dicha enfermedad a las autoridades correspondientes y a los productores del distrito.
Asimismo, contribuird al conocimiento sobre la enfermedad y sus consecuencias en la
produccion de vacunos, de modo que los productores puedan adoptar todas las medidas

preventivas necesarias para evitar la transmision de la enfermedad.



I11. MARCO TEORICO
3.1. Antecedentes

Incil (2023), establecio la seroprevalencia de VLA en bovinos del Pertl y determiné los
factores de riesgo. Para ello, utilizo 3 425 muestras de suero de bovinos procedentes de todo el
pais y la base de datos proporcionadas por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA).
Mediante la prueba de ELISA competitiva, determiné la seroprevalencia a nivel nacional de
19.1% (653/3 425), en el sur del Pera del 0.49% (9/1 851), y en las regiones como
Huancavelica, Cusco y Puno una seroprevalencia de 4.41% (3/68), 1.75% (4/228) y 0.29%
(2/685) respectivamente. Asimismo, demostrd que los principales factores de riesgo son la
altitud, temperatura, humedad y precipitacion.

Ramos (2023), determin6 la distribucion espacial de VLA y seroprevalencia en
bovinos de los departamentos de Madre de Dios, Ucayali, Loreto, San Martin y Amazonas de
la selva del Pert. Confirmo la presencia del virus en bovinos en la region selva en un 85.12%
mediante el método de ELISA competitiva. Asimismo, la prueba de Chi cuadrado revel6 una
asociacion significativa entre la frecuencia de anticuerpos contra VLA, la edad de los animales
(p=0.025), y la variable altitud (p < 0.001). Demostr6 que el principal factor es la distribucion
espacial, donde la mayor poblacion de bovinos positivos a anticuerpos contra VLA se ubicaron
en altitudes menores a 1 000 m s.n.m.

Acevedo et al. (2023), aislaron e identificaron el VLA a partir de la sangre de un ternero
naturalmente infectado. El virus lo aislaron en huevos embrionados de pollo y en cultivo celular
a partir de la sangre del ternero a los 21 dias de edad, que result6 positiva a la presencia de
virus por un ensayo de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa
anidada (nRT-PCR). Evidenciaron que los embriones inoculados mostraron mortalidad
embrionaria, disminucion de la talla, coloraciéon rojiza y edema como indicativo de

multiplicacion viral. En el cultivo celular, observaron focos de células redondeadas y



retractiles. La identificacion del virus lo realizaron con Kit comercial de RT-PCR en tiempo
real, para la deteccion especifica del VLA.

Lopez et al. (2022), determinaron la prevalencia del VLA en ovinos mediante el método
de reaccion en cadena de la polimerasa con Transcripcion Reversa (RT- PCR) en tiempo real.
Evaluaron 366 ovinos de las 10 provincias de la regiéon San Martin, Pert. Tomaron muestras
de sangre de la vena yugular y llevaron a cabo el proceso de extraccion y purificacion de ARN
con el kit QIAmp®. Posteriormente, realizaron la transcripcion reversa donde obtuvieron el
ADNCc y finalmente realizaron la RT- PCR en tiempo real, demostraron 2 ovinos positivos con
valor de ciclo umbral (Ct) de 35.21 y 35.57, siendo la prevalencia de 0.54% (2/366) de VLA
en sistema de crianza extensiva.

Navarro ef al. (2019), identificaron Culicoides ssp. como vectores del VLA en granjas
de ovinos de la ciudad de Pucallpa, provincia Coronel Portillo, Ucayali. Realizaron el estudio
en etapas: la primera consistid en el andlisis serologico de 46 muestras de suero mediante la
prueba de ELISA competitiva, donde determinaron que tres granjas resultaron seropositivas a
Orbivirus en un 46.7%; 81.3% y 20%, demostraron que el 96% fue positiva a VLA. En la
segunda etapa capturaron los mosquitos Culicoides, siendo las especies mas identificadas
Culicoides insgnis en 94.8% (7 519/7 930); en menor abundancia el Culicoides foxi, Culicoide
ocumarensis, Culicoide pseudodiabolicus y reportaron a Culicoides lutzi como nuevo registro.
Adicionalmente, tomaron 15 muestras de sangre de ovinos y determinaron presencia del
genoma viral en una muestra (1/15) por método de RT-PCR en tiempo real.

3.2. Bases tedricas
3.2.1. Poblacion de vacunos en la region Cusco

Seglin el IV censo nacional agropecuaria, se registraron un total de 5 156 044 cabezas de

ganado vacuno (INEI, 2012). La distribucion de la poblacion de ganado vacuno en la region

sierra es de 3 705 822 cabezas, en la region de Cusco 396 392 cabezas, en la provincia de



Paucartambo 23 755 y en el distrito de Challabamba una poblaciéon de 6 530 de ganado vacuno
(INEIL 2012).

La crianza de ganado vacuno en la sierra esta orientada a la produccion de carne, leche y
trabajo (yunta). Esta produccién esta orientada al mercado local, al autoconsumo y al
abastecimiento a centros de engorde estas actividades son fuentes de ahorro para los ganaderos.
La mayoria de vacunos son de tipo criollo con mayor o menor grado de mejora con otras razas,
los principales departamentos que abastecen a centros de engorde son Ayacucho, Cajamarca,
Cusco, Puno, Arequipa, Junin y la selva (MIDAGRE, 2015).

3.2.2. Agente etiologico de la enfermedad de la lengua azul

Seglin la organizacion mundial de la salud animal (OIE), la lengua azul es una
enfermedad virica de rumiantes domésticos y silvestres, es particularmente dafiina en las ovejas
pueden morir en un 50%, en los vacunos y caprinos rara vez causa enfermedad se les considera
asintomadticos, aunque puede afectar la capacidad reproductiva. Los brotes de lengua azul
pueden causar grandes pérdidas econdmicas debido al impacto en la salud del vacuno y pérdida
de mercados pues existen restricciones estrictas al movimiento de animales para limitar la
propagacion de la enfermedad (Gorchs y Lager, 2001).
3.2.2.1. Historia del virus lengua azul

El VLA fue descrita por primera vez a principios de 1900 como fiebre o fiebre cantaral
paltdica en Sudéfrica. El nombre de la bluetongue (BT) es la forma anglicanizada del afrikdans
bloutong, acufada por los granjeros Boers, las escrituras originales del BT se publicaron a
finales del siglo XIX e inicio del siglo XX (Spreull, 1905). El primer registro bien documentado
del VLA fue reportada fuera de Africa, en ovinos en Chipre en 1943 (Gambles, 1949).
Posteriormente fue reconocida en paises como Israel, Portugal, Espana, India, Pakistan,

Estados Unidos, América del Sur y otros paises (Du Toit, 1944; Vega et al., 2004).



En 1944 se reveld que el VLA es transmitida por la picadura de insectos del género
Culicoides ssp (Sanchez et al., 2008). El virus se propaga al picar a un animal infectado con
VLA y vuelve a picar a un animal sano, esta es la razén por la que la enfermedad es mas
prevalente en zonas geograficas donde las condiciones climaticas son favorables para su
desarrollo (Gorchs y Lager, 2001). En 1984, se demostro seroldégicamente la presencia del VLA
en los ovinos del Peru (Rosadio et al., 1984), y en 2023 se confirm6 a nivel nacional la
presencia del virus en vacunos (Incil, 2023) y en la region selva (Ramos, 2023).

El VLA se ha expandido en paises ubicados fuera del rango de 40°N y 35°S, debido a la
migracion de Culicoides spp. hacia latitudes cada vez mas altas donde los rumiantes son
susceptibles. El cambio climatico, impulsado por el calentamiento global, podria facilitar la
propagacion del virus mas alld de los limites (Purse ef al., 2005; Acevedo et al., 2020).
3.2.3.2. Clasificacion taxonémica

VLA se clasifica taxondémicamente dentro del género Orbivirus de la familia Reoviridae;
el genoma del VLA estd compuesta por 10 segmentos lineales de ARN de doble cadena (Maan

etal.,2015).

Dominio: Riboviria
Reino: Orthornavirae
Filo: Duplornaviricota
Clase: Resentoviricetes
Orden: Reovirales
Familia: Reoviridae
Subfamilia: Sedoreoviridae
Género: Orbivirus

Especie: Virus Lengua azul
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3.2.3.3. Morfologia del virus lengua azul

El VLA es un virus que no posee envoltura, compuesto por 10 segmentos de ARN lineal
de doble cadena, con un tamaio aproximado de 80-90 nm de diametro (Mertens et al., 2015).
Estd Formado por 7 proteinas estructurales (VP1 a VP7) y 4 proteinas no estructurales (NS1,
NS2, NS3/NS3a y NS4) que forman parte de la estructura del virus (Belhouchet et al., 2011).
Nuevas investigaciones predicen que los Orbivirus codifican una quinta proteina no estructural
adicional, el NS5 (Mohd et al., 2023).

El VLA tiene tres capas proteicas, la capside externa esta compuesta por dos capas
consecutivas de proteinas: siendo la mas externa VP2 y la ligeramente menos expuesta VP5
ambas proteinas se unen a una capa subyacente compuesta por la VP7, la proteina VP3 recubre
el nicleo vy las tres proteinas estructurales restantes (VP1, VP4 y VP6) forman el interior
enzimatico del virus, junto con el ARN genémico (Wu y Roy, 2022; Mertens ef al., 2004).

Figura 1. Diagrama esquematico que representa la estructura de la particula viral.

Structural Non-structural
Proteins Proteins
VP NS

VP1

VP2

VP3

Segment 4
Segment 5 NS1

VP5 Segment 6

Segment8  NS2

NS4 ©
VP6
> NS5?
L -
NS3a

Fuente: (Rodriguez et al., 2021).
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e Proteinas estructurales

La proteina VP2 es la mas externa de la capside viral; 120 moléculas forman 60 trimeros,
y cada mondmero consta de tres dominios distintos (centro, cuerpo y punta) de forma triskelion
(tres espirales entrelazadas). es responsable a la union celular del receptor (Wu y Roy, 2022).
Los extensos datos de secuencia y el perfil inmunoloégico han demostrado que la VP2 es
altamente variable determinando el serotipo (Mertens et al., 2015).

La proteina VPS5, al igual que el VP2, se encuentra contrastada en la parte externa del
virion, el pH acido provoca un cambio brusco de conformacion para posibilitar la penetracion
en la membrana y la liberacion del nucleo viral en el citoplasma, iniciando la transcripcion de
ARN gendmicos (Wu et al., 2019).

Los dos proteinas fundamentales VP3 y VP7; desempefian un papel importante en la
integridad estructural del nucleo del virus, la proteina mas antigénica es la proteina VP7
(Anthony et al., 2007). Se ocupan de la proteccion del nucleo y los segmentos de ARN
genomico de doble cadena (Schwartz et al., 2008).

Las tres proteinas centrales menores de transcripcion como VP1, VP4 y VP6. La proteina
VP1 puede extender la sintesis de ARN a través del cebador y tiene una actividad 6ptima entre
27 — 37 °C, lo que permite una replicacion eficiente en células de insectos y mamiferos (Roy,
2008). La proteina VP4 presenta una estructura cristalina, presenta una arquitectura modular
alargada que estabiliza el ARNm y brinda una eficiente traduccion (Sutton et al., 2007). La
proteina VP6 desempefia una funcion de union a ATP y muestra funciones de ATPasa y

helicasa (Roy, 2008; Schwartz et al., 2008).

e Proteinas no estructurales
Las dos proteinas no estructurales del VLA, como NS1 y NS2, son las més grandes y

mas expresadas en los infectados celulares. Mientras que las dos proteinas NS3 y NS3a son
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apenas detectadas en células de mamiferos, pero se sintetizan en grandes cantidades en las
c€lulas de insectos esta relacionada principalmente con el VLA (Schwartz et al., 2008).

La NSI esta compuesta por una gran cantidad de tibulos especificos del virus, con un
diametro de 52.3 nm y un longitud de 1 000 nm (Agtero et al., 2002). La parte principal del
virus es el NS2. La expresion en las células es suficiente para crear de cuerpos de inclusion y
atrac VP3; es esencial para la replicacion del virus y ensamblaje del virus (Lymperopoulos
et al., 2003). la proteina principal que regula el trafico, la salida y la maduracion del virus es
el NS3 (Labadie et al., 2020; Balasuriya et al., 2008).

La expresion genética de NS4 estd relacionada con su localizacion nuclear y factor
esencial para determinar la virulencia viral. Ademas, NS4 no tiene efectos sobre la traduccion
celular ni el empalme del ARNm (Ratinier et al., 2016). El cierre celular es promovido por el
supuesto NS5 que contribuye en el deterioro de la respuesta celular del huésped de VLA
(Rodriguez et al., 2021).
3.2.3.4. Inicio de la replicacion viral

El VLA inicia la infeccion de la célula huésped a través de una particula viral ingresa al
citosol de la célula huésped (Patel et al., 2016). La infeccion por la particula del VLA se
establece cuando la capa interna se transloca después de la absorcion del virus, un proceso
llevado a cabo por las dos proteinas de la capside externa, VP2 y VP5 endosomal; la proteina
VP2 se une al &cido sidlico de la superficie y facilita la endocitosis mediada clatrina del virion,
mientras que la proteina VPS5 penetra en la membrana de la célula huésped y entrega la capside
interna en el citosol huésped (Forzan ef al., 2007; Patel et al., 2016). El proceso consta de dos
etapas distintas: el VP2 detecta el pH (6.5-6.0) en la endosoma; el VPS5 detecta un pH mas bajo
(5.5) y adquiere actividad de fusion de membrana, lo que permite que el nticleo escape a través

de la membrana endosomal (Forzan et al., 2007; Patel et al., 2016).
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Figura 2. Ciclo de replicacion del virus lengua azul.

Fuente: (Mertens et al., 2004).
3.2.3.5. Serotipos del virus lengua azul

A nivel mundial, hasta la fecha, se han notificado 28 serotipos distintos de VLA mediante
ensayos serologicos (Bumbarov ef al., 2020) y 23 serotipos en India (Saminathan et al., 2020).
Los diferentes serotipos del virus mostraron un 22.2% de similitud en aminoéacidos y un 26.8%
en nucleotidos, lo que permiti6 una identificacion y diferenciacion clara de los serotipos (Maan
et al.,2010).

La mayoria de los segmentos del genoma del VLA pueden segregarse en el
subcontinente Indio, China, Japon, Taiwan, Indonesia, Australia, Europa, Turquia y Cuenca
del Mediterraneo, en el continente africano, Estados Unidos, Brasil y Guatemala y la region
del Caribe, en funciéon de la geografia (Saminathan et al., 2020). El diagnodstico de VLA es
crucial para el control y erradicacion de la enfermedad, garantizando el comercio libre de

animales y productos derivados (van Rijn, 2019).
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3.2.2. Vector mosquito Culicoides ssp

El vector competente de VLA es el mosquito hembra de género Culicoides ssp, en
castellano se conocen con el nombre de jejenes, son infecciosos y se alimentan de sangre. Los
vectores son de pequefio tamafo, entre 1 y 3 mm, con patas muy cortas y alas con manchas
claras y oscuras que permite identificacion a nivel de especie (Lucientes et al., 2008). De las 1
400 especies de Culicoides ssp, solo se conoce que unas 30 transmiten la enfermedad de la
lengua azul (Saminathan et al., 2020). Los vectores principales son los C. imicola, C. obsoletus,
C. dewulfiy C. pulicaris (Lucientes et al., 2008).

Las condiciones ambientales favorables, como la temperatura, humedad, precipitacion,
velocidad del viento, zonas pantanosas, el final de verano y el final de otofio proporcionan
supervivencia y reproduccion de los vectores Culicoides ssp, que coincide directamente con la
transmision de VLA y el brote del serotipo 8 (Saminathan et al., 2020). El cambio climatico y
calentamiento global ha permitido la colonizacion de nuevos habitats del vector vy la
propagacion del virus (Subhadra et al., 2023).

3.2.3. Patogenia del virus lengua azul
3.2.3.1. Hospederos

La distribucion del VLA afecta una amplia variedad de rumiantes domésticos y silvestres,
incluyendo ovinos, cabras, vacunos, camélidos, btifalos, ciervos, antilopes y alces. Las especies
mas sensibles son los ovinos; el venado de cola blanca, la alpaca y la llama pueden presentar
una fase clinica aguda e incluso mortal, mientras en el ganado vacuno y caprino se les considera
como asintomaticos o subclinicos (Van den Bergh et al., 2018). La viremia persiste en los
ovinos durante 30 dias, y en el vacuno de 90-120 dias se le considera reservorio del virus

(Subhadra et al., 2023).
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3.2.3.2 Transmision del virus

El VLA es transmitido por el mosquito del género Culicoides ssp.; actualmente, existe
nuevas investigaciones que demuestran otras vias de infeccion sin la presencia del vector. En
Europa, se ha demostrado que el brote del serotipo 8 atraviesa la barrera transplacentaria,
infectando del feto (Clercq ef al., 2008).

También se ha evidenciado la transmision venérea a través del semen de rumiantes
infectados (Rojas et al., 2021), y se notificéd la transmision oral en terneros alimentados con
calostro y la ingesta de placenta (Menzies et al., 2008). La transmisién mecéanica como vector,
la garrapata y la via iatrogénica los equipos quirtrgicos contaminados con sangre, también son

relevantes (Saminathan et al., 2020).

Different modes of BTVtransmission

Extrinsic incubation period inside vector last
for 4-20 days (depends on temperature)

Cutaneous instillatiion of Uninfected adult vector

BTV by adult female bites viraemic ruminant
Culicoides spp. host

Host develops . \ ¢
viremiaafter 2.7 4,7 e

days and infective | | |
to vectors i

Intrinsic incubation period
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3.2.3.3. Replicacion del vector en los tejidos

Los Culicoides ssp son vectores biologicos del VLA; los mosquitos se infectan al picar
a un huésped infectado a través de la ingesta de la sangre. El virus se replica inicialmente en
las células del intestino medio y escapa a la cavidad corporal de los vectores, llegando a las
glandulas salivales cada 4-6 dias, el vector esta listo para transmitir el virus a otro huésped a
través de la mordedura (Wilson y Mellor, 2009). Sin embargo, las altas temperaturas son

perjudiciales para la supervivencia del vector (Wilson et al., 2008).

El VLA es inoculado en la piel del rumiante a través de mordedura del vector, en el
rumiante a los 2-3 dias, se reproduce la replicacion inicial en los ganglios linfaticos. Luego, el
virus llega a la circulaciéon sanguinea, comenzando la viremia e infectando las células
dendriticas, linfocitos, monocitos y macréfagos que diseminan el virus a sitios secundarios
como el bazo y los pulmones, donde se lleva a cabo la replicacion secundaria, con una duracion
de 4 a 20 dias, infectando las células endoteliales (Schulz et al., 2016; Wilson y Mellor, 2009).
3.2.3.4. Inmunidad

La inmunidad celular confiere proteccion heterotdpica; diversos estudios han demostrado
que, por medio de la vacunacion, el nivel de anticuerpos neutralizantes no siempre se
correlaciona con el grado de proteccion de los animales. Ademads, algunas vacunas inactivadas
pueden proporcionar proteccion incluso en ausencia de niveles detectables de anticuerpos
neutralizantes; se evidencid el papel de la respuesta inmune celular en la proteccion de los
animales (Sanches ef al., 2009).

El estudio de la inmunidad antiviral y de las respuestas de las células T., el VLA es un
Orbovirus de la familia Reoviridae que afecta a los rumiantes, es el que afecta la inmunidad

adaptativa en los huéspedes naturales (Rodriguez et al., 2021).
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3.2.3.5. Signos clinicos y lesiones en el ganado vacuno

En el ganado vacuno infectado por VLA, por lo general no desarrolla signos clinicos
evidentes; principalmente actiia como reservorio, siendo rara la enfermedad visible en vacuno.
La infeccion transplacentaria en etapas tempranas de gestacion puede causar la mortalidad del
feto o que nazcan con defectos y los fetos infectados en ciclo final de gestacion generalmente
sobreviven (Rey et al., 2008).

El brote del VLA serotipo 8, previamente desconocido en la Union Europea (UE), causa
la enfermedad clinica en algunos animales dentro de rebafios de ganado. Manifiestan fiebre,
conjuntivitis, Ulceras y congestion en mucosa oral, secreciones oculares y nasales, aspecto
"agrietado" del hocico, coronitis, edema y lesiones necréticas en labios y lengua, necrosis de
la glandula mamaria y baja produccion de leche (Maclachlan et al., 2015; Darpel et al., 2007).
3.2.4. Distribucion geografica

La enfermedad de la lengua azul se ha reportada practicamente en todos los continentes,
con excepcion de la Antartida. Historicamente, la distribucion ha sido, en climas templados y
tropicales, la distribucion del vector especificamente entre las latitudes 40°N y 35°S (Acevedo
et al., 2020).

El clima es uno de los principales factores que impulsan la distribucion del virus lengua
azul; en Europa, se considera que la distribucion a consecuencia del calentamiento global
(Samy y Peterson, 2016).

3.2.5. Importancia economica

La enfermedad de lengua azul causa y provoca graves pérdidas econdmicas directas,
incluyendo la presencia de sintomas en los animales, alta morbilidad, mortalidad, abortos,
anomalias fetales, reduccion en la produccion de leche y la tasa de fertilidad, ausencia de
gestaciones, pérdidas de produccion de carne en rumiantes; las pérdidas econdmicas indirectas

se deben a las restricciones de desplazamiento de los rumiantes, compra de vacunacién masiva,
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diagnostico, vigilancia, control de vectores y tratamiento de animales (Grewar, 2016;

Gethmann et al., 2020).

La expansion del VLA en Europa ha obligado a reevaluar la importancia de las especies

Culicoides ssp en la transmision, asi como las vias de transmision y la transmision

transplacentaria, para facilitar la persistencia del virus. El actual brote europeo de BTV-8 ha

causado mayores dafios econdmicos que cualquier brote de serotipos anteriores (Gethmann

et al., 2020).

3.2.6. Diagnosticos diferenciales a la enfermedad de la lengua azul

El diagnostico diferencial se realiza con otros procesos patolégicos similares a la

enfermedad de la lengua azul, asi como:

La fiebre aftosa es un virus que rara vez causa lesiones oculares; no hay presencia de
secrecion nasal. Los brotes del virus no son estacionarios, es altamente contagioso y
causa una mayor morbilidad; los virus son esporadicos puede ser estacional debido a
los vectores (Saminathan et al., 2020).

Estomatitis vesicular es otra enfermedad causada por el género Vesiculovirus de la
familia Rhabdoviridae que podria confundirse con el VLA. Las lesiones caracteristicas
son ulceraciones, costras epiteliales de la boca, el hocico, las fosas nasales y en los
pezones (Williamson ef al., 2008).

Otras enfermedades como: enfermedades causadas por el virus en ganado bovino, la
fiebre catarral maligna, la rinotraqueitis infecciosa bovina y diarrea viral bovina; estas
tres enfermedades comparten algunas similitudes, presentan sintomas respiratorios,
fiebre y afectan la reproduccion (Saminathan et al., 2020). La enfermedad parasitaria,
la cenurosis por Oestrus ovis (estornudos, salivacion excesiva, irritacion en los ojos y
ruidos respiratorios) en ovinos. El virus que causa la enfermedad hemorrdgica

epizodtica es transmitido por el género Culicoides, causa sintomas y lesiones
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hemorragicas similares a VLA, principalmente en ciervos y ganado vacuno

(Williamson et al., 2008).

3.2.7. Pruebas de diagnostico

El diagnoéstico consiste en el aislamiento del virus y su identificacion a partir de muestras

de sangre, semen, tejido y de animales muertos o fetos abortados. Existen diversas pruebas y

técnicas para el diagnostico de VLA.

. Inmunodifusién en gel de agar (AGID): La prueba de AGID es un método
cualitativo relativamente facil de realizar gracias a su metodologia simple; sin embargo,
carece de sensibilidad y especificidad. Su desventaja radica en la dificultad de
interpretar sus resultados; un resultado de suero positivo debe ser analizado nuevamente
con una prueba especifica de VLA, como la prueba de ELISA, debido a su alta
especificidad. Por lo tanto, AGID se considera como una prueba alternativa a la prueba
ELISA (Darpel et al., 2007)

Inmunofluorescencia (IF): Grupos de investigacion han implementado anticuerpos
monoclonales (MAbs) que se unen especialmente a diferentes Orbivirus, generalmente
a la proteina VP7, lo que permite la identificacion del virus; el suero sanguineo
identificados a VLA se utilizan como anticuerpos en procedimientos de IF para
identificar VLA, con anticuerpos secundarios unidos a diferentes fluoroforos. (Reyes,
2021).

Microscopia electronica: Las particulas del serogrupo VLA son detectadas mediante
microscopia electronica de transmision, pero se requieren técnicas de
inmunomicroscopia para identificar VLA (Reyes, 2021).

ELISA competitivo (ELISAc): Es una técnica implementada para deteccion de
anticuerpos; se utilizan muestras de suero o plasma con el fin identificar la presencia

del virus (Reyes, 2021). ELISAc es recomendada como la prueba oficial para el
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monitoreo serologico de anticuerpos contra VLA, segin lo establecido por la OIE,
debido a su sensibilidad de 97.6% y especificidad de 98.0% (Chand, et al., 2017).

e Deteccion del genoma viral: Es utilizada para detectar el genoma viral y los serotipos
de VLA mediante el método de PCR, las pruebas de RT — qPCR tiempo real, han sido
implementadas en diversos ensayos para la deteccion de VLA (Reyes, 2021).

RT —PCR, es una técnica que acopla la amplificacion y la deteccion en uno solo, uniendo
el producto de la PCR con una senal de intensidad de fluorescencia. Presenta caracteristicas
como su alta especificidad, gran rango de deteccion y rapidez. Los ensayos de la PCR en tiempo
real son entre 10 000 y 100 000 veces mads sensibles y detectan diferencias de una sola copia
del ADN o ARN (Aguilera et al., 2014). La prueba de PCR consiste en el aislamiento del ARN
viral a partir de muestras de sangre completa y un método que incluye la desnaturalizacion
inicial del ARN genomico de doble cadena y la reaccién en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT — qPCR) en tiempo real, se detectaron los 28 serotipos de VLA (van
Rijn et al., 2012).

3.2.8. Prevencion y control

El control y prevencion de la infeccion por virus de lengua azul en rumiantes han
adquirido mayor importancia debido a los efectos econdmicos de la enfermedad de VLA y a
las restricciones de desplazamiento y al comercio de los animales (Gethmann et al., 2020).

La estrategia critica para el control de las enfermedades transmitidas por vectores es
reducir la poblacion de vectores o reducir el nimero de picaduras potencialmente infecciosas;
también se puede usar la inmunizacidn profilactica a base de vacunas vivas o atenuadas y
vacunas inactivadas de serotipo especifico; finalmente, se debe realizar el monitoreo de

animales mediante examenes clinicos (Saminathan et al., 2020).
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3.2.8.1. Vacunas

Los autores recomiendan tratar lengua azul como si fueran 28 enfermedades distintas, ya

que los sintomas, lesiones, morbilidad y mortalidad varian mucho de un serotipo a otro y

necesitan incluso vacunas diferentes (Lucientes et al., 2008). La vacunacion se demostrd ser

una técnica eficaz de control y erradicacion de los serotipos 2 y 4 del virus lengua azul en

Espana (Sanches et al., 2009).

Vacunas vivas atenuadas: las vacunas de virus vivos modificados (MLV) del VLA
tienen muchas ventajas, como que se requieren dosis bajas y rentables de virus
atenuados para desencadenar respuestas inmunitarias protectoras y una dosis Unica es
suficiente para estimular los anticuerpos neutralizantes (Savini et al., 2004). Las
desventajas del uso de vacunas MLV contra el VLA en areas endémicas son la
recurrencia de enfermedades clinicas en animales vacunados como la viremia, baja
produccion de leche y aborto en animales (Monaco et al., 2004).

Vacunas inactivadas: las vacunas inactivadas o muertas contra el VLA son mucho
mas seguras debido a la ausencia de recurrencia de la enfermedad, viremia en animales
vacunados y reversion de la virulencia (Zientara et al., 2010). La desventaja es que
requieren multiples dosis para su eficacia, por lo que suelen resultar mas caras, se
necesitan grandes cantidades de dosis para desencadenar la inmunidad protectora y en

animales vacunados la inmunidad es corta (Mayo et al., 2017).

3.2.9. Bases conceptuales

3.2.9.1. Antigeno

Antigeno es una sustancia o molécula que el sistema inmunoldgico del cuerpo reconoce

como extrafio y desencadena una respuesta del sistema inmunoldgico. los antigenos son parte

de patogenos como virus, bacterias, paracitos también pueden ser sustancias no infecciosas

como proteinas (Verne, 2007).
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3.2.9.2. Anticuerpo

Los anticuerpos son proteinas producidas por el sistema inmunoldgico para combatir
especificamente a los antigenos (Garcia, 2011).
3.2.9.3. Reaccion antigeno — anticuerpo

Los anticuerpos son producidos por el sistema inmunitario en respuesta a la presencia de
un antigeno, los anticuerpos se unen especificamente al antigeno y pueden neutralizar
directamente o marcarlo para la destruccion por otras células del sistema inmune. Esta
interaccion es fundamental para la respuesta inmunologica del cuerpo ante infecciones (Garcia,
2011).
3.2.9.4. Seroprevalencia

Es un término utilizado en la epidemiologia; la seroprevalencia se utiliza para estimar la
extension de una enfermedad en una poblacion que tiene anticuerpos en un momento
determinado, se determina también a los animales que hayan estado expuestos a la enfermedad

en el pasado, aunque no estén enfermos en la actualidad (Limia ef al., 2019).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de investigacion

e Cuantitativa: La esencia del estudio se fundamenta en la cuantificacion y el andlisis de
datos numéricos para interpretar los resultados (Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018).

e No experimental: Se observaron y analizaron los datos sin manipular las variables,
manteniendo las condiciones. De tipo trasversal debido a que la recoleccion de datos se
realizé en un unico momento (Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018).

e Descriptivo: Se centrd en detallar las caracteristicas y fendmenos de la poblacion estudiada,
ofreciendo una vision clara de la situacion (Herndndez-Sampieri y Mendoza, 2018).

4.2. Ambito de investigacion

4.2.1. Ubicacion espacial

El presente trabajo de investigacion se realiz6 de febrero a junio de 2024 en vacunos del
distrito de Challabamba, el mismo que se realiz6 en dos etapas:

En la primera etapa, se tomaron muestras de sangre de los vacunos del distrito de
Challabamba. La obtencion de suero y el andlisis serologico mediante el método ELISA de
competicion en el Laboratorio Institucional de Investigacion de “Sanidad Animal M. V. Atilio
Pacheco” de la Escuela Profesional de Zootecnia, Area de Sanidad Animal - UNSAAC.

En la segunda etapa, se tomaron muestras de sangre de vacunos del hato que resulto
seropositivo, y se llevod a cabo el analisis molecular usando el método RT-qPCR en tiempo
real, también en el mismo laboratorio.

4.2.2. Ubicacion politica

Region : Cusco
Departamento  : Cusco
Provincia : Paucartambo

Distrito : Challabamba
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4.2.3. Ubicacion geografica

El distrito de Challabamba esté situada a altitudes que oscilan entre 1 850 m s.n.m. a 4
487 m s.n.m.; se ubica entre las siguientes coordenadas: 12° 48°, 36.2” a 13° 14°, 20.8" de
latitud sury 71°43° 10.2°> a71° 56° 02.0°” de longitud oeste; se encuentra en la margen derecha
del rio Paucartambo o llamado rio Mapacho (UNESCO, 2012).
4.2.3.1. Limites geograficos

Norte : Distrito de Yanatile
Este : Distrito de Kcosiiipata - Parque Nacional del Manu
Oeste  : Distrito de Lares y Calca
Sur : Distritos de Colquepata y Paucartambo
Fuente: (UNESCO, 2012).

El distrito de Challabamba se clasifica como un bosque montano pluviestacional
himedo, donde se encuentra arbustos con altura de 1 a 5 m que constituyen la vegetacion
natural en areas humedas, una notable disminucion de lluvias de 2 a 3 meses al afio (UNESCO,
2012).

4.3. Materiales de estudio.
4.3.1. Poblacion

La poblacion de estudio estd integrada por vacunos machos y hembras de diferentes
edades del distrito Challabamba.
4.3.1.1. Tamafo de muestra

El tamafio de la muestra se determin6 considerando un nivel de confianza del 92% y un
porcentaje de error del 8%, utilizando el muestreo aleatorio simple al azar no paramétrico
(Aguilar, 2005). Se tomo en cuenta una poblacion de 6 530 cabezas de ganado vacuno (INEI,

2012). La zona es eminentemente agropecuaria.



25

n = NXZZ(px qQ)
"~ (N-1) xE2+Z2(pxq)

Donde:

n: Tamafio de muestra

N: Tamafo de la poblacional

Z.: 1.76 nivel de confianza que se da a la muestra
p: animales positivos a VLA 0.5

q: animales negativos a VLA 0.5

E: error experimental 0.08

_ NxZ*(pxq)
n= (N—-1)xE2+Z2(pxq)
~ 6530(1.76)%(0.5)(0.5)
1= 6530 — 1)(0.08)2 + (1.76)2(0.5)(0.5)
) 6530(3.0976)(0.25)

N (6529)(0.0064) + (3.0976)(0.25)

6529(0.7744)
"= 41.7856 + 0.7744

50560576
N0 56

n = 118.798346

n=119

El distrito de Challabamba tiene una poblacién de 6 530 cabezas de vacuno. El tamafio

de muestra es igual a 119.



4.3.2. Materiales, equipos e instrumentos
4.3.2.1. Materiales para la toma de sangre

e  Agujas vacutainer 18G

e  Tubos vacutainer con separador de suero

e  Tubos vacutainer con anticoagulante EDTA

e  (Casquetes para agujas vacutainer

e  Alcohol de 70°

e Torundas de algodon

e QGradillas

e Baterias de hielo

e  Plumon indeleble

e  Guantes descartables

e  Cooler refrigerante

e Soga

e  Mocheta

e Ficha clinica
4.3.2.2. Equipo y materiales para la obtencion de suero y almacenamiento de sangre
entera

e Centrifuga (Nuve NF200)

e Crioviales 1.5 mL

e  Plumoén indeleble

e  Congeladora -20 °C (Electrolux)

e Ultracongeladora de -86 °C (Biobase)

e  Guantes, gorros y barbijo desechables

e Mandil



27

Porta crioviales

4.3.2.3. Materiales, equipos e instrumentos para analisis serologico y molecular

Incubadora (JITERBUG — 4 BIOKEL)

Cabina de flujo laminar (Telstar Bio IT A)

Lector de microplacas ELISA (Biotek EPOCH 2)

Vortex (GENIE 2)

Incubadora de microplacas ELISA (Stat Fax — 2 200)
Micropipeta multicanal de (10- 200 uL; y 100 — 1 000 pL)
Micropipeta Unicanal de (1- 5 pL, 10 — 20 puL;10- 200 pL; y 100 — 1 000 pL)
Termociclador en tiempo real (RT— qPCR (Applied Biosystems)
Centrifuga (Thermo — SCIENTIFIC)

Termobloque (USA — SCIENTIFIC)

Cabina de flujo laminar (BIOBASE)

Mini centrifuga

Puntas de pipeta desechable de 300 y 1 000 uL.
Microplaca de predilucion de 96 pocillos

Placa de PCR de 96 pocillos

Microtubos de PCR compatible con el termociclador
Agua destilada

Agua libre de nucleasas

Etanol absoluto 96 — 100%

Papel toalla

Probetas de 100 — 1 000 mL

Parafilm

Crioviales de 1.5 —2 mL
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e  QGuantes, gorra y barbijo y mandil desechables.
e  Mandil
e  Gafas de laboratorio
e Kit de ELISA de competicion para la deteccion anticuerpos de VLA en muestras de
suero.
e Kit de extraccion de NORGEN'S para el aislamiento y purificacion de ARN total.
e  Kit Amplificacién ID Gene ™ Bluetongue Duplex (IDBTV) en un kit de RT-PCR para
la identificacion de ARN.
4.3.2.4. Materiales de escritorio
e Boligrafo.
e Cuaderno.
e Fichas para registrar.
e Marcador indeleble.
e Laptop personal.
4.4. Metodologia
4.4.1. Coleccion de muestras de Sangre
La coleccion de muestras de sangre en el distrito de Challabamba se llevd a cabo de
manera cuidadosa y metddica. A continuacion, se describe el proceso: se obtuvo el
consentimiento de los ganaderos antes de iniciar el muestreo. La toma de muestra se realizo
mediante venopuncion caudal, desinfectando el area con alcohol para no contaminar las
muestras de sangre. Los materiales utilizados fueron tubos vacutainer de 7 mL con separador
de suero para la primera etapa y tubos vacutainer de 3 mL con anticoagulante EDTA para la
segunda etapa, todos los tubos fueron rotulados con datos de cada animal muestreado,
asegurando su trazabilidad y facilitando el analisis posterior. Asimismo, se completaron las

fichas clinicas con la informacion relevante de cada animal muestreado. Por lo tanto, las
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muestras se trasladaron en un cooler al Laboratorio Institucional de Investigacioén de “Sanidad
Animal M.V. Atilio Pacheco”, de la Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Agronomia
y Zootecnia- UNSAAC, donde fueron almacenadas y centrifugadas.

Figura 4. Toma de muestras de sangre de los vacunos del distrito de Challabamba, previa

venopuncion caudal.

4.4.2. Obtencion y almacenamiento del suero sanguineo

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 15 000 rpm durante 10 minutos. El suero
resultante se envasé en viales criogénicos de volumen 1.5 mL y se conservaron en una
congeladora a -20 °C hasta el momento del analisis serologico.

Figura 5. Centrifugacion de muestras de sangre.
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4.4.3. Almacenamiento de muestras de sangre entera

En la segunda etapa se realiz6 muestreo del hato con vacunos seropositivos a anticuerpos
contra el virus lengua azul; las muestras de sangre entera fueron alicuotadas en viales
criogénicos de volumen de 1.5 mL, los cuales se almacenaron en una ultracongelada de -86 °C.
4.4.4. Analisis serologico mediante la prueba ELISA competitiva

Los analisis serologicos se realizaron mediante la prueba de ELISA competitiva (iD.vet,
2023). Este método detecta la presencia de anticuerpos de muestras analizadas de manera
efectiva.
4.4.4.1. Preparacion de reactivo y muestras de suero

Las muestras de suero y los reactivos fueron descongeladas a temperatura ambiente a 18

°C y se homogenizaron las muestras y los controles en un agitador vortex.

Figura 6. Homogenizacién de muestras de suero.

4.4.4.2. Preparacion de la solucion de lavado.
Antes de su uso, solucion de lavado concentrada 20X se llevo a una temperatura de 18
°C. La preparacion de la solucion de lavado, consiste en diluir la solucion de lavado

concentrada (20X) en agua destilada: 1/20.
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4.4.4.3. Procedimiento de la prueba de ELISA competitiva

1. Se transfirié 50 pL del diluyente 2 a cada pocillo de la microplaca ELISA.

Figura 7. Distribucion de diluyente 2.

2. En seguida se afiadio 50 pL del control positivo en los pocillos Al y B1, 50 pL del
control negativo en los pocillos C1 y D1 y se colocaron las muestras de suero en los
pocillos restantes, utilizando puntas diferentes para evitar la contaminacion.
Inmediatamente se cubri6 la microplaca con papel parafina.

Figura 8. Distribucion del control positivo.

3. Se llevo a cabo la primera incubacion durante 45 minutos a 25 °C.
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4. Durante la incubacion, se prepar6 el conjugado 1X, que consistié en diluir conjugado
10X en diluyente 2: 1/10.

Figura 9. Preparado de la solucion conjugada 1X.

5. Se adicion6 100 pL del conjugado 1X en todos los pocillos de la microplaca y se cubrio
inmediatamente con papel parafina.

Figura 10. Distribucion del conjugado 1X.

6. Se realiz6 una segunda incubacion durante 30 minutos a 25 °C.
7. Posterior a la incubacion, inmediatamente se vaciaron los pocillos y se transfirio 300

pL de la solucion de lavado a los pocillos, repitiendo este proceso tres veces.



33

Figura 11. Distribucion de solucion de lavado.

8. Se transfiriéo 100 pL de la solucidn de revelacion a cada pocillo.

9. Tercera incubacion, durante 15 minutos a 25°C en oscuras.

10. Pasado los 15 minutos se transfirié 100 pL de solucion de parada a todos los pocillos,
donde se determino la reaccion de las muestras evaluadas.

11. En lector de microplacas ELISA, finalmente se realizo la lectura a 450 nm de longitud
de onda.

Figura 12. Lectura de la densidad optica.
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4.4.4.4. Validacion de la prueba
Se realiz6 la respectiva lectura de las densidades opticas (DO) mediante el Software Gen
5 del equipo lector de las microplacas ELISA de la marca BIOTEK. Consecuentemente, se
llevaron a cabo los siguientes calculos de validacion:
e La densidad 6ptica media del control negativo (DOcn) es superior a 0.7.
DOc¢n> 0.7
e FEl cociente entre los valores promedio de las densidades Opticas del control positivo y
negativo (DOcpy DOcn) es inferior a 0.3.
DOcp/ DOcn< 0.3
4.4.4.5. Calculo e interpretacion de resultados
Luego de la validacion, para cada muestra se calcul6 el porcentaje de competicion

(S/N%) mediante la siguiente formula:

DOmueStra
S/N%=——x100
/N% DOcy X

La interpretacion de las muestras con el S/N%.
e Superiores o iguales al 40% (S/N% > 40%) son considerados como negativos.
e Inferior al 40% (S/N% < 40%) son considerados como positivos.
4.4.4.6. Determinacion de la seroprevalencia de anticuerpos contra el virus lengua azul
Se determind la seroprevalencia de los anticuerpos contra el virus lengua azul en vacunos

del distrito de Challabamba, empleando la férmula (Bonifaz y Conlago, 2016).

. N° de muetras positivas contra VLA
Seroprevalencia = - x100
Total de muestras analizadas

Intervalo de confianza (IC) es un rango estadistico que se utiliza para estimar con cierto

nivel de confianza, empleando la formula (Mendenhall et al., 2009).
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X
s+ z P24

Donde:

S: Proporcidn estimada de muestras positivas
Z: Nivel de confianza deseado
p: Proporcion de éxitos
q: = (p-1)
n: Tamano de la muestra
4.4.5. Analisis molecular
La extraccion de acidos nucleicos se llevo a cabo utilizando el kit de NORGEN'S. La
amplificacion del ARN se llevo a cabo con Kit ID Gene ™ Bluetongue Duplex (IDBTV) - (RT-
qPCR) y se utiliz6 el termociclador en tiempo real para la amplificacion del ARN gendémico
del VLA.
4.4.5.1. Extraccion de acidos nucleicos
La extraccion se realizd mediante un método manual, utilizando columnas giratorias.
Permite separar eficientemente el ARN de otros componentes de la particula viral, utilizando
el método de extraccion NORGEN'S.
4.4.5.1.1. Preparacion de la solucion de lisis a partir de sangre
1. Se rotularon los tubos libres de ARNasa con los nimeros de las muestras y controles

(control positivo de la diana, control negativo de la extraccion).
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Figura 13. Rotulado de los tubos para el preparado de la solucion de lisis.

2. Luego, se transfirié 100 pL de cada muestra de sangre y controles a viales libres de
ARNasa.

Figura 14. Transferencia de muestras a los viales.

3. Inmediatamente se agregd 300 pL de buffer RL a todos los tubos, y se homogenizo6 en

un vortex durante 10 segundos.
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Figura 15. Distribucion de buffer RL a todos los viales.

4. Pasados los 10 segundos, se agreg6 400 plL de etanol absoluto de 96-100%
(proporcionada por el laboratorio) a todos los tubos, y se homogenizé en un vortex
durante 10 segundos.

Figura 16. Adicion de etanol absoluto 96-100%.

4.4.5.1.2. Purificacion de ARN total del lisado
1. Primero se ensamblaron las columnas en los tubos de recogida y se rotularon con los
numeros segun la solucion de lisis.

2. Se transfirié 400 pL de la solucion de lisado dentro de las columnas.
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3. Las columnas, con solucion de lisado en su interior, fueron sometidas a centrifugacion

por 1 minuto a 6 000 RPM.

Figura 17. Centrifugacion de las columnas.

4. Una vez culminado el centrifugado se retir6, se eliminé el flujo continuo y se volvio a
ensamblar la columna con su tubo de recogida

Figura 18. Ensamblaje de las columnas al tubo de recogida.

5. Se volvio a repetir el paso 2, 3 y 4 (una vez mas).
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4.4.5.1.3. Lavado de columnas
1. Se adicion6 400 pL de etanol absoluto A (96-100% proporcionado en el kit) a todas las

columnas, e inmediatamente se centrifugaron a 14 000 RPM durante 1 minuto

Figura 19. Adicion del etanol absoluto.

2. Una vez culminado el centrifugado, se retiraron las columnas y se elimind el
sobrenadante del tubo de recogida y se volvi6 a reensamblar a las columnas a sus tubos
de recogida.

3. Se volvio a repetir los pasos 1 y 2 (por dos veces).

4. Las columnas fueron llevadas a centrifugarse a 14 000 RPM durante 2 minutos para
sacar bien la membrana.

5. Los tubos de recoleccion se eliminaron y las columnas fueron transferidas a tubos de

elucion proporcionados por el kit.
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Figura 20. Insercion de la columna a un tubo de elucion.

4.4.5.1.4. Elucion de ARN.
1. A un vial se transfirié6 750 pL de elucion A, y se llevo a calentar a 65 °C durante 1
minuto.

Figura 21. Calentado de elucion A.
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2. Culminado el calentado de elucion A, inéditamente se agregd 50 pL a todas las

columnas y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Figura 22. Distribucion de elucion A.

3. Pasado el minuto, se llevdo a dos centrifugaciones continuas; una de ellas a una
centrifugacion a 2 000 RPM durante 2 minutos y a una centrifugaciéon 14 000 RPM
durante 1 minuto.

4. Lamuestra de ARN purificado se lleg6 a conservar en una ultracongeladora de -86 °C.

Figura 23. Muestra purificada.
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4.4.5.2. Procedimiento de la amplificacion

La amplificacion se realizé mediante el kit ID Gene™ Blutongue Duplex (IDBTV) es un
kit RT-qPCR en tiempo real que amplifica el ARN diana y el control interno del endégeno, de
las muestras extraidas y controles. A continuacion, los pasos principales:
1. Se descongel6 el master mix a 5 °C.

Figura 24. Descongelacion del master mix.

ol B0 e -

2. A tubos PCR se afiadid, 5 pL de ARN extraido de control positivo de la diana (CP BTV)
a tubo D3, 5 pL control negativo de la extraccion (CN NEC) a tubo D4, 5 puL control
negativo de la amplificacion (CN NAC) a tubo D5 y 5 uL de ARN extraido de cada
muestra a tubos PCR restantes. Con tiras apropiadas se cubrieron los pocillos.

Figura 25. Adicion de muestra.
L"’ a—— = @
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3. La desnaturalizacion de las muestras se realiz6 en el termociclador, habiendo programado
la fase térmica a 95 °C por 3 minutos, y la fase de enfriamiento a 5 °C durante 5 minutos.

Figura 26. Desnaturalizacion en el termociclador.
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4. Se distribuyo, a cada tubo PCR, 8 pL de master mix (ARM-BTV), teniendo el volumen
final de 13 pL.

Figura 27. Distribucion de master mix a los tubos PCR




5. Se cubrieron los tubos PCR con las tiras apropiadas.

Figura 28. Sellado de los tubos PCR.

4.4.5.3. Fase de amplificacion en el termociclador

1.

pocillo.

Tabla 1. Programacion en el termociclador.
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Se program6 en el termociclador para detectar los siguientes canales de lectura de cada

Diana

Lectura

Quencher / Silenciador

Secuencia especifica para BTV

FAN

No fluorescente

Secuencia especifica de la célula NTPcen

VIC

No fluorescente

2. Seeligiod el programa estandar.

Tabla 2. Programacion estandar.

Ne° de ciclos

Paso Estandar
Transcripcion inversa 10 min a 45 °C 1
Activacion de la polimerasa 10 min a 95 °C 1
15sega95 °C
40

Desnaturalizacion

1 min a 60 °C
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3. Por ultimo, se programo el volumen final de 13 pL y se dio inicio de amplificacion en
el termociclador.
4.4.5.4. Validacion del ensayo.
El anélisis de resultados se basa en el valor de Ciclo umbral (Ct), (ver table 3).

Tabla 3. Validacion y resultados esperados.

Control Resultado esperado Criterios de aceptabilidad

CP BTV Detectado en FAM Presencia de una curva caracteristica
NTPCen Detectado en VIC Presencia de una curva caracteristica
CN NEC No hay deteccion Ausencia de una curva caracteristica
CN NAC No hay deteccion Ausencia de una curva caracteristica

4.4.5.5. Interpretacion de acuerdo al Ciclo umbral (Ct).
Para cada muestra, los resultados se interpretan de acuerdo a los criterios, (ver la tabla 4)

Tabla 4. Interpretacion de las muestras.

Muestra Seiial BTV Sefial NTPCen Interpretacion
Detectado Detectado Positivo para VLA
Individual No Detectado Detectado Negativo para VLA

Problema en la extraccion o
No Detectado No detectado durante la distribucion de la
muestra




5.1. Seroprevalencia de anticuerpos contra el virus lengua azul en los vacunos del
distrito de Challabamba.

Los valores de las densidades opticas (DO) arrojadas por el lector de microplacas ELISA
se muestran en las tablas 5 y 6. Las posiciones Al y B1 corresponden a los controles positivos,

C1 y D1 son el control negativo, y el resto de las posiciones representan las muestras de suero

de cada vacuno.

V. RESULTADOS Y DISCUSION.

Tabla 5. I placa, valores de la DO de los controles y muestras de suero.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 005 1.8 215 1.97 226 166 178 1.93 190 1.72 181 2.18
B 006 201 207 187 190 174 199 169 193 2.00 218 248
Cc 212 205 227 190 167 167 194 198 185 1.65 215 2.00
D 18 166 189 202 190 1.83 1.61 1.56 070 1.08 1.62 1.62
E 241 1.86  1.85 198 189 144 194 180 1.89 191 1.98 1.80
F 193 156 19 181 144 170 209 188 192 193 212 18I
G 205 212 171 202 209 19 123 1.81 1.68 1.80  2.07 199
H 173 193 206 187 180 1.63 1.82 195 1.85 201 217 191

Tabla 6. II placa, valores de la DO de los controles y muestras de suero.

1 2 3 4

A 0.06 1.95 2.17 2.36
B 0.06 2.05 1.64 2.35
C 2.04 2.11 2.01 232
D 1.92 2.17 2.10 2.19
E 1.99 2.11 1.98 2.17
F 1.70 2.22 2.26 2.27
G 1.63 2.14 1.97 2.07
H 1.81 2.31 2.25

Los valores de la DO en la tabla 5 y 6 muestran que, a mayor densidad optica, existe
menor grado de competicion de los anticuerpos de las muestras evaluadas por los sitios de

union a los antigenos del VLA de la placa. Por lo tanto, en el presente estudio se evidencio una
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muestra con densidad optica menor, lo cual indica que existen anticuerpos contra el VLA que
se unieron a los antigenos de la placa y evitaron que los anticuerpos secundarios del conjugado
se unieran a dichos antigenos.

En las tablas 7 y 8, los resultados del porcentaje de competicion (S/N%), nos permiten
determinar la presencia o ausencia de anticuerpos frente al VLA.

Tabla 7. Resultados de S/N% de los controles y muestras de suero, I placa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 259 9394 10731 9798 112.79 82.57 88.66 96.39 94.79 8596 90.05 108.90
B 3.14 100.08 103.12 93.19 94.64 8691 99.13 8437 9629 99.73 108.75 123.46
C 10591 10232 113.14 9489 83.17 83.17 96.73 9848 92.05 82.17 107.11 99.83
D 94.09 82.57 9434 100.82 9449 9130 80.13 77.64 35.80 54.00 80.83 80.98
E 11997 9250 92.05 98.63 9439 71.80 96.63 89.70 9429 95.04 98.68 89.95
F 9639 7774 97.63 9030 7190 8492 10421 9394 9559 9639 10546 90.40
G 102.12 10591 8532 100.67 10436 97.53 61.28 90.05 83.97 &9.50 102.97 99.18
H 86.16 96.04 102.87 93.24 89.60 81.03 90.75 97.08 92.00 100.08 108.00 95.34

Tabla 8. Resultados de S/N% de los controles y muestras de suero, II placa.

1 2 3 4

A 2.98 98.56 109.56 119.09
B 2.98 103.56 82.67 118.39
C 103.10 106.38 101.49 117.02
D 96.90 109.46 105.68 110.52
E 100.18 106.33 99.82 109.66
F 85.95 111.83 114.00 114.55
G 82.17 107.69 99.22 104.57
H 91.45 116.72 113.49

En las tablas 7 y 8, se observa un positivo detectado con valor de 35.80% (1/119) en el
pocillo D9 de la placa 1. Esto implica una respuesta significativa de acuerdo a los criterios
establecidos por (ID.vet) que el S/N%, superiores o iguales a 40% son consideradas como
negativo e inferiores a 40% son consideradas como positivo.

La seroprevalencia de los anticuerpos contra el virus de la lengua azul en vacunos del
distrito de Challabamba fue determinada segun la cantidad de muestras positivas (ver la tabla

9).
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Tabla 9. Seroprevalencia de anticuerpos contra el VLA en vacunos por categorias.

Categoria N° de muestras N° de animales Seroprevalencia a
evaluadas positivos VLA

Ternera 18 1 5.56 £0.036%
Ternero 18 0 0.00 £+ 0.00%
Vaquillona 19 0 0.00 = 0.00%
Torete 12 0 0.00 £+ 0.00%
Vaca 44 0 0.00 = 0.00%
Toro 8 0 0.00 = 0.00%
Total, 119 1 0.84 £ 0.015%

En los vacunos del distrito de Challabamba se observé que un vacuno de la categoria
ternera mayor a seis meses fue seropositivo a anticuerpos del virus de la lengua azul, con un
porcentaje de 5.56 + 0.036% (1/18), la seroprevalencia general fue de 0.84 + 0.015% (1/119).
Evidenciando la presencia de la enfermedad en el distrito de Challabamba, lo que podria estar
relacionada con la existencia del vector de la enfermedad en la zona de estudio, puesto que el
vacuno seropositivo es de la zona de estudio y no procede de otras regiones del pais, lo que
hace sospechar que dicho animal se contagi6 con el virus mediante la picadura de un vector.

Nuestros resultados guardan relacion con el reporte realizado por Incil (2023) en Peru,
quien evidencid una seroprevalencia del VLA en vacunos a nivel nacional del 19.1% (653/3
425). En el sur del Peru, la seroprevalencia es de 0.49% (9/1851), mientras que en
Huancavelica, Cusco y Puno se reportan 4.41% (3/68), 1.75% (4/228) y 0.29% (2/685)
respectivamente. Esto demuestra que la enfermedad ya se encuentra en la sierra del Perq,
resaltando a una menor altitud de lo 3 000 m s.n.m., mayor nimero de infecciones.

El estudio realizado por Ramos (2023), revel6 una seroprevalencia en la region selva de
85.12% de VLA en bovinos mediante el método de ELISA competitiva, Asimismo, destaco

que existe un mayor numero de casos positivos a anticuerpos contra VLA en altitudes 400 a 1
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000 m n.s.m., y también refiri6 que a altitudes superiores a los 1 000 m s.n.m. no se encontraron
casos positivos. Nuestro resultado no guarda relacién con dicho autor, ya que el distrito de
Challabamba, se encuentra en una altitud promedio a 2 853 m s.n.m., existiendo un animal
positivo.

Por otro lado, Nogueira ef al. (2016) en Brasil, estado de San Pablo y Verdezoto et al.
(2018) en Ecuador, ambos utilizando el método ELISA de competicion, reportaron
seroprevalencias de la enfermedad del VLA en bovinos de 86% (1 483/1 716) y 98.9%,
respectivamente. Los resultados presentados son significativamente superiores y no guardan
relacion al presente trabajo de investigacion, debido a que las zonas evaluadas por dichos
autores corresponden a climas tropicales.

5.2. Genoma del virus lengua azul en los vacunos del distrito de Challabamba.
Las amplificaciones arrojadas por el software StepOneplus se muestran en la tabla 10. Las
posiciones D3 corresponde CN BTV, D4 corresponden a CN NEC, D5 corresponde a CN NAC

y el resto corresponde a las 13 muestras de sangre evaluadas individualmente (ver la tabla 10).
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Tabla 10. Resultados de amplificacion en el Software StepOneplus de material genético para

VLA y NTPcen.
N° de pocillos Nombre de la Nomb-r e de Reporte Significado de Ct
muestra destino
D3 CP BTV BTV FAM 31.96
D3 CP BTV NTPCen VIC 27.39
D4 CN NEC BTV FAM No determinado
D4 CN NEC NTPCen VIC No determinado
D5 CN NAC BTV FAM No determinado
D5 CN NAC NTPCen VIC No determinado
D6 01 BTV FAM No determinado
D6 01 NTPCen VIC 20.30
D7 02 BTV FAM No determinado
D7 02 NTPCen VIC 20.98
D8 03 BTV FAM No determinado
D8 03 NTPCen VIC 21.21
D9 04 BTV FAM No determinado
D9 04 NTPCen VIC 21.65
D10 05 BTV FAM No determinado
D10 05 NTPCen VIC 21.08
E3 06 BTV FAM No determinado
E3 06 NTPCen VIC 21.61
E4 07 BTV FAM No determinado
E4 07 NTPCen VIC 21.99
ES 08 BTV FAM No determinado
E5 08 NTPCen VIC 19.90
Eé6 09 BTV FAM No determinado
Eé6 09 NTPCen VIC 21.73
E7 10 BTV FAM No determinado
E7 10 NTPCen VIC 21.06
ES8 11 BTV FAM No determinado
ES8 11 NTPCen VIC 21.20
E9 12 BTV FAM No determinado
E9 12 NTPCen VIC 21.86
E10 13 BTV FAM No determinado
E10 13 NTPCen VIC 21.05

En la tabla 10, se evidencian los resultados de amplificacion en el software de manera

individual. Donde se muestra la amplificacion del control positivo diana (CP BTV) reportada

por canales FAN con un valor de ciclo umbral (Ct) de 31.96 y control positivo no diana

enddgeno (NTPCen) reportado por canales VIC con un valor de Ct de 27.39, no se observo la

amplificacion del control negativo de extraccion (CN NEC), ni del control negativo de

amplificaciéon (CN NAC). Las 13 muestras de sangre evaluadas no amplificaron para el
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material genético del virus (BTV). Sin embargo, se observa la amplificacion del endoégeno

(NTPCen) reportada por los canales VIC, siendo un indicador de que, en las muestras, si se

detectd material genético enddgeno, lo que valida la fidelidad del ensayo.

Figura 29. Resultado de las curvas de amplificacion en el Software StepOneplus de material
genético para VLA y NTPcen
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Se puede observar en la figura 31, que el valor destacado 0.423387 es el punto critico de
amplificacion. Ademas, existe la presencia de una curva caracteristica del control positivo
diana (CP-BTV) que se detecta en los canales FAN y VIC. Por otro lado, no se observo ninguna
curva caracteristica para el control negativo de extraccion (CN-NEC) y del control negativo de
amplificacion (CN-NAC). Existe la presencia de curvas caracteristicas detectadas por el canal
de deteccion VIC de cada muestra de sangre evaluada (NTPcen).

Nuestros resultados no coinciden con el reporte realizado por Acevedo et al. (2023) en
América, en la Republica de Cuba, donde evidenciaron presencia de VLA en muestras de

sangre de un ternero a los 21 dias de edad mediante la prueba RT-PCR. Asimismo, van Rijn
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et al. (2012), en los paises bajos del continente Europeo, reportaron mediante la prueba de PCR
369 vacunos positivos al virus lengua azul (369/403).

Por otro lado, nuestros resultados no guardan relacion con los hallazgos de Lopez et al.
(2022) en ovinos del departamento de San Martin y Navarro et al. (2019) en ovinos de la ciudad
de Pucallpa, provincia coronel Portillo y Ucayali. Ambos estudios por el método (RT-PCR) en
tiempo real, evidenciaron la presencia del VLA con 2 animales positivos (2/366) y una muestra

positiva a VLA (1/15), respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES
1. La seroprevalencia de virus lengua azul (VLA) de vacunos en el distrito de
Challabamba fue de 0.84% (1/119), con una ternera positiva al anticuerpo contra el
VLA.
2. No se detecto la presencia de ARN genomico del virus lengua azul en las muestras de

sangre de vacunos del hato seroreactor del distrito de Challabamba.



54

VII. RECOMENDACIONES
Poner en alerta a los productores y a los miembros de SENASA sobre la presencia del
anticuerpo contra el VLA en los vacunos del distrito de Challabamba.
Realizar un mapeo sanitario en otros distritos aledafos a Challabamba, con objetivo de
obtener un panorama mas amplio respecto a la presencia de la enfermedad de la lengua
azul en vacunos de la provincia de Paucartambo y la region Cusco.
Realizar nuevas investigaciones sobre los factores ecologicos y climaticos que influyen
en la distribucion de los vectores de mosquitos Culicoides.
A los productores de vacunos del distrito de Challabamba, se recomienda no adquirir
vacunos sin certificado sanitario y provenientes de zonas endémicas de la enfermedad
de la lengua azul, para evitar el transporte de los vectores o animales portadores del

virus.
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Anexo 1. Calculo para determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra el VLA en

vacunos del distrito de Challabamba.

) N° de muetras positivas contra VLA
Seroprevalencia = _ x 100
Total de muestras analizadas

. 1
Seroprevalencia = 119 % 100

Seroprevalencia = 0.840336134
Seroprevalencia = 0.84 %

Entonces el intervalo de confianza (IC):

pxq
n

S+ Z

(0.0084)(1 — 0.84)
+ 1.
S+ 1.76 j 5

G1 176, 00084 (09916)
+ LhX 119

0.0083

+ 1.
S+ 1.76x 119

S+ 1.76 x 0.0084

S+ 0.0148

IC + (0;2.32%)
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Anexo 2. Panel fotografico del trabajo de investigacion.

Imagen 1. Crioviales con muestras de suero obtenidas para ser almacenadas en la

refrigeradora.

Imagen 2. Kit de laboratorio iD.vet para el diagnostico de VLA.




Imagen 1. Homogenizacion de las muestras evaluadas en la microplaca.

Imagen 2. Preparacion del conjugado 1X diluyendo el conjugado 10X con diluyente 2
(1/10).
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Imagen 5. Incubacion en condiciones de oscuridad de la microplaca en una incubadora.
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Fotografia 7. Almacenamiento de muestras de sangre en la congeladora a -80 °C.
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Imagen 8. Esterilizacion de materiales para utilizar en la técnica de PCR.
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Imagen 9.

Kit de extraccion de ARN.
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Imagen 11. Kit de RT-qPCR de amplificacion de VLA.

Imagen 12. Colocacion de tiras de PCR en el termociclador de acuerdo a las posiciones

correspondientes
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Imagen 13. Curva de amplificacion del control positivo (CP BTV).
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Imagen 15. Controles negativos (CN NEC / CN NAC) que no amplificaron para el virus ni
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Imagen 14 Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra O1.
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Imagen 16. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 02.
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Imagen 17. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 03.
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Imagen 19. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 04.
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Imagen 18. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 05.
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Imagen 20. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 06.

Amplification Plot

@
& 1.50
1.25
1.00
0.75
050 0423387
0.25
0.038046
2 4 L] 8 10 12 14 16 18 20 7] 24 2% 28 0 k7] 34 3 0
Cycle
Legend
W os Moo Mos os [os o7 W13 N o

Bconnec 11 o2 | o3 12 10 lcennac [lcPBTY

4 gl »




Imagen 21. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 07.
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Imagen 23. Curva de amplificacion del control endogeno de la muestra 08.
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Imagen 22. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 09.
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Imagen 24. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 10.
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Imagen 25. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 11.

Amplification Plot
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Imagen 27. Curva de amplificacion del control endogeno de la muestra 12.
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Imagen 26. Curva de amplificacion del control enddgeno de la muestra 13.
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Imagen 28. Curvas de amplificacion de los controles enddgeno de las 13 muestras y los
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Anexo 3. Resultados de diagnostico de anticuerpos contra el VLA en vacunos del distrito de Challabamba.

Nombre del Coédigo de N° de arete /

N° Comunidad propietario muestra nombre Raza Sexo Categorias DO %S/N Diagnéstico
1 Macllaypata Propietario 1 01* Panchito Brown Swiss M Ternero 2.406 119.97
2 Macllaypata Propietario 1 02¢ 3530 Brown Swiss H Vaquillona 1.933 96.38
3 Macllaypata Propietario 1 03* 3531 Brown Swiss H Ternera 2.048 102.12
4 Macllaypata Propietario 1 04?2 3527 Brown Swiss M Torete 1.728 86.16
5 Macllaypata Propietario 1 05 3529 Brown Swiss H Vaca 1.986 100.18
6 Macllaypata Propietario 1 06* 3320 Brown Swiss M Torete 1.704 85.95
7 Macllaypata Propietario 2 07¢ 3698 Brown Swiss H Vaca 1.884 93.94
8 Macllaypata Propietario 3 08* 3398 Hibrido M Ternero 2.007 100.07
9 Macllaypata Propietario 3 09* 3396 Hibrido H Vaca 2.052 102.32
10 Macllaypata Propietario 3 010? 3395 Brown Swiss M Torete 1.656 82.57
11 Macllaypata Propietario 3 011* 3399 Brown Swiss M Toro 1.855 92.50
12 Macllaypata Propietario 3 012° 3312 Hibrido M Ternero 1.559 77.74
13 Macllaypata Propietario 3 013* 3400 Brown Swiss H Vaquillona 2.124 105.91
14 Macllaypata Propietario 3 014* 3393 Holstein H Vaquillona 1.926 96.04
15 Macllaypata Propietario 3 015* 3391 Brown Swiss H Vaca 2.152 107.30
16 Macllaypata Propietario 3 016* 3392 Brown Swiss H Vaquillona 2.068 103.12
17 Macllaypata Propietario 4 017¢ 3303 Brown Swiss M Torete 2.269 113.14
18 Macllaypata Propietario 4 018 P’acla Brown Swiss M Torete 1.892 94.34
19 Macllaypata Propietario 4 019* 3307 Brown Swiss H Vaca 1.846 92.05
20 Macllaypata Propietario 4 020? 3304 Brown Swiss M Torete 1.958 97.63




N° Comunidad  Nombre del Caédigo de N° de arete / Raza Sexo  Categorias DO %S/N
propietario muestra nombre
21 Macllaypata  Propietario 4 021° 3309 Brown Swiss H Vaca 1.711 85.32
22 Macllaypata  Propietario 4 022? 3308 Brown Swiss H Ternera 2.063 102.87
23 Mojopata Propietario 5 023? 3383 Brown Swiss H Vaca 1.965 97.98
24 Mojopata Propietario 5 024* 3376 Holstein H Vaca 1.869 93.19
25 Mojopata Propietario 5 025% 3382 Holstein H Vaca 1.903 94.89
26 Mojopata Propietario 5 026" 3375/Yola Brown Swiss H Vaca 2.022 100.82
27 Mojopata Propietario 5 027* 3374 Brown Swiss H Vaca 1.978 98.63
28 Mojopata Propietario 5 028* 76 Simmental M Ternero 1.811 90.30
29 Mojopata Propietario 5 029* 3384 Hibrido H Vaquillona 2.019 100.67
30 Mojopata Propietario 5 030* 3381 Hibrido H Vaquillona 1.87 93.24
31 Mojopata Propietario 5 031° 3379 Hibrido M Ternero 2.262 112.79
32 Mojopata Propietario 5 032? 3378 Brown Swiss H Ternera 1.898 94.64
33 Mojopata Propietario 5 033 3693 Brown Swiss H Vaca 1.668 83.17
34 Mojopata Propietario 5 034? 3692 Brown Swiss M Ternero 1.895 94.49
35 Inkilpata Propietario 6 035? 2941 Brown Swiss H Vaquillona 1.893 94.39
36 Inkilpata Propietario 6 036" 2947 Criollo H Ternera 1.442 71.90
37 Inkilpata Propietario 6 037* 2938 Criollo M Ternero 2.093 104.36
38 Inkilpata Propietario 6 038* 2939 Criollo H Vaca 1.797 89.60
39 Inkilpata Propietario 6 039* 2946 Criollo H Ternera 1.656 82.57
40 Inkilpata Propietario 6 040? 2942 Brown Swiss M Toro 1.743 86.91
41 Inkilpata Propietario 6 041° 2944 Brown Swiss H Vaquillona 1.668 83.17
42 Inkilpata Propietario 6 042* 2943 Criollo H Vaca 1.831 91.30
43 Inkilpata Propietario 6 043 2940 Brown Swiss M Toro 1.44 71.80
44 Mojopata Propietario 7 044* 2799 Holstein H Vaca 1.703 84.92
45 Mojopata Propietario 7 045° 2797 Brown Swiss H Ternera 1.956 97.53

Diagnostico
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Ne Comunidad Noml.)re d.el condigo de  N° de arete / Raza Sexo  Categorias DO %S/N
propietario muestra nombre
46 Mojopata Propietario 7 046* 2802 Holstein H Vaca 1.625 81.03
47 Mojopata Propietario 7 047¢ 2798 Holstein H Vaca 1.778 88.66
48 Mojopata Propietario 7 048* 3803 Holstein M Torete 1.988 99.13
49 Mojopata Propietario 7 049* 2801 Hibrido H Ternera 1.94 96.73
50 Mojopata Propietario 8 050? 2813 Simmental H Vaca 1.607 80.13
51 Mojopata Propietario 8 0517 2814 Brown Swiss H Vaca 1.938 96.63
52 Mojopata Propietario 8 052? 2811 Simmental H Vaquillona 2.09 104.21
53 Mojopata Propietario 8 0532 2812 Hibrido H Vaquillona 1.229 61.28
54 Sunchubamba Propietario 9 01B 2404 Brown Swiss H Vaca 1.82 90.75
55 Sunchubamba Propietario 9 02B Cuernuda Holstein H Vaca 1.933 96.38
56 Sunchubamba  Propietario 10 03B Carla Holstein H Vaca 1.692 84.37
57 Sunchubamba  Propietario 10 04B Carlitos Brown Swiss M Ternero 1.975 98.48
58 Sunchubamba  Propietario 11 05B 2524 Hibrido H Ternera 1.557 77.64
59 Sunchubamba  Propietario 11 06B 2525 Brown Swiss H Vaca 1.799 89.70
60 Sunchubamba  Propietario 11 07B 2523 Brown Swiss H Vaca 1.884 93.94
61 Sunchubamba  Propietario 11 08B 2529 Hibrido M Ternero 1.806 90.05
62 Sunchubamba  Propietario 11 09B 2521 Brown Swiss M Ternero 1.947 97.08
63 Sunchubamba  Propietario 11 10B Maniziz Hibrido M Ternero 1.901 94.79
64 Sunchubamba  Propietario 11 11B 2522 Brown Swiss H Vaquillona 1.931 96.29
65 Sunchubamba  Propietario 11 12B 2527 Hibrido H Vaca 1.846 92.05
66 Sunchubamba  Propietario 11 13B 2530 Hibrido H Ternera 0.700 35.80
67 Sunchubamba  Propietario 11 14B 2528 Simmental M Torete 1.891 94.29
68 Sunchubamba  Propietario 12 15B 1808 Simmental M Toro 1.917 95.59
69 Sunchubamba  Propietario 12 16B Sin Brown Swiss H Ternera 1.684 83.97
70 Sunchubamba  Propietario 12 17B Doble pecho Brown Swiss M Ternero 1.845 92.00
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Diagnostico

Ne Comunidad 1:::;?;32? Clzﬂi%(t)rge N°nc(l);lal:' ::e / Raza Sexo Categorias DO %S/N
71 Sunchubamba Propietario 13 18B Florita Brown Swiss H Vaquillona 1.724 85.96
72 Sunchubamba Propietario 13 19B Beatriz Holstein H Vaquillona 2 99.73
73 Sunchubamba Propietario 13 20B Santusa Holstein H Vaca 1.648 82.17
74 Sunchubamba Propietario 14 21B Alcides Brown Swiss M Ternero 1.083 54.00
75 Sunchubamba Propietario 15 22B Lizbet Brown Swiss H Vaquillona 1.906 95.04
76 Sunchubamba Propietario 15 23B Yesi Brown Swiss H Vaca 1.933 96.38
77 Sunchubamba Propietario 16 24B 2412 Brown Swiss H Vaca 1.795 89.50
78 Sunchubamba Propietario 16 25B 2411 Brown Swiss H Vaca 2.007 100.07
79 Sunchubamba Propietario 16 26B 2413 Jersey H Vaca 1.806 90.05
80 Sunchubamba Propietario 16 27B 2421 Brown Swiss H Ternera 2.181 108.75
81 Sunchubamba Propietario 16 28B 2420 Hibrido H Vaquillona 2.148 107.11
82 Sunchubamba Propietario 16 29B 2414 Jersey H Vaca 1.621 80.83
83 Sunchubamba Propietario 16 30B Linda Criollo H Ternera 1.979 98.68
84 Sunchubamba Propietario 16 31B 2416 Brown Swiss M Toro 2.115 105.46
85 Sunchubamba Propietario 16 32B Perpetua Brown Swiss H Ternera 2.065 102.97
86 Sunchubamba Propietario 16 33B 2415 Brown Swiss M Toro 2.166 108.00
87 Sunchubamba Propietario 17 34B 3759 Brown Swiss H Vaca 2.184 108.90
88 Sunchubamba Propietario 17 35B Eli Hibrido H Ternera 2.476 123.46
89 Sunchubamba Propietario 17 36B Dominga Hibrido H Vaca 2.002 99.83
90 Chacllababa baja Propietario 18 37B 3822 Brown Swiss H Vaquillona 1.624 80.98
91 Chacllababa baja Propietario 18 38B 5800 Criollo H Vaquillona 1.804 89.95
92 Chacllababa baja Propietario 18 39B 3821 Criollo H Vaquillona 1.813 90.40
93 Chacllababa baja Propietario 18 40B 5799 Criollo M Torete 1.989 99.18
94 Chacllababa baja Propietario 18 41B 3824 Criollo H Vaca 1.912 95.34
95 Chacllababa baja Propietario 18 42B 3835 Criollo H Vaca 1.629 82.17
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Diagnéstico

N° Comunidad 13:;2?‘;:‘2{: Clﬁgi%:r:e N°n(i;:ll:'::e / Raza Sexo Categorias DO %S/N
926 Chacllababa baja Propietario 18 43B 3802 Brown Swiss H Vaquillona 1.813 91.45

97 Chacllababa baja Propietario 18 44B 3798 Criollo H Vaca 1.954 98.56

98 Chacllababa baja Propietario 18 45B 3797 Criollo H Vaca 2.053 103.56
99 Chacllababa baja Propietario 18 46B 3804 Brown Swiss H Vaca 2.109 106.38
100 Chacllababa baja Propietario 19 47B 3810 Brown Swiss M Torete 2.17 109.46
101 Chacllababa baja Propietario 19 48B 3805 Brown Swiss M Torete 2.108 106.33
102 Chacllababa baja Propietario 19 49B 3808 Brown Swiss M Ternero 2.217 111.83
103 Chacllababa baja Propietario 20 50B 3825 Brown Swiss M Torete 2.135 107.69
104 Chacllababa baja Propietario 20 51B 3830 Hibrido M Ternero 2314 116.72
105 Chacllababa baja Propietario 20 52B 3832 Brown Swiss M Ternero 2.172 109.56
106 chacllababa alta Propietario 21 53B 5788 Criollo H Vaca 1.639 82.67

107 chacllababa alta Propietario 21 54B 5784 Criollo H Vaca 2.012 101.49
108 chacllababa alta Propietario 21 55B 5793 Criollo H Vaca 2.095 105.67
109 chacllababa alta Propietario 21 56B 5781 Criollo M Toro 1.979 99.82

110 chacllababa alta Propietario 21 57B 5788 Criollo H Vaca 2.26 114.00
111 chacllababa alta Propietario 22 58B 5787 Criollo H Vaca 1.967 99.22

112 chacllababa alta Propietario 22 59B 5798 Criollo H Ternera 2.25 113.49
113 chacllababa alta Propietario 22 60B 5792 Criollo H Ternera 2.361 119.09
114 chacllababa alta Propietario 22 61B 5791 Criollo H Ternera 2.347 118.39
115 chacllababa alta Propietario 22 62B 5796 Criollo M Ternero 2.32 117.02
116 chacllababa alta Propietario 22 63B 5797 Criollo H Ternera 2.191 110.52
117 chacllababa alta Propietario 22 64B 5782 Criollo M Toro 2.174 109.66
118 chacllababa alta Propietario 23 65B 5790 Brown Swiss M Ternero 2.271 114.55
119 chacllababa alta Propietario 23 66B 5783 Brown Swiss H Vaca 2.073 104.56




Anexo 4. Ficha clinica para el muestreo de sangre.
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Anexo 5. Plantilla de ubicacion de las muestras en la placa ELISA competitiva.

Nombre de prueba....

Tesista o investigador

Procedencia de 18 MUESITA .. ..ovenn ettt e e

Tipo de muestra......

Procedencia del Kit. . ....oooouunne et e

== o > T O ' B I B O - - O

Primera incubacion...

Segunda incubacion...

TErCera INCUDACION. . ... e ettt et e e e e e e e e e
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Anexo 6. Plantilla de para ensayo PCR.

Tipo de agente PAtOZENO. ... ...uuintt ittt ettt et et e aaean
Tipo de material GENELICO ......ovutintt ittt et
MEtOdO A€ EXITACCION. ... ettt ittt e et et et et e e et et e e e e e e e ereee e eeeenanns
Marca y procedencia del Kit PCR....... ..o
Marca y procedencia del kit de eXtracCion..........ooevvuiiniiiiiiiiiiiiii i
Tesista 0 INVEStIZAAOT. ... utiit e

Procedencia de 18 MUESITA. ... vnnn et e e e

Tipo de muestra...........c.cooevieviiiinniinn, Especie animal.................ooooiiiiiinn,

Fecha de analiSiS. ... oooeeree et
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