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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue la deteccion de antigenos y anticuerpos del virus de la diarrea
viral bovina (VDVB) en ovinos de la feria Expo Reyes de la provincia de Espinar. Mediante la
prueba de ELISA competitiva para detectar anticuerpos de la diarrea viral bovina y el método
de ELISA tipo sandwinch para hallar antigenos del virus de la diarrea viral bovina, se trabajé
con 168 muestras. Se aplico la prueba de chi-cuadrado para el andlisis de resultados. En los
resultados se obtuvo una prevalencia general de anticuerpos contra el VDVB de 5.36 = 0.033
% (9/168), presentdndose mayormente en borregas con 6.14 = 0.042 % (7/168) y en menor
cantidad en borreguillas en 4.08 + 0.053% (2/168), no existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes categorias de ovinos (p > 0,05). No se encontraron ovinos
persistentemente infectados (P1) que son los portadores del VDVB. Se concluye gue existe la
enfermedad de la diarrea viral bovina en ovinos, méas no se hallo a los trasmisores del VDVB en

la feria ganadera Expo Reyes de la provincia de Espinar.

Palabras claves: anticuerpos, antigenos, diarrea viral bovina, ELISA prevalencia.



INTRODUCCION

La region Cusco cuenta con una poblacion de 1 208 799 ovinos. Siendo la provincia de
Espinar poseedora de una poblacion de 184 953 ovinos, en vista de que esta produccion se
viene potenciando (INEI, 2012).

La feria ganadera Expo Reyes de Espinar, se realiza cada mes de enero, donde participan
productores independientes, asociaciones de productores e instituciones dedicadas a la crianza
de ovinos, vacunos, camélidos sudamericanos y animales menores, de nivel local, regional y
nacional (Reyes, 2020). En este entender, cerca de 540 ovinos son participes de esta feria
anualmente (Reyes, 2020), lo que significaria un alto riesgo de contagio con el vDVB.

El rol del sector agrario regional es generar condiciones para el desarrollo de mercados
competitivos y eficientes de bienes y servicios agrarios, asi como disminuir la inequidad y la
pobreza rural. Las ferias agropecuarias tienen como objetivo impulsar y promocionar a los
productores pecuarios (INIA, 2013). Es asi que en las ferias ganaderas, se viene exponiendo
ganado ovino de buen potencial genético proveniente de diferentes provincias de la region
Cusco, de los cuales se desconoce el estado sanitario, esto debido a que las instancias
competentes no realizan controles sanitarios asociados a enfermedades virales antes de que
ingresen a dichos campos feriales, por lo que, se podrian estar propagando enfermedades
infecciosas como la Diarrea Viral Bovina que se transmite de los vacunos a los pequefios

rumiantes como los ovinos.

La diarrea viral bovina es una enfermedad permanente en la poblacion bovina. Genera
graves patologias reproductivas, respiratorias y gastrointestinales en la ganaderia bovina,
generando asi graves pérdidas econdémicas (Pedrera et al., 2007). Esta enfermedad es producida
por el virus de la diarrea viral bovina (vDVB), miembro del género pestivirus, familia

Flaviviridae, el cual causa problemas reproductivos, como la infertilidad, muerte embrionaria,

11



abortos, malformaciones congénitas y nacimientos de animales débiles, mayormente en el

ganado bovino, que ocasionan pérdidas economicas cuantiosas (Rivera et al., 2004).

Todas estas consideraciones expuestas han motivado a realizar el presente estudio con
la finalidad de contribuir al conocimiento sobre la presencia de este agente viral en ovinos en la

feria ganadera Expo Reyes de Espinar.

12



CAPITULO |

1.1.PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

La feria ganadera Expo Reyes, de la provincia de Espinar, tiene como objetivo
promocionar la produccién pecuaria, incentivando la mejora de su calidad genética y su
comercializacion en condiciones competitivas (Reyes, 2020). La misma que podria estar
contribuyendo a la transmision de enfermedades virales como la enfermedad de la diarrea viral
bovina (DVB) a especies susceptibles, si concurren animales infectados o portadores de este
virus. En la feria ganadera Expo Reyes, se exponen animales (vacunos, ovinos y alpacas), de
diversas procedencias, de los cuales se desconoce el estado sanitario, sobre todo de la presencia
del virus de la diarrea viral bovina (VDVB), siendo este virus de facil contagio a especies como
los ovinos. Se conoce gue la enfermedad de la DVB ocasiona problemas reproductivos como
abortos, infertilidad, retencion placentaria, intervalos prolongados de partos, metritis,
malformaciones congénitas (Quispe et al., 2008), reduccion en la produccién, menor tasa de
concepcidn, defectos congeénitos, retraso en el crecimiento y dificultades respiratorias (Arainga
et al., 2010) en los bovinos. Sin embargo, la informacion existente acerca de las patologias que
ocasiona en los ovinos es limitada, por lo que no se conoce con exactitud la magnitud de las
pérdidas econdémicas ocasionadas por esta enfermedad. Un animal Pl puede transmitir a otro el
VDVB por contacto directo, debido a que elimina grandes cantidades de virus en las
secreciones respiratorias, reproductivas y oculares de animales infectados (Burbano et al.,

2006).

Los animales Pl son la principal fuente de infeccion y reservorio del vDVB, los que
eliminan continuamente durante toda su vida grandes cantidades del virus en secrecién nasal,
saliva, materia fecal, orina, semen, lagrimas y leche (Morales & Siever, 2002). Estos animales
provienen de una infeccion vertical o transplacentaria cuando se infectan con el VDVB en edad

de gestacion de 80 a 120 dias. La deteccion de los animales portadores P1 es necesaria para evitar

13



la diseminacion del VDVB (Morales & Siever, 2002).

Las areas de pastoreo, corrales o las &reas destinadas para las ferias ganaderas son
compartidas por ovinos y vacunos, en los cuales los ovinos susceptibles podrian contagiarse de

enfermedades virales como la DVB.

14



1.2, JUSTIFICACION

La feria ganadera Expo Reyes de Espinar se realiza cada afio, la misma que recibe
ovinos de buen potencial genético, de los cuales se deberia conocer si presentan o no
enfermedades virales como la diarrea viral bovina. En este entender, el presente estudio
contribuyd a que los productores y organizadores tengan conocimiento sobre el estado de los
animales que concurren a dichaferia; de este modo se garantiza el bienestar del animal y mejora
de la produccion ganadera. Este estudio permitio conocer cudl es el grado de contagio del virus
de la DVB en los ovinos e identificar ovinos que estén pasando la fase de infeccion aguda,
como consecuencia de la convivencia con otras especies como los vacunos, en espacios como
los campos feriales. Asi mismo, nos permitié identificar a los portadores del virus o
persistentemente infectados con el virus de la diarrea viral bovina, los mismos que al

diagndstico positivo deberan ser eliminados de los hatos y llevados al camal.

Este trabajo de investigacion se realizo con la finalidad de tener conocimiento sobre la
existencia y prevalencia del virus de la diarrea viral bovina en ovinos que participan en la feria
ganadera Expo Reyes de Espinar, el cual permitira a que los profesionales competentes del area
y los productores reflexionen acerca del impacto que genera este tipo de eventos en lo que
compete a la salud animal, y puedan implementar estrategias para el control de enfermedades

como la diarrea viral bovina, logrando asi una mejora en la produccién animal.
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CAPITULO I
2.1.0BJETIVOS DE LA INVESTIGACION
2.1.1. Objetivo general

Detectar los antigenos y anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (DVB) en

ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de la provincia de Espinar.

2.1.2. Objetivos especificos

e Determinar la seroprevalencia de los anticuerpos contra el virus de la diarrea viral

bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes.

e Determinar la seroprevalencia de los ovinos persistentemente infectados (PI) con el

virus de la diarrea viral bovina (DVB) en la feria ganadera Expo Reyes Espinar.

16



CAPITULO 111

MARCO TEORICO

3.1.ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En un estudio realizado por Valdez et al. (2018) se analizaron 558 muestras de bovinos
mayores de 6 meses hasta los 5 afios, que dieron negativo a anticuerpos contra el vDVB en un
estudio previo realizado en cinco distritos de la provincia de Anta. Mediante la prueba de RT-
PCR en tiempo real, se logré identificar a los animales PI. EI 7.2 % (40/558) de los bovinos
resultaron positivos a antigenos contra el vDVB. En un segundo analisis que fue realizado
pasados los 30 dias, el 30% (12/40) dio positivo a antigeno, siendo estos los animales PI. La

prevalencia de los animales PI fue de 2.2% (12/558).

El objetivo del estudio realizado por Llancares et al. (2012) fue determinar la frecuencia
de los virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) y de la Enfermedad de la Frontera (EF) en
ovinos reproductores con un promedio de cuatro afios de edad, procedentes de la sierra central
del Perd. Tomaron muestras de sangre de ovinos reproductoras hembras (n=165) y machos
(n=165) aparentemente sanos, criados en forma extensiva. Los anticuerpos contra vDVB y
mediante la prueba de neutralizacion viral. ElI 2.1 + 1.5% (7/330) de ovinos reproductores

tuvieron anticuerpos contra el vDVB.

En el estudio realizado por Flores et al. (2010), precisaron la relacion del virus de la
diarrea viral bovina (vDVB) con los problemas reproductivos en borregas adultas de la sierra
central del PerQ. Seleccionaron 440 borregas y se dividieron en dos grupos: grupo caso (n=220)
por borregas que abortaron y borregas vacias y un grupo control (n=220) por borregas sin
problemas reproductivos. Mediante la prueba de neutralizacion, colectaron muestras de sangre.

El 69.5 + 4.4% (306/440) de borregas presentaron anticuerpos contra el vDVB, de estas, 73.6%
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(162/220) pertenecen al grupo caso y 65.5% (144/220) al grupo control. No encontraron
asociacion estadistica entre la presencia de anticuerpos contra el vDVB y la presencia de
problemas reproductivos tuvo un rango de 2 a > 256.Los resultados indicaron que el vDVB esta

presente en la poblacion de borregas, pero se desconoce su rol en los problemas reproductivos.

En un estudio realizado por Gogorza et al. 2007), catorce ovinos seronegativos al vDVB
fueron inoculados con sangre de bovinos seropositivos portadores del virus. Mediante un
ELISA de captura (CELISA-FCV) determinaron la existencia de vDVB en leucocitos de sangre
periférica de los ovinos inoculados. La presencia de anticuerpos fue determinada mediante una
técnica de seroneutralizacion in vitro combinada con cELISA — FCV. En dos corderos
inoculados se detectaron leucocitos infectados y respuesta inmune a la infeccion. Tres ovinos
presentaron serologia positiva sin expresion viral en los leucocitos y en los nueve ovinos
restantes no se detectd actividad viral ni serologia positiva. Los dos controles sin inocular no

presentaron actividad viral ni respuesta inmune.

Alvarez et al. (2002), realiz6 un estudio con el objetivo de determinar la seroprevalencia
del virus de la enfermedad de la diarrea viral bovina (DVB) en rumiantes de la comunidad de
Silly, provincia de Canchis, Cusco. Realiz6 la deteccion de anticuerpos en suero sanguineo de
ovinos hembras adultas (n=45) mediante la prueba de neutralizacién. Detectd que el 13.3
9.9% (6/45) de los ovinos presentaron anticuerpos contra la DVB. Sus resultados confirman la
presencia de la infeccion de DVB en rumiantes bajo un sistema de crianza mixto en una

comunidad campesina del Cusco.
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3.2.BASES TEORICAS

3.2.1. Diarrea Viral Bovina (DVB)

La diarrea viral bovina (DVB) ocasiona grandes pérdidas en ganado de carne y leche,
afectando de diversas formas la produccién, las cuales varian de acuerdo a la edad, estado
inmunoldgico y momento de la gestacion en que se produce la infeccion, representando asi un

problema de &mbito mundial (Rondon, 2006).

3.2.1.1.Etiologia

El virus de la diarrea viral bovina es el ejemplar representativo del género pestivirus y

pertenece a la familia Flaviviridae (Rondon, 2006).

3.2.1.2. Taxonomia y estructura del virus de la DVB

El virus de la diarrea viral bovina pertenece al género Pestivirus de la familia
Flaviviridae. Son virus envueltos, esféricos y miden de 40 a 60 nm de didmetro. Se
componen de una cadena simple de ARN compactado por una capside proteica, rodeada por

una membrana fosfolipidica con tres glicoproteinas ancladas a ella (Lertora, 2003).

3.2.1.3.Variabilidad del virus de DVB

La principal caracteristica de este virus es su variabilidad genética y antigénica. Los
virus ARN se caracterizan principalmente por su plasticidad y ésta se debe a que carecen de una
exonucleasa eficiente para corregir las bases mal incorporadas, ocasionando un cambio de base
de alta frecuencia (1 error por cada 10.000 nucleétidos polimerizados). EI vDVB usa esta
estrategia para sobrevivir, creando cepas mutantes que escapan a la respuesta inmunolégica del

hospedador (Lertora, 2003).
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3.2.1.4.Genotipos del virus de la DVB

El vDVB se ha dividido tradicionalmente en dos genotipos. ElI vDVB tipo 1 es el
responsable de procesos leves con sintomatologia poco visible, caracterizados por una ligera
elevacion de latemperatura corporal y la presencia de lesiones moderadas restringidas al aparato
digestivo y a organos del sistema linfoide. En vacas gestantes este genotipo puede incitar
abortos y otras patologias reproductivas. Los aislados de tipo 1 se emplean con frecuencia en

el desarrollo de vacunas y métodos de diagndstico (Pedrera et al., 2007).

Los aislados del vDVB tipo 2 estan relacionados con enfermedades agudas severas,
caracterizadas en ocasiones por presentar un cuadro hemorragico agudo, conocido como

sindrome hemorragico, que causa la muerte de los animales (Pedrera et al., 2007).

3.2.1.5.Biotipos del VDVB

El vDVB se puede dividir en dos biotipos de virus: citopatico (CP) y no citopéatico
(NCP), siendo el de tipo NCP el mas comin en la naturaleza. Los biotipos de CP causan efectos
citopaticos en cultivos de células epiteliales, manifestados por vacuolizacién citoplasmatica y
muerte celular. Sin embargo, los biotipos de NCP se reproducen en las células sin provocar
cambios morfoldgicos evidentes en estos cultivos, lo que descarta la no patogenicidad de los

biotipos NCP (Pedrera et al., 2007).

3.2.1.6.Hospedador

Los pestivirus infectan a los animales ungulados del orden artiodactilos, como los
bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, alpacas, Ilamas, camellos, bufalos y rumiantes silvestres.
Los pestivirus pueden cruzar esta barrera de infeccién, por lo que se sugiere implementar

programas de control (Lertora, 2003).
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3.2.1.7.Fuente de infeccion

La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son los animales
Pl (permanentemente infectados). Ellos eliminan continuamente durante toda su vida grandes
cantidades del virus en secrecion nasal, saliva, orina, materia fecal, lagrimas, semen y leche.
Los animales con infeccion aguda también son fuente de infeccion, aunque menos eficiente, ya

que eliminan el virus en cantidades méas bajas y por cortos periodos (Lertora, 2003).

3.2.1.8.Modos de transmision

A. Transmision vertical
Durante la prefiez, algunas hembras susceptibles pueden ser infectadas, lo que generaria
una infeccion transplacentaria. Si antes de obtener su inmunidad (aproximadamente antes del
dia 125 de gestacion) el feto es infectado por biotipos NCP, desarrollara unainfeccidn persistente.
Las hembras Pl siempre dan terneros P1. Otra forma de transmisién vertical ocurre luego de la

transferencia embrionaria, si el animal receptor es PI, o la vaca donante es Pl (Lertora, 2003).

B. Transmision horizontal
El contacto directo con animales que cursan una infeccion aguda puede transmitir el
virus (Lertora, 2003). El contacto directo con animales PI, especialmente contacto nariz-nariz,

es el modo de transmision mas eficiente.

3.2.1.9.Patogénesis

Luego del contacto con membranas mucosas de la boca o nariz, la replicacion se da en
células epiteliales con una preferencia por las tonsilas palatinas. El virus presenta reaccion de
crecimiento por células mitoticamente activas como: linfocitos, fagocitos mononucleares y

células epiteliales. La replicacion comienza con la integracion a la membrana plasmatica e
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insercion en la célula; el virus ingresa al citoplasma mediante endocitosis y libera su genoma
en el citosol. La diseminacion ocurre a través del virus libre en el suero o leucocitos infectados

con el virus (Rondon, 2006).

A. Infeccion intrauterina
La infeccion intrauterina causada por una infeccion aguda en una hembra gestante entre
los 3 primeros meses, puede generar animales PI (persistentemente infectados) o crias con mal

formaciones (Ramirez et al., 2012).

B. Infeccion neonatal
El ternero puede adquirir el virus de la DVB en la etapa perinatal, es decir en el Gltimo
periodo de la gestacion o pocos dias después de nacer, desarrollando luego una severa
inflamacién del tubo digestivo (enteritis) a veces fatal, por lo tanto; los anticuerpos que el
ternero recibe de la madre a través del calostro y leche se agotan entre los 105 a 230 dias de
edad, después del cual el incremento del nivel de anticuerpos puede ser debido a una infeccion

natural o a la vacunacion (Rivera , 1993).

C. Infeccidn transplacentaria
El vDVB es capaz de atravesar la placenta, asi como las barreras sanguineas y el cerebro
fetal, provocando diversas lesiones del sistema nervioso central (especialmente el cerebelo). Su

agresividad de lesion aumenta con la edad del feto durante la infeccion.

También se han informado deformidades esqueléticas (extremidades posteriores,
curvatura de las extremidades anteriores, braquignatismo mandibular, pérdida de pelo o lana 'y

mandibulas inestables) (Rondon, 2006).

Provoca reabsorcion del embridn si la infeccion se produce antes de los 45 dias, si la
infeccion se produce entre los 50 y 100 dias de vida puede producirse la muerte del feto con
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posterior aborto o congelacion del feto, si la infeccidn se presenta entre los 100 y 150 dias de
vida, ocurren otras lesiones teratogénicas como microftalmos, hidrocefalia, cataratas, hipoplasia
cerebelosa, hipoplasia pulmonar, ya que durante este periodo de vida intrauterina se completa

el desarrollo del sistema nervioso central y la capacidad del sistema inmune (Rivera G, 1993).

D. Infeccion persistente
La infeccion fetal con vDVB puede resultar en el nacimiento de ganado inmunotolerante
a DVB con unainfeccion continua poco aparente. Los animales P1 resultan por la infeccion fetal
con una cepa NCP de baja patogenia durante el primer trimestre de gestacion. El sistema inmune
fetal infectado con DVB NCP antes del dia 125 de prefiez no reconoce el vDVB como agente

infeccioso. Solo la cepa NCP puede causar una infeccion permanente en el feto (Rondon, 2006).

3.2.1.10. Sintomas clinicos

Entre los signos comunes, se puede apreciar fiebre, diarrea, descarga ocular y nasal,
baja calidad de semen, Ulceras en boca y vulva, lesiones hemorréagicas en las mucosas bucales

y genitales, inapetencia, anemia, hasta la muerte (Pedrera et al.2007).

Crias que nacen muertas, prematuras o que nacen al morir. Crias con problemas
neuroldgicos (incapacidad para pararse 0 mamar, temblores severos, incoordinacién, bajo peso

al nacer), brotes de enfermedades respiratorias en grupo (Serrano, 2014).

3.2.1.11. Diagnostico
El diagnostico de este problema depende de la cuidadosa recopilacion de anamnesis
reproductiva y registros clinicos, una cuidadosa seleccion y recoleccién de muestras para

detectar la presencia de patogenos virales y anticuerpos especiales (Serrano, 2014).
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3.2.1.12. Control y Prevencion

Peri no cuenta con un sistema regulatorio de DVB. Algunos ganaderos de las
principales cuencas lecheras usan vacunas; las vacunas legalmente aprobadas no son
comunmente administradas, y su uso es voluntario y preventivo, no administrada bajo

reglamento.

Las vacunas solo pueden ser (tiles si se utilizan de forma inteligente y sistematica, es
decir como medida de bioseguridad y junto con la deteccion de Pl y un seguimiento periddico

(Rivera G, 2008).

3.3.Bases conceptuales

3.3.1. Clasificacion del ganado ovino

Tabla 1. Clasificacién de ovinos segun edad

Denominacion Sexo Edad
Cordero Macho o 0-4 meses Nacimiento - destete
hembra
Borreguilla Hembra 5-7 meses Destete - empadre
Carnerillo Macho 5-7 meses Destete - empadre
Caponcito Macho 5-14 meses Destete- primera esquila
castrado
Borrega Hembra >18 meses A partir del empadre
Carnero macho >18 meses
Capoén Macho >15 meses
castrado

(Ramirez Ruiz, 2012).

3.3.2. Antigeno
Una molécula de naturaleza anormal para el organismo, de procedencia exdgena o
enddgena. Puede unirse directamente a un anticuerpo o a un receptor de célula T (TCR), pero no

activa necesariamente el sistema inmune (Vega Robledo, 2009).

3.3.3. Anticuerpo

Los anticuerpos son moléculas glicoprotéicas que tienen la capacidad de combinarse
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especificamente con un antigeno. El anticuerpo se une al antigeno en forma especifica, en
respuesta del sistema inmune a la presencia de un cuerpo extrafio para el organismo (Vega R,

2008).

3.3.4. Reaccion antigeno — anticuerpo.

Es un proceso bioquimico complejo en el que los anticuerpos, reconocen y se unen a
moléculas especificas (antigenos). Esta interaccion es altamente especifica y es crucial para la
identificacion y neutralizacion de patdgenos como virus, parasitos, bacterias y hongos (Clinica

Universidad Navarra, 2023).

3.3.5. Pruebade ELISA
ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), permite la deteccion de
antigenos o anticuerpos especificos en una muestra, mediante una combinacion de principios

inmunoldgicos y enzimaticos (Rios et al., 2012).

En ELISA se utiliza una enzima unida covalentemente a un antigeno o a un anticuerpo.
Si el antigeno o el anticuerpo de interés estan presentes en la muestra, el anticuerpo marcado
con la enzima se unira a ellos (principio inmunolégico) y la enzima convertird un sustrato

incoloro en un producto detectable (principio enzimatico) (Rios et al., 2012).

La interaccidn antigeno-anticuerpo se detecta por la reaccién colorimétrica que produce
la enzima (adherida al antigeno o anticuerpo) cuando se degrada la particula adecuada. La
medida de absorbancia en pocillos de ELISA permite comparar la respuesta inmunolégica

(Rodriguez, 2004).

Todos los ELISA utilizan una enzima ligada a un antigeno o anticuerpo. EI método
ELISA detecta anticuerpos cuando la enzima se une a anticuerpos contra la inmunoglobulina y
antigenos cuando la enzima se une a anticuerpos contra un antigeno especifico. Cuando un
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antigeno o anticuerpo de interés esta presente en una muestra de prueba, una enzima etiquetada
como anticuerpo se une a él (principio inmunoldgico) y esta enzima convierte una particula
incolora en un producto visible (principio inmunoldgico enzimatico). Por lo tanto, se produce
un producto detectable sélo cuando el antigeno o anticuerpo de interés esta presente en la

muestra de prueba (Rios et al., 2012).

Figura O1. Tipos de ELISA

A S A B ,?\ _ R
c [s] 4 D i
LR el
*G
A Arigero del paciente L Anticuerpo del paciente ko Aaticuerpo conjugado Producto detectable
A Antigeno de referencia Y ;":mf’::;i Stratn

Nota: A) ELISA directo, B) ELISA indirecto, C) ELISA de Sandwich directo D) ELISA de
Sandwich indirecto (Rios et al., 2012)

ELISA indirecto

Esto ayuda a encontrar anticuerpos. En esta prueba, un antigeno especifico se une a un
sustrato, al que se dirige el anticuerpo de interés en la muestra. En la primera etapa, se agrega la
muestra, y si hay anticuerpos, se unen al antigeno que ya esta adherido a la parte inferior. Luego
se lava para eliminar cualquier material que no se una al antigeno y se agrega un anticuerpo
anti inmunoglobulina ligado a enzima, que solo se uniré a los anticuerpos si estan presentes en
la muestra. Luego del segundo paso de lavado, se elimina todo el conjugado sin recubrimiento;

se agrega un sustrato incoloro, que se convierte en un producto visible mientras el conjugado
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aun esta presente (Rios et al., 2012).

Figura 02. Fase de la técnica Elisa indirecto.

ELISA
INDIRECTO

Sustrato

’ Suero  Conjugado color
Antigeno problema (JAS (Suero +)

INCUBARY LAVAR

Nota: Esta figura demuestra los pasos del método ELISA indirecta, donde: (1) El antigeno se
pega a la placa (2) Se afiade el suero problema. (3) posteriormente, el conjugado. (4) y, por

altimo, el sustrato (Sanchez, 2004).

ELISA competitivo

Los anticuerpos o antigenos no reaccionan bien en la fase solida y su unién al conjugado
antigeno-enzima o anticuerpo-enzima se ve obstaculizada por la presencia de un analito no
marcado en la muestra. Las incubaciones entre muestras y conjugados pueden ser simultaneas
0 secuenciales. Esta Ultima opcion es poco competitiva, consigue una alta tasa de deteccion y

es recomendable cuando se van a encontrar anticuerpos inmunes débiles (Ochoa, 2012).
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Figura 03. Fases de la Técnica Elisa de competicion.

ELISA FASE LIQUIDA COMPETICION

B Fase liquida
Ag+Suero

problema S

e, Faseliauida pniisyero conl‘ugado Sustrato

obre
de Cobaya A color
Antisuero Y <) (Suero-)

Sustrato sin
color (Suero +)

Nota: Esta figura demuestra los pasos del método ELISA competitivo, donde: (1) Se incuba el
suero problema con el antigeno. (2) La mezcla anterior se deposita sobre los pocillos donde
previamente se ha fijado un suero anti antigeno (3) se afiade el conjugado. (4) después, el
sustrato. En este caso la ausencia de color seria positivo (Snchez, 2004).

3.3.6. Persistentemente Infectados

Los animales Pl se infectan durante toda su vida y no producen anticuerpos que
produzcan tolerancia. Se debe monitorear la enfermedad persistente en terneros jovenes al
nacer, con crecimiento y ganancia de peso lentos, enfermedades respiratorias y digestivas leves
y recurrentes. Algunos gozan de buena salud fisica, lo que hace que su diagndstico sea

importante (Lertora, 2003).

3.3.7. Incidencia

Lo principal de esta medida es detectar nuevos casos de esta enfermedad que aparecen en

la poblacion en un momento dado (Fajardo, 2017).
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3.3.8. Prevalencia
Mide el porcentaje de individuos que se encuentran enfermos durante una evaluacion de

la poblacion (Fajardo, 2017).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
4.1. TIPO DE INVESTIGACION
Este estudio es una investigacion basica de tipo descriptivo, segun su disefio es no

experimental.

4.2. AMBITO DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en el &mbito de la feria ganadera Expo Reyes de la
provincia de Espinar, departamento de Cusco. Consecuentemente, se realizd el analisis de las
muestras de sangre en el laboratorio de Sanidad Animal "M.V.Z Atilio Pacheco Pacheco" de la

Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Agronomia y Zootecnia-UNSAAC.

Figura 04. Mapa de la Provincia de Espinar

Fuente: (Gobierno Regional del Cusco, 2020)
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4.2.1. Ubicacion politica de la provincia de Espinar

o Region : Cusco
. Departamento : Cusco
o Provincia : Espinar

4.2.2. Ubicacion geogréfica de la provincia de Espinar

. Latitud sur 1 14° 47 35

o Longitud oeste  : 71° 24" 46

. Altitud: 13975 ms.n.m
o Superficie : 73 600 hectéareas
4.2.3. Limites
e Porel norte : Provincia de Canas
e Porelsur : Regidn Arequipa
e Por el oeste : Provincia de Chumbivilcas
e Porel este : Provincia de Chumbivilcas
(Gil, 2021)

4.2.4. Datos climéaticos

e Temperatura:

Maéaxima: 16.3°c (noviembre y diciembre con mayor sensacion de calor)

Minima: -4.46°c (mayor sensacion de frio en junio, julio, agosto)

e Precipitaciones: Media anual: 775.8 mm (Gil, 2021).
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4.3.MATERIALES DE ESTUDIO

4.3.1. Delosanimales

Ovinos hembras y machos mayores a 6 meses de edad de raza Corriedale que concurren

a la feria ganadera Expo Reyes de Espinar.
4.3.2. Tamafio de muestras

Se colectaron muestras de sangre de ovinos, entre machos y hembras, haciendo un total

de 168 muestras, se determino segun la siguiente férmula (Anexo 01)

_ N «Z%p * q
(N—-1) = E2+ Z2(p * q)

n

Doénde:

N: tamafio de la poblacion.
Z: 1.7, nivel de confianza que se da a la muestra.
p: variabilidad 0.5
g: variabilidad 0.5.
E: error experimental 0.09%
n: tamafo de muestra.
(Aguilar B, 2005)
4.3.3. Materiales para la toma de muestra

e Tubos vacutainer de 5 ml

e Agujas vacutainer 21G x 1”

e Capuchon para vacutainer

e Algoddn
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e Alcohol
e Guantes descartables
e Soga
e Ficheros y registros
4.3.4. Equipos, instrumentos y materiales de laboratorio

4.3.4.1.Equipos e instrumentos

e Lavador de placa ELISA

e Incubadora

e Refrigeradora de 8°C

e Congeladoraa-20°c

e Micropipeta Unicanal de 10-200 pL
e Micropipeta Unicanal de 10 a 1000 pL
e Lector microplacas ELISA

e Vortex

e Cabina de flujo laminar

e Lavador de placas

e Centrifuga

Probetas de 100-1000ml

4.3.4.2.Materiales y reactivos de laboratorio

e Kit de ELISA para anticuerpos del virus de DVB
e Kit de ELISA para antigenos del virus de DVB

e Suero sanguineo

e Puntas desechables

e Caja portatips
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e Agua destilada

e Papel absorbente

e Parafilm
e Mandil
e Barbijo
o Guantes

e Crioviales de 2 mi
e Gradillas
e Pipetas Pasteur desechables

4.4 METODOLOGIA

4.4.1. Obtencidn de muestras de muestras sanguineas

Las muestras de sangre se obtuvieron de ovinos hembras y machos mayores de 6 meses
de edad de la raza Corriedale, que participaron de la feria Expo Reyes de Espinar. Dichas
muestras se obtuvieron por puncion de la vena cefélica, para lo cual se realizé la desinfeccion
de la zona con alcohol de 70°, se colectd la muestra en un tubo vacutainer de 5 ml con separador
de suero, el cual se rotulé con los datos del ovino (sexo, nimero de arete 0 nombre). Estas
muestras se colocaron en un cooler refrigerado para conservar las muestras durante el traslado

al laboratorio.
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Figura 05. Coleccion de muestras de sangre de ovinos de la feria Expo Reyes.

4.4.2. Obtencidn del suero sanguineo.

La obtencidn de suero es mediante la centrifugacion a 1500 RPM por 10 minutos (figura
06). Se procedi6 a separar cuidadosamente la porcion transparente (suero), con ayuda de una

pipeta Pasteur estéril.

Figura 06. Obtencidn de suero sanguineo por centrifugacion.

4.4.3. Separacion del suero sanguineo
Se separ0 el suero en crioviales de 1.5 ml y se rotularon colocando el nimero de arete

o nombre de la oveja.
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Figura 07. Separacion del suero sanguineo en crioviales.

4.4.4. Método de ELISA competitivo para detectar anticuerpos contra el virus de la

diarrea viral bovina (DVB)

4.4.4.1. Descripcion y principios de la prueba

Los pocillos vienen sensibilizados con el antigeno p80 del virus BVD. Las muestras y
controles son afiadidos a los pocillos. Los anticuerpos anti-BVD p80, si estan presentes,
formaran un complejo antigeno-anticuerpo que enmascara los epitopos p80. Un conjugado anti-
p80 marcado con peroxidasa (HRP, por sus siglas en inglés) es afiadido a los pocillos. Este se
fija a los antigenos libres, formando un complejo antigeno-conjugado-HRP. El exceso de
conjugado es removido mediante lavados, y la solucién de revelacién (TMB) es afadida. El
resultado de la coloracion depende de la cantidad de anticuerpos especificos presentes en la

muestra a analizar:

e En ausencia de anticuerpos, aparece una coloracion azul, que cambi6 a amarillo al
afiadir la solucion parada.

e En presencia de anticuerpos, no aparece coloracion.

La microplaca es leida a una longitud de onda de 450 nm.
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4.4.4.2. Preparacion de la muestra y reactivos

» Sedescongelaron y homogenizaron las muestras antes de realizar la prueba.

» Se preparo la solucion de lavado (1x) diluyendo 1:20 la solucion de lavado

concentrada (20x) en agua destilada.

» Sedejo que todos los reactivos alcancen 18°C antes de ser usados. Los reactivos

fueron mezclados agitandose suavemente.

Figura 08. Homogenizacion de muestras

Después de homogenizar las muestras, se prepararon las plantillas de ELISA, donde se

asignaron las posiciones de las muestras en cada pocillo de la placa.
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Tabla 2. Distribucion de las muestras de plasma sanguineo en la placa ELISA, placa I.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CP M5 M13 M21 M29 M37 M45 M53 M6l M69 M77 M85
CP M6 M14 M22 M30 M38 M46 M54 M62 M70 M78 MB8B6
CN M7 M15 M23 M31 M39 M47 M55 M63 M71 M79 M87
CN M8 M6 M24 M32 M40 M48 MS6 M64 M72 M80 M88
M1 M9 M17 M25 M33 M4l M49 M57 Me5 M73 M8l M89
M2 M1I0 M18 M26 M34 M42 M50 M58 Me6 M74 M82 M90

M3 M1l M19 M27 M35 M43 M51 MS59 M67 M75 M83 MOl

I @@ M mMm O O W >

M4 M2 M20 M28 M36 M44 M52 M6E0 M68 M76 M84 M92

Tabla 3. Distribucidn de las muestras de plasma sanguineo en la placa ELISA, placa Il

1 2 3 4 5 6 7 8

CP M97 M105 M113 M121 M129 M137 M145
CP M98 M106 M114 M122 M130 M138
CN M99 M107 M115 M123 M131 M139
CN M100 M108 Mlle M124 M132 M140
M93 M101 M109 M117 M125 M133 M141
M94 M102 M110 M118 M126 M134 M142
M95 M103 M11l1 M119 M127 M135 M143

I @@ T m O O W >»

M9% M104 M112 M120 M128 M136 M144

Donde:
CP: control positivo
CN: control negativo

M: muestra
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4.4.4.3. Procedimiento de la prueba

1. Distribucion de controles y muestras

e Sedispensaron 90 pL de diluyente 19 en cada pocillo (Figura 8).
e Se dispensaron 10 pL de control positivo a los pocillos A1y B1.
e Sedispensaron 10 uL de control negativo a los pocillos C1y D1.
e Sedispensaron 10 pL de cada muestra a analizar por pocillo.

e Se cubri6 e incubo la placa a 37° por 45 minutos.

Figura 09. Agregado de diluyente 19 en cada pocillo
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Se vacid los pocillos. Se lavo cada pocillo con aproximadamente 300 pL de solucion de
lavado 3 veces. Evitamos el secado entre cada pocillo.

Se afladio 100 uL de conjugado diluido en cada pocillo.

Cubrimos la placa e incubamos 30 minutos a 26°C.

Se vaciaron los pocillos, lavamos cada pocillo con 300 pL de solucion de lavado por tres
Veces.

Afadimos 100 pL de la solucién de revelacion a cada pocillo.

Se cubrid la placa e incubd 15 min a 21°C en la oscuridad.

Se distribuy6 100 pL de solucién stop a cada pocillo (figura 11).

Se hizo la lectura de las densidades dpticas a 450 nm y el posterior calculo de resultados

(figura 12).

Figura 11. Incorporacion de la solucién de stop.
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Figura 12. Lectura de resultados en densidades 6pticas

4.4.4.4. Validacion de la prueba

La prueba es valida si:

- El valor medio de las densidades oOpticas de los controles negativos
(DOcn) es superior 0.7
(DOcn) > 0.7
- El valor medio de las densidades Opticas de los controles positivos (DOcp) €s

inferior al 30% del (DOcn)

(DOcp) I (DOCcN) < 0.3
4.4.45. Calculo de resultados

Para cada muestra, calcular el porcentaje de competicion

SINO = “OMmUESITa 1)
DOcN
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4.4.4.6. Interpretacion
El diagnostico es:

e Positivo si el S/N % <40%

e Dudoso si el 40% < S/N % < 50%

e Negativo si el S/N % > 50%
4.4.5. Método de ELISA tipo Sandwich para detectar antigenos del virus de la DVB
4.4.5.1.Descripcion y principios de la prueba

Los micropocillos estan recubiertos con anticuerpo anti BDVB-P80. Las muestras por

analizar y los controles se agregan a los micropocillos BDVB-P80; si esta presente, forma un
complejo anticuerpo-antigeno. Después del lavado, se agrega un conjugado anti BVDV-P80-
HRP (peroxidasa de rabano picante), formando un complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo-
HRP. Después de lavar para eliminar el exceso de conjugado, se agrega la solucion de sustrato
(TBM). La coloracidn resultante depende de la cantidad de BVDV-P80 presente en la muestra

a analizar:

e Enpresenciade BVDV-P80, aparece una coloracion azul que se vuelve amarilla después

de la adicion de la solucion de parada.

e Enausencia de BVDV-P80, no aparece coloracion.
4.4.5.2.Componentes del Kit

e Microplacas sensibilizadas con un anticuerpo anti BVDV-P80.

e Conjugado concentrado (1X)

e Control positivo liofilizado

e Tampon de reconstitucion

e Control negativo

e Diluyente 2
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e Diluyente 12

e Solucion de lavado concentrada (20X)

e Solucion de revelacion

4.4.5.3.Preparaciones de reactivos y muestras

e Solucidn de lavado. Fue necesario equilibrar la solucion de lavado concentrada (20X)
a temperatura ambiente (21°C) y agitar correctamente para obtener la disolucién de los
cristales. Se prepar6 la solucion de lavado (1X) diluyendo 1:20 la solucion de lavado
concentrada (20X) en agua destilada.

e Control positivo. Se reconstituyd el control positivo liofilizado con el tampén de
reconstitucion suministrado. El volumen a agregar se menciona en la etiqueta de cada
vial. Esperar aproximadamente 5 minutos y mezclar suavemente, pero a fondo.

4.4.5.4.Procedimiento de la prueba
1. Antes de ser utilizados, se homogeniz6 las muestras en el Vortex (figura 13).
2. Se distribuy6 50 pL de diluyente 2 en cada pocillo (figura 14).
3. Se distribuy6 20 pL de control negativo en los pocillos Al y B1 (figura 15).

4. Se distribuy6 20 pL de control positivo en los pocillos C1 y D1 (figura 16).
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Figura 13. Homogenizado de las muestras.
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Figura 15. Afadido del control negativo

Figura 16. Afadido de los controles positivos.

. Sedistribuy6 50 pL de cada muestra a analizar.

. Se cubri6 la placa, agitando con un agitador de placas por 1 minuto (a 500 rpm) e

incubd 60 min a 37°C.

. Se vacio los pocillos. Se lavo cada pocillo 5 veces con al menos 300 uL de la
solucidn de lavado, evitando el desecado de los pocillos entre los lavados (Anexo

18).
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8. Se prepard el conjugado 1X diluyendo el conjugado concentrado 10X a razon de 1:10 en

el diluyente 12.
9. Sedistribuy6 100 pL del conjugado 1X a todos los pocillos (Anexo 19).
10. Se cubrid la placa e incubd 30 min a 37°C.

11. Se vacio los pocillos. Se lavo 3 veces cada pocillo con 300 pL de solucion de lavado

(figura 16).

Figura 17. Segundo lavado de pocillos.

12. Se afiadio 100 pL de solucion de revelacién a cada pocillo.
13. Se cubri6 e incubd la placa por 15 min a 21°C en la oscuridad.

14. Se agreg6 100 pL de solucion de parada a cada pocillo para detener la redaccion

y se leyd a 450 nm de longitud de onda en un lector de microplacas ELISA.

4.4.55 Validacion

El test es valido si el valor medio de la densidad dptica de los controles positivos (DOcp)

46



es superior a 0.500.

DOcp> 0.500
Larelacion de los valores medios de la densidad Optica de los controles positivos (DOcp)

y los valores medios de la densidad dptica de los valores negativos (DOcn) es superior a 3.

DOcp IDOcn> 3

4.4.5.6.Interpretacion del resultado

Para cada muestra, calcular el porcentaje (S/P %) segun la siguiente

Formula:

DO —
S _ muestra—DOCN « 100
P DOcp—DOCN

El diagnostico se considera:
e Negativo si el S/P% < 35%

e Positivo si el S/P % > 35%
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4.4.6. Metodologia para obtencion de resultados

4.4.6.1.Determinacion de la seroprevalencia
Para calcular la seroprevalencia del virus de diarrea viral bovina se utilizé la formula de

Mendenhall et al. (2010):

) Total de animales infectados
Prevalencia = - * 100
Total de animales muestreados

4.4.6.2.Determinacion del intervalo de confianza

El intervalo de confianza de obtuvo mediante la formula de Mendenhall et al. (2010).

L, [Pxa
p_z\l n

Donde:

P: prevalencia

Z: desviacion con relacion a la distribucién normal estandar

p. proporcién de ovinos positivos

g: proporcién de ovinos negativos

N: tamafio de la poblacién total.

4.4.6.3.Analisis estadistico

Las variables son las siguientes:

e Borrega
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e Borreguillas

e Carnero

Las variables se procesaron mediante la prueba de Chi- cuadrado, con nivel de significancia 1

%

Donde:

X?: Chi-cuadrado calculado

Oi: valores observados para anticuerpos de DVB
Ei: valores esperados para anticuerpos de DVB

> : sumatoria

Fuente: Mendenhall etal. (2010)
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CAPITULOV

RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1.Seroprevalencia de anticuerpos contra los virus de la diarrea viral bovina en ovinos

de la feria ganadera Expo Reyes de la provincia de Espinar.

Se ha determinado la seroprevalencia de anticuerpos contra el virus de la diarrea viral

bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes (ver Tabla 3).

Tabla 4. Seroprevalencia de los anticuerpos contra el virus de diarrea viral bovina en ovinos,

por edad.

Categoria Numero de Positivosa Negativosa Prevalencia de los
ovinos anticuerpos anticuerpos de la anticuerpos de a DVB
evaluados delaDVB DVB

Borrega 114 7 107 6.14 + 0.042%

Borreguilla 49 2 47 4.08 £ 0.053%

Carnero 5 0 5 0.00 = 0.00%

Total 168 9 159 5.36 £ 0.033%

En la tabla 3, se muestra que, la mayor seroprevalencia de diarrea viral bovina (DVB)
se presentd en ovinos de categoria borrega (hembras mayores de 18 meses) con 6.14 + 0.042
%; esto se deberia a que los ovinos en edad adulta tienen mayor exposicién al virus sobre todo
cuando participan de eventos feriales. En la categoria borreguilla se encontré un 4.08 + 0.053
% Yy en carnero no se encontrd seropositivos, siendo la seroprevalencia de 0.00%. No habiendo
diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) en la presentacion de diarrea viral bovina en

las diferentes categorias (Anexo 13).
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Figura 18. Seroprevalencia de anticuerpos contra el virus de diarrea viral bovina en ovinos de

la feria Expo Reyes de Espinar.

Diagndstico de anticuerpos contra la DVB

94.64%

100.00%
80.00%
60.00%

40.00% 5.36%

0.00%

Positivo para anticuerpos  Negativo para anticuerpos
contra el virus de la DVB  contra el virus de la DVB

El presente estudio evidencia la presencia del virus de la diarrea viral bovina en ovinos
de la feria ganadera Expo Reyes de Espinar, la misma que corresponde a una seroprevalencia
general de 5.36% (9/168). Nuestros resultados demuestran que la enfermedad se viene
trasmitiendo a los pequefios rumiantes como los ovinos, debido a la ausencia de control

sanitario de animales que ingresan a las ferias agropecuarias.

El presente trabajo de investigacion obtuvo resultados inferiores a los obtenidos por
Alvarez et al. (2002), en la comunidad de Silly de la provincia de Canchis-Cusco, quien reporto
una prevalencia de 13.3 % * 9.9% la misma que podria estar asociada al sistema de crianza
mixta. Segun Alvarez et al. (2002) la prevalencia del virus de la DVB se debe a la crianza mixta
de rebafios, el elevado estado de estrés por fallas nutricionales en zonas de crianza extensiva,

existencia de carga parasitaria en pastos, cobertizos y zonas de descanso de los animales.

Por otro lado Flores et al. (2010) obtuvieron 69.5 + 4.4 % (306/440) de animales

seropositivos al virus de DVB, mediante la prueba de seroneutralizacion, no encontrando una
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asociacion entre las edades y lugar de procedencia al igual que en nuestro estudio. La presencia
de ovinos seropositivos podria ser a causa de un mal manejo de las pasturas comunes entre
bovinos y ovinos, y la existencia de una gran cercania fisica entre estas especies, que facilita la
infeccion en los ovinos, tal como refiere Flores et al. (2010). Sin embargo, Flores et al. (2010)
no encontro asociacion entre la existencia del virus de la DVB y los problemas reproductivos,

atribuyéndolos a la aparicion de otras infecciones.

Asimismo, Llancares (2012), mediante la prueba de neutralizacion viral, obtuvo
resultados inferiores a este trabajo de investigacion, evidenciando que un 2.1 + 1.5 % (7/330)
presentaron anticuerpos contra el virus de la DVB. Esta baja prevalencia es similar a nuestro
estudio, sugiriendo que, el virus no se encuentra activo en la poblacién de ovinos, y que su baja

presencia seria producto de una infeccién muy antigua y transitoria en los ovinos.

Por otro lado, Gogorza et al. (2007) Inoculd a 14 ovinos seronegativos con sangre de
bovinos seropositivos portadores del virus de la DVB, observando la presencia de anticuerpos
mediante la técnica de seroneutralizacion in vitro y demostrando que en ovinos existe respuesta
inmunitaria frente a la infeccion por el virus de la diarrea viral bovina, por lo tanto; los ovinos
son animales susceptibles a contagiarse con este agente patégeno. Sin embargo, no hay

evidencias de que puedan existir ovinos persistentemente infectados.
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5.2.Seroprevalencia de los ovinos persistentemente infectados (P1) con el VDVB de la feria

ganadera Expo Reyes Espinar.

No se encontrd seroprevalencia de antigenos contra el vDVB, lo que nos indica la no
existencia de ovinos persistentemente infectados (Pl) en la feria ganadera Expo Reyes —

Espinar.

Figura 19. Seroprevalencia de antigenos contra el virus de diarrea viral bovina en ovinos de la

feria Expo Reyes de Espinar.

Diagnéstico de antigenos de la DVB

100.00%
100.00%
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0.00%
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Negativo a antigenos del virus Positivo a antigenos del virus

de laDVB de laDVB

El presente trabajo de investigacion obtuvo resultados negativos a la existencia de
animales PI dentro de la feria ganadera Expo Reyes de la provincia de Espinar, lo contrario al
estudio de investigacion realizado por Valdez G. et al. (2018) donde obtuvieron un 2.2%
(12/558) de prevalencia de bovinos Pl y ponen en evidencia de que, la baja o nula existencia de
los animales PI podria deberse a que muchos de estos mueren antes de los 6 meses de edad
debido a complicaciones respiratorias y gastricas o por friaje en las zonas altoandinas.
Asimismo, indican que la mayor existencia de animales Pl se ha reportado en crianzas de tipo

intensivo.

53



CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

e Seobtuvieron resultados positivos para la existencia de anticuerpos contra el virus de
la DVB, lo que nos indica que existi6 la enfermedad de la DVB en los ovinos que concurren a
la feria ganadera de Expo Reyes de Espinar, ya sean como resultado de infecciones anteriores
o recientes. ElI mayor porcentaje de anticuerpos se hallé en borregas y en menor cantidad en
borreguillas, no habiendo diferencias significativas (p>0,05) entre categorias.

¢ No se encontraron ovinos portadores (P1) del vDVB en la feria ganadera Expo Reyes-
Espinar

6.2. Recomendaciones

¢ Incentivar a los organizadores y productores a portar un certificado de sanidad de
todas las especies antes de que ingresen al campo ferial, con el fin de evitar el contagio de
enfermedades, especialmente de tipo viral que saltan entre especies.

e Solicitar a los productores el certificado de sanidad de cada ovino antes del ingreso
al campo ferial, especialmente el certificado de sanidad de antigenos del virus de la diarrea viral
bovina.

e Brindar charlas sobre buenas préacticas sanitarias a los productores que participan en
la feria ganadera, con la finalidad de fomentar la educacion sanitaria de los mismos.

e Desinfeccidn de los carros que transportan ovinos a las ferias ganaderas.

e Sedebe realizar estudios de prevalencia del virus de la diarrea viral bovina en ovinos
que participan en otras ferias ganaderas de la region Cusco, que permitan conocer el estado

sanitario de los ovinos de la region, para su mejor control.
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e Desde los gobiernos locales se debe impulsar el control y la prevencion de
enfermedades virales como la Diarrea Viral Bovina (DVB) en las distintas ferias ganaderas de

laregion Cusco, con la finalidad de disminuir la prevalencia de la enfermedad.
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ANEXQOS

Anexo 01. Célculos para determinar el tamafio de muestra de ovinos de la feria ganadera Expo

Reyes.
. N *Z2p * q
T (N-D«E2+Z2(p * @
Donde:
Z 1.89 nivel de confianza que se le da a la muestra
p: variabilidad .05
q: variabilidad 0.5
E: error experimental 0.06 %
N: tamafio de muestra

520 x (1.89)%(0.5 x 0.5)
(520 — 1)(0.06)Z + (1.89)%(0.05  0.05)

464.38
2.77

n =168



Anexo 02. Densidades Opticas de las muestras evaluadas para la deteccion de anticuerpos
contra el virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de

Espinar, placa I.

0.117 [1.629 [1.722 [1.728 |[1.594 [1.576 [1.445 [0.93 [1.563 [1.509 [1.562 [1.646

0.086 [1.621 ([1.689 [1.611 ([1.585 [1.341 (1442 [1.395 |[1.459 [1.625 |14 1.546

1.853 [1.491 [1.566 |[1.67 [1.476 1|0.092 (144 [0.08 1489 [1.495 [1.448 |1.53

1.797 [1.393 |1.623 [1.574 [1.426 ([1.399 |[1.382 (1458 |[1.457 [0.402 [1.462 |1.571

1.768 [1.396 [1.569 [1.555 |[1.555 [1.463 |[1.487 |[1.429 |[1.475 [0.683 |[1.487 [1.482

1.618 [1.574 |1.529 [1.554 |[1.52 1.415 [1.537 |1.452 [1.415 [1.601 [1.526 [1.623

1566 [1.576 [1.559 [1.699 [1.373 [1.386 ([L.561 [1.549 [1.529 (161 |0.927 [1.595

I ® M m[ O] O] W >

1.602 [1.765 |1.644 [1.635 [1.508 [1.563 [1.644 [0.087 [0.325 |[1.607 [1.714 |[1.73

Anexo 03. Densidades Opticas de las muestras evaluadas para la deteccion de anticuerpos
contra el virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de

Espinar, placa Il.

0.085 1473 [1.345 |1.354 |1.251 1408 1463 (0.487 [1.388 |1.319

0.081 [1.348 [1.33 1.378 1411 1432 [1.37 1.484 [1.289  |1.552

1.61 1.279 [1.336 (143 1.331 0.228 [1.341 (1.37 1.377 [1.265

1524 [1.352 1376 [L.375 [1.318 1402 0964 [1.363 [1.307  [1.329

1.324 1425 1431 [1.516 [1.336 [1.268 [0.108 [1.378 [1.352 [1.38

1.495 [1.39 1.298 [1.26 1.07 1301 [1.159 [1.307 [1.31 1.339

1.505 [1.343 1447 |15 1.37 1406 [1.385 [1.453 [1.339 |147

I O M m O] O] W >

1.41 1.484 1473 (145 1549 1417 |1.465 (1475 |1.459 [1.618
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Anexo 04: Porcentaje S/N de las muestras evaluadas para la deteccion de anticuerpos contra el

virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de Espinar,

placa I.
1 2 3 4 5 6 7 8 0 10 11 12
A 6.422 [89.28 [94.34 947 [87.33 [86.36 [79.18 [50.96 [85.67 [82.69 [85.56 [90.18
B 4.707 88.81 9257 8829 [86.85 ([73.49 [78.99 [76.44 [79.95 [89.06 [76.72 B4.73
C 1015 8172 (8583 [91.51 (80.85 [5.041 [78.93 14.356 [81.58 [81.94 [79.34 [83.87
D 98.48 [76.35 [88.92 86.23 (78.15 [76.69 [75.72 [79.9 [79.84 [22.02 [80.13 (86.08
E 96.86 [76.51 [85.96 [85.21 (852 [80.15 [81.48 [78.29 [80.82 [37.45 [81.48 [81.19
F 88.67 [86.25 [83.79 85.16 (83.31 [77.53 B4.24 [79.57 (7752 B87.71 [83.61 [88.96
G 858 [86.38 (8545 [93.12 (7524 [75.93 8554 (84.89 [83.79 88.23 [50.77 [87.39
H 87.77 [96.7 [90.09 [89.61 [82.64 [85.64 [90.1 4773 [17.78 [88.06 [93.94 [94.78

Anexo 05: Porcentaje S/N de las muestras evaluadas para la deteccion de anticuerpos contra
el virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de

Espinar, placa Il.

5.431 [94.01 8585 [86.42 [79.86 [89.84 [93.38 [31.11 [88.58 [84.22

5.17 86.04 [B4.86 [87.93 [90.04 [91.38 [87.45 [94.68 [82.26 [99.06

102.8 81.66 [85.27 [91.27 1[84.97 [1457 |8556 8742 @879 [80.76

97.24 186.32 8782 87.73 841 895 [61.53 87.01 [83.44 [84.85

m[ O] O] @ >

84.49 190.97 [91.31 (96.73 [85.29 [80.96 [6.919 B87.94 [86.28 [88.07

B

0541 188.69 [82.83 [80.41 [68.29 [83.06 |74 834 83.58 [85.44

G 96.07 [85.72 [92.36 [95.72 |87.41 [89.76 (88.43 [92.72 8546 [93.85

H 90.01 [94.69 [94.01 (9253 [98.85 [90.41 [93.48 94.16 [93.13 ([103.3

53



Anexo 06. Densidades Opticas de las muestras evaluadas para la deteccion de antigenos del

virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de Espinar,

placa I.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.08 0.05 0.066 [0.053 [0.051 [0.06 [0.06 [0.06 0.074 [0.102
B 0.056 [0.054 [0.054 [0.055 [0.055 [0.051 [0.062 [0.058 [0.119 [0.065
C 0.084 (0.054 [0.053 [0.052 [0.051 [0.058 |0.051 (0.063 [0.093 [0.076 [0.064 [0.065
D 0.09 0.063 [0.081 [0.056 [0.055 [0.052 |0.055 |0.059 [0.055 [0.067 [0.079 [0.064
E 0.09 0.087 |0.06 0.054 0.049 |0.053 [0.053 [0.054 (0.061 [0.069 |0.066 [0.084
F 0.086 [0.073 [0.054 [0.053 [0.057 [0.054 |0.104 (0.053 [0.085 [0.144 [0.061 [0.067
G 0.168 [0.05 0.052 [0.055 |[0.053 [0.068 [0.057 [0.062 [0.086 [0.056 [0.064 [0.061
H 0.138 |0.06 0.057 [0.088 [0.059 [0.08 0.053 [0.054 [0.087 [0.059 (0.058 [0.069

Anexo 07. Densidades Opticas de las muestras evaluadas para la deteccion de antigenos del

virus de ladiarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de Espinar,

placa Il.

3 4 5 6

A 0.077 0.053 0.059 |0.08

B 0.057 0.053 0.102 [0.198
C 0.056 0.056 0.055 0.053 0.075 0.056
D 0.052 0.051 0.054 0.057 0.051 |0.053
E 0.054 0.049 0.051 0.052 0.052 0.061
F 0.053 0.05 0.053 0.052 0.052 [0.064
G 0.061 0.055 0.052 0.052 0.054 [0.054
H 0.058 0.065 0.056 0.052 0.052 [0.054
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Anexo 08. Porcentaje S/P de las muestras evaluadas para la deteccion de antigenos contra el

virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de Espinar,

placa I.
1 2 3 4 5 6 7 8 0 10 11 12

A 80.099 [-11.218 [9.341 |-12.297 [-10.673 [-11.996 [-12.21 |[-11.296 -11.267[11.325 9.964  [7.183
B 85661 [-9.477 -11.704 [11.899 -11.86 |[11.801 [-11.782 [12.171 }-11.111}115 5529  [-10.819
C [-8.972 [11.908 |-11.928 [-12.054 [-12.122 [-11.48 [-12.181 }-10.975 [-8.029 |-9.701 [-10.858 |-10.761
D 8.388 |[10.9559.244 11.685|-11.811 [12.093 |-11.801 (-11.354 |-11.762}-10.605 [-9.438  |-10.858
E [8359 [8.631 [-11.237 [11.84 [12.365 [11.986 [-11.967 [-11.879 111.14 |-10.43 [10.712 |-8.933
F  |-8.768 [-10.041[-11.879 |11.986 |11.549 [11.84 7.027 [-11.928 18.874 1-3.128 [11.198 |-10.644
G |0.755 [12.258 |12.103 |11.733 -11.986 (-10.537 [-11.549 |-11.13 |-8.777 |[-11.646 -10.887 |[11.198
H |-3.711 [11.315[-11.568 |8.524 [11.403 9.331 (-12.006 |-11.85 [-8.651 |-11.432 1149 |-10.44

Anexo 09. Porcentaje S/P de las muestras evaluadas para la deteccion de antigenos contra el

virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes de Espinar,

placa Il.

1 2 3 4 5 6

A 85.211 |-6.089 [1.254 |5.514 [-4.507 [-0.66

B 84.743  |-5.873 [4.777 |5.478 [3.276 20.533
Cc -5.046  |-4.885 519 |-5.514 |-1.487  -4.939
D -5.694  |-5.927 |-5.298 |-4.831 [5.837 |-5.478
E -5.388  |-6.179 |-5.819 |5.676 [5.676  [-4.022
F -5.568  |-6.035 [-5.442 |-5.658 |5.73 -3.483
G -4.112  |-5.064 |-5.622 |-5.64 [5.334 |-5.316
H -4.579  |-3.393 |-4.885 |-5.658 [-5.658  |-5.334
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Anexo 10. Célculos para determinar la seroprevalencia general de los anticuerpos contra el
virus de la diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes Espinar.

P—CX100
N

9
P—ﬁXlOO

P=1536%

Entonces:

0.0536%0.9464
168

P+1.89

0.05070153
168

P +1.89 v0.00030179
P +1.89*0.01737224

P + 0.03283354

P +0.033

P+1.89

Anexo 11. Calculos para determinar la seroprevalencia de los anticuerpos contra el virus de la
diarrea viral bovina (DVB) en ovinos de la feria ganadera Expo Reyes Espinar, por

categorias.

Para la categoria borrega

P = ¢ X 100
N

P = 7 x 100
114
P=614%
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Entonces:

Para la categoria Borreguilla

Entonces:

P+1.89

P+1.89

p*q

I+
N

0.0614+0.9386
114

0.05763004
114

P+1.89+v0.00050553
P +1.89 0.02248392
P +0.04249461

P +0.042

P—CX100
"N

2
P=—x100
49

P =4,08%

prz |22

0.0408%0.9592
49

P+1.89 /0.03915053
49

P +1.89+v0.00079899
P+ 1.89 * 0.02826635

P+1.89

P +0.05342341

P +0.053
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Anexo 13. Resultados de la prueba de chi-cuadrado

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Edad * 168 100,0% 0 0,0% 168  100,0%
Anticuerpo
Tabla cruzada Edad*Anticuerpo
Anticuerpo
Negativo Positivo Total
N % N % N %
Edad Borrega 107 67,3% 7 778% 114 67,9%
Borreguilla 47 296% 2 222% 49 29,2%
Carnero 5 3,1% 0 0,0% 5 3,0%
Total 159 100,0% 9 100,0% 168 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
asintotica
Valor al (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson o 57ga 2 0,749

Razén de verosimilitud 0,853 2 0,653

N de casos validos 168
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Anexo 14. Obtencién de muestras de sangre de ovinos de la feria Expo Reyes, Espinar

59



Anexo 16. Resultado cualitativo para detectar anticuerpos contra el virus de DVB (Placa Il).

Anexo 17. Kit de ELISA para anticuerpos de DVB.
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Anexo 18. Kit para deteccion de antigenos contra el virus de DVB
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