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RESUMEN.

El objetivo del presente estudio fue determinar los anticuerpos del virus de
la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en vacunos y ovinos de la comunidad de

Vista Alegre del distrito Santo Tomas de la provincia de Chumbivilcas - Cusco.

Entre los agentes virales que tienen especialmente implicacion en la
ocurrencia de dichas patologias se encuentran la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR), en la comunidad de Vista Alegre, que causa grandes pérdidas econdmicas

en los hatos ganaderos, ocasionando las fallas reproductivas.

Se colectaron 92 muestras de sangre de bovinos hembras mayores a seis
meses, vaquillonas y vacas en produccion (n=92). El diagndstico se realizd
mediante el método de ELISA por competencia, contra la enfermedad de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR). Se obtuvo el 15.22 + 0.07% (14/92) de las
muestras presentaron anticuerpos contra la IBR con densidades épticas (DO) que

fluctuaron entre 0.672 a 0.1005.

De las 92 muestras de suero pertenecientes a los 54 hatos de vacunos; asi
mismo se utilizaron 92 muestras de sangre de ovinos hembras crias mayores a seis
meses, borreguillas y borregas (n=92). El diagndstico se realizé mediante el método
de ELISA por competencia, contra la enfermedad de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR). Se obtuvo el 0.00 + 0.0% (0/92) de las muestras, no se encontraron
animales positivos al (IBR) con una incidencia de 0.00% con densidades Opticas

(DO) que fluctuaron entre 0.4685 a 0.1165.
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I INTRODUCCION.

La actividad pecuaria es la principal labor que realizan las familias rurales
de la region Cusco, la provincia de Chumbivilcas no estéd exenta de esta
realidad. Esta actividad importante que realizan las familias y centros de
produccion ganadera tiene gran relevancia, que en lo econdémico la crianza
constituye una fuente permanente de sustento de las familias campesinas,
aprovechando la produccion de leche que suministra ingreso diario y la saca que

viene a ser la produccién de carne.

El BHV-1 fue el primer agente viral que mostré en forma clara y definida
ser la causa de la infeccion respiratoria en bovinos, siendo reconocida por
primera vez en el Estado de Colorado a finales de la década de los 40, pero
adquirié proporciones epizodticas en América occidental durante los afios 50; la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) fue aislada por primera vez en Estados
Unidos en 1956 actualmente esta enfermedad tiene distribucién mundial.
(Sashi B. Mohanty, Sukanta K. Dutta 1988); es una enfermedad contagiosa
causada por el virus herpes bovino tipo | (BHV-1). Que afecta a los bovinos de
cualquier edad y raza, siendo esta una enfermedad infectocontagiosa, los
animales infectados presentan rinotraqueitis, conjuntivitis, fiebre y encefalitis. El
aborto es una secuela comun y aparece una semana despueés de iniciadas las

manifestaciones clinicas. (Brownlie et al., 1998).

La forma de transmision mas importante es el directo entre bovinos sanos
y enfermos o portadores asintomaticos, por medio de la secrecién nasal, ocular y

genital de los animales infectados; también en forma indirecta a través del



personal o equipos contaminados. Puede ser transmitido por el semen durante
la monta natural o inseminacion artificial, e incluso durante la transferencia de

embriones (Van Oirschot. J.et al., 1995).



PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION.

Las enfermedades respiratorias, reproductivas constituyen las principales
patologias que limitan los procesos productivos y reproductivos de los bovinos y

ovinos en la comunidad de Vista Alegre.

Entre los agentes virales que tienen especialmente implicacién en la
ocurrencia de dichas patologias se encuentran la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR), que causa grandes pérdidas econémicas en los hatos ganaderos y rebafios.
Es fundamental, la identificacion de las causas que ocasionan las fallas
reproductivas y que permitan un efectivo control. A pesar del desarrollo actual de
las ciencias veterinarias, dichos problemas persisten constituyendo un serio factor
limitante del desarrollo ganadero. Los agentes infecciosos pueden afectar el
embrién o feto en cualquier etapa de su desarrollo ocasionando la muerte (con o
sin expulsién), mal formaciones congénitas, nacidos muertos, nacimiento de crias

débiles. (Richey et al., 1994).

En la comunidad de Vista Alegre se determinara la prevalencia de
anticuerpos en vacunos y ovinos de los productores ganaderos que presentan
problemas reproductivos y respiratorios; ya que dicha enfermedad tiene un directo
impacto en la produccion, por cuanto disminuye la fertilidad, produce perdidas por
aborto, alargan los entre partos. La falta de datos claros sobre la prevalencia de la
IBR repercute negativamente, ya que no se puede cuantificar apropiadamente el
impacto que esta tiene en los sistemas productivos y menos tomar decisiones para
su control y eventual erradicacion. Por tanto se pretende analizar y diagnosticar
serolégicamente por el método de inmuno ensayo enzimatico ELISA. (Morrison,

1992).



. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION.

21. OBJETIVOS.

2.1.1. Objetivo general.

Determinar la prevalencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en
vacunos y ovinos, de la comunidad de Vista Alegre del distrito de Santo
Tomas provincia de Chumbivilcas Cusco, mediante el método de ELISA por

competencia.

2.1.2. Objetivos especificos.

e Determinar la prevalencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR)
en Vacunos.
e Determinar la prevalencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR)

en Ovinos.



2.2. JUSTIFICACION.

El presente trabajo de investigacién surge como respuesta a los problemas
que vienen ocasionando diferentes enfermedades, causando grandes pérdidas
econdmicas a nivel pecuario y dentro de ellos esta la provincia de Chumbivilcas y

la comunidad de Vista Alegre.

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) es una de las enfermedades
principales que afecta la eficiencia reproductiva de las vacas y ovejas produciendo

en ellas, conjuntivitis, encefalitis, fiebre y como secuela el aborto.

Se quiere conocer con este trabajo de investigacion la prevalencia de la
enfermedad, y aportar datos actualizados y contribuir con los productores de la zona
para mejorar la produccién en las explotaciones ganaderas y emprender campafnas
concretas para mejorar la eficiencia reproductiva y alcanzar altos niveles de

produccion para estar al par con otros departamentos ganaderos.



M. MARCO TEORICO.

3.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

En un estudio realizado en la provincia de Melgar, se demuestra
que la infeccion por virus herpes bovino -1(VHB-1) esta presente en los 9 distritos
donde se hall6 una prevalencia promedio de 29% mediante la técnica de
neutralizacién viral, a la vez la prevalencia obtenida en el distrito de Umachiri es

de 32% (Parientes, 2006).

Segun el estudio realizado con Bovinos Brown Swiss para la determinacion
de anticuerpos neutralizantes a través de la prueba de neutralizacion viral,
determinando 0,0% de prevalencia, del virus herpes bovino 1 (BHV-1) que es el
agente causal de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) se obtuvo seroreactores
en 30.43% siendo 8.3%, 14,29%, 55% en vacas no parida, vacas de primer parto

y vacas de dos partos o mas partos, respectivamente (Ordonez, 2009).

Segun un estudio realizado para determinar la seroprevalencia de virus
herpes bovino tipo -1 (VHB-1) agente causal de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina en 12 hatos lecheros del valle de Lima. El 36% de las muestras
estudiadas tuvieron anticuerpos neutralizantes contra el VHB-1 la prevalencia viral
dentro de los 12 hatos estuvo entre 2% a 90% determinado la prevalencia por zona
se detectd anticuerpos contra el VHB-1 en las zonas de muestreo (Norte 46%,
centro13% sur50%) con una prevalencia que vario entre 13% a 50% finalmente la
prevalencia viral fue mayor en los establos con mayor tamafo poblacional siendo
esta de 43% asi como en animales de mas de dos afios se hallo la Prevalencia
de 40% a diferencia de los animales menores de 2 afnos que fue de 12% (Sanchez,

2003).



La prevalencia del Virus herpes bobino 1 (VHB-1) se determiné en bovinos
de crianza extensiva, sin historia de vacunacion y mayormente cruzados en tres
distritos de la provincia de San Pablo Cajamarca. Se colectaron 480 muestras de
sangre de bovino y se determind que 0.6% de los animales presentaron
anticuerpos contra VHB-1. Las vacas seroreactoras fueron Holstein, mayores
de 6 anos de edad y pertenecieron a un solo hato y presentaron titulos de
anticuerpos de 1:64 y 1.32 los resultados indicaron que la enfermedad se
encuentra poco difundida entre los animales de la zona de estudio (Villacaqui,

2006).

El virus de la Rinotraqueitis Infecciosa bovina (VHB-1) esta presente
en bovinos criollos de los distritos de Coracora, Chumpi Puyusca y Pullo de la
Provincia de Parinacochas presentaron una prevalencia de los 4 distritos
muestreados de 67.6% superior a lo reportado en bovinos de crianza intensiva en

el pais (Zacarias E. et al., 2002).

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) como causa de aborto, en un
analisis de la prevalencia relacionados a esta enfermedad en la cuenca de
Arequipa, Varios estudios demuestran que existe coincidencia en que al menos el

25% de los abortos pueden ser atribuidos la IBR (Manrique J. et al., 2002).

Para la determinar la incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) y Diarrea Viral Bovina (DVB) en la comunidad de Tambo Real del Distrito
de Zurite de la Provincia de Anta. Con esta finalidad se tomaron muestras
sanguineas en un total de 92 vacas en produccion, se utilizd la técnica de
ELISA Indirecta. Obteniéndose los siguientes resultados: para el virus de IBR, se

tiene una incidencia del 7.61% (7/92) a la Densidad Optica (DO) mediante



colorimetria, generando un color amarillo intenso. Asi mismo se obtuvo una
sensibilidad y especificidad del 100% comprobando la efectividad de ELISA
Indirecta, indicando que el virus esta presente en los animales de la comunidad de

Tambo Real del Distrito de Zurite Provincia de Anta (Mendoza 2012).

La Incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) Provincia de
Anta, para las cuales se tomaron muestras de sangre en un total de 184 animales;
(119 animales C. San Nicolas de Bari y 65 animales de la C. Katafiiray), de las
cuales se presento una incidencia de 47.06 % (59/119) en la C. de San Nicolas de
Bari y una incidencia de 7.69 % (5/65) en la comunidad de Katafiray indicando
que el virus esta presente en los animales de las comunidades antes mencionadas

(Mamani. N, 2013).

Estudios epidemioldgicos realizados, en una crianza mixta de la
comunidad de Yanque, provincia de Caylloma, del departamento de Arequipa,
sobre infecciones virales, como la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), diarrea
viral bovina (DVB), parainfluenza 3 bovina (PI3), respiratorio sincitial (RSV),
neumonia progresiva cronica ovina (OPP), y lengua azul (BT), a través de la
deteccidon de los anticuerpos, en las especies, alpacas (n=80), llamas (n=30) y
ovinos (n=40). Se determinaron para el IBR una prevalencia de 33% en los ovinos,
18% en las alpacas y 17% en las llamas. Donde el 71% de los animales de la
comunidad tuvieron anticuerpos contra uno o mas virus significando infecciones

concomitantes (Manchego A. et al., 1998).



Tabla 1. Resumen de antecedentes (IBR).

RESUMEN DE ANTECEDENTES PARA RINOTRAQUEITES INFECCIOSA (IBR).

Pariente A.(2006) Neutralizacion 29+
Melgar- Puno

382 suero viral 0.05%

Neutralizacion

Sanchez. (2003) Lima. 135 suero .
viral

2-90%

Zacarias E. (2002)
Parinacocha - 469 suero
Ayacucho.

Neutralizacion 67.6
viral +4.2%

Mamani. (2013). Anta -

H 0,
CUSCO. 184 suero Elisa 54.75%

3.2 BASES TEORICAS.

3.21. Rinotraqueitis infecciosa bovina.

La Rinotraqueitis infecciosa bovina (Infectious Bovine Rinotracheitis (IBR),
es una enfermedad contagiosa que afecta a los bovinos, se caracteriza
especialmente por la aparicibn de una rinotraqueitis exudativa que puede
afectar a los bronquios mayores de los animales infectados, acompafiado de
complicaciones bacterianas que agravan el curso de la enfermedad (Ciencia

Veterinaria, 1987).



3.2.2. Historia.

El primer reporte de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) lo realizo
Richter en 1841, en Alemania, quien describié una enfermedad venérea en un toro
y en varias vacas. Esta manifestacién genital era conocida con el nombre de
‘Exantema Vesiculosum Coitale, En 1955, es designada con el nombre de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina en una reunién de la U.S Livestock Sanitary
Association (Manual de Ganaderia Doble Propésito, 2005). La clasificacion del
virus de la Rinotraqueitis infecciosa bovina como virus herpes, se llevé a cabo en
1961, ya que las caracteristicas del grupo en si fueron establecidas hasta 1960
por Wildy y sus colaboradores, en 1981 el virus fue incluido dentro de la subfamilia
alphaviridae que agrupa a los virus herpes que causan infecciones agudas (OIE -

Sanidad Animal Mundial, 2004).

La presencia de esta enfermedad en el Ecuador ha sido reportada desde
el afo de 1976, en cuatro muestras bovinas De la hacienda san Antonio de
propiedad del Sr. Pablo Anhalzaer en Uyumbicho, las mismas que fueron
analizadas en la Universidad de Kentucky, tres sueros resultaron positivos a
IBR. Mediante técnicas seroldgicas realizadas por los Laboratorios Veterinarios
Izquieta Pérez, Zona Norte, en el afio 2004 esta enfermedad ha sido detectada en
nuestro pais en 41 rebafos afectados, con un total de 168 casos de una poblacién

controlada de 343 animales (OIE - Sanidad Animal Mundial, 2004).
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3.2.3. Distribucion.

El virus IBR ha sido diagnosticado en los EUA, Peru, Gran Bretafa,
Alemania, Nueva Zelandia, Australia, Sudafrica, Tanzania y Japon.como IPV, se le
ha diagnosticado en los EUA, Canada, varios paises de Europa y del norte de
Africa. En México, fue diagnosticado en 1971 ya la fecha se han aislado virus de

IBR a partir de bovinos con signos que hacian sospechar de esta enfermedad.

3.2.4. Etiologia.

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) es causada por el Virus
Herpes bovino -1 (VHB-1), el cual es un miembro de la familia herpesvirida

subfaminlia Alfaherpesvirinae género Varicellovirus (Babiuk et al., 1996).

El VHB - 1 tiene un diametro de 150 a 200 nm su material genético esta
conformado por una doble cadena lineal de ADN dentro de una nucleocapside
icosaédrica compleja. EI ADN viral codifica mas de 69 diferentes proteinas,
entre estructurales y no estructurales entre las proteinas estructurales por lo
menos 9 son glicoproteinas presentes en la envoltura viral formando proyecciones
y juegan un rol importante las interacciones virus — célula, como adherencia,
penetracién difusion célula—célula y salida Las glicoproteinas ademas interactuan
con el sistema inmune, como unidbn a componentes del complemento o
inmunoglobulinas las glicoproteinas gB, gD y probablemente gH, gK y gL son
esenciales en el proceso de replicacion viral. Las glicoproteinas gC, gG, gL y
gE no son esenciales para la replicacion viral, pero juegan un rol esencial en las

interacciones virus- célula (Kaashoek, 1994).
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La gD induce anticuerpos neutralizantes, pero también es responsable de
la penetracién, absorcion viral y la funcion celular. Ademas mencionan que la gC
participa en la unién inicial del virus a receptores similares a la heparina sobre la
superficie de las células permisivas y que gB interferira con proteinas celulares

ocasionando los efectos citopaticos (Babiuk et al., 1996).

Figura 1. Morfologia estructural del Virus de IBR.

Fuente. (Viral Zone, 2008).

3.2.5. Replicacion viral.

La replicaciéon del VHB-1, como en todos los virus herpes es muy
compleja. El VHB-1 se replica en células epiteliales del tracto respiratorio y
reproductivo. El VHB-1 se adhiere a los receptores celulares, por medio de las
glicoproteinas, la nucleocapside penetra en el citoplasma mediante la fusion de
la envoltura con la membrana celular o atreves de vacuolas fagociticas. En ese
momento se libera de la nucleocapside un complejo ADN-proteina que pasa al
nucleo aqui se realiza la transicion en cascada de ARN mensajeros para la sintesis

proteica y respiracién del ADN virico de la progenie viral (Fenner et al., ,1995).
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3.2.6. Patogénesis.

El VHB-1 se transmite en forme directa por aerosis producto de estornudos
o por contacto con animales infectados, a partir de secreciones respiratorias,
aculares y del tracto respiratorias, oculares y del tracto reproductivo, o en forma
indirecta a través de personas o equipos. El virus también puede ser
transmitido por el semen durante la transferencia de embriones (Wentink et al.,
1993). Una vez en el organismo el virus se replica en el sitio de entrada para luego

diseminarse.

3.2.7. Entraday desimanacion.

Segun Engels et al., 1996, las entradas potenciales para el ingreso del
VHB-1 son la cavidad nasal, ojos y tracto genital. Usualmente una primera
replicacién ocurre en las células epiteliales de la entrada y al menos tres

formas de difusion del virus deben ser consideradas:

3.2.7.1. Infeccioén restringida a areas locales.

Pueden ocurrir infecciones del tracto respiratorio superior o del tracto
genital. Los sintomas de la enfermedad pueden ser principalmente atribuidos a la
destruccion de las células epiteliales debido a la replicacion viral con
producciéon y excrecion de altos titulos virales. Debido a que la respuesta
inmune es eficiente, estas infecciones son usualmente auto limitante y la
recuperacion del animal es dentro de 1 a 2 semanas las lesiones pueden

facilitar las infecciones bacterianas secundarias, las cuales luego causan dafos.
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3.2.7.2. Difusion sistémica por viremia.

El VHB-1 puede infectar monocitos con moderada replicacion viral y
también puede infectar macrofagos y linfocitos los cuales pueden servirle de

vehiculo a diferentes tejidos del animal. (Wentink et al., 1993).

3.2.7.3. Difusion neuronal.

Durante la replicacién inicial en las células epiteliales, el virus puede
ingresar por los axones celulares de las terminaciones nerviosas. Luego, via
axonal, pueden alcanzar los cuerpos neuronales del ganglio trigémino donde

el virus, se establece en latencia. (winkler et al., 2000).

3.2.8. Latencia.

Como otros miembros de la subfamilia de los alfa-herpesvirinae, el VHB-
1 establece infeccién latente en neuronas de ganglios sensorios, primariamente
en el ganglio trigémino, tonsilas y ganglio sacro en caso de infecciones en los
genitales- El ADN virar puede persistir en estado latente de por vida en un
hospedero infectado, pero puede reactivarse periddicamente y diseminarse a

animales susceptibles (winkler et al., 2000).

La reactivacion del virus puede ocurrir o ser inducida por numerosos
factores estresantes, como: transporte (Thiry et al., 1987); tratamientos con
corticoides (Kaashoek et al,, 1994); tratamiento con ciclofosfamida (Jones,
1999), super-infeccion con otros virus o0 microorganismos, radiacion ultravioleta,

etc. (Pidone et al., 1999).

14



3.2.9. Cuadro clinico.

3.2.9.1. Enfermedad Respiratoria - Aborto.

El periodo de incubacion de la Rinotraqueitis Infecciosa bovina (IBR) es
de 5 a 10 dias seguido por fiebre (40.5 a .42°C), descarga nasal serosa,
conjuntivitis, salivacion, tos, inapetencia, depresion y baja en la produccion lechera
de animales en produccion y en pocos dias la descarga nasal y ocular cambia a
mucopurulenta. Las lesiones necréticas en la nariz pueden progresar a
pustulas y ulceras cubierta por una seudo membrana que obstruye las vias aéreas

superiores, lo que conduce a una respiracion bucal (OIE, 2004).

Los animales se recuperan 5 a 10 dias después del inicio de los sintomas.
Sin embargo, el efecto inmunosupresor de VHB-1 sobre los mecanismos de
defensa antibacteriales de los pulmones resultan en complicaciones debido a
las infecciones bacterianas secundarias. La mas comun y severa complicacion es
el complejo respiratorio bovino, en la que otros agentes como la parainfluenza 3.
Virus respiratorio sincitial, virus de la diarrea viral bovina, pasteurella
haemolytica o multocida usualmente estan presentes en forma concomitante
(Richey et al., 1994). El dafo epitelial por los agentes virales y el exudado
tisular producto de la severa inflamacién pulmonar son los que favorecen la

adherencia y crecimiento de micro colonias bacterianas.

Una frecuente complicacién de la forma respiratoria es el aborto que puede
ocurrir entre la 3ra y 6ta semana posterior a la infeccion principalmente en
vacas de 5 a 8 meses pudiendo abortar hasta un 25% de las vacas prefiadas

(Richey et al., 1994).
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3.2.9.2. Enfermedad Genital.

Ocurre 1 a 3 dias después de la monta y resulta en una severa reaccion
inflamatoria de la mucosa genital, que incluye edema, hiperemia, pequenas
pustulas y descarga mucopurulenta, la enfermedad frecuentemente resulta en
infecciones bacterianas secundarias. La fase aguda de la enfermedad dura de 2
a 4 dias y la recuperacion son de 10 a 14 dias posterior al inicio de los signos

(Chase et al., 1995).

3.2.9.3. Enfermedad nerviosa.

La meningoencefalitis ocurre como resultado de una infecciéon por VHB-1
en animales joévenes y ha sido reportada mundialmente. Los signos de esta
enfermedad neuroldégica son incoordinacion, temblor muscular, ataxia vy
ceguera que invariablemente conduce a la muerte. Este neurogenico VHB-1.
Sin embargo, debido a diferentes genéticas y clinicas, se le ha denominado virus

herpes bovino (Chase et al., 1995).

3.2.9.4. Aspectos Inmunolégicos.

La genética de replicaciéon del VHB-1 es muy rapida después de la
adherencia y entrada a la célula, la expresién del antigeno sobre la superficie
celular ocurre 3 a 4 horas post infecciéon (p.i.) el ensamblaje viral 6 a 7 horas
p.i., y la salida de la progenie media o una hora post ensamblaje (Babiuk et al.,

1996).

Una vez establecida la infeccion primaria las primeras respuestas son
del tipo no especifico, como la aparicion de citosinas producidas por los

macrofagos vy el interferon, que es inducido rapidamente, alcanzando niveles
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altos en la secrecién nasal y sangre 36 a 72 horas p.i. y permanece elevado hasta
el cese de la respiracion. La respuesta de anticuerpos a VHB-1 se considera mas
importante en prevenir una infeccion que en la recuperacion, debido a que los
anticuerpos no previenen la difusion célula — célula (el virus se disemina por
puentes intercelulares aun en presencia de anticuerpos) y la respuesta de
anticuerpos es detectable cuando la recuperacion de la infeccion ya esta en curso
los anticuerpos son criticos en neutralizar el virus extracelular previniendo
la difusién de la infeccidn. Es asi que en animales con altos niveles de anticuerpos
en pasajes nasales, aunque el virus este reactivado, los anticuerpos neutralizan al

virus y previenen la diseminacion a otros animales (Babiuk et al. 1996).

3.2.10. Diagnostico.

Se puede dar un diagndstico presuntivo de la IBR en base a los signos
clinicos, patolégicos y epidemioldgicos, pero para realizar un diagndstico definitivo

se requiere de las Pruebas de Laboratorio (OIE, 2004). Entre las principales son:

3.2.10.1. Deteccidén de antigeno viral.

La técnica es rapida y puede estar disponible en muchos laboratorios. Esta
técnica consiste en la deteccién del antigeno viral en tejidos frescos, muestras de
fluidos nasales, oculares 6 genitales a través del uso de anticuerpos policlonales
o monoclonales, mediante la técnica de inmunofluorescencia (IF), 0o

inmunoperoxidasa (IP).

Vacunarlos al momento  de su arribo, ademas todo animal que entre al hato
debera ser puesto en cuarentena durante el periodo de dos semanas a partir de

su arribo (OEI, 2004).
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3.2.10.2. Vacunacion.

3.2.10.2.1. Vacunas convencionales vivas y muertas.

Estas vacunas usualmente previenen los signos clinicos desarrollados
después de una infeccion con infeccién con VHB-1 Aunque la mayoria de estas
vacunas convencionales reduce la cantidad de virus eliminado después de la
infeccion, su uso no ha resultado para restringir la difusion de la enfermedad en
hatos o regiones. Una desventaja de estas vacunas convencionales es su
interferencia con los diagndsticos serolégicos de rutina y estudios

seroepidemiologicos (Van Oirschot et al., 1996).

3.2.10.2.2. Vacunas marcadas vivas y muertas.

Estas vacunas recientemente desarrolladas permiten no solo prevenir
los signos clinicos después de una infeccion, ademas previenen la replicacion, y
posterior excrecion del virus y pueden ser usadas en presencia de brotes de
RIB, disminuyendo la incidencia y transmisiéon del VHB-1. También permiten
diferenciar animales vacunados de infectados. Consecuentemente el uso de
vacunas marcadoras ofrece buena perspectiva para implementar programas de

erradicacion (Van Oirschot et al., 1996).

3.2.11. Epidemiologia.

El virus herpes bovino tipo-1 es un importante patégeno de los bovinos,
aunque otras especies como caprinos, venados y cerdos, también han sido
infectados. Los bovinos de todas las razas son susceptibles la infeccion natural
ocurre, por lo general, en animales mayores de seis meses de edad,

posiblemente por estar mas expuestos al agente viral. Después de la infeccidon
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primaria el VHB-1 tiene la capacidad de permanecer en estado de latencia en el
bovino infectado, lo que permite persistir dentro del huésped sin ocasionarle
enfermedad. El virus latente puede ser reactivado y reexcretado durante la vida
del animal, ocasionando recurrencia de la enfermedad y la subsecuente
transmision del virus a animales susceptibles. Las infecciones recurrentes son mas
comunes y menos severas que las primarias y son la fuente de mantenimiento del
virus en los rebanos. La reaccién y excrecion del VHB-1 en animales con infeccion
latente estan asociadas con la disminucion de las defensas, como
consecuencia de cambios de las condiciones de manejo, concentraciones altas de
animales, celo, parto y transporte lo que explicaria la aparicion de la enfermedad

donde la fuente de infeccion no es evidente (Obando R., 1999).

3.3. BASES CONCEPTUALES.

3.3.1. Antigeno.

Es una molécula extrafia reconocida por el sistema inmunitario, en
concreto por anticuerpos preformados o por receptores especificos en linfocitos B
o T. Tradicionalmente se aplica a los inmunogenos o moléculas que desencadenan
la respuesta inmune. El antigeno es la porcion de un microorganismo o parasito
que contiene sitios especificos de reconocimiento de la rama humoral
(anticuerpos) o células (linfocitos) de la respuesta inmunitaria. A estos sitios se les
denomina epitopes. Los denominados antigenos crudos por lo general son
extractos solubles de los microorganismos o parasitos. Se constituyen por una
variedad de componentes, tanto del agente como de las células en las cuales se
aloja o del medio de cultivo. En los antigeno crudo, la mayor parte de los

componentes son irrelevantes pero pueden ser reconocidos por anticuerpos o
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linfocitos por otros microorganismos o parasitos y dar reacciones falsas positivas
0 negativas por tanto es deseable purificarlos. Lo mas conveniente es utilizar
antigenos mas definidos. Una posibilidad es utilizar los productos de
excrecion/secrecion, los cuales tienen un menor numero de componentes y reduce

la posibilidad de reacciones cruzadas. (Blaha T., 1995).

3.3.1.1. Estructura de los Antigenos.

El numero de los posibles Ac frente a un Ag es elevado debido a que los
Ag son estructuras tridimensionales y presentan multiples epitopos (zona de Ag
que es reconocido por el sistema inmunitario) que pueden ser reconocidos por los
LB oLT. Los epitopos determinantes antigenos son cada uno de los sitios discretos
de una macromolécula que son reconocidos individualmente por un anticuerpo
especifico o por un TRC especifico. Son las regiones inmunolégicas activas de un
inmunogeno (las que se unen de hecho a un receptor de linfocitos o aun Ac
libre).en este sentido las macromoléculas son antigenos multivalentes con muchos

tipos de determinantes antigénicos distintos.

En el Ag hay regiones inmunodominantes a las que se une la mayoria de
los Ac. Estas regiones se localizan en la zona extrema de Ag, como las asas
peptidicas que carecen de estructuras rigidas. También se han encontrado estas
caracteristicas en zonas méviles donde existe una cierta flexibilidad del epitopo y
las regiones CDR de Ac pueden alcanzar la energia 6ptima de unién (Blaha,

T.1995).
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3.3.2. Anticuerpos.

Es una glucoproteina secretada por las células plasmaticas como producto
de una respuesta inmune de base humoral y que presenta la propiedad de unirse
de forma especifica al determinar al antigeno que indujo a su sintesis. (ldexx

Laboratories, 2016).

3.3.2.1. Estructura de un Anticuerpo.

Estructuralmente, estan formados basicamente por cuatro cadenas poli
peptidicas. Dos de ellas, denominadas pesadas o cadenas H (Heavy: pesado), con
un peso molecular de entre 55 a 77 kilodalton (kDa) y dos ligeras o L (Light) con

un peso molecular de entre 23 a 26 kDa. (Abbas Albuk, 2002).

El anticuerpo tipico esta constituido por unidades estructurales basicas,
cada una de ellas con dos grandes cadenas pesadas y dos cadenas ligeras de
menor tamafo, que forman, por ejemplo, mondmeros con una unidad, dimeros con
dos unidades o pentameros con cinco unidades. Los anticuerpos son sintetizados
por un tipo de leucocitos denominado linfocitos B. Existen distintas modalidades
de anticuerpo, isotipos, basadas en la forma de cadena pesada que posean. Se
conocen cinco clases diferentes de isotipos en mamiferos que desempefian
funciones diferentes, contribuyendo a dirigir la respuesta inmune adecuada para
cada distinto tipo de cuerpo extrafio que encuentran (Manual de Merck

Veterinaria, 1918).
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3.3.2.2. Afinidad del anticuerpo.

La fuerza de union de un anticuerpo y un solo antigeno se denomina
afinidad; también se define como la suma de fuerzas de sus enlaces o la atraccion

entre antigeno y anticuerpo.

3.3.2.3. Acidez del Anticuerpo.

Los Ac tienen al menos dos zonas de unién con el Ag. El Ag también puede
ser multivalentes, con varios determinantes antigénicos. La fuerza de unién en este

caso es la avidez.

3.3.2.4. Especificidad de un Anticuerpo.

Cuando un anticuerpo solo puede reaccionar con un antigeno se dice que

ese anticuerpo es especifico.

3.3.3. Reaccion antigeno - anticuerpo.

El antigeno es una porcion de un microorganismo o parasito que contiene
sitios especificos de reconocimiento humoral (anticuerpos) o celular (linfocitos) de
la respuesta inmunitaria. A estos sitios se les denomina epitopes. Los
denominados antigenos crudos por lo general son extractos solubles de los
microorganismos o parasitos, se constituyen por una variedad de componentes
tanto del agente como de las células en las cuales se alojan. En los antigenos
crudos la mayor parte de los componentes son irrelevantes, pero pueden ser
reconocidos por anticuerpos o linfocitos y dar reacciones falsas, positivas o

negativas, por lo tanto es deseable purificarlos.

Cada antigeno esta definido por su anticuerpo, los cuales interactian por
complementariedad espacial. La zona donde el antigeno se une al anticuerpo
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recibe el nombre de epitopo. Cuando un anticuerpo conecta con un antigeno, se

forma el complejo antigeno-anticuerpo o inmunocomplejo.

3.3.4. Prueba de Elisa.

3.3.4.1. Definicion.

Es una prueba de union primaria que detecta enlace especifico antigeno y
anticuerpo y cuantifica los inmunocomplejos formados mediante el marcador
enzimatico que actua con un sustrato cromogénico apropiado. El grado de
transformacién del sustrato incoloro a un producto coloreado se cuantifica
objetivamente por espectrometria y es proporcional a la cantidad de

inmunocomplejos formados.

La técnica de ELISA, se basa en la deteccién de un antigeno inmovilizado
sobre una base solida (placas de inmunoldgico) impregnadas de anticuerpos que
directa o indirectamente producen reaccion cuyo producto es la
observaciéon de una coloracion debido al cromogeno afadido a la ultima
prueba. Puede ser medido mediante un lector de ELISA o mediante
observacion visual. Este principio tiene muchas de las propiedades de un inmuno
ensayo ideal, es versatil, sencillo y simple en una reaccion, se basa en el empleo
de reactivos para el diagnéstico y despistajes de enfermedades principalmente de

origen infeccioso (Morrison, 1992).
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El principio de ELISA se basa en determinar si una proteina particular esta
presente en una muestra y con posibilidad de cuantificarla. Hay dos variaciones
principales en este método; en la primera puede determinarse cuanto
anticuerpo estd en la muestra, o puede determinarse cuanta proteina es
limitada por un anticuerpo. Se ha realizado multiples variantes de ensayo de

ELISA, siendo los mas utilizados el método de ELISA indirecta o directa.

3.3.4.2. Elisa por competencia.

Esta técnica también es muy comun para la deteccién de anticuerpos especificos.
Tenemos un anticuerpo (monoclonal o policlonal) de un antigeno conocido, este
antigeno ha sido unido previamente a la placa. Se conoce como ELISA competitivo
porque se incuba el suero con el antigeno anterior a su incubacion con el antisuero

unido a la placa. Por lo tanto ambos compiten por el antigeno.

El método de ELISA es una prueba de eleccion en el diagndstico de
numerosas enfermedades infecciosas y parasitarias, y es de gran rentabilidad de
veterinaria al analizar simultaneamente y en un corto periodo de tiempo grandes
colectivos, siendo por tanto, util en el sondeo serolégico de poblaciones para
conocer la situacion sanitaria frente a una situacion determinada. Es una prueba
muy sensible para detectar bajos niveles de anticuerpos. Esto hace posible la
deteccion de animales de estadios tempranos de la infeccion, portadores, casos
de infeccion sin el estimulo de respuesta hormonal, etc. La técnica puede
emplearse como herramienta de control con el seguimiento, por analisis repetidos,
de explotaciones negativas a una infeccion o para confirmacion de la positivas.

(Laboratorio Life Technologies, 2013).
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Figura 2. Pasos de ELISA competitivo: (1) La incubacién del suero de prueba con
el antigeno. (2) Adicion de esta mezcla a la placa, previamente incubado con el
antisuero. (3) Adicion del conjugado. (4) Adicién del substrato. En este caso, la

ausencia del color significa una muestra positiva.

Fuente: Sanidad animal. Info.

(1) La incubacion del suero de prueba con el antigeno.

(2) Adicion de esta mezcla a la placa, previamente incubado con el antisuero.

(3) Adicion del conjugado.

(4) Adicion del sustrato. En este caso, la ausencia del color significa una muestra

positiva.
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Figura 3. Pasos de ELISA Indirecta: (1) La incubacion del suero de prueba con el

antigeno. (2) Adicion del suero (3) Adicién del conjugado Ac. (4) Adicion del

substrato. En este caso, la ausencia del color significa una muestra positiva.

VENTAJAS DE LA PRUEBA DE ELISA.

4. alta sensibilidad y especificidad.
5. Método rapido.
6. Los reactivos son estables.

7. Resultado visual.

DESVENTAJAS DE LA PRUEBA DE ELISA.
= Costo de micro placas.

= Costo de equipo automatizado.

3.3.4.3. Neutralizacion viral.

La Neutralizacion Viral. Esta es una prueba altamente especifica pero

menos sensible en comparacion a ELISA. Se basa en la capacidad que tiene el
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anticuerpo para neutralizar la citopatogenicidad ¢ la capacidad del virus de infectar
a las células in vitro (OIE, 2000). La desventaja de la prueba es que requiere de un
laboratorio que posea el sistema de cultivos celulares, de personal entrenado, es
muy costosa y laboriosa. Esta prueba esta prescrita con propédsitos para el comercio
internacional y es utilizada como técnica de referencia en los programas de
erradicacion para confirmar los sueros dudosos. Como titulo neutralizante de suero
se define la reciproca dilucion dé suero, expresado en Log10, que protege una
monocapa celular como consecuencia de la neutralizacion de por lo menos 100

DI50 de virus (Rivera et al., 1993).

3.3.4.3.1. Metodologia y procedimiento de Neutralizacion Viral.

Esta prueba se lleva a cabo haciendo diluciones del suero enfrentandolos
a una cantidad constante de virus. Para esta prueba es necesario utilizar muestras
de suero y/o fluido toraxico fetal. Se utilizan microplacas de 96 hoyos y requiere de
una cepa citopatico del VDVB que debe ser conservada en el laboratorio
debidamente titulada en cultivo celular secundario o linea celular. Continua libre de
VDVB endogeno y la lectura se realiza 3 o 4 dias del posterior a su procesamiento.

(Benito el al., 2001).
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V. MATERIALES Y METODOS.

41. AMBITO DE ESTUDIO.

El presente trabajo de investigacion se realizdé en la comunidad de Vista
Alegre del distrito de Santo Tomas de la Provincia de Chumbivilcas del
departamento del Cusco. La comunidad se ubica al sur oeste de la ciudad de Santo
Tomas. Y tuvo 2 etapas, siendo la primera etapa la toma de muestras de sangre de

vacunos y ovinos en la comunidad de Vista Alegre.

Y la segunda etapa esta considerada el procesamiento de muestras en el
laboratorio de “Desarrollo y validacion de pruebas seroldgicas y moleculares para
la investigacion y diagndstico de enfermedades infecciosas de la Escuela
Profesional de Zootecnia, Area de Sanidad Animal de la Facultad de Ciencias
Agrarias UNSAAC”. Actualmente es denominado MZ. ATILIO PACHECO

PACHECO.

4.1.1. Ubicacion politica.

e Regién : Cusco.

e Departamento : Cusco.

e Provincia : Chumbivilcas.
e Distrito : Santo Tomas.
e Comunidad : Vista Alegre.
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4.1.2. Ubicacion geografica.

e Latitud Sur :14° 41’ 29.99” S.
e Longitud Oeste : 72° 02’ 58.30” W.
e Altitud Maxima 14377 m.s.n.m.
e Altitud Minima : 3959 m.s.n.m.

Fuente: SENAMHI, 2016.

Figura 4. Mapa de ubicacion distrital.

30



Zona de estudio
comunidad Vista
Alegre

Figura 5. Mapa de ubicacion distrital.

Fuente: Instituto Geografico Nacional (IGN).

4.1.3. Datos climaticos.

4.1.3.1.Clima.

El clima es generalmente frio durante casi todo el afio, con temperatura del
dia 18°C y durante la noche llega a los -1°C, presenta el piso ecoldégico puna con
una topografia plana con presencia de pastos mejorados y cuenta con una
irrigacion; a lo largo del afio varia el clima de acuerdo a las estaciones del afo. Al
igual que las comunidades altas de la sierra peruana, disminuye la temperatura en
los meses de junio y julio, ademas presenta una intensa radiacion solar y la baja

conservacion de la humedad atmosférica (SENAMHI, 2016).

31



4.1.3.2. Precipitacion.

La precipitacion promedio anual esta alrededor de 789 mm/afio. La
distribucion de la precipitacion a lo largo del afio, con lluvias frecuentes durante los
meses de noviembre hasta abril, lo que determina las épocas de las siembras y la

cosechas (FUENTE SENAMHI, 2016).

En lo que se refiere a la humedad relativa, la cual se expresa en porcentaje,
y posible a una temperatura determinada. Este parametro muestra una regularidad
a través del ano, teniendo los valores mas altos en la temporada de lluvias y los
mas bajos en secas, en general se considera a la provincia como seca, con un

promedio de 63% (FUENTE IMA'Y SENAMHI, 2016).

Tabla 2. Principales parametros meteorolégicos de Chumbivilcas.

RUBROS MAXIMA MINIMA
Temperatura (°C) 22,2°C (Noviembre) -4,4°C (Julio)
Precipitacion total mensual 181,8 mm 2,9 mm
(mm) (Febrero) (Julio)
Humedad relativa media 71,3% 42,0 %
mensual (%) (Marzo) (Julio)

Fuente. (SENAMHI, 2016).
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4.2. MATERIALES DE ESTUDIO.

4.2.1. Poblacion y muestra.

El ganado bovino y rebafio esta conformado por vacunos hembras y ovinos
hembras de la comunidad de Vista Alegre; las muestras fueron por terneras
mayores a seis meses, vaquillonas y vacas en raza Brown swiss (PPC) y ovinos,

crias, borreguillas y borregas (PPC y criollas).

4.2.1.1. Tamaino de muestra de vacunos.

El tamafo de muestra fue determinado teniendo en cuenta un nivel de
confianza de 95% y error de precision de 0.096 mediante el método no paramétrico
de muestreo simple al azar. Considerando una poblacién conocida 1.96 % y error
de precision de 0.1 al 90%, mediante el método paramétrico de muestreo simple al

azar con una poblacién de 1986, en la comunidad de Vista Alegre (Daniel W, 1996).

i N+Z’p=q
~ (N-1)+E2+72(p*q)

Dénde:
N: Tamano de la poblacién.
Z: 1.96, nivel de confianza que se da a la muestra.
p: Que presenta la enfermedad 0.5.
q: Que no presenta la enfermedad 0.5.
E: Precision o error Experimental 0.096%.
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n: Tamano de muestra.

_ N*Z2 pxq
~ (N-1)*E2+Z2(p*q)

n

- 1986 (1.96)% (0.5) (0.5)
"= 1986 — 1) (0.1)2+(1.96)2(0.5)(0.5)

B 1986 (3,8416) (0.25)
~ (1985) (0.01) + (3.8416)(0.25)

n

_ 1986 (0.9604)  1907.3544

N =985109604 ~ 208104 _ 10°=92

Tabla 3. Distribucién de muestras de sangre realizadas en vacunos.

TERNERAS > A 6

ESPECIE MESES VAQUILLONAS VACAS TOTAL
Vacunos 15 10 67 92
TOTAL TAMANO DE MUESTRA 92

La comunidad de Vista Alegre tiene una poblacién de 1986 animales de las
cuales se hizo un muestreo de un total de 92 animales (15 terneras mayores a seis

meses, 10 vaquillonas y 67 vacas en produccion).
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4.2.1.1.1. De las muestras.

Las muestras estuvieron constituidas por sangre entera y suero sanguineo

de 92 vacunos hembras, terneras mayores a seis meses, vaquillonas y vacas.

4.2.1.2. Tamano de muestra de ovinos.

El tamafo de muestra fue determinado teniendo en cuenta un nivel de
confianza de 95% y error de precisién de 0.096 mediante el método no paramétrico
de muestreo simple al azar. Considerando una poblacion conocida 1.96 % y error
de precision de 0.1 al 90%, mediante el método paramétrico de muestreo simple al

azar con una poblacion de 1998 en la comunidad de Vista Alegre (Daniel W, 1996).

= N*Z?p=*q
(N-1) xE2+Z2 (p* q)
Dénde:
N: Tamano de la poblacién.
Z: 1.96, nivel de confianza que se da a la muestra.
p: Que presenta la enfermedad 0.5.
q: Que no presenta la enfermedad 0.5.
E: Precision o error Experimental 0.096%.
n: Tamarno de muestra.
N*Z2 p*q
n

" (N—1)+E2+Z2(p+q)
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- 1998 (1.96)? (0.5) (0.5)
"= 1998 — 1) (0.1)2+(1.96)2(0.5)(0.5)

1998 (3,8416) (0.25)

"7 (1997) (0.01) + (3.8416)(0.25)

_1998(0.9604)  1918.8792
"= 91997409604 20.9304

=91.679 =92

Tabla 4. Distribucion de muestras de sangre realizadas en ovinos.

ESPECIE CRI'CI«:;sde 6 BORREGUILLAS BORREGAS TOTAL
Ovinos 10 26 56 92
TOTAL TAMANO DE MUESTRA 92

La comunidad de Vista Alegre tiene una poblacién de 1998 animales de las

cuales se hizo un muestreo de un total de 92 animales (10 crias mayores a
Seis meses, 26 borreguillas y 56 borregas).
4.2.1.2.1. De las muestras.

Las muestras estuvieron constituidas por sangre entera y suero sanguineo

de 92 ovinos hembras, crias mayores a seis meses, borreguillas y borregas.

4.2.2. Materiales para la toma de sangre entera.
e Casquete para las agujas vacuteiner.

e Tubos vacuteiner con separador de suero.

36



4.2.21.

Alcohol yodado.

Torundas de algodoén.

Gradillas

Agujas vacuteiner 18G.

Plumén indeleble para rotular la muestra.

Termo con pilas de hielo para la conservacion de las muestras.

Guantes desechables.

Mandil y/o mameluco.

Mochetas.

Soga.

Materiales y equipos para la obtencién de suero.

Viales criogénicos de 4.5 ml.

Pipetas pasteur desechables.

Crioviales de 2.0 ml.

Plumoén indeleble para rotular las muestras.

Congelador.

Guantes desechables.

Gorro.
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4.2.3. Materiales y equipos de laboratorio.

4.2.3.1 Equipos e instrumentos.

e Refrigeradora para muestras (ELECTRIX EU21 a T° de -1° hasta - 4°C).

e Lavador de placas de ELISA (Biotek EL x 50).

e Incubadora de 25 a 38° C (JITERBUG - 4, BOEKEL).

e Refrigeradora (LG — Inverter Linear).

e Congeladora de -20°C (Elecrtolux — EU 21).

e  Micropipetas de 30 - 300 pl'y 100 — 1000 pl (Discovery confort CE IVD).

e Lector de microplacas de ELISA (Biotek EPOCH 2).

e Lector de microplacas de ELISA (Chromate Awareness Technology INC).

e Cabina de flujo laminar (Telstar Bio Il A).

e Vortex (GENIE 2).

4.2.3.2 Materiales de laboratorio.

e Kit de ELISA para atrapar anticuerpos de IBR.

e Pipetas de precision (de 4 — 200 pl).

e Puntas de pipetas desechables (5 — 300 pl).

e Agua destilada, des — ionizada o cualquier otra agua altamente purificada.

e Botella para enjuagar.
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e Recipiente de 1 — 2 litros para PBS.

e Papel absorbente.

e Probeta de 100 a 1000 ml.

e Mascara o barbijos.

° Parafilm.

e Vialesde 1.5 ml.

e Guantes desechables.

° Mandiles.

4.2.4. Reactivos para el analisis del antigenos en el laboratorio.

e Kit de ELISA para atrapar anticuerpos de IBR.

e Suero control positivo.

e Suero control negativo.

e Solucion de lavado.

e Solucion TMB.

e Solucion conjugada.

e Solucion diluyente.

e Solucion de stop.

e Agua destilada deionizada.
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4.2.5. Materiales de escritorio.

e Boligrafo.

e Cuadernos de campo.

e Tablero acrilico.

e Fichas individuales para los animales.

e Libros.

e Marcador indeleble.

e Computadora personal.

4.3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

Cualitativa y cuantitativa.

4.3.1. Obtencidén de muestras sanguineas en vacunos y ovinos.

Las muestras de sangre fueron colectadas en la comunidad de Vista Alegre
del distrito de Santo Tomas, provincia de Chumbivilcas; en vacunos por puncion de
la vena caudal y en ovinos por vena cefalica previa desinfeccién con alcohol
yodado, y en ovinos por puncién de la vena cefalica previa desinfeccién con alcohol
yodado, para lo cual se utilizé tubos de vacutainer con separador de suero al vacio,
estéril, sin anticoagulante en un aproximado de 3 a 5 ml por animal muestreado.
Una vez obtenida las muestras de sangre se rotulo con datos de importancia
(nombre, categoria y fecha), a su vez durante la toma de muestras se hizo el
registro de datos referentes al estado sanitario de cada animal. Una vez tomado las
muestras se conservo dentro de un kuler refrigerante.

40



Fotografia 2. Toma de muestra de sangre de la vena cefalica de ovinos.
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4.3.2. Obtencion de suero.

Para la obtencién de suero se tuvo que esperar 24 horas para que el gel
contenido reaccione, y luego el tubo vacuteiner separara de por si el suero de la
sangre, posteriormente se colecto el suero en crioviales de 2.0 mly se conservé en

la congeladora de -20° C hasta el momento de analisis serolégico.

Fotografia 3. Separacion de sueros de vacunos y ovinos.
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Figura 6. Flujograma del trabajo IBR.
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4.3.3. Metodologia de laboratorio.

4.3.3.1. Principio de la prueba IBR (kit de laboratorio IDEXX).

El analisis con el kit IDEXX IBRgE se lleva a cabo en un pocillo tapizado
con antigeno del BHV-1. Durante la primera incubacién, los anticuerpos frente
a IBR presentes en la muestra, incluyendo los producidos frente a Eg, reaccionan
con los antigenos presentes en la placa. Después de un lavado, se agrega al pocillo
un conjugado de anticuerpos monoclonal anti-BHV1- gE, el cual compite con el
antigeno viral gE durante una segunda incubacion. Si no hay anticuerpos frente a
gE en la muestra, los anticuerpos gE pueden reaccionar libremente con el antigeno
gE. Por otra parte si hay anticuerpos gE presentes en la muestra se impide la
reaccion con el antigeno de los anticuerpos monoclonales conjugados con enzima.
Después de este periodo de incubacién, se hace un lavado para eliminar el
conjugado que no ha reaccionado y se agrega una reaccion de substrato-
cromogeno. En la presencia de la enzima, el sustrato se convierte en un producto
que reacciona con el croméforo y forma un color azul. La absorbancia de la solucion
se mide a 650 nm, A(650), en un espectrémetro, y los resultados se calculan
dividiendo A(650) de la muestra por la A(650) media del control negativo lo cual
resulta en un valor M/N. la cantidad de anticuerpos contra el gE es inversamente
proporcional a A(650) y por consiguiente, al valor M/N. la presencia de anticuerpos
anti- g BHV-1, indica que el animal estuvo expuesto previamente a una cepa de
campo de BHV-1 o que fue inmunizado con una vacuna convencional positiva al
gE de virus vivo modificado o de virus inactivo. La presencia de anticuerpos frente
a BHV-1 detectada usando un kit de IDEXX IBRgB Ab o un kit de IDEXX IBR de

anticuerpos totales, junto con la ausencia de anticuerpos frente al antigeno gE
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determinada por el kit IDEXX IBR gE indica una respuesta a una vacuna con gE

suprimido. (Protocolo IDEXX Laboratories, 2016).

Tabla 5. Reactivos positivos en el Kit IDEXX IBRgE.

Reactivos Volumen

Control Positivo-Suero que Contiene gE

2 1X6,5ml
Anti-BHV-1, Conservado con azida de
Sodio

1X6,5
ml

Conjugado-Conjugado anti-BHV-1 1X72 ml 1 X350
gE:HRPO; Conservado con Kathon mi

A Substrato TMB 1 X 60 ml 1X315

C Solucién de Concentrada (.’I (_)x)- 1X 235 ml 3 X480
Conservado con gentamicina ml
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4.3.3.2. Método de Elisa por competencia (Idexx laboratorio - 2016).

Distribucion de la placa de ELISA para IBR de la comunidad de Vista Alegre,

Para vacunos.

B 1 9 17 24 34 43 54 63 73 82 90 100

D 3 11 19 26 37 46 57 66 75 84 93 102

F 5 14 21 29 39 49 59 68 77 86 96 104

H 8 16 23 32 41 52 61 70 80 88 98 106

Distribucion de la placa de ELISA para IBR de la comunidad de Vista Alegre

para ovinos.

B 1 8 156 22 30 38 46 54 62 70 78 86

D 3 10 17 24 32 40 48 56 64 72 80 88

F 5 12 19 26 34 42 50 58 66 74 82 90

H 7 14 21 28 36 44 52 60 68 76 84 92
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DONDE:

P = Control Positivo.

N = Control Negativo.

4.3.3.3. Preparacioén de los Reactivos.

Preparacion de la solucion de lavado. La solucion de lavado concentrada
(10x) se dejo equilibrar a una temperatura de 18°- 26°C y se agito para asegurar
que se disuelvan todas las sales precipitadas. Este concentrado fue diluido 1:10

con agua destilada para su uso.

Fotografia 4. Preparacion de la solucién de lavado.

4.3.3.4. Preparacién de muestras y controles.

Se diluyo las muestras de suero y los controles 1:2 con la solucién
diluyente. Posteriormente se dejé durante una noche (18 a 24 horas) a 18 - 26°,

con las placas perfectamente selladas, para evitar la evaporacién de las muestras.
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4.3.3.5. Procedimiento de la prueba.

Para iniciar la prueba se dejé que los reactivos alcancen 18 — 26°C y luego

se agito suavemente por inversion y con un movimiento circular.

1. Teniendo las placas recubiertas con antigeno se anota la posicion de las
muestras.

2. Anadir el control negativo a los pocillos A1Y A2 (100ul de volumen total).

3. Anadir el control positivo a los pocillos A3 Y A4 (100ul de volumen total).

4. Anadir 100ul de muestra (suero) a los pocillos restantes.

5. Incubar las muestras durante toda una noche a 18- 26°C.

6. Concluido el tiempo de incubacién se lava cada pocillo con 300 pl de
solucién de lavado por cinco veces, aspirando el contenido de cada pocillo
después de cada lavado evitando que la placa se seque sobre todo antes
de afiadir el conjugado. Después de la ultima aspiracién se golpea cada
placa suavemente pero firme sobre papel absorbente, para eliminar los
residuos de liquido de lavado.

7. Anadir 100ul de conjugado a cada pocillo.

8. Incubar durante 30 minutos (£ 2min.) a 18 — 26°C.

9. Repetir el paso seis.

10.Agregar 100yl de la solucion substrato TMB a cada pocillo.

11.Incubar durante 15 minutos (+ 1min.)a 18 — 26°C.

12.Agregar 100pl de la solucidon de frenado a cada pocillo para detener la
reaccion.

13.Medir la absorbancia de las muestras y los controles a 650 nm.

14.Calcular los resultados.
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Flujograma de la metodologia de ELISA para Rinotraqueitis Infecciosa

Bovina (IBR).

Fotografia 5. Reactivos y muestras listos para iniciar la prueba de ELISA.

Fotografia 6. Dilucion de muestras y controles 1:2 con el diluyente de la muestra.
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Fotografia 7. Incubacién de las placas perfectamente selladas para evitar

evaporacion por 18 horas a 25 °C.

Fotografia 8. Lavado de las placas culminada la incubacién de 18 horas con

300ul de solucidén de lavado por 5 veces.

Fotografia 9. Se agregd 100ul de conjugado e incubar por 30 minutos a 25°C,

Pasado ese periodo se repite el lavado.
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Fotografia 10. Se agregd 100uL de substrato TMB e incubar por 15 minutos a

25°C.

Fotografia 11. Se agregd 100 pL de solucién de frenado para detener la reaccion

y medir la absorcién a 650 nm, para la muestra de vacunos.

Fotografia 12. Se agregd 100 pL de solucién de frenado para detener la reaccion

y medir la absorcidon a 650 nm, para la muestra de ovinos.
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4.3.3.5.1. Criterios de validacion.

La reaccidon se considera valida si la diferencia entre la media del control

negativo (CNx) y la media del control positivo (CPx) es mayor o igual a 0.300.

4.3.4. Calculos de resultados.
4.3.4.1. Determinacion de la Prevalencia.

La prevalencia de anticuerpos del virus de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR), se obtuvo en base a las muestras positivas determinadas por

serologia (ELISA competitivo), utilizando la siguiente formula.
S = ¢ X100
N
Donde:
P = Prevalencias de la enfermedad.
C= ndmero total de casos nuevos.
N= total de animales evaluados.

4.3.4.2. Determinacion del intervalo de confianza.

La prevalencia se ajustara a un intervalo de confianza mediante la formula.

S.
s+z /|24
n
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Doénde:

Z= Desviacién con relacién a una distribucion normal estandar.
S= prevalencia de la IBR.

g= Proporcion de animales no afectados.

n= Tamano de la muestra definitiva.

4.3.4.3. Determinacion de la media del CPx, CNx y cociente M/N.

La presencia 0 ausencia de anticuerpos frente al antigeno gE se determina

calculando el valor M/N de cada muestra.

Tabla 6. Férmula para determinar la media del control positivo, negativo

y cociente m/n.

Calculo
1. Media de Control Negativo (CNXx) A(650)41 ;—A(650)A2 = CNx
2. Media del Control Positivo(CPXx) dGo0LE ; A(650)44 = CPx
3. Cociente M/N Muestrafl(650) =M/N
CNx

Fuente: Idexx Laboratories, 2016.
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V. RESULTADOS Y DISCUCIONES.

5.1. DETERMINACION CUALITATIVA DEL GRADO DE INFECCION EN
VACUNOS DE LA COMUNIDAD DE VISTA ALEGRE DEL DISTRITO DE

SANTO TOMAS PROVINCIA DE CHUMBIVILCAS.

Durante la primera incubacion, los anticuerpos frente a Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR) presentes en la muestra reaccionan con los antigenos
presentes en la placa. Después del lavado se agrego el conjugado de anticuerpos
monoclonal anti-BHV1-gE, el cual compite por el antigeno viral g durante la
segunda incubacion, pasado ese tiempo se realiza nuevamente el lavado para
eliminar el conjugado que no reacciono y se agrega la solucion de substrato-
cromogeno. En presencia de esta enzima, el substrato se convierte en un producto
que reacciona con el croméforo y forma una coloraciéon azul para los animales que
resultaron negativos, lo que no sucede con los positivos que permanecen sin

coloracion alguna.

Fotografia 13.Resultados cualitativos de vacunos de la comunidad de Vista Alegre.
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A la observacion cualitativa de la reaccioén final, se considera positivos los
pocillos que no presentan coloracién y negativos los de coloracién azul, por tanto
se tiene un total de 14 animales considerados como positivos en la comunidad de

Vista Alegre.

Tabla 7. Resultado cualitativo para IBR de la comunidad de Vista

Alegre.
COLORACION VACUNOS
AZUL (negativo) 78
INCOLORGO ( positivo) 13
CELESTE (blanquecino) dudoso 1
TOTAL 92

En la tabla 7. Se observa que de los 92 animales muestreados de la
comunidad de Vista Alegre 14 resultd positivo, teniendo la presencia de (IBR) a la

observacion cualitativa anticuerpos de 15.22%.
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5.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL GRADO DE INFECCION
EN VACUNOS DE LA COMUNIDAD DE VISTA ALEGRE DEL DISTRITO

DE SANTO TOMAS, PROVINCIA DE CHUMBIVILCAS.

Tabla 8. Densidades opticas ofrecidas por el lector de microplacas de
ELISA (chroMate Manager) para rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR),

comunidad de Vista Alegre.
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En la tabla 8. Tenemos las densidades Opticas resultantes al medir la

absorbancia a 650nm. En el lector de microplacas de ELISA.

Donde:

e Control negativo.
e Control positivo.

e Muestras de Vista Alegre.

56



Tabla 9. Resultados del calculo del cociente M/N de las densidades

opticas para (IBR), comunidad de Vista Alegre.

1.143 0.857 0.119 0.180

En la tabla 9. Se observa los resultados obtenidos al hacer el calculo del
cociente M/N, el cual nos indica la presencia o ausencia de anticuerpos frente al
virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina. Las muestras que resultaron menores
a 0.60 son clasificadas como positivas y las muestras que resultaron mayores a

0.70 son clasificadas como negativas.

Los resultados se obtuvieron en las tabla 9, cuantitativamente de los 92
animales muestreados resultaron positivos 14 y 78 negativos en la comunidad de

Vista Alegre del distrito de Santo Tomas Chumbivilcas.
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Tabla 10. Vacunos positivos y negativos a (IBR) por categorias de la

comunidad de Vista Alegre.

CATEGORIA N° DE MUESTRA POSITIVO NEGATIVO
Terneras > a 6 meses 15 0 15
vaquillonas 10 1 9
vacas 67 13 54
TOTAL 92 14 78

Resultados de prevalencia de anticuerpo contra el IBR

100

92
90 78
80 67
I 54
60
50
40
30
15 15
20 9 10 13 -

Ternera Vaquillona Vacas Total

Cantidad de muestra

M Positivo M Negativo M Total

Grafico 1. La barra de estadistica representa la prevalencia de positivos
y negativos de anticuerpos contra el IBR de la comunidad de Vista

Alegre (Tabla 10).
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5.3. PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA LA RINOTRAQUEITIS
INFECCIOSA BOVINA (IBR), EN VACUNOS (TERNERAS MAYORES A 6
MESES, VAQUILLONAS Y VACAS) DE LA COMUNIDAD DE VISTA

ALEGRE.

Tabla 11. Prevalencia de Anticuerpos contra la (IBR) por categorias en

la comunidad de Vista Alegre.

NO
CATEGORIA MUESTRAS POSITIVOS PREVALENCIA%
Terneras >6 15 0 0
meses
Vaquillonas 10 1 1.09 £ 0.02
Vacas 67 13 14.13 + 0.07
TOTAL 92 14 15.22 £ 0.07

Al analisis de las 92 muestras de suero tomadas de las diferentes
categorias de la comunidad de Vista Alegre sometidas a la prueba de ELISA
competitiva para determinar la prevalencia del virus de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR) dieron como resultado lo siguiente: El 15.22 + 0.02 % (1/92) en
vaquillonas y 15.22 £ 0.07 (13/92) en vacas de las muestras presentaron
anticuerpos frente al virus IBR; encontrandose positivos en las categorias de vacas

y vaquillonas con una prevalencia de 15.22 + 0.07% (14/92) (Tabla 11).
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Resultados de la prevalencia por categorias del
IBR
100 92
90
©
5 80
g 7o
2 54
E 60
S 50
T 40
K]
s 30
c 15
S 2 9 13 -
0
Terneras Vaquillonas Vacas Total
M Positivo ™ Total

Grafico 2. Resultados de la prevalencia de anticuerpos contra la (IBR)

de la comunidad de Vista Alegre (Tabla 11).

Tabla 12. Prevalencia de anticuerpos contra la (IBR), en vacunos de la

comunidad de Vista Alegre.

ESPECIE N°DEMUESTRA  POEELYO PREVALENCIA %
VACUNOS 92 14 15.22%
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Prevalencia de IBR
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Grafico 3. Resultados de la prevalencia de anticuerpos contra IBR de la

comunidad de Vista Alegre (Tabla 12).
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5.4. DETERMINACION CUALITATIVA DEL GRADO DE INFECCION EN
OVINOS DE LA COMUNIDAD DE VISTA ALEGRE DEL DISTRITO DE

SANTO TOMAS PROVINCIA DE CHUMBIVILCAS.

Durante la primera incubacidn, los anticuerpos frente a IBR presentes en la
muestra reaccionan con los antigenos presentes en la placa. Después del lavado
se agrego el conjugado de anticuerpos monoclonal anti-BHV1-gE, el cual compite
por el antigeno viral gE durante la segunda incubacién, pasado ese tiempo se
realiza nuevamente el lavado para eliminar el conjugado que no reacciono y se
agrega la solucion de substrato-cromogeno. En presencia de esta enzima, el
substrato se convierte en un producto que reacciona con el cromoforo y forma una
coloracién azul para los animales que resultaron negativos, o que no sucede con

los positivos que permanecen sin coloracion alguna.

Fotografia 14. Resultados cualitativos de ovinos de la comunidad de Vista Alegre.
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A la observacion cualitativa de la reaccién final, se considera positivos los
pocillos que no presentan coloracion y negativos los de coloracion azul, por tanto

no se encontraron animales positivos a la (IBR) en la comunidad de Vista Alegre.

Tabla 13. Resultado cualitativo para IBR de la comunidad de Vista

Alegre.

AZUL (negativo) 92

CELESTE (blanquecino) dudoso 0

En la tabla 13. Se observa que; de un total de 92 ovinos muestreados de la

comunidad de Vista Alegre; a la observacion cualitativa resultaron 92 negativos.



5.5. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL GRADO DE INFECCION
EN OVINOS DE LA COMUNIDAD DE VISTA ALEGRE DEL DISTRITO DE

SANTO TOMAS, PROVINCIA DE CHUMBIVILCAS.

Tabla 14. Densidades opticas ofrecidas por el lector de microplacas de
elisa (chromate manager) para rinotraqueitis infecciosa bovina,

comunidad de vista alegre.
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En la tabla 14. Tenemos las densidades Opticas resultantes al medir la

absorbancia a 650nm. En el lector de microplacas de ELISA.

Donde:

e Control negativo.
e Control positivo.

e Muestras de Vista Alegre.
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Tabla 15. Resultados del calculo del cociente m/n de las densidades

opticas para (IBR), comunidad de vista alegre.

1.001 0.999 0.314  0.184

En la tabla 15. Se observa los resultados obtenidos al hacer el céalculo del
cociente M/N, el cual nos indica la presencia o ausencia de anticuerpos frente al
virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR). Las muestras que resultaron
menores a 0.60 son clasificadas como positivas y las muestras que resultaron

mayores a 0.70 son clasificadas como negativas.

Los resultados se obtuvieron en las tabla 15, cuantitativamente de los 92
animales muestreados resultaron 92 negativos en la comunidad de Vista Alegre del

distrito de Santo Tomas Chumbivilcas.
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Tabla 16. Ovinos positivos y negativos a (IBR) por categorias de la

comunidad de vista alegre.

CATEGORIA N° DE MUESTRA POSITIVO NEGATIVO
Crias > a 6 meses 10 0 10
Borreguillas 26 0 26
Borregas 56 0 56
TOTAL 92 0 92

Resultados de prevalencia de anticuerpos contra el IBR
ovinos
100 92 92
o
® 80
5 6 56
5

E 60
[}
©
® 40 26 26
o
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S L - : :

0

Crias Borreguillas Borregas Total
M Positivo M Negativo M Total

Grafico 4. La barra de estadistica representa la prevalencia de positivos
y negativos de anticuerpos contra el IBR en ovinos de la comunidad de

Vista Alegre (Tabla16).
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5.6. PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA LA RINOTRAQUEITIS
INFECCIOSA BOVINA (IBR), EN OVINOS (CRIAS MAYORES A 6 MESES,
BORREGUILLAS Y BORREGAS) DE LA COMUNIDAD DE VISTA

ALEGRE.

Tabla 17. Prevalencia de Anticuerpos contra la (IBR) por categorias en

la Comunidad de Vista Alegre.

CATEGORIA . N . POSITIVOS PREVALENCIA%
Crias >6 meses 10 0 0
Borreguillas 26 0 0.00
Borregas 56 0 0.00
TOTAL 92 0 0.00

Al analisis de las 92 muestras de suero tomadas de las diferentes
categorias de la comunidad de Vista Alegre sometidas a la prueba de ELISA
competitiva para determinar la prevalencia del virus de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR) dieron como resultado lo siguiente: EI 0.00 % (0/92) de las muestras
presentaron anticuerpos frente al virus IBR; en las diferentes categorias de ovinos

con una prevalencia de 0.00 % (Tabla 17).
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TABLA 18. Prevalencia de anticuerpos contra la (IBR), en ovinos de la

comunidad de vista alegre.

POSITIVO

ESPECIE N° DE MUESTRA (IBR)

PREVALENCIA %

OVINOS 92 0 0.00%

Resultados de prevalencia de anticuerpo de IBR
en ovinos

92

100

(e
o

D
o

N
o

N
o

Cantidad de muestra

o

Total

M Positivo ETotal m

Grafico 5. Resultados de la prevalencia de Anticuerpo contra la (IBR) de la

comunidad de Vista Alegre (Tabla18).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion fue 14
casos positivos con una prevalencia de 15.22 + 0.07 % (14/92) en vacunos de la
comunidad de Vista Alegre, este resultado difiere con el trabajo que realizé
Zacarias, E. (2002) en los distritos de Coracora y Chumpi Puyusca, de la provincia
de Parinacochas, Ayacucho; quien reporto una incidencia de 67.6% que es superior
al trabajo realizado, debido a que dicho autor utilizé la prueba de neutralizacion
viral.
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Por otro lado Mendoza, F (2012) en la provincia de Anta, Cusco. Encontré
una incidencia de 7.61% siendo inferior al presente trabajo a pesar de ser la misma

prueba de (ELISA), se presume esta diferencia por la zona de estudio.

Zacarias, E. (2002) en la provincia de Parinacocha, Ayacucho efectuaron
su trabajo por el método de Neutralizacién Viral y Mamani, E. (2013). Anta, Cusco
por el método de prueba de ELISA. Encontraron una prevalencia de 67.6 £ 4.2% y
54.75% respectivamente, con resultados por encima del presente trabajo, la
diferencia puede deberse a que las zonas en estudio son altamente endémicas al

virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR).

En Chuquibambilla, Puno; Ordofez, O. (2009) por el método de
neutralizacion viral; quienes reportan una prevalencia de 0.00% en vacunos; es
similar a los resultados que obtuvimos en la comunidad de Vista Alegre en ovinos

con una prevalencia de 0.00% (0/92) por el método de ELISA.

En estudios realizados por Ordofiez, O. (2009) en Chuquibambilla, Puno.,
Sanchez, T. (2003) en el valle de Lima y Villacaqui, A. (2006) en San Pablo,
Cajamarca; reportan una incidencia de 0.00%, 2 — 90%, 0.60% respectivamente;
este resultado difiere con el presente trabajo en donde se puede atribuir a que

dichos autores utilizaron la prueba de neutralizacion viral.

Los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion mediante la prueba
de ELISA por competencia en bovinos y ovinos en la comunidad de Vista Alegre,
provincia Chumbivilcas, departamento del Cusco, indica que existe la presencia de
esta enfermedad en dicha zona en bovinos con una prevalencia de 15.22 £ 0.07%
(14/92), asi mismo los animales con presencia de anticuerpos a IBR se encuentran

en un estado de latencia al virus, habiendo la posibilidad de que estos animales
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puedan contraer nuevamente la enfermedad y ser portadores de la misma. Mientras
en ovinos se obtuvo una prevalencia del virus de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) de 0.00% (0/92). Esto indica la presencia del virus solamente esta presente

en bovinos.

En estudios epidemioldgicos realizados por Manchego A (1998), en una
crianza mixta de la comunidad de Yanque, provincia de Caylloma, del
departamento de Arequipa, sobre infecciones virales, como la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR), de (n=40) ovinos se obtuvo la deteccion de los
anticuerpos el 33%, esto nos indica muy alto el indice de la enfermedad a la

comparacion con el trabajo desarrollado.
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6.1.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

CONCLUSIONES.

La prevalencia de anticuerpo de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en
vacunos de la comunidad Vista Alegre se ha encontrado en un porcentaje
de 15.22 + 0.07 % (14/92) donde esto nos indica hay presencia de animales

portadores del virus.

La prevalencia de anticuerpo de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en
ovinos de la comunidad de Vista Alegre no se han encontrado ningun

animal portador del virus 0.00 % (0/92).
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6.2.

RECOMENDACIONES.

Mediante el presente trabajo de investigacion se recomienda a los
productores de la comunidad de Vista Alegre, repetir el analisis mediante
SENASA a los animales portadores del virus de IBR en bovinos y ovinos,

para corroborar los resultados obtenidos.

Implementar medidas preventivas en el hato, supervisar el movimiento de
ganados bovinos y ovinos, restringiendo el ingreso de nuevos animales sin

conocer su estado de sanidad animal.

Proponer a Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), a través de
este trabajo de investigacion, que tome en cuenta la enfermedad de

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR).

Implementar programas de vacunacion contra la Rinotraqueitis Infecciosa

Bovina (IBR).
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Anexo 1. Calculos para determinar el tamafio de muestra en vacunos de la

comunidad de Vista Alegre del distrito de Santo Tomas Chumbivilcas.

_ NxZ?p=q
~ (N-1)*E2+Z2(p*q)

n

Doénde:

N: Tamano de la poblacion.

Z: 1.96, nivel de confianza que se da a la muestra.

p: Variabilidad 0.5.

q: Variabilidad 0.5.

E: Precision o error Experimental 0.1% al 90%.

n: Tamano de muestra.

_ N*Z?2 p*q
T (N-1)+E2+72(p*q)

~ 1986 (1.96)2 (0.5) (0.5)
1= 1986 — 1) (0.1)2+(1.96)2(0.5)(0.5)
) 1986 (3,8416) (0.25)

~ (1985) (0.01) + (3.8416)(0.25)

_ 1986 (0.9604)  1907.3544

N =985 +09604 ~ 208104 _ 16°=92
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Anexo 2. Calculos para determinar el tamafho de muestra en ovinos de la

comunidad de Vista Alegre del distrito de Santo Tomas Chumbivilcas.

_ NxZ?p=q
~ (N-1)*E2+Z2(p*q)

n

Doénde:

N: Tamarfo de la poblacion.

Z: 1.96, nivel de confianza que se da a la muestra.
p: Variabilidad 0.5.

q: Variabilidad 0.5.

E: Precision o error Experimental 0.1% al 90%.

n: Tamano de muestra.

_ N*Z? pxq
~ (N-1)*E2+Z2(pq)

n

~ 1998 (1.96)2 (0.5) (0.5)
"= 1998 — 1) (0.1)2+(1.96)2(0.5)(0.5)

B 1998 (3,8416) (0.25)
"= 1997) (0.01) + (3.8416)(0.25)

1998 (0.9604)  1918.8792
"= 7997409604 20.9304

=91.679 =92
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Anexo 3. Registro de vacunos y resultado a la prueba de ELISA para (IBR) de

la comunidad de vista alegre.

1 1 Pachamama | 4 Afios Vaca Cam||g Hugmam Santiago
acsi
. = Camilo Huamani .
2 2 Maria 4 Afos Vaca Sacsi Santiago
acsi
3 3 Rebequita Y Ternero | Rosa Cruz Puma | Santiago
meses
o Aniceto Aroni .
4 4 Esela 6 Aflos Vaca Anceasi Santiago
. 11 Aniceto Aroni .
5 5 Blanquita Meses Ternero Anccasi Santiago
3 Afios Santusa Quispe
6 6 Flaquita y Vaca Condori Santiago
medio
Florencia
7 8 Ana Karla | 6 Afios Vaca Yallercco de Santiago
Huamani
8 9 Karola 5 Afos Vaca Cec&llo Hu_amanl Santiago
asquina
9 10 Esperanza | 5 Afios Vaca Cegilio Huamani Santiago
Casquina
) ~ Apolinaria Aroni .
10 11 Diana 4 Afios Vaca Anccasi Santiago
1 Florencia
11 13 Eva Ternero Yallercco de Santiago
Meses H ;
uamani
2.Afos .
12 14 Flaca y Vaquillona Patgo Huz_amanl Santiago
. asquina
medio
13 15 Cegarrera | 6 Afios Vaca Patc);o Hugmanl Santiago
asquina
= Salvador Anccasi
14 16 Dora 6 Afios Vaca Huamani Central
3 Afios )
. Salvador Anccasi
15 17 Juliana y Vaca Huamani Central
medio
16 18 Sara 6 Afos Vaca Eloy Anccasi Central
Gonzales
17 19 Anali 10 Ternero Pedro Hu_amanl Santiago
Meses Casquina
8 Afios Octaviano
18 20 Sandra y Vaca ) Santiago
. Casquina Games
medio
Saturnina
19 21 Reyna 3 Afios Vaca Llanllaya Santiago
Choqgque
= Juvenal .
20 22 Karmen 3 Afios Vaca Casquina Gomez Santiago
21 23 Yemi " Ternero Juvenal Santiago
Meses Casquina Gémez
Ana mama Alicia
22 24 d b 6 Afios Vaca Ccorimanya Santiago
e Yemi G
onzales
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2 Partos

1 Partoy
prefiada

>6 M

2 partos y
prefiada

>6 M, Diarrea
leve

En produccion,
Raquitismo

En produccion

En produccién,
Diarrea

PR, Diarrea

1 Parto Diarrea,
tos frecuente

>6 M
Decaimiento

PR

2 Partos

Con cria ,PR,
Diarrea

Con cria, Diarrea
y PR

Reduccion de
leche en 2do
parto

>6 M, Pelos
erizados.

4 partos, nacen
crias débiles

PR, Partos
distécicos

Un pezon ciego,
Diarrea
persistente

>6 M, Neumonia
Diarrea

permanente en
su cria




Marcos Huamani

23 25 Nilda 5 Afos Vaca Santiago
Llanllaya
24 26 Olimpica 5 Afos Vaca Marcos Huamani Santiago
Llanllaya
o Vicente Goémez .
25 28 Juana 5 Afios Vaca Casquina Santiago
26 29 Charola 6 Afios Vaca V|cce:nte G_omez Santiago
asquina
2 Anos Alejandro
27 30 Sonia y Vaquillona Huamani Santiago
medio Casquina
Agripina
28 32 Marleny de 3 Afios Vaca Llanllaya Santiago
manto negro
Gonzales
2 Anos Celso Huamani
29 33 Yaurefia y Vagquillona Sacsi Santiago
. acsi
medio
30 34 Basilia 6 Afios Vaca CelsoSHugmam Santiago
acsi
31 35 Jacinta 6 Afos Vaca Efr%m Hugmam Santiago
asquina
) ~ Florencia .
32 37 Florencia | 6 Afios Vaca Casquina Aroni Santiago
. o Beto David .
58 38 Rocio 8 Afos Vaca Huamani Gémez Santiago
34 39 Flor 4 Afos Vaca Beto I_)a\{|d Santiago
Huamani Gémez
6 Delfina
85! 40 Yane M Ternero Ccorimanya Santiago
eses !
Huamani
4 Afios . .
36 41 Negrita y Vaca Davg H uamani Santiago
) 6mez
medio
6 Afios . .
37 42 Candy y Vaca Davg ,Huamanl Santiago
) 6mez
medio
2 Afos . )
. Guido Huamani
38 43 Asly v Vaquillona Yallercco Central
medio
= Guido Huamani
39 45 Blanca 3 Afios Vaca Yallercco Central
40 46 Juanita 3 Afios Vaca Juana Yallercco Central
Roque
41 47 Blanca | 5 pfos | vaca | ViotorColque | ool
pequefa Alaude
Blanquita ~ Victor Colque
42 49 grande 5 Afios Vaca Alaude Central
43 51 Rossy | 5 afios | Vaca Vidal Colque | ¢oyira
blanca Anccasi
Neara Josefina
44 52 B gra. 5 Afos Vaca Quintana Central
ronw swiss ]
Ccorimanya
Ménica 2 Afios Josefina
45 53 N y Vaquillona Quintana Central
egra . ]
medio Ccorimanya
46 54 Bertha 10 Ternero Gervasio Anc;ca5| Central
Amarillo meses Huamani
. 10 Gervasio Anccasi
47 56 Naty Barrojo meses Ternero Huamani Central

82

Reduccion de
peso y Diarrea

2 partos, PR

1 parto, PR

Su madre
presento PR,
Timpanismo
permanente

PR, Tullo

En produccion,
Conjuntivitis

PR, Raquitismo

Mortandad de su
cria por tullo

En produccion

En produccion

En produccién

Con cria, PR

>6 M, Tose en las
noches

En produccion,
PR

En produccién,
PR

PR

PR

En produccion,
PR

En produccion,
PR

En produccion

PR

2 Partos

Tos frecuente

>6 M

>6 M




6 Anos Simona Anccasi
48 57 Panty y Vaca A ; Central
) nccasi
medio
49 58 Surpuy | 4Afios | Vaca | SMOMAANCEast | oo
puy Anccasi
50 59 Zorra 3 Afios Vaca Cel_estino .| Central
Anccasi Huamani
51 60 Magaly 5 Afos Vaca A Cel_estlno .| Central
nccasi Huamani
52 61 B_ronw 4 Anos Vaca Tedfila H“af‘“a”' Central
Swisscha Anccasi
53 62 Yhoselin | 6Afios | Vaca | MarcosAnceasi | oo
Roque
~ Andrés Anccasi
54 63 Blanca 4 Afos Vaca Huamani Central
Hija de 7 Andrés Anccasi
55 64 Blanca Meses Ternero Huamani Central
56 66 Sarita 6 Anos Vaca Clemente Central
Llanllaya Anccasi
Lola - Hija 9 Clemente
27 67 de Sarita Meses Ternero Llanllaya Anccasi Central
58 68 Prado 5 Afos Vaca FOI’tg nata _Vllcas Central
asquina
Blanquita- 11 Fortunata Vilcas
59 69 hija de Ternero . Central
Meses Casquina
prado
60 70 Lucia 5 Afios Vaca Lucia.Anccasi Central
Vilcas
61 71 Farisa 4 Anos Vaca Pablo Hue}mam Central
Aroni
Alejandro Melitén
62 73 Yaqueline | 6 Afios Vaca Anccasi Central
Casquina
1 Alejandro Melitén
63 74 Ana Ternero Anccasi Central
Meses ;
Casquina
4 Anos Bonifacia
64 75 Blanca y Vaca ) .| Central
. Anccasi Huamani
medio
65 76 Yandi " Ternero Bor_lifacia .| Central
Meses Anccasi Huamani
66 77 Shily | 4Afios | Vaca | 'SidoraAnccasi | oo,
Casquina
67 78 Blanca 7 Afos Vaca Isidora Ar)ccasi Corazoén
Casquina
68 80 Rosa 5 Afos Vaca Porfirio Huamani Corazoén
Zevallos
3 Afos Cirilo Casquina
69 81 Girasol Y Vaca Medina Corazén
medio
. = Cecilia Checya .
70 82 Margarita | 5 Afios Vaca Apaza Corazén
2 Afos . .
71 83 Merlya y Vaquillona Jalrg(zizogtllla Corazén
Medio P
72 84 Ana 3 Afios Vaca Jusf&na Qu[spe Corazén
nccasi
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En produccion

En produccién,
PR

Prefada

En produccion,
PR

En produccién

En produccion

En produccion

>6 M

En produccion

>6 M, En las
noches tose

PR

>6 M, Presenta
dificultad en
patas post.
En produccion
En produccion
2 partos , PR

>6 M

2 parto aborto,
PR

>6 M

En produccion

En produccion

En produccion

Prefiada

Prefnada, PR

PR

PR




4 Anos

. Cirila Condori Cruce
73 85 Mariluz Y Vaca Huamani Calvario
medio
Roseline
74 86 Line 10 Ternero Casquina Crucg
meses : Calvario
Condori
Salvador Cruce
73 87 Nely 4 Afos Vaca Casquina :
Calvario
Yallercco
4 Anos Salvador Cruce
76 88 Berbena y Vaca Casquina ;
. Calvario
medio Yallercco
. = ) Roger Casquina | Cruce
77 89 Pequefia 2 afos | Vaquillona Anccasi Calvario
78 90 Fricialinda | 4 Afios | Vaca | Rog9erCasquina | Cruce
Anccasi Calvario
79 91 Tenke | 3Afos | Vaca | SabinaYallercco | Cruce
Gonzales Calvario
- Edgar Casquina | Cruce
80 93 Yola 5 Afios Vaca Yallercco Calvario
81 95 Rocio | 4Afos | Vaca | £d9arCasquina | Cruce
Yallercco Calvario
82 96 Katy | 2 Afios | Vaquillona | BerthaAnccasi | Cruce
Casquina Calvario
) o Juan Casquina Cruce
83 97 Blanquita | 4 afios Vaca Sacsi Calvario
Rosa ~ . Epifanio Anccasi | Cruce
e 98 Mariela 2 Afios | Vaquillona Casquina Calvario
85 99 Gloria | 6Afios | Vaca | Paulina Huamani | Cruce
Yallercco Calvario
2 Anos )
86 100 Negrita y Vaquillona Delfina Martha Crucg
) Huamani Inga | Calvario
medio
87 101 Meliza | 5Afos | Vaca Juan Anccasi | Cruce
Huamani Calvario
~ Dorotea Anccasi Cruce
88 102 Lomba 5 Afos Vaca Apaza Calvario
89 103 Silvia | 4 Afios | Vaca Julio Anccasi | Cruce
Casquina Calvario
90 104 Naty |7 Afios | Vaca |, VilfredoCayo | Cruce
Anccasi Huamani | Calvario
10 Yeni Casquina Cruce
= 105 Natalya Meses Temero Ccorimanya Calvario
92 106 Blanquita | 4 Afios | Vaca | Benito Casquina | Cruce
Flores Calvario
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En produccién

>6 M,A veces
presenta Diarrea

PR

En produccion

En produccion

En produccién,
PR

En produccion,
PR

En produccion,
PR

De cria Diarrea y
Neumonia

Prefiada

En produccion,
PR

Su madre murié
con diarrea.

En produccién

En produccion

Abort6 una vez

En produccion

Prefada




Anexo 4. Registro de ovinos y resultado a la prueba de ELISA para (IBR) de la

comunidad de vista alegre.

N° N° DE NOMBRE DEL
ORDEN |MUESTRA| EPAD A7 PROPIETARIO ANEXO
1 1 4 Afos Borrega pablo h“"’.‘ma”' Santiago
Casquina
~ pablo huamani .
2 2 4 Afios Borrega Casquina Santiago
3 3 11 meses Cria pablo hu?man' Santiago
Casquina
4 4 8 meses Cria Eloy anccasi Santiago
Gonzales
o juvenal Casquina )
5 5 6 afios Borrega Gomez Santiago
6 6 3 Afios Borrega Juvengl'Casquma Santiago
6mez
7 7 L Ano_s y borreguilla beto Da\{ld huamani Santiago
medio Goémez
8 8 6 meses Cria beto ng,'d huamani Santiago
6mez
9 9 6 meses Cria Cipriano r)uamanl Santiago
Ramirez
~ Cipriano huamani .
10 10 4 afios Borrega Ramirez Santiago
11 11 7 meses Cria Juana Yallercco central
roque
12 12 2 afios | borreguilla Juana Yallercco central
roque
o ) Juana Yallercco
13 13 2 afios | borreguilla roque central
14 14 2 afios | borreguilla Juana Yallercco Central
roque
15 15 2 afios | borreguilla Juana Yallercco Central
roque
16 16 1afoy borreguilla Juana Yallercco Central
10 meses roque
~ . Juana Yallercco
17 17 2 afios | borreguilla roque Central
18 18 1afioy9 borreguilla Juana Yallercco Central
meses roque
19 19 10 meses Cria domingo Casquina Cruce
quinua calvario
o domingo Casquina Cruce
20 20 7 Afios Borrega quinua calvario
21 21 2 afios | borreguilla domingo. Casquina Cruc?
quinua calvario
29 2 3 Afios Borrega Tiburcio huamani Cruce
9 anccasi calvario
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23 23 2 Afios | borreguilla | 1 1Purcio huamani Cruce
anccasi calvario
24 24 4 Afios borreda salvador Casquina Cruce
9 Yallercco calvario
o salvador Casquina Cruce
= 25 4 Afios borrega Yallercco calvario
2% 26 3 afios borrega salvador Casquina Cruce
9 Yallercco calvario
27 27 4 afos borreda salvador Casquina Cruce
9 Yallercco calvario
o salvador Casquina Cruce
28 28 5 afios borrega Yallercco calvario
29 29 4 afios borrega Bertha anccasi Cruce
Casquina calvario
30 30 2 afios y borrequilla Bertha anccasi Cruce
4 meses 9 Casquina calvario
o Bertha anccasi Cruce
31 31 4 afios borrega Casquina calvario
32 32 4 afos borrega Edgar Casquina Cruce
Yallercco calvario
33 33 11 meses Cria Edgar Casquina Cruce
Yallercco calvario
2 afos y . Hermenegilda Cruce
= 34 medio borreguilla huamani Quispe calvario
3 )
~ Hermenegilda Cruce
35 35 A;Zig;‘ borrega huamani Quispe calvario
. benedicta Casquina Cruce
36 36 10 meses Cria huamani calvario
37 37 3 afios borrega benedicta Casquina Cruce
9 huamani calvario
. . . . . Cruce
38 38 2 afios | borreguilla | juan Casquina sacsi calvario
o Epifanio anccasi Cruce
39 39 4 afios borrega Casquina calvario
40 40 4 afios borrega Epifanio anccasi Cruce
9 Casquina calvario
41 41 1afoy borrequilla paulina huamani Cruce
medio 9 Llanllaya calvario
42 42 4 afos borreda paulina huamani Cruce
9 Llanllaya calvario
. paulina huamani Cruce
&Y 43 7 meses Cria Llanllaya calvario
. delfina huamani Cruce
44 44 8 meses Cria inga calvario
45 45 3 afios borreda delfina huamani Cruce
9 inga calvario
46 46 3 afios borrega Juan anccasi Cruce
huamani calvario
o juan anccasi Cruce
47 47 4 afios borrega huamani calvario
48 48 6 Afos Borrega Elsa samqta Crucg
huamani calvario
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49 49 2 afios | borreguilla Elsa samgta Crucg
huamani calvario
50 50 2 afios | borreguilla roscahgzggon central
51 51 4 afos borrega rosgh(;zggon central
52 52 4 afios borrega Meliton Ra”.‘"ez central
Condori
1afioy . Meliton Ramirez
68} 53 medio borreguilla Condori central
o ) Nely checco
54 54 2 afios | borreguilla Ramirez central
55| 55 7 afos borrega hidalgo Casquina Central
flores
56 56 5 afios borrega hidalgo Casquina Central
flores
o . hidalgo Casquina
57 57 2 afios | borreguilla Flores Central
58 58 4 afios borrega julia huamani inga Central
59 59 4 afios borrega julia huamani inga Central
60 60 5 afios borrega julia huamani inga Central
61 61 4 Anos borrega delia sacsi Salhua Central
o Bernabé huamani
62 62 4 Afios borrega Zevallos Central
63 63 4afios | borrega | BemMabehuamani | onpasoN
Zevallos
64 64 5 afio Borrega L Central
Zevallos
o Bernabé huamani
65 65 5 afios borrega Zevallos Central
66 66 6 afios borrega wiliam huamam Corazén
anccasi
67 67 gAnos y borreguilla wiliam huar_nam Corazén
meses anccasi
68 68 :23Aﬁos Y borreguilla wiliam huar_nam Corazodn
meses anccasi
69 69 2 Afos | borreguilla wiliam huar_nam Corazén
anccasi
70 70 4 Afios borrega Porfirio huamani Corazén
Zevallos
71 al 6 Afos borrega Porfirio huamanl Corazoén
Zevallos
o Isidora anccasi .
72 72 5 Afios borrega Casquina Corazén
73 73 5 Afios borrega V'I";]a Casq‘.“na Corazén
uamani
74 74 2 afios | borreguilla Vilma Casquina Corazon

huamani
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Cipriano anccasi

75 75 5 Afos borrega A Corazén
Huamani
76 76 2 Afos | borreguilla C'prllj no anceasl Corazén
uamani
~ Gabino Casquina .
77 77 5 afios borrega anccasi Corazén
78 78 5 Afos borrega Gabino Casguma Corazén
anccasi
79 79 6 Afios Borrega gabino Casquma Corazén
anccasi
o demesio anccasi .
80 80 5 Afios borrega sacsi Corazén
81 81 1 Afoy borreguilla demesio apccasi Corazén
10 meses sacsi
82 82 6 Afos borrega D anccasi Corazoén
sacsi
o demesio anccasi .
83 83 5 afios borrega sacsi Corazén
84 84 5 Afios borrega marcosa anccasl Corazén
apaza
~ marcosa anccasi .
85 85 5 Afios borrega apaza Corazén
o maura anccasi .
86 86 5 Afios borrega Checya Corazén
87 87 5 Afios borrega nicanor anmanl Corazén
Casquina
~ nicanor Huamani .
88 88 6 Afios Borrega Casquina Corazén
o nicanor Huamani .
89 89 5 Afios borrega Casquina Corazén
90 90 5 afios borrega rolando Hgamanl Corazoén
Casquina
o Santiago Huamani .
91 91 3 afios borrega Casquina Corazén
B ) )
92 92 1 y~/2 Borreguilla Jalme_pomlla Corazén
afo Quispe
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Anexo 5. Calculos para determinar la prevalencia de anticuerpos contra la

IBR, en vacunos de la comunidad de Vista Alegre.

s—C><1oo
N

s—14><100
92

S=15.22%

Entonces:

15.22 x 76.78

IC +£1.96
- 92

0.1522 x 0.7678
IC+1.96 92

0.11685916

IC+1.96
- 92

IC + 1.961/0.001270208261

IC+ 1.96 x 0.03563998121

71.74 £ 0.07%

89



Anexo 6. Calculos para determinar la prevalencia de Anticuerpos contra la

IBR, en ovinos de la comunidad de Vista Alegre.

S—C><100
N

S = 0 x 100
92

S=0.00%

Entonces:

=
X
_

00.00x 0

IC +£1.96
- 92

; 0
IC+1.96 |[—
- 92

IC + 1.96V0
IC+1.96 X 0

71.74 + 0.0%
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Anexo 7. Ficha de trabajo en campo.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROPECUARIA

REGISTRO DE MUESTRAS DE SANGRE.

10

11

12
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Anexo 8. Ficha de trabajo en laboratorio — Area de Sanidad Animal.

NOMBRE DE PRUEBA..........ccciiiiiiiiiinneneea SECTOR.....cceviiinianene

DISTRITO.......cccvvnrnenen. PROVINCIA................. DEPARTAMENTO...............
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Anexo 9. Participacion en la asamblea para peticionar el permiso para la toma

de sangre de los bovinos y ovinos de la comunidad de Vista Alegre.

Anexo 10. Toma de muestra en vacuno de la comunidad de Vista Alegre.
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Anexo 11. Toma de muestra en ovino de la comunidad de Vista Alegre.
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Anexo 12. Crioviales con suero y descongelamiento antes de ser procesados.
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Anexo 14. Preparacion de soluciéon de lavado y conjugado.

. Iw\h ]

Anexo 15. Incubacion de las placas perfectamente selladas para evitar

evaporacion por 18 horas a 25 °C.
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Anexo 16. Resultados finales en placas de ELISA de vacunos y ovinos.

Anexo 17. Resultado final en la lectura de densidad 6ptica, Por el método de

lector de microplacas.
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