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RESUMEN

El presente estudio experimental fue realizado en los corrales de ovinos del Programa de
Investigacion en Pastos y Ganaderia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, situado en Ayacucho a 2755 msnm. El objetivo
fue determinar la influencia de tres niveles de proteina total en el concentrado sobre la
respuesta del ovino cruzado en engorde estabulado. Se evalu6 la cantidad de consumo de
alimento, ganancia de peso, conversion alimenticia y rendimiento de la canal en ovinos
engordados en estabulado. Para tal efecto, nueve (09) carnerillos machos enteros
procedentes de la provincia de Huancasancos con 7 y 8 meses de edad (diente de leche),
fueron alimentados durante 10 semanas con tres raciones consistentes en forraje verde
complementado con concentrado con proteina total en el concentrado (12, 14 y 16%). El
disefio experimental fue el completamente al azar y los resultados fueron sometidos a
ANVA, donde que los resultados no muestran diferencia significativas tales como: pesos
corporales finales promedio fueron: 31,67; 32,37 y 31,30 kg; los incrementos acumulados
13,60; 12,57 y 13,17 kg; los incrementos de pesos 0,19; 0,18 y 0,19 kg/animal/dia; los
consumos de alimento en materia seca 1,13; 1,11; y 1,02 kg/animal/dia; conversion
alimenticia fue de 5,77; 7,60 y 5,09 y un rendimiento de la canal 45,66; 46,07 y 47,53%
para los tratamientos 1, 2 y 3, respectivamente. Para las condiciones del estudio no se
determind diferencia estadistica para la ganancia de peso y rendimiento de la canal,
asimismo los promedios para consumo de alimento seco y conversion alimenticia son
similares para los tres tratamientos; por lo que se concluye que la diferencia en el nivel

de proteina total en el concentrado no influye sobre los cuatro (4) parametros evaluados.

Palabra clave: Ovino cruzado, proteina total y alimentacion balanceado.



INTRODUCCION

El trabajo de tesis titulado “Diagnoéstico del proceso de centinelizacion del colera
porcino en predios de crianza porcina Huanta — Ayacucho 2022” se bas6 en diagnosticar
la presencia o no del colera porcino mediante pruebas de ELISA e Inmunofluorescencia
Directa a partir de la medicion de titulos de anticuerpos del cdlera porcino en porcinos
centinelas en los 0, 15, 30 y 45 dias post introduccién en predios de crianza. El colera
porcino es una enfermedad multisistémica, altamente contagiosa que a menudo es fatal,
que afecta a porcinos domésticos y silvestres en forma aguda, crénica y subclinica
(Moening, 2000).

El presente trabajo se realiz6 debido que el Servicio Nacional de Sanidad Agraria
(SENASA) reporto brotes de Peste Porcina Clasica en el afio 2019 con la ocurrencia de 1
brote de colera porcino en el distrito de Andrés Avelino Caceres Dorregaray de la
provincia de Huamanga del departamento de Ayacucho y otra en el afio 2022 con la
ocurrencia de 2 brotes de c6lera porcino en el distrito de Luricocha de la provincia de
Huanta del departamento de Ayacucho (SENASA, 2022).

Como respuesta a la problematica planteada en el departamento de Ayacucho no
existen estudios relacionados al tema, en el empleo de porcinos centinelas para medir el
estado sanitario en predios sometidos a un plan de control y erradicacion. La
centinelizacion es una técnica utilizada para descartar brotes de cdlera porcino, se basa
en “la introduccion de porcinos susceptibles a la enfermedad, sanos y sin presencia de
anticuerpos; a lugares o zonas donde se haya ejecutado el proceso de control de la
enfermedad, con la finalidad de determinar la ausencia de la circulacion viral” (FAO,
2013).

La estrategia utilizada para lograr controlar y erradicar el co6lera porcino, es

coberturar amplias areas de vacunacion de los porcinos, ademas de la ejecucion de las



actividades de vigilancia epidemiolodgica, control estricto del Certificado Sanitario de
Transito Interno (CSTI) en el movimiento de porcinos en nuestro pais, asimismo como
sus productos y subproductos, complementado con los planes de difusiones y
capacitaciones al publico (SENASA, 2022).

Objetivo general
Conocer el diagndstico del proceso de centinelizacion del cdlera porcino en predios de

crianza porcina Huanta — Ayacucho 2022.

Obijetivos especificos
1. Conocer el titulo de anticuerpos del célera en porcinos centinelas a partir de los 0,

15, 30 y 45 dias post introduccién en predios de crianza Huanta — Ayacucho 2022.

2. Conocer el titulo de anticuerpos del colera en porcinos centinelas mediante la prueba
de Inmunofluorescencia Directa a partir de los 45 dias post introduccion en predios

de crianza Huanta — Ayacucho 2022.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes

1.1.1 A nivel internacional
Banales et al. (1996) en una investigacion titulada: “Evaluacion del programa de

centinelizacion de la Fiebre Porcina Clasica en 83 granjas del estado de Jalisco de mayo

de 1995 a febrero de 19967, en donde el objetivo:
Fue el de evaluar los resultados obtenidos del programa de centinelizacion para la
erradicacion de la FPC en el estado de Jalisco durante el periodo de mayo de 1995
a febrero de 1996, para ello se busco informacién con la SAGAR y la URPJ; los
que obtuvieron, indican que en el primer muestreo del primer grupo se reportaron
en Cuquio 5 sospechosos y 2 positivos; en Jests Maria 2 positivos; en La Barca 1
positivo y en Tepatitlan | positivo. En el segundo muestreo del primer grupo se
reportaron en Atotonilco 1 positivo; en Ayotlan | positivo y en La Barca 1
positivo. En el primer muestreo del segundo grupo se reportd en Ixtlahuacan del
Rio 6 sospechosos y 1 positivo. En el segundo muestreo del segundo grupo se
reporté en Jalostitlan 1 positivo. Ante los resultados obtenidos, la fase de
centinelizacion se considera un éxito, lo cual ha permitido a las autoridades
sanitarias tomar la decision de pasar a la fase de erradicacion en el estado de
Jalisco. (p.10)

Roscano (2015) en su trabajo de investigacion titulada “Prevalencia de Peste
Porcina Clasica en el Cantdn Paute, provincia de Azuay, mediante las pruebas de
inmunoensayo enzimatico ELISA anticuerpo (Ac) y ELISA antigeno (Ag)”, realizada en
el pais de Ecuador, donde:

De un total de 151 cerdos examinados mediante la prueba de ELISA Ac para

verificar la presencia de anticuerpos de Peste Porcina Clasica (PPC), en 66 de

ellos que equivale al 43,7% se detectd la presencia de anticuerpos para el virus de



la PPC; y 85 que representan el 56,3% no presentaron anticuerpos. Asimismo, se
pudo indicar que no hay ninguna relacion entre la edad y la presencia de
anticuerpos, del mismo modo se pudo concluir que existe relacion entre la
ubicacion de los cerdos y la presencia de anticuerpos de PPC, denotando una
influencia del lugar en el comportamiento de la presencia de anticuerpos para el
virus de la PPC. Luego de la aplicacion de la prueba confirmatoria ELISA Ag, a
los 66 casos que inicialmente fueron positivos a ELISA Ac, resultaron negativos;
determinandose que los anticuerpos detectados no son el resultado de la
circulacién viral de la PPC post infeccion, sino a los anticuerpos post-vacunales;
asimismo se puede manifestar que los casos clinicos de la enfermedad de la PPC
que se observaron en el afio 2012 en la parroquia EI Cabo fueron controlados y no
ha vuelto a presentar nuevos brotes; seguramente debido a que los pequefios

porcicultores realizan inmunizaciones sistematicas. (p. 1)

Monzén (2016) en su investigacion titulada “Determinacion de la presencia de
Peste Porcina Clasica (PPC) en la porcicultura de Guatemala en el afio 2016, por medio
de la prueba de reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) en el laboratorio de
referencia de sanidad animal LARRSA” en donde:
Se disend un calculo de muestra utilizando la formula de “Canon and Roe” para
determinar el estatus sanitario del virus de la Peste Porcina Clasica —PPC- en
Guatemala, principalmente dirigido a hembras de descarte y lechones rezagados.
Y asi mismo aportar los resultados al programa nacional de sanidad porcina
(PRONASPORC) para poder continuar con la ruta de erradicacion de la
enfermedad y poder declarar al pais libre. La técnica de PCR se utilizd en este
estudio ya que es altamente sensible y especifica, no requiere de manipulacion
post PCR, teniendo un 95% de sensibilidad y especificidad donde en este estudio
se identificaron dos falsos positivos de 2,349 tejidos procesados dando una
prevalencia estimada de 0%. Se realiz6 una investigacion activa en el area donde
se recolectaron los tejidos “positivos” tomando en cuenta todas las unidades de
produccion porcina para descartar la posibilidad de circulacion viral. Todas
aquellas muestras que no cumplieron con los criterios de inclusion, identificacion
y técnicas de toma y envio de muestras fueron desechadas siendo estos mas de
mil tejidos. Determinando que el estatus sanitario en Guatemala de Peste Porcina

Clasica fue negativo principalmente en hembras de descarte, lechones retrasados



en el crecimiento y animales en crecimiento en 496 mataderos de todo el pais. (p.
41)

demostro la ausencia o presencia de circulacion viral de Peste Porcina Clasica
mediante la técnica de PCR, la metodologia empleada fue muestrear porcinos.
Obteniendo como resultado que de 2 349 muestras se concluyd que la prevalencia

estimada de la enfermedad de Peste Porcina Clasica en el pais, es de 0%.

1.1.2 A nivel nacional
Ayma (2021) en su trabajo de investigacion titulado “Centinelizacion de Peste

Porcina Clasica, mediante el Plan de Control y Erradicacion Oficial en predios de crianza

familiar — Calana 2019” el objetivo fue:
Determinar la presencia de anticuerpos mediante el programa de centinelizacion,
para ello se utilizaron 40 muestras de sangre y 30 muestras de Organos
(Amigdalas, Ganglios Linfaticos, Bazo), provenientes de porcinos centinelas a los
0,15,30,45 dias de introduccion a los predios. Las muestras colectadas fueron
analizadas en la unidad del centro de diagndstico de sanidad animal (UCSDA),
mediante las pruebas de ELISA de bloqueo, Inmunofluorescencia directa (IFD) e
Inmunoperoxidasa directa (IPD). Los resultados indican que en los 4 muestreos
serologicos realizados el, 100% de la poblacion centinela no presentaron
anticuerpos post infeccién, asimismo las pruebas de IFD e IPD no detectaron
presencia del virus en los 6rganos muestreados, dando como resultado un
porcentaje de 0% a la presencia del virus de PPC, concluyendo que el programa

de centinelizacion fue efectivo. (parr. 1)

1.2.  Historia

El Cdlera Porcino se origind en los Estados Unidos de América, pero en la
actualidad su distribucion es casi mundial (Radostis et al., 2002). Inicialmente se teorizd
que la enfermedad se trajo desde Europa; sin embargo, en Europa se maneja el discurso
de que surgié en Norteamérica. ElI Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
reportd el primer caso en Ohio en 1833, aunque Van, O (2003) indicé que el primer caso
de Colera se presentd en Tennesse, cerca de 1810. La enfermedad demostrd ser una
epizootia ciclica generando grandes brotes en E.E.U.U. durante 1887, 1896, 1913 y 1926
(Dunne, 1967).



Desde su aparicion en los E.E.U.U en 1830, la enfermedad ha causado severas
afecciones en materia econdémica para el rubro porcicultor ya que la mortalidad, descenso
de tasa de crecimiento y virulencia son factores que la hicieron bastante alarmante
(Morilla, 2003). Desde el punto de vista de Gonzales (2005), menciona que el colera
porcino es “la enfermedad viral mas importante de la produccion porcina mundial, debido
a su gran poder de diseminacién, por lo que estd presente en un gran nimero de paises
productores de cerdos”. El colera porcino esta presente en muchos paises y puede
convertirse en una epidemia importante debido a su naturaleza transmisible. Debido a su
alta transmision y sus graves consecuencias sanitarias, econémicas y sociales, el célera
porcino ha sido incluido en la lista negra de enfermedades infecciosas de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal [OMS] (OIE, 2019).

1.3.  Sinonimia
El Colera Porcino se la conoce también como: Peste Porcina Clasica (PPC); Fiebre

porcina clasica; Mancha roja (Roscano, 2015).

1.4. Etiologia

El virus de la Peste Porcina Clésica (vPPC) es adscrito a la familia Flaviviridae,
miembro del género Pestivirus (Fauquet et al.,, 2005). EI vPPC estd relacionado
antigénicamente con el virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) y el virus de la
Enfermedad de la Frontera (VEF) que afecta al ganado bovino y ovino respectivamente.
A dia de hoy, los Pestivirus se han dividido en cuatro especies: Virus de la Peste Porcina
Clasica (vPPC), Diarrea Viral Bovina virus-2 (vDVB-2), Virus de la enfermedad de las
Fronteras (VEF) y Diarrea Viral Bovina virus-1 (vDVB-1) (Enriquez, 2013).

1.5. Morfologia

Su material genético esta conformado por una macromolécula de &cido
ribonucleico (ARN), rodeado por proteinas de la capside, es un virus cubierto, presenta
un diametro de entre 40-50 nandmetros, y una capside de 20 caras (FAO, 2006-2008). El
PPC presenta 4 proteinas estructurales de importancia crucial: la proteina C (p14),
componente de la capside, y tres glicoproteinas, la proteina E1 (gp33), la proteina E2
(gp55) y la Erns (gp44/48), fuera de siete proteinas estructurales extras. Existe una
marcada variabilidad antigénica entre los distintos aislados del virus de la PPC
(Moormann et al., 1990).



Figura 1.1
Esquema resumido del virus causante del célera porcino con sus proteinas estructurales

(Arias,2006)

Erns

1.6. Epidemiologia
1.6.1. Distribucion geografica

El Colera Porcino se encuentra en gran parte en Asia, algunas islas del Caribe,
paises africanos de Madagascar y Mauritius, y en gran parte de América del Sur. Esta
enfermedad se ha erradicado en Canadda, Nueva Zelanda, Australia y E.E.U.U. junto a
gran parte de Europa central y occidental y Centroamérica. EI vPPC es propio en la
poblacion del jabali europeo en regiones europeas. (Spickler, 2015). De acuerdo a las
publicaciones realizadas en las revistas de SENASA (2005) menciona que “la enfermedad
es enzodtica, prevaleciendo la enfermedad aguda en la sierra y selva, y la enfermedad
subclinica en la costa. En Per0 se hizo el reporte en Cajamarca, Ica, Puno, Madre de Dios,

Lima, Ucayali y Arequipa”.



Figura 1.2

Estado de paises de América dentro del Programa de erradicacion del célera porcino de las

américas (Gabriela et al., 2011)

. Enfermedad erradicada
Enfermedad en fase de control

. Enfermedad endémica

1.6.2. Fuentes de infeccion

Los jabalies y cerdos son los unicos hospederos naturales del virus de la PPC.
Existe asociacion antigénica entre los virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) y de la
PPC, también la susceptibilidad de porcinos complica el diagnostico de laboratorio; los
cerdos domésticos y silvestres son los Unicos susceptibles a la infeccién natural; por los
registros y estudios se sabe que el virus no tiene efecto en el humano (AGROCALIDAD,
2014).

1.6.3. Métodos de transmision

La forma de transmision méas importante es el contacto directo entre cerdos sanos
y enfermos o portadores asintomaticos. Las vias de contagio son por inhalacion, ingestion
de alimentos contaminados, dermaticamente, fluidos corporales y via placentaria de la
marrana a sus lechones. También se puede difundir mediante vectores, instrumentos

veterinarios o personales (FAO, 2003).

“También se puede esparcir en localizaciones productoras, contacto indirecto e
infeccion tras placentaria donde los lechones toman papel de portadores asintomaticos o

con anormalidades congénitas” (Codigo Terrestre, 2015).



1.6.4. Resistencia

El virus de la Peste Porcina Clésica (PPC) se difunde en solventes de lipidos. Con
pH de 5 a 10 esta activo, pero se inactiva en condiciones de acidez inferior a 3. “Es
termoestable y puede sobrevivir en sangre desfibrinada hasta 14 dias a 37° C., es sensible

a procesos de desecacion o de iluminacion y putrefaccion” (Castellanos, 2011).

La resistencia del virus en el medio ambiente se supedita a la condicion de
preservacion que se le aplique. El virus es voluble a muchas variables fisico-quimicas,

como temperatura, otros compuestos biol6gicos o simplemente sustancias quimicas.

1.6.5. Periodo de incubacion

Morilla (2003), menciona que es “la etapa de incubacion del Cdlera Porcino varia
desde 2 hasta 14 dias, dependiendo de la virulencia de la cepa, la via de inoculacién y la
dosis. Para la situacion rural el periodo puede ampliarse de 2 a 4 semanas”.

1.6.6. Patogeniay cuadro clinico

En condiciones normales el virus ingresa via oronasal. Es rara la infeccion por la
mucosa Optica o por contacto sexual. Radostis (2002), menciona que “la tonsila es el sitio
primario de replicacion; la infeccion inicia en las células epiteliales de las criptas
tonsilares y continua hacia el tejido linforeticular circundante”. En el animal, el virus se
reproduce en las amigdalas o en los nddulos linfaticos regionales (ducto vaginal, piel).
Luego el virus pasa a la circulacion generando viremia (12-20 horas post infeccién a
varias semanas). SENASA (2005) menciona que “se extiende por los 6rganos blanco
(bazo, ganglios, rifion, pulmén, médula 6sea), donde sucede una nueva replicacion y

lesiones de caracter hemorragico”.

El virus ingresa por via gastrorrespiratoria y afecta las células epiteliales de las
amigdalas y/o las células linfoides de los ganglios linfaticos regionales, donde la
replicacion del agente infeccioso se propaga por via hematoldgica y linfatica. Los
ganglios linfaticos y el tejido reticular, el endotelio también cambian. El virus se propaga

a través del torrente sanguineo a otros 6rganos, donde causa enfermedad (FAO, 2003).

Las principales vias de eliminacion del virus son las secreciones corporales de
tipo oronasal y lagrimal, urinario y/o digestiva; al ya poder realizar este proceso el animal
se convierte en portador (SENASA, 2005).



Al presentarse el virus provoca leucocitopenia severa e inmunosupresion,
ocasionando infecciones secundarias entéricas o respiratorias, las cuales ocultan los
signos mas caracteristicos de la peste porcina clasica impidiendo reconocer facilmente la
enfermedad (SENASA, 2005).

1.6.7. Forma aguda

Considerable letalidad de la enfermedad que se da entre los 20 y 40 dias desde la
infeccion es relevante a nivel de productores. Un patrén comun es la fiebre alta (superior
a41°C), depresion, falta de apetito, enrojecimiento de la piel que culmina en una cianosis
por hipoxia prolongada (de las orejas, el hocico, el abdomen y la zona medial de las 4
patas), manifestaciones objetivas nerviosas (temblores, marcha ondulante, andar en
"punta de ballet", posicion "sentado™) conjuntivitis catarral con vastas secreciones
oculares, descargas nasales y constipacion continuada de diarrea de amarillenta que se
torna escarlata (hemorrégica). Durante la necropsia se aprecian hemorragias petequiales
(puntiformes) de manera sistémica, aunque son mas frecuentes en rifidn, vejiga urinaria,
ganglios linfaticos, laringe, vesicula biliar, estdmago e intestinos. Se observan zonas de
necrosis en tonsilas (SENASA, 2005).

Servicio Nacional de Sanidad Agraria [SENASA] (2005) en su investigacion
Resumen Noveno Seminario Internacional de Sanidad y Produccién Porcina indica que:
Los infartos marginales del bazo aparecen bien definidos al estudio y de color
pardo oscuro, pero no siempre llegan a expresarse Los ganglios linfaticos del
cuello, inglés, mesentéricos, renales y gastrohepaticos pueden aparecer
congestionados, hemorragicos o aumentados de tamafio. En intestino en general
se evidencia, ademas de congestion, una enteritis catarral con hiperemia difusa de
la mucosa y aumento de tamafio de las Placas de Peyer. En fases mas
evolucionadas se observa colitis y necrosis de los foliculos linfoides a nivel de

valvula ileocecal. (p. 37)

1.6.8. Forma sub aguda

Las expresiones clinicas son parecidas a las de la fase aguda, pero mas livianas y
prolongadas. El deceso sigue entre los 20-30 dias luego de la infeccidén. Los
descubrimientos en la necropsia son al de la fase aguda, aunque pueden apreciarse

recurrentemente Ulceras botonosas en el ciego y en la region de la valvula ileocecal. Estas
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consisten en areas de necrosis circulares ex e incéntricas relacionadas a foliculos linfoides

y desde unos minimos milimetros hasta 2 cm de didmetro (SENASA, 2005).

1.6.9. Forma cronica
SENASA (2005) en su revista titulada “Resumen Noveno Seminario

Internacional de Sanidad y Produccidn Porcina. Lima-Pert’” menciona que:
El desarrollo es muy tarde y se extiende mas de 30 dias, con intervalos
intermitentes de fiebre y viremia. Se expresa por decaimiento, merma, retraso del
crecimiento, apetito irregular y conjuntivitis con parpados juntos por secreciones
purulentas (parpados "engomados"). Debido al caracter inmunosupresor de la
infeccion por el virus de la PPC, el cuadro clinico puede ser intricado con
compleja sintomatologia. Son recurrentes las infecciones bacterianas secundarias
que enrevesan el cuadro clinico, por lo que se presentan manifestaciones clinicas
enmarafiosas con manifestaciones objetivas digestivas, respiratorias o0
neuroldgicas, en supeditacion de los agentes involucrados y los sistemas
afectados. Con respecto a los hallazgos en la necropsia hay escasas evidencias de
hemorragias universalizadas. En el intestino se aprecian recurrentemente Ulceras
botonosas, aungque con mas frecuencia emerge una enteritis con signos focales de
necrosis con almacenamiento de fibrina (enteritis difteroide). Los ganglios
linfaticos llegan a alterar su funcion y tamafio de manera negativa (atrofia),
aungue algunos reportes lo evidencian con aumento del tamafio (hiperplasia). (p.
57)

1.6.10. Forma congénita

El virus de la PPC es capaz de evadir la barrera transplacentaria y segun el estadio
de la gestacion en que se dé la infeccion y de la virulencia de la cepa, se generan anomalias
fetales: abortos y momificaciones; o neonatales: lechones muertos, débiles o con
temblores (mioclonias); o los nacimientos aparentemente sanos con la incidencia de
infectados virtuales, que finalmente culminan en la enfermedad y no generan anticuerpos
puntuales contra el virus inmunotolerantes. Estos lechones inmunolotolerantes no son
identificados por pruebas serologicas, por lo tanto, concluyen en importantes desde el
enfoque de vista epizootioldgico, ya que fungen como agentes de reservorios en la
transmision del virus, ayudando a la supervivencia en sus hospederos naturales y la

preservacion de la circulacion en la piara (SENASA, 2005).
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1.6.11. Diagndstico
Spickler (2015) en su revista titulada “The Center for food Security &
PublicHealth” menciona que:
Debe sospecharse la presencia del Cdlera Porcino en cerdos con signos de
septicemia y fiebre alta, en particular si fueron alimentados con restos de comida
cruda o si se incorporaron animales nuevos a la piara. Sin embargo, debe
recordarse esta enfermedad en piaras con otras manifestaciones objetivas, incluso
piaras reproductoras con pobre rendimiento reproductivo y la incidencia de la
enfermedad en los lechones. Es probable que sea complicado discriminar la PPC
de otras enfermedades sin examen de laboratorio que lo confirme. (p. 121)

1.6.12. Diagndstico diferencial
Dada la gran variedad de sintomas y lesiones del Colera Porcino, asi como la gran
variedad de lesiones comunes que puede presentar con otras enfermedades hemorragicas

del cerdo, tenemos las siguientes:

Peste Porcina Africana (PPA) “En esta enfermedad la tasa de mortalidad y
morbilidad son més altas que en la peste porcina clasica, en este caso los signos clinicos

y las lesiones anatomopatologicas son distinguibles” (Lepoureau & Abreu, 2003).

Figueroa (1984) menciona que “la Erisipela dafia a los marranos de todas las
edades. La mortalidad es menor que en la PPC, los animales responden al tratamiento con
antibidticos”. Las lesiones anatomopatologicas y microscopicas se pueden discriminar de
la PPC. La diferenciacion bacteriana en el laboratorio puede confirmar la sospecha

diagnostica del médico veterinario.

Aujeszky o Pseudorrabia “porcinos perjudicados presentan sintomas nerviosos y
meningoencefalitis no purulenta, poca flexibilidad en las extremidades, que se
manifiestan extendidas, reporte de cuerpos de inclusion intranucleares en neuronas y
células de la glia y la posible presencia de necrosis multifocal en el higado y bazo son
manifestaciones objetivas indicativas de la enfermedad de Aujeszky” (IICA, 2000).
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Lepoureau y Abreu (2003) menciona que “la salmonelosis cursa con lesiones
intestinales similares a los botones pestosos, infiltrado de polimorfo nucleares neutréfilos

rodeando a la lesion y la existencia de focos de necrosis en el higado”.

Figueroa (1984) indica que la “Léptospirosis se presenta pocos casos agudos y
existe antecedentes de signos compatibles con esta identidad. El apartamiento bacteriano

y la serologia avala el diagnostico”.

Moennig et al. (1990) indica que “las Intoxicaciones con cumarinos y sal, por el
empleo de rodenticidas en el area. Se da de forma sobreaguda y prevalencen las

hemorragias”.

1.6.13. Identificacion del agente
Caodigo Terrestre (2015) en el “Capitulo 15 del Cédigo Terrestre de la OIE, Peste
Porcina” menciona que:
El reconocimiento del Agente, se hace empleando la técnica de reaccion de la
cadena de polimerasa con trascripcion inversa (RT-PCR) o en tiempo real de RT_
PCR, aislamiento viral en cultivo celular, con la deteccion de virus por
inmunofluorecencia o inmunoperoxidasa, mediante confirmacion de la
identificacion con anti-ticuerpos monoclonales y la prueba de inmuno

fluorescencia en secciones de criostato de érganos de cerdos afectados. (p. 94)

1.6.14. Inmunofluorescencia Directa (IFD)
Romero et al. (1998) en su trabajo titulado “Diagnostico laboratorial de la Peste
Porcina Clésica.” menciona que:
Esta prueba no diferencia si es virus vacunal o de campo, ya que durante los
primeros 15 dias postvacunacion se detecta virus vacunal en érganos. Es un
examen raudo que llega a emplearse para identificar el antigeno del vPPC en los
tejidos: tonsilas, bazo, el rifion, nddulos linfaticos. Se fichan con marcadores las
partes en cuestion como tejido cortadas con inmunoglobulina anti-PPC conjugado
al isotiocianato de fluoresceina (FITC) o empleando un FITC secundario
indirectamente conjugado; estudia mediante la microscopia de fluorescencia para

confirmar los resultados del estudio. (p. 52)
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1.6.15. Transcripcion inversa de Cadenas de Polimerasas (RT-PCR)
Codigo Terrestre (2015) en su “Capitulo 15 del Cddigo Terrestre de la OIE, Peste

Porcina” menciona que:
Dada la velocidad y sensibilidad, la RT-PCR es la mejor para el cribado y el
respaldo de casos en evaluacion de enfermedad, y estd respaldada por varios
paises y por la Unién Europea (UE). Aunque, debe considerarse que pueden darse
falsos positivos por una contaminacion del ambiente diagnostico, del mismo
modo falsos negativos, debido a indudables inhibidores en la muestra. Asi, pues,
cualquier resultado positivo en un brote primario debe confirmarse siempre con
otras pruebas. Es indispensable considerar un nimero suficiente de controles
positivos y negativos en cada realizacién de la prueba; del mismo modo es
recomendable que se consideren controles internos. Aplicable a muestras de
sangre o suero, también a érganos sélidos y extra donantes de cultivo celular; ha

sido empleada con fructiferos resultados en casos de brotes. (p. 95)

Aguilera (2011) en su investigacion titulada “PCR en tiempo real”’, donde detalla
sobre la transcripcion inversa de cadenas polimeras, indica que:
Al dia de hoy el PCR en tiempo real es la técnica més efectiva para la ubicacion
de acidos nucleicos (ADN y ARN), combina el aumento y deteccién en un mismo
proceso al correlacionar el producto de la PCR de cada ciclo con un signo notorio
de intensidad de fluorescencia. Para la ampliacion por PCR en tiempo real, aparte
de los reactivos utilizados, se requiere usar un fluor6foro. Casos excepcionales
emplean ensayos cuantitativos y se necesita determinar la cantidad de moléculas
ARNM, por lo tanto, es obligatorio realizar una reaccién de transcripcién reversa
(RT) del ARNm a ADNCc previa aplicacion de la PCR en tiempo real. Para el caso,
el ensayo se conoce como retrotranscripcion o RT acoplada a la PCR (RT-PCR),
la que puede usarse en uno o dos pasos. Terminando, se procede a la amplificacion
(sintesis) del ADN, ARN o ADNCc en un termociclador acoplado a un sistema
oOptico, que hace el seguimiento de la sefial de los fluor6foros empleados para
identificar el producto amplificado. Por este motivo la fluorescencia de éstos
incrementa conforme el resultado se amplifica, se mezclan los pasos de

amplificacion e identificacion en una sola etapa. (p. 63)
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Aguilera (2011) menciona que “los fluor6foros empleados para monitorear la
amplificacion del ADN en medio de la PCR en tiempo real llegan a ser de dos tipos: a)
fluoréforos con afinidad por el ADN y b) sondas especificas para fragmentos del ADN,
es decir, que sélo emiten fluorescencia cuando se ha amplificado un fragmento del ADN

de interés (blanco)”.

Las muestras idoneas para PPC seran, por antonomasia, donde se refugia el virus,
como las tonsilas palatinas. Debido a la alta sensibilidad (99%) y especificidad (95%) de
la prueba (SENASA, 2005).

1.6.16. Tratamiento
Ningun tratamiento es eficaz para esta enfermedad hasta la fecha de realizar el
presente trabajo (SENASA, 2005).

1.7.  Prevencion
1.7.1. Vacunacion

El control eficiente requiere emplear una secuencia de medidas de naturaleza
sanitaria, en regiones de elevada densidad porcina y que presenta prevalencia del virus de
PPC, se hace indispensable emplear programas inmunoprofilacticos junto a medidas
higiénico-sanitarias que ayuden a disminuir las consecuencias negativas de la enfermedad
0 conseguir la erradicacion. Las medidas mas sugeridas son la vacunaciéon y

exterminacion (Camacho, 2005).

Es muy importante la capacitacion de los criadores y todo individuo
comprometida en el trabajo porcicultor, ya que es necesario hacer entender el caracter
elevadamente contagioso y la sencillez con la que se difunde la enfermedad (SENASA,
2005).

Existen varios métodos que se utiliza para inmunizar frente al VPPC desde la
serovacunacion a diferentes tipos de vacunas vivas e inactivadas esto se utiliza en varios
paises, a dia de hoy, las vacunas mas empleadas en diferentes planes de erradicacion del
PPC, son las vacunas vivas debilitadas, derivadas de las reconocibles CEPA "CHINA"
y/o CEPA "THINVERVAL" (UNR, 2007).
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1.7.2. Vacunacion con cepa China

La génesis de la cepa China no se sabe con certeza. Generalmente las cepas Chinas
han sido registradas centenares de veces en conejos. Estas han sido consecuentemente
adaptadas para el crecimiento en medios de cultivo celular (Terpstra et al., 1990).
Genéticamente se individualiza por tener una insercion de 13 nucledtidos subsecuentes

de Uracilo en la region 3' UTR, inexistentes en otras cepas de PPC (Moormann, 1996).

1.8.  Monitoreo de PPC (vigilancia activa)

Con el proposito de verificar la condicion sanitaria en las crianzas porcinas en las
“zonas de control” asi como determinar las zonas libres o controladas de PPC, se
realizaran la toma de muestras en campo, en centros de beneficio o lugares de matanza
familiar, asi como también en granjas o predios pecuarios elegidos al azar. “La toma de
muestras se realiza de manera mensual, teniendo en cuenta que la fecha de la ultima
vacunacion no debe ser menor a treinta y cinco (35) dias; el virus vacunal persiste en
tejidos hasta por 35 dias post vacuna” (SENASA, 2011), lo que puede generar resultados

inadecuados.

Mediante el andlisis de las muestras remitidas a la UCDSA se buscara detectar el

antigeno de la Colera Porcina mediante las siguientes pruebas:

Tabla1.1
Nombre de pruebas par deteccién de antigeno de la colera porcina
Nombre de las pruebas Descripcion
Inmunofluorescencia Directa “Detecta antigenos de Pestivirus en general” (SENASA, 2011)
(IFD)

Transcripcién Inversa de Cadenas  Confirmacion genética (de ARN) del virus de PPC solo se realizara
de Polimerasas (RT-PCR) esta pruebaa :
v Las muestras positivas a IFD e IPD .
v En caso de evidencia clinica altamente sospechosa .
v En caso de zonas donde no se haya reportado la enfermedad .
v Ocurrencias de enfermedad con nexo epidemiolégico a un caso
anterior ya confirmado en laboratorio, mediante las pruebas

antes sefialadas .

Secuenciamiento genético “Para identificar la procedencia del virus de la PPC. Su empleo se
limita solo a los resultados positivos de transcripcion inversa para
la RCP” (SENASA, 2011).
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1.9.  Atencion de sospecha y ocurrencia de PPC (Vigilancia Pasiva)

De acuerdo con lo que menciona SENASA (2011) en su publicacion titulada
“Procedimiento: control, prevencion y erradicacion de peste porcina clasica” menciona
que el procedimiento ante una sospecha de la enfermedad se procedera de la siguiente
manera:

Porcicultores y propietarios de cerdos, deben estar comprometidos a notificar al

SENASA de la localidad, los casos sospechosos de manera inmediata de modo

que la contencion sea rapida y efectiva, ademas de permitir las acciones del

servicio oficial y seguir las recomendaciones que establecen. Personal ASP
asignado, es el encargado de las tareas asignadas en apoyo a la interdiccion,
atencion del foco y control de la enfermedad. Emite el informe Técnico al RSP.

Personal RSP, encargado del disefio de la estrategia de atencion y sospecha y/o

ocurrencia de PPC, del rastreo epidemioldgico, asimismo recopila informacion

necesaria para evaluar el impacto y determinacion de areas de influencia de la
enfermedad (delimitacién de zonas de ejecucion de medidas sanitarias), la
recuperacion de la condicion anterior a la ocurrencia de la enfermedad y plantea
la estrategia de control de la enfermedad al JASA. JASA, es el responsable es su
jurisdiccion del seguimiento de las acciones de campo en la zona afectada.
Supervisa la ejecucién de actividades de campo desde la identificacién del brote

de enfermedad hasta el levantamiento de la cuarentena. (p. 24)

1.10. Definicién de sospecha
De acuerdo con lo que menciona SENASA (2011) en su publicacion titulada
“Procedimiento: control, prevencion y erradicacion de peste porcina clasica” menciona
que:
Teniendo en cuenta que el periodo de incubacion de la PPC es de 2- 14 dias y que
los signos clinicos que se presentan son de forma variable e inespecificos, la
decision de considerar sospechoso un animal dentro de una explotacién o crianza

se basara en la observacidn clinica de los cerdos. (p. 25)
1.10.1. Acciones ante una sospecha de PPC (vigilancia pasiva).

SENASA (2011) en su publicacion titulada “Procedimiento: control, prevencion

y erradicacion de peste porcina clasica” menciona que:
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Ante cualquier indicio, reporte 0 una inspeccion de rutina se sospecha de la
ocurrencia de PPC, el RSP o quien designe el JASA se encarga de la ejecucion
del Rastreo Epidemioldgico. Para tal efecto el RSP evalua la calidad de la
informacidn, en caso este sea por via telefonica u otro medio no personal e indaga
para obtener informacion relevante que permita confirmar la sospecha de PPC.
Reporta la situacion al JASA o quien este encargado del &rea y se apersona a la
explotacion porcina, plaza pecuaria, camal u otro de la forma maés rapida posible,
Ilevando consigo un Equipo Personal de bioseguridad y toma de muestras. El
especialista debe decidir y asumir las medidas de bioseguridad que el local tenga
disponible, en caso el ambiente de crianza no las tenga suministrada, se debera
tomar las medidas alternas para evitar el riesgo de difusion de la posible
enfermedad. (p. 25-26)

1.10.1. Resultado de laboratorio positivo a la enfermedad de PPC y establecimiento
de cuarentena
SENASA (2011) en su publicacion titulada “Procedimiento: control, prevencion
y erradicacion de peste porcina cldsica” menciona que:
Confirmada la ocurrencia del cdlera porcino mediante analisis de laboratorio y en
base al informe que emita el RSP encargado de la evaluacién epidemiolégica, con
opinién del JASA y del director ejecutivo del SENASA de la jurisdiccién, se
declara cuarentena en area focal y las medidas que conllevas esta accion en las

zonas delimitadas alrededor de esta. (p. 26)

1.10.2. Procedimiento para el control de la enfermedad.

SENASA (2011) menciona que “el médico veterinario del SENASA o de la
préactica privada autorizado por convenio informa al JASA de la ocurrencia de PPC con
este informe el director ejecutivo solicita el apoyo de las Fuerzas Policiales, si es el caso
asi lo requiere y se ejecutan las siguientes medidas”:

Acciones en el foco:

e Una vez establecida la cuarentena, se sacrifican los animales con colera porcino
positivo, clinicamente enfermos, con deformaciones febriles y otros expuestos
directamente al colera porcino positivo. De igual modo apunta el sacrificio de
cerdas, cuyas crias participaron en el proceso epizo6tico o presentan

indicadores negativos de produccion y reproduccién.
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e No vacunar en predios expuestos, inmediatamente después del brote.

¢ El método de eliminacion debe ser planificado dependiendo del volumen de los
animales, rapidez en la técnica para prevenir la difusion de la enfermedad,
seguridad de los operarios, seguridad ambiental y considerando el bienestar de
los animales.

e Eliminacion de desechos, “una vez concluido el sacrificio de los cerdos
proceder a retirar todo el estiércol o porquinaza de los corrales afectados y
enterrarlos junto con los cerdos sacrificados”.

e Limpieza, desinfeccidn y eliminacion de roedores “se realiza la limpieza y
desinfeccion de toda la granja o predio afectado, asi como los materiales y
equipos que se encuentren en ella bajo la supervision del responsable del
grupo” (SENASA, 2011).

1.11. Determinacion del estatus de pais, zona o compartimiento libre del colera
porcino
SENASA (2011) en su publicacion titulada “Procedimiento: control, prevencion
y erradicacion de peste porcina cldsica” menciona que:
Las consideraciones descritas en este procedimiento con concordantes con los
lineamientos establecidos en el codigo Sanitario para Animales terrestres vigente,
de la Organizacion mundial de Sanidad Animal (OIE) en relacion a vigilancia
epidemioldgica especifica para demostrar la ausencia de la infeccion,
movilizacién interna y externa de especies susceptibles, atencion de casos de
enfermedad, acciones de cuarentena, inmunizacion de animales susceptibles,
entre otros de importancia sanitaria, a fin de demostrar la ausencia de la infeccién

en las poblaciones de cerdos susceptibles a la PPC. (p. 28)

El objetivo es adquirir y mantener el estatus de pais libre de colera porcina,
asimismo es posible mantener una o méas sub poblaciones de animales con un
estatus sanitario distinto al resto del pais. Las sub poblaciones pueden estar
separadas del resto de la poblacion de animales por barreras naturales o artificiales

y en determinadas situaciones, por el empleo de métodos de gestion adecuados.
(p. 28)
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Para demostrar la ausencia de la actividad viral y declarar zona o compartimiento

libre de enfermedad se realizaré las acciones siguientes detalladas en figura 1.3.

Figura 1.3
Acciones para demostrar la ausencia de actividad viral

1.12. Centinelizacién
La FAO (2013) en su manual titulado “reconociendo la peste porcina clasica”

menciona que:
El proceso se da mediante el ingreso de animales volubles, sanos y libres de
anticuerpos para FA a los ambientes en donde se dio el sacrificio sanitario,
desinfeccion y culminado el proceso sanitario. ElI objetivo es corroborar la
ausencia de virus en el establecimiento, a través del monitoreo permanente de los
animales centinelas. Las especies elegibles son bovinos menores a un afio y/o
cerdos de 45 kg aproximados, cuyo origen sea de zonas libres de la enfermedad
sin vacunacion. Se sugiere emplear animales iso-especie de los participantes en el
brote. La duracion de la centinelizacion corresponde como minimo a dos periodos
de incubacion de la enfermedad, con resultados negativos a FA. Los animales
deben permanecer libres dentro del establecimiento, asegurandose una rotacion

de ellos en la zona donde qued6 ubicada la fosa sanitaria. (p. 45)
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También recomienda la FAO (2013) sobre el procedimiento en la centinela en su
publicacion titulada “reconociendo la peste porcina clasica” menciona que:
Los animales centinelas se deben inspeccionar dos veces al dia (mafiana y tarde)
lo que debe quedar registrado en documento elaborado para ese fin. Muestras de
suero y de LEF se deben realizar en forma individual al dia de ingreso, al dia 15
y 30 de introducidos los centinelas. En caso de detectarse la enfermedad, se debe
sacrificar a la totalidad de los centinelas y repetir nuevamente todo el proceso de
desinfeccion, vacio sanitario y posteriormente realizar nuevamente una
centinelizacion. Si la prueba en el periodo de centinelizacion es superado con
resultados negativos, los animales centinelas pueden quedar formando parte de la
poblacién predial, o enviados a faena en establecimientos con inspeccion oficial
para consumo interno. Los funcionarios que estan a cargo de la centinelizacion

deben cumplir con estrictas normas de bioseguridad. (p. 46)

1.13. Marco conceptual
1.13.1. ASP

Asistente en Sanidad Porcina.

1.13.2. Animal centinela

“Especies muy susceptibles, sin infeccion ni anticuerpos, que localizados en un
area determinada podria contraer la enfermedad en caso de que el agente infeccioso esté
presente” (NIH, 2010).

1.13.3. Anticuerpos
“Proteina inmunoldgica que producen los linfocitos en respuesta al contacto con
un antigeno” (NIH, 2010).

1.13.4. Cribado

“Someter a una seleccion rigurosa un conjunto de personas o cosas” (NIH, 2010).

1.13.5. Cuarentena

“Accion legal, que impone restricciones en el movimiento interno de entrada o
salida de un predio definido o de un area, con el propdsito de evitar la difusion directa de
la enfermedad” (NIH, 2010).
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1.13.6. Centinelizacion

“Procedimiento de vigilancia epidemiologica en el que se utilizan animales de
especies susceptibles, no vacunados, libres de anticuerpos contra el virus de Peste Porcina
Clasica (testigos), todo durante un periodo previo al repoblamiento de una regién azotada
por el brote de la enfermedad” (NIH, 2010).

1.13.7. Endémico
“Enfermedad que reina habitualmente, o en épocas fijas, en un pais o comarca”
(NIH, 2010).

1.13.8. Enfermedad enzootica
“Enfermedad que afecta a una o mas especies animales en un determinado

territorio, por causa o influencia local” (NIH, 2010).

1.13.9. JASA
Jefe del Area de Sanidad Animal.

1.13.10. RSP

Responsable de Sanidad Porcina.

1.13.11. Piara
“Designa varios animales de la misma especie (Porcinos) que se crian juntos bajo

control humano o un grupo de animales silvestres de instinto gregario” (NIH, 2010).

1.13.12. Predio

Finca, tierra o posesion inmueble.

1.13.13. Purines

“Los purines son cualquiera de los residuos de origen organico, como aguas
residuales y restos de vegetales, cosechas, semillas, concentraciones de animales muertos,
pesca, comida, excrementos sélidos o liquidos, o mezcla de ellos, con capacidad de

fermentar o fermentados que tienen impacto medioambiental” (NIH, 2010).

1.13.14. PPC
Peste Porcina Clasica.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1.  Método procedimental
2.1.1. Ambito de estudio

Fase de campo: Se realiz6 en predios posterior a brotes de Peste Porcina Clésica,
pertenecientes al distrito de Luricocha de la provincia de Huanta del departamento de
Ayacucho; el primer predio se ubicé con latitud -12.903042 y longitud - 74.271528 y el
segundo predio a una latitud -12.823055 y longitud -74.244220.

Fase Laboratorial: El analisis de las muestras de suero sanguineo, tonsilas y
organos se realizé en los Laboratorios de la Unidad de Centros de Diagnostico de Sanidad
Animal del Servicio Nacional de Sanidad Agraria que se encuentra ubicado en el distrito

de La Molina de la provincia de Lima del departamento de Lima.

2.1.2. Disefio de investigacion
Tiene un disefio no experimental de corte longitudinal porque no se manipularon
las variables; se analizaron tal como son y es de corte longitudinal debido a que se

recolectaron los datos a través del tiempo en puntos o periodos.

2.1.3. Poblacion

La poblacion estuvo conformada por 10 porcinos centinelas (5 porcinos por
predio) criollos, de una explotacion extensiva convencional, cuyos criterios de seleccion
fueron los siguientes “50 dias de edad en promedio, con un peso aproximado de 12 a 15
kilos, en una distribucion homogénea, los cuales estuvieron en buenas condiciones de
salud al momento de la seleccion y sin presentacion de historial de vacunacion a Peste
Porcina Cléasica; provenientes de marranas no inmunizadas con un periodo minimo de 6

meses”,



Figura 2.1

Distribucidn de 5 porcinos por predio
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2.1.4. Muestra
Estuvo conformada por el 100 % de la poblacion centinela, de las cuales se
tomaron 40 sueros sanguineos y 30 muestras bioldgicas (10 tonsilas, 10 ganglios
linfaticos, 10 muestras de bazo), de porcinos centinelas de ambos predios.
e Criterio de inclusion “porcinos aparentemente sanos sin anticuerpos contra
Peste Porcina Clasica mediante la prueba de ELISA”.
e Criterio de exclusién “porcinos con anticuerpos maternos, vacunados,

enfermos, febriles y con bajos niveles de parametros productivos”.

2.1.5. Muestreo
El muestreo fue probabilistico; de tipo aleatorio simple (cada individuo tiene la
misma probabilidad de ser seleccionado) cumpliendo los criterios de inclusion y

exclusion.
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2.1.6. Unidad de estudio
La unidad de estudio era el porcino centinela sin presencia de anticuerpos contra
Peste Porcina Clasica, los cuales fueron introducidos a dos predios posterior a un brote

de Peste Porcina Clasica sometidos a un plan de control y erradicacion oficial.

2.2.  Métodos y técnicas de recoleccion de datos
2.2.1. ldentificacion de los porcinos

Los porcinos fueron identificados de manera individual, para ello se utilizaron
aretes como medio de identificacion, con la finalidad de dar el seguimiento adecuado

hasta el final del estudio.

2.2.2. Evaluacion clinica

La evaluacion clinica se realizd de forma grupal durante las mafianas en todo el
periodo del estudio. La frecuencia de observacion de los porcinos centinelas era diaria, la
evaluacion consistio en la deteccion visual de algun signo clinico de tipo respiratorio,
digestivo, dérmico o nervioso caracteristico de la enfermedad, asi como la evaluacién del
estado general de los porcinos centinelas de manera visual (no se manipularon a los

porcinos centinelas para este fin, debido al estrés que les produce dicha actividad).

2.2.3. Esquema de muestreo

La toma de muestra se realizo de la siguiente manera:
Muestreo de suero

Figura 2.2

Muestreo de suero

BN = BN s

» Antes del * Alos 15 dias * Alos 30 dias * Alos 45 dias
ingreso al post ingreso. post ingreso.
predio positivo
a Peste Porcina
Clasica
culminado el
periodo de
cuarentena.

post ingreso.
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Figura 2.3

Esquema de muestreo serolégico.

Muestras de tonsilas u 6rganos
e 45 dias post ingreso los porcinos fueron trasladados al matadero para beneficio.
e Se realiz6 la inspeccion post morten de los 6rganos.

e Se remitieron muestras de tonsilas, ganglios (hepatogastrico) y bazo.

2.2.4. Tomay mantenimiento de las muestras de bioldgicos

Las muestras de sangre fueron obtenidas de los porcinos en un volumen de 3 a
7cc (equipo vacutainer), las cuales eran adquiridas por puncion de la vena cava y/o vena
yugular dependiendo del tamafio del porcino a los 0, 15, 30 y 45 dias post introduccién
de los porcinos a los predios. Las muestras de drganos eran extraidas en el matadero,
colocadas en bolsas ziploc e identificadas adecuadamente a los 45 dias post introduccion
de los porcinos en los predios. Se rotularon las muestras con la identificacion del porcino
y la fecha, se dejé coagular en una posicion de 45°, una vez formados los coagulos, se
colocaron los tubos en la gradilla en posicion vertical, se repos6 a temperatura ambiente
hasta que exuden el suero. Luego se realiz6 el desuerado, mediante centrifugacion de 15
a 20 minutos a 1500 rpm, posteriormente se trasvasé el suero a un vial, utilizando las
pipetas de transferencia descartable. Se rotularon las muestras de suero utilizando

etiquetas generadas por el Sistema Integrado de Gestion Animal (SIGSA).

2.2.5. Envio de la muestra

Antes del envidé de muestras estas fueron adecuadamente identificadas con el
cddigo que se indica en el sistema (SIGSA). Asimismo, se contd con la cantidad suficiente
de geles refrigerantes; las muestras bioldgicas (tonsilas) eran enviadas en paquetes de

buena calidad, resistente a golpes o accidentes que pueden presentarse durante su
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transporte. Los documentos que contienen la informacién de las muestras fueron enviadas

de manera conjunta con la muestra en un sobre debidamente protegido.

2.3.  Procesamiento laboratorial
2.3.1 Prueba de Elisa de bloqueo

Para la realizacion del examen de Elisa se utilizo el “kit para la deteccion de
Anticuerpos frente al virus de la Peste Porcina Clasica (CSVF)”; El IDEXX CSFV Ab;
fue disefiado para detectar en suero o plasma anticuerpos especificos frente a CSFV, el
ensayo es un ELISA de blogueo que utiliza placas de microtitulacion tapizadas con
antigeno CSFV. Los anticuerpos presentes en la muestra bloguean la unién de la
peroxidasa conjugada a los anticuerpos monoclonales especificos de CSFV. El resultado
se indica por el desarrollo del color. La densidad optica se medira con un lector de
microplacas a una longitud de onda dual de 450 nm y 650 nm. El desarrollo de color es
débil (resultado positivo) cuando hay presencia de anticuerpos especificos CSVF en la
muestra. El desarrollo de color es maximo (resultado negativo) cuando hay ausencia de
anticuerpos especificos. El porcentaje de bloqueo de la muestra se calcula a partir de la

densidad éptica (OD450) obtenida con la muestra y la OD450 del control negativo.

a) Preparacion de los reactivos, “las microplacas tapizadas, el diluyente de la
muestra, el control positivo, el control negativo, el conjugado, la solucion de
substrato y la solucién de frenado se suministraran listas para su uso”.

b) Solucién de lavado, “la solucion de lavado concentrada (10X) adquirié una
temperatura de 18 a 26°C y se agit6 para asegurar la disolucion de posibles
sales precipitadas. EI concentrado (10X) se diluyé al 1:10 en agua ultrapura
(bidestilada). Preparandose en condiciones estériles, la solucién de lavado
puede almacenarse durante una semana entre 2 a 8 °C. Ejemplo: para 300 ml
de solucion de lavado, se diluyé 30 ml de solucién de lavado concentrada (10X)
con 270 ml de agua ultrapura (bidestilada) y se mezcld bien”.

c) Preparacion de las muestras, “se utiliz6 con esta prueba suero sanguineo
congelado y refrigerado™.

d) Protocolo de ensayo, “todos los reactivos alcanzaron una T° de 18- 26°C antes
de su uso. Los reactivos se mezclaron invirtiéndolos o agitandolos en un vortex

suavemente”.
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Figura 2.4

Procedimientos del protocolo de ensayo
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e) Resultados, “la media del valor OD450 del Control Negativo debe tener una
densidad éptica superior a 0,500. EI Control Positivo debe presentar un
porcentaje de bloque mayor al 50%”.
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f) Interpretacion de los resultados

e La muestra es POSITIVA (contiene anticuerpos) “si el porcentaje es bloqueo
mayor o igual al 40%”.

e La muestra es NEGATIVA (no contiene anticuerpos) “si el porcentaje de
blogueo es menor o igual al 30%”.

e Si el porcentaje de blogueo de la muestra esta entre el 30% y el 40%, “se
considera como DUDOSO en este caso se recomienda volver a tomar la

muestra de sangre en dos semanas posteriores”.

2.3.2 Prueba de Inmunofluorescencia Directa
La prueba de Inmunofluorescencia Directa (IFD) detecta antigenos virales, el cual
detalla que:
La prueba se realiza en secciones de tejido de criostato de la amigdala, el bazo, el
rifion y la parte distal del ileon. Las secciones de tejido se incuban con una
globulina anti pestivirus marcada con fluoresceina (conjugada). Las secciones se
examinan en busca de células fluorescentes con un microscopio de luz
ultravioleta. Dado que la prueba de IFD emplea un conjugado preparado a partir
de una globulina policlonal anti-PPC, no puede diferenciar entre antigenos de
varios pestivirus. Por lo tanto, un resultado positivo con la IFD debe ir seguido de
una de Inmunoperoxidasa (IPD) utilizando anticuerpos monoclonales (MADb) que

pueden diferenciar el VPPC de otros pestivirus. (sf)
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Figura 2.5

Procedimientos de la inmunofluirescencia directa

Se corté secciones de 4 um de las muestras de érganos con un microtomo de criostato.
Luego las muestras se fijaron en un cubreobjetos.

T

Se incluy6 en el procedimiento una seccidn positiva y negativa del VPPC en la prueba
para verificar la actividad del conjugado y la tincién de fondo.

T

Se dej6 secar las secciones 15 minutos a 37°C (en algunas ocasiones se fijaron las
secciones 10 minutos en acetona).

Se enjuagd las secciones una vez en una solucién tamponada de fosfato salino (PBS).

T

Se preparo la dilucién de trabajo del conjugado en PBS, luego se colocé los
cubreobjetos en una cdmara himeda y se aplicé la dilucién de trabajo PrioCON FITC
Pan-pesti en PBS en las secciones.

Se incubd 30 minutos a 37°C en la camara humeda.

-

Se lavé las secciones 5 veces por 2 minutos en PBS y Tween 80 al 0,05% a temperatura
ambiente (20 — 25°C).

-

Se drend los cubreobjetos y se monté en un portaobjetos con tampén de montaje (de
Prionics Lelystad B.V.) (tampén de carbonato 0,5 M (pH 9,5) diluido 1:10 en glicerol al
100%).

-

Se examiné las secciones en busca de células fluorescentes (citoplasma) con un
microscopio de luz ultravioleta.

-

Se interpret6 la prueba

30



2.4.  Andlisis de los datos
Para ambos objetivos se utilizé estadistica descriptiva en base a los porcentajes
obtenidos. Para la ejecucion de los objetivos especificos se obtuvo a base de formulas con

los siguientes porcentajes.

) Numero de casos positivos a ELISA
% Total de animales enfermos = Poblacion total de estudio X100

) Numero de casos positivos a Inmunofluorescencia
% Total de animales enfermos = Poblacion totald udi X100
oblacion total de estudio
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnostico del proceso de centinelizacion del colera porcino en predios de
crianza porcina se describen a continuacion en base a dos predios de crianza porcina
(predio Ay predio B) en donde 10 porcinos tuvieron distribucion aleatoria previamente

identificados con sus respectivos aretes.

Tabla 3.1

Predios de crianza porcina con sus respectivas distribuciones

Predios N° Identificacion

1 Mariela
2 Julio
A 3 Ricardo
4 Maximiliano
S Capi
6 José
7 Techi
B 8 Alberto
9 Dania
10 Mireya

Los resultados del laboratorio de la Unidad del Centro de Diagnostico de Sanidad
Animal (UCDSA) del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) procesados

sobre las muestras de sueros sanguineos y érganos se describen a continuacion.



Tabla 3.2
Resultados del diagnostico de anticuerpos en sueros sanguineos de porcinos centinelas en los

dias 0, 15, 30 y 45 post introduccion a los predios

. e Primer Segundo Tercer Cuarto
Predios N° Identificacion

muestreo muestreo muestreo muestreo

1 Mariela Negativo Negativo Negativo Negativo
2 Julio Negativo Negativo Negativo Negativo
A 3 Ricardo Negativo Negativo Negativo Negativo
4 Maximiliano Negativo Negativo Negativo Negativo
5 Capi Negativo Negativo Negativo Negativo
6 José Negativo Negativo Negativo Negativo
7 Techi Negativo Negativo Negativo Negativo
B 8 Alberto Negativo Negativo Negativo Negativo
9 Dania Negativo Negativo Negativo Negativo
10 Mireya Negativo Negativo Negativo Negativo

En la tabla 3.2 se observa los resultados de los diagndsticos de sueros sanguineos
de porcinos centinelas en los predios Ay B en donde el primer muestreo (dia 0), segundo
muestreo (dia 15), tercer muestreo (dia 30) y cuarto muestreo (dia 45) el 100% de
porcinos centinelas obtuvieron resultado negativo en la prueba de ELISA para descarte a
Peste Porcina Clasica, determinandose asi la ausencia de anticuerpos contra este virus
desde el primer hasta el Gltimo muestreo en sueros sanguineos (Anexos
4,5,6,7,8,9,10,11); estos resultados denotan que no existe circulacion viral a Peste

Porcina Clasica en los predios de estudio del presente trabajo de investigacion.

Estos resultados concuerdan con Ayma (2021) al determinar la presencia de
anticuerpos mediante el programa de centinelizacion, para ello procesé 40 muestras de
sangre, provenientes de porcinos centinelas a los 0,15,30,45 dias de introduccion a los
predios, mediante las pruebas de ELISA de blogueo; en donde sus resultados indican que
el 100% de la poblacion centinela no presentaron la enfermedad, dando como resultado
un porcentaje de 0% a la presencia del virus a Peste Porcina Clasica, concluyendo que el
programa de centinelizacion fue efectivo, puesto que los resultados obtenidos en nuestra
investigacién lo denotan, en donde no ubo la presencia de otro brote posterior al del

estudio, esto revela que la vacunacion contra el colera porcino que viene realizando el
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SENASA ha alcanzado una cobertura importante hasta la fecha, logrando controlar la

enfermedad en nuestra ciudad.

Estos resultados difieren con Roscano (2015) donde analizd 151 muestras
seroldgicas de la poblacion porcina de traspatio, en donde 66 muestras (43.7%) se detecto
la presencia de anticuerpos para el virus de Peste Porcina Clésica, y que 85 muestras
(56.3%) no presentaron anticuerpos, la cual determino la prevalencia de Peste Porcina
Clésica en la provincia de Azuay, mediante las pruebas de inmuno ensayo enzimatico
“ELISA” como respuesta a la presencia de brotes de Peste Porcina Clasica en Cuenca —
Ecuador en el 2012. Es muy probable que en esa temporada este en la fase de control de

esta enfermedad por los altos titulos de anticuerpos.

Asimismo, Bafales (1996), quien en su investigacion llega a concluir que de 2
377 muestras seroldgicas; 2 355 resultaron negativos, 11 sospechosos y 11 positivos a
Peste Porcina Clasica. donde evalu6 un programa de centinelizacion de la Peste Porcina
Cléasica en 83 granjas del estado de Jalisco. Estos resultados difieren con lo descrito en
nuestro trabajo de tesis; segun lo analizado en su trabajo de investigacion no presentaban
métodos de diagnosticos oficiales para detectar esta enfermedad. La centinelizacion es
“un procedimiento de vigilancia epidemioldgica en el que se utilizan animales de especies
susceptibles, no vacunados, libres de anticuerpos contra el virus de Peste Porcina Clasica,

en la etapa previa al repoblamiento de un area que fue afectada por la enfermedad”.
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Tabla 3.3
Resultados del diagnostico de Inmunofluorescia Directa en amigdalas, bazos y ganglios de

porcinos centinelas a los dias 45 post introduccion a los predios

Predios N° Identificacion Resultado del muestreo
1 Mariela Negativo
2 Julio Negativo
A 3 Ricardo Negativo
4 Maximiliano Negativo
5 Capi Negativo
6 José Negativo
7 Techi Negativo
B 8 Alberto Negativo
9 Dania Negativo
10 Mireya Negativo

En la tabla 3.2 se logra apreciar los resultados de los 6rganos (amigdalas, bazos y
ganglios) mediante la prueba de Inmunofluorescencia Directa, arrojando resultados
negativos de estas muestras a Virus de Peste Porcina Clasica en los predios de crianza
porcina (predio Ay predio B) donde se determina la ausencia de circulacion viral a Peste

Porcina Clésica en ambos predios de estudio (Anexos 12 y 13).

Estos resultados concuerdan con Ayma (2021) al determinar la presencia del virus
en 30 muestras de 6rganos (Amigdalas, Ganglios Linfaticos, Bazo), provenientes de
porcinos centinelas post introduccion en los predios de crianza en los 0,15,30,45 dias y
diagnosticados mediante la prueba de Inmunofluorescencia directa (IFD) no detectaron
presencia del virus en los rganos muestreados, dando como resultado un porcentaje de
0% a la presencia del virus de PPC, concluyendo que el programa de centinelizacién fue
efectivo. Este trabajo concuerda con nuestros resultados basandonos en todo el

procedimiento realizado.

No obstante, estos resultados difieren con Monzén (2016) donde “analizo 2349
muestras de tonsilas de las cuales obtuvo 2 muestras positivas al determinar la presencia
de la peste porcina clasica en la porcicultura de Guatemala en el afio 2016, por medio de
la prueba de reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)”. Esto es muy variable porque
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en nuestro trabajo de tesis se optdé como prueba definitiva la Inmunofluorescencia Directa
para detectar antigenos del colera porcino. Se conoce que la Peste Porcina Clasica no
tiene tratamiento por lo cual se opta por las medidas de vacunacion para evitar este tipo

de enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, de un total de 10 porcinos centinelas, 5 en
cada predio, examinados en tres periodos de incubacién maxima del virus (15 dias x 3
repeticiones) mediante las pruebas de ELISA AC, para verificar la presencia de
anticuerpos contra Peste Porcina Clasica, no se observé la presencia de éstos en los
porcinos centinelas del presente estudio, dando un porcentaje de 0% a la presencia de
anticuerpos contra Peste Porcina Clasica, utilizando la prueba de Inmunofluorescencia
Directa de manera confirmatoria determinandose asi que no existe circulacién viral en

los predios en donde se desarroll6 el presente trabajo de centinelizacion.
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1.

CONCLUSIONES

Los titulos de anticuerpos del célera en porcinos centinelas a partir de los 0, 15, 30 y 45

dias post introduccion en predios de crianza Huanta — Ayacucho 2022 son negativos.

Los titulos de anticuerpos del colera en porcinos centinelas mediante la prueba de
Inmunofluorescencia Directa a partir de los 45 dias post introduccion en predios de

crianza Huanta — Ayacucho 2022 son negativos.

Se conocid el diagndstico del proceso de centinelizacion del célera porcino en predios
de crianza porcina Huanta — Ayacucho 2022 mediante las pruebas de ELISA e
Inmunofmuorescencia Directa dando como resultado un porcentaje de 0% a la presencia
del virus de colera porcino, concluyendo que el diagndstico del proceso de

centinelizacion del colera porcino en predios de crianza porcina Huanta son negativos.
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RECOMENDACIONES

Realizar mas trabajos de investigacion de centinelizacion de Peste Porcina Clasica en

una poblacion méas numerosa de porcinos.

Realizar capacitaciones permanentes a los productores pecuarios acerca de la

prevencion, control y erradicacion de la Peste Porcina Clasica y demas enfermedades.
Realizar estudios comparativos con otras pruebas de laboratoriales.
Proseguir con estudios de vigilancia epidemioldgica usando el programa de

centinelizacion, en lugares donde exista otras enfermedades endémicas de gran impacto

econdmico.
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Anexo 1. Limpieza y desinfeccion de corrales

Desinfeccion de corrales
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Anexo 2. Procedimiento para la toma de muestras e identificacion

[ Porcinos instalados en sus corrales J [ Porcinos instalados en sus corrales ]
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Anexo 3. Traslado al matadero y toma de muestras

[ Inspeccidn post morten de porcinos ] [ Toma de muestras ]

[ Rotulado de muestras ] [ Total, de porcinos para la centinelizacion ]
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Anexo 4. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia cero predios A

D
REG UCDSA 03 8
INFORME DE ENSAYO ~ SENASA ¢
- PERU ~
Area de: VIROLOGIA (o [ e T A) g
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
N°© 202203016 AR
| Av La Molina N°® 1915, L a Mollna - LIma, e-mall : ucdsa@@senasa.gob.pe - lelefax (51-1) 313-3304 ]
|. DATOS GENERALES
DATOS DE LA MUESTRA :
Cspecimen . SUERO SANGUINEO Propletaris . CRUZ VARGAS ZENAIDA
N°® Muestras  : § N° Ensayos : 1 Departamento : AYACUCHO
Especie : PORCINO Provincia : HUANTA
Focha do Coloccion : 24052024  Fecha de Ingreso : 2/05/2022 Distrito - LURICOCHA
Motivo : Centinelizacién
DAT S) SOLICIT/ :
( Médico Veterinario / Otro - Para Descarte de : )
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO sl s
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacién AnimalProducto Resultado
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA 0142065580010 Negativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065580020 |JULIO Negativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065580030 |RICARDO INegative
'ELISA PESTE PORGINA CLASICA AD1422065580040 |MAXIMILIANO Negativo
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065580050 |CAPI Negativo
Referencia
Enfermedad Melodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA IDEX-UCDSANVir-11 Kit de ELISA para la Deleccién de _ JDEXX Laboralories
Anticuerpos frente al Virus de la Peste Porcina Clasica
[csFV)
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
DIRECCION DE SI.IIM“IIKL
#202203
S T e
N e Siidad Aeinal Ejecutado por: FAVARATO AUGUSTO ALEJANDR( Pag: 1de 1
L coTm T — J JROSAS 23/02/2023 12:39:30
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Anexo 5. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia cero predios B

REG UCDSA 03

INFORME DE ENSAYO

Area de: VIROLOGIA

D

SENASA

PERU

Dia | Mes | Afo

23/02/2023 12:58:55

ISTERIO DE Lo O Y RIEGO I
N© 202203017 EAENEZY
[ Av. La Molina N° 1918, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pe - Telefax (51-1) 313-3304 ]
I. DATOS GENERALES
DATQS DE LAMUESTRA :
Especimen  : SUERO SANGUINEQ Propletarioc  : GUTIERREZ NEYRA NEILEY
N°Muestras  : 5 N° Ensayos : 1 Departamento : AYACUCHO
Especle ! PORCINO Provincla : HUANTA
Fecha de Coleccién , 24/05/2022  Fecha de Ingreso : 26/05/2022 Distrito : LURICOCHA
Motivo 1 Centinelizacion
DATOS DEL REMITENTE : ENSAY 08):
Médico Veterinario / Otro : Para Descarte de
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO PESTE PORCINA CLASICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacion AnimaliProducto | Resultado
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065570010 [JOSE Negativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065570020 |1ECHI Wegativo
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065570030 0 Wegativo
|ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065570040 |DANIA Wegativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065570050 [MIREYA Wegativo
Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA IDEX-UCDSANir-11 Kit de ELISA para la Deteccionde  JDEXX Laboratories
lAnticuerpos frente al Virus de la Pesle Porcina Clasica
fcsFv)
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGOD
SERVICIO NACIONAL DE SAMIDAD AGRARIA
ANIMAL
k’bg‘l.udh“wa * 202203017 »
—— e Comabimco
de Sanidad Animal Ejecutado por: RODRIGUEZ FAVARATO AUGUSTO ALEJANDR( Pag: 1de 1

b s e b
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Anexo 6. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia quince predios A

D
REG UCDSA 03 3
INFORME DE ENSAYO ~ SENASA ¢
ERU <
Area de: VI
& VIROLOGIA Dia | Mes | Afo )
N° 202203765 [ 15 | 6 [ 2022]
[ Av. La Molina N° 1016, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pe - Telefax (51-1) 313-3304 ]
|. DATOS GENERALES
DATOS DE LAMUESTRA -
(Eepocimon  : 5UCRO SANGUINEO Propistario | CRUZ VARGAS ZCNAIDA
N°Muestras : 5 N®Ensayos : 1 Departamento : AYACUCHO
Especie : PORCINO Provincia : HUANTA
Fecha de Coleccion : 13/06/2022  Fecha de Ingreso : 1 Distrito * LURICOCHA
Motivo : Centinelizacion
DATOS DEL REMITE ENSAYO(S) SOLICITAD(OS) :
Médico Veterinario / Otro : Para Descarte de :
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO PESTE PORCINA CLASICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra \dentificacion AnimaliProduci Resultado
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065670010 |MARIELA Negativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065670020 |JULIO INegativo
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065670030 |RICARDO Negativo
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065670040 [MAXIMILIANO Negativo
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065670050 |CAPI Negativo
Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA DEX-UCDSANIr-11 Kit de ELISA para la Deteccién de  JDEXX Laboralories
‘Anticuerpos frente al Virus de la Peste Porcina Clasica
{CSFV)
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
e
Y, |.'!u'z'z'o'J l!!l
mmﬁ'u%n%’ém«w
e Sanidad Animal Ejecutado por: RODRIGUEZ FAVARATO AUGUSTO ALEJANDRC Pag: 1de1
JROSAS 23/02/2023 12:42:36

49



Anexo 7. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia quince predios B

D
REG UCDSA 03 SENASA g
a
INFORME DE ENSAYO PERU ©
Area de: VIROLOGIA
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO ¥ RIEGO | Dia Mes Aﬁo_] g
N© 202203764 ERERES]
{ Av. La Molina N° 1915, La Molina - Lima, e-mail ; ucdsa@senasa.gob.pe - Tolofax (51-1) 313-3304 |
|. DATOS GENERALES
DATOS DE LAMUESTRA:
Especimen - SUFRO SANGUINEQ Propietario - GUTIERREZ NEYRA NEIL FY
N°Muestras  : 5 N°®Ensayos : 1 Departamento : AYACUCHO
Especle : PORCINO Provincia : HUANTA
Fecha de Coleecion : 13/08/2022  Fecha de Ingreso : 14/06/2022 Distrita : LURICOCHA
Motivo : Centinelizacion
AT REMI OLICITA :
Médico Veterinario | Otro : Para Descarte de :
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO PESTE PORCINA CLASICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacién AnimaliProducto ] Resultado
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065680010 [JOSE Wegativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065680020 [TECHI Wegativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065680030 [ALBERTO Negativo
ELISA PESTE PORCINA GLASICA AD1422065680040 |DANIA Negativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422065680050 |MIREYA Negativo
Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA IDEX-UCDSANVir-11 Kit de ELISA para la Deteccién de  |DEXX Laboralories
IAnticuerpos frente al Virus de la Pesle Porcina Clasica
kesFv)
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
e 7o h
A * 2022037 64~
ad del Ce Ejecutado por: RODRIGUEZ FAVARATO AUGUSTO ALEJANDRC Pag:1de 1
- S i m— J JROSAS 23/02/2023 12:59:48
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Anexo 8. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia treinta predios A

D

REG UCDSA 03 8
SENASA
INFORME DE ENSAYO PERU
Area de: VIROLOGIA
DE Lo O ¥ RIEGO © | Dia Mes Afo I
N 202204553 e 7 [me]
| Av. La Molina N° 1915, La Molina - Lima, e-mail . ucdsa@senasa.yob.pe - Telefax (31-1) 313-3304 ) ]
|. DATOS GENERALES
DATOS DE LAMUESTRA ;
Especimen  : SUERO SANGUINEO Propietario  : CRUZ VARGAS ZENAIDA
N°Muestras  : § N° Ensayos : 1 Departamento : AYACUCHO
Especie : PORCINO Provincia : HUANTA
Fecha de Coleccién : 28/U6/2022  Fechade Ingreso : 01/07/2022 Distrito - LURICOCHA
Motivo : Centinelizacion
Médico Veterinario / Otro : | [Para Descarte de :
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO RESIEECHCINA CLABICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacion Animal/Producto | Resultado
[ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065760010 |MARIELA INegativo
[ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065760020 WULIO Negativ
'ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065760030 |RICARDO Negativo
[ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065760040 [MAXIMILIANO Negative
ELISA PESTE PORCINA CLASICA AD1422085780050 |CAPI Wegativo
Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA DEX-UCDSA/Vir-11 Kit de ELISA para la Deteccionde  JDEXX Laboratories
Anlicuerpos frente al Virus de la Peste Porcina Clasica
s
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
SERVICIO HACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
mﬂﬂ\-ﬂlﬂ
: *2022045553 #
MV, Lidia Conza Blanco )
it o Ejecutado por: RODRIGUEZ FAVARATO AUGUSTO ALEJANDR( Pog: 1de 1
_ pumm e J JROSAS 23/02/2023 12:55:50
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Anexo 9. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia treinta predios B

REG UCDSA 03 SENASA b
Y
INFORME DE ENSAYO PERU ¢
) Area de: VIROLOGIA
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO o | Dia Mes m
N° 202204554 ENEREZ3
[ Av. La Molina N°® 1915, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pe - Telefax (51-1) 313-3304 . ]
I. DATOS GENERALES
DATOS DE LA MUESTRA ;
Espcimen . SUERO SANGUINEG Proplstarle  GUTIERREZ NEYRA NEILEY
N°Muestras ;5 N® Ensayos : 1 Departamento : AYACUCHO
Especie * PORCINO Provincia + HUANTA
Fecha do Coleccién : 28/06/2022  Fechade Ingreso : 01/07/2022 Distrito * LURICOCHA
Motivo : Cenfinelizacién
A REMITE| : ENSAY ICIT}
Médico Veterinario / Otro : Para Descarte de : B
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO R
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Muestra Identificacién AnimalProducto Resultado
AD1422066770010 |JOSE_ Negativo
AD1422005770020 [TECHI Wegativo
AD1422065770030 |ALBERTO Wegativo
A01422065770040 |DANIA egativo
A01422065770050 |MIREYA Negativo
Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA DEX-UCDSANi-11 Kil de ELISA para la Deleccidnde _ JDEXX Laboralories
Anticuerpos frente al Virus de la Peste Porcina Cldsica
(CSFV)
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGOD
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
DIRECCION .
Mthm . 20220455
B it ey " Do Ejecutado por: RODRIGUEZ FAVARATO AUGUSTO ALEJANDRC Pag: 1de
| e JROSAS 23/02/2023 13:01:27

52



Anexo 10. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia cuarenta y cinco

predios A.
D
REG UCDSA 03 8
INFORME DE ENSAYO SENASA
o - B Area de: VIROLOGIA D v Moﬁ é
N° 202205188 EREREES

[ Av. La Molina N° 1915, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pe - Telefax (51-1) 313-3304 ]
I. DATOS GENERALES

DATOS DE LAMUESTRA:
Especimen  : SUERO SANGUINEO Propietario  : CRUZ VARGAS ZENAIDA
N°Muestras : 5 N°Ensayos : 3 Departamento : AYACUCHO
Especie : PORCINO Provincia : HUANTA
Fecha de Coleccién : 107/2022  Fecha de Ingreso . 14/07/2022 Distrito : LURICOCHA
Motivo : Centinelizacion
DATOS DEL REMITENTE : ENSAYO(S) SOLICITAD(OS) :
Médico Veterinario / Otro : ) [Para Descarte de :
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO PESTE PORCINA CLASICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacién AnimalfProducto | Resultado
[ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065910010 |MARIELA Wegativo
ELISA PESTE PORCINA CLASICA A01422065910020 |JULIO INegativo =)
ELISA NA TA01422065010030 |RICARDO Negativo ]
E [A01422065910040 |MAXIMILIANO Negativo —
o /A01422065910050_[CAP] Negativo i
Observacioén :

MUESTRA INAPROPIADA, LA MUESTRA REQUERIA PARA ESTA PRUEBA DEBE SER ORGANO Y NO SUERO SANGUINEO COMO SE INFORMO EN EL CORREO EL
14/07/2022.

Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA IDEX-UCDSANir-11 Kit de ELISA para la Deteccién de  IDEXX Laboratories
‘Anticuerpos frente al Virus de la Peste Porcina Clasica
CSFV)
PESTE PORCINA CLASICA MET-UCDSA Nir-01 PRUEBA DE ANTICUERPOS Mw«mmhm
FLUORESCENTES. DIAGNOSTICO PARA PESTIVIRUS e Fiebre Porcina Clésica y Diferenciacion de Pestivirus
en Porcinos. Manual de Diagnéstico de Laboratorio
CEDI.
PESTE PORCINA CLASICA DEX-UCDSANIr 29 Prueba de la Inmunoperoxidasa para PrioCON conjugates.
el diagnostico de virus de la Peste Porcina Clasica.
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
DE SANIDAD ANIMAL
L 202205188 »
mhg‘x'uuﬁuum« 2
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Anexo 11. Resultados laboratoriales con la prueba de ELISA al dia cuarenta y cinco

predio B.
D
REG UCDSA 03 SENASA 8
]
INFORME DE ENSAYO PERU °
Area de: VIROLOGIA
oe o v RiEGO o [ Dia | Mes | Afo )
N©° 202205189 (8 [ 7 [2022 |
[ Av la Molina N° 1915, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pe - lelefax (51-1) 313-3304 |
I. DATOS GENERALES
DATOS DE LA MUESTRA :
Especimen  : SUERO SANGUINEO Propletarlo  : GUTIERREZ NEYRANEILEY R
N°Muestras  : § N*®Ensayos : 3 Departamento ; AYACUCHO
Especie . PORCINO Provincia : HUANTA
Fecha de Coleccién : 13/07/2022  Fecha de Ingreso * 1410772022 Distrito  LURICOCHA
Motivo :  Centinelizacién
DATOS DEL REMITENTE : ENSAYOQ(S) SOLICITAD(OS) :
Médico Veterinario / Otro : Para Descarle de :
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO PESTE PORCINA CLASICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacion AnimaliProducto Resultado
ELISAPESTE A01422065820010 |JOSE
ELISA PESTE PORCINA TAD1422065920020 Wegativo I
1AD1422065820030 |ALBERTO Iegativo |
[ELISA PESTE PORCINA Ci ASICA Tana LY I I
O COROSTGT
ELISA PESTE PORCINA CLASICA imumm IFIREYA [bugm i
Observacion :
M%mmummmmpmssmmEmmvmsumsmaumocomseummmﬂcmoa
14/07/2022.
Referencia
Enfermedad Metodo de Ensayo Referencia
PESTE PORCINA CLASICA IDEX-UCDSA/Vir-11 Kit de ELISA para |a Deteccién de  JDEXX Laboralories
Anti frente al Virus de la Peste Porcina Clésica
{CsFv)
PESTE PORCINA CLASICA IMET-UCDSA /Vir-01 PRUEBA DE ANTICUERPOS Segun Procedimiento de Diagnéstica para la Deteccién
FLUORESCENTES. DIAGNOSTICO PARA PESTIVIRUS de Fiebre Porcina Clasica y Diferenciacin de Pestivirus|
wwamuw
PESTE PORCINA CLASICA IDEX-UCDSANIr 29 Prueba de la Inmunoperoxidasa para  PrioCON conjugales.
lel diagnostico de virus de la Peste Porcina Clasica.

MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
DIRECCION DE SANIDAD ANIMAL
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Anexo 12. Resultados a la prueba de Inmunofluorescencia Directa al dia cuarenta y cinco predios A.

MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO

REG UCDSA 03

Area de: VIROLOGIA

N© 202205232

INFORME DE ENSAYO

SENASA

D

PERU

Mes

Ao )

[ Dia
L16

7

23/02/2023 12:57:13

2022|

[ Av. La Molina N° 1915, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pe - Telefax (51-1) 313-3304

|. DATOS GENERALES
DATOS DE LA MUESTRA :
Especimen  : AMIGDALAS, BAZO, GANGL.LINFATICOS Propietario  : CRUZ VARGAS ZENAIDA
N°Muestras  : 15 N*®Ensayos : 2 Departamento : AYACUCHO
Especie : PORCINO Provincia : HUANIA
Fecha de Coleccién : 13/07/2022  Fecha de Ingreso : 15/07/2022 Distritn : LURICOCHA
Motivo :  Centinelizacion
DATOS DEL REMITENTE : EN S):
Médico Veterinario | Otro : Para Descarte de ;
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO i LA g e
Direccién Desconcentrada
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Prueba Muestra Identificacion AnimalProducto Resultado
JINMUNOFLUORESCENCIA [ A01422065950010 Negativo
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE AD1422065050011 |MARIELA :
> No se realiz6Optima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD,
NMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS 1A01422065050020 |MARIELA %,
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE A01422065950021 :
sl uuwm : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |401422065950030 |MARIELA
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARAPESTE  |A01422065050031 |MARIELA realizéOptima : REALIZA CUAND
PORCINA CLASICA POSTIVO i il
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A01422065950040 [JULIO
RUEBA DE INMUNOP| A01422065950041 [JULIO realizéOptima : REALIZA CUANDO
PORCINA CLASICA ﬁ;m Lty © &2
TR T ML PR PATA T oot o fote
RUEBA DE INMUNOP A01422085950051 [JULIO :
BRI se realiz60ptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
JNMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A01422065950060 |[JULIO
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE A01422065950061 [JULIO se realizoOptima : IPX SE REALIZA CUANDO
PORCINA CLASICA S POSITIVO € i
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE :
suuwzwpmm : IPX SE REALIZA CUANDO IFD,
INMUNOFLUORESCENGIA DIREGTA PARA PESTIVIRUS |
RUEBA DE INM IDASA PARA P se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
POSITIVO
1A01422065950091 se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD,
S POSITIVO
A01422065950100 |MAXIMILIANO
0142065950101 [MAXIMILIANG se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
POSITIVO
A01422065950110 |MAXIMILIANO
A01422065850111 |MAXIMILIANO se realizoOptima ; IPX SE REALIZA CUANDO IFD
S POSITIVO
A01422065850120 |MAXIMILIANO
A01422065950121 |MAXIMILIANO se realiz60ptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
S POSITIVO
A01422065950130 [CAPI
A01422065950131 |CAPI se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD,
POSITIVO

fubeed”

MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGRARIA
DIRECCION DE SANIDAD ANIMAL
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Anexo 13. Resultados a la prueba de Inmunofluorescencia Directa al dia cuarenta y cinco predio B.

D
REG UCDSA 03 SENAS 3
INFORME DE ENSAYO :
PERU ~
Area de: VIROLOGIA
MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO [ Dia M‘! A\'ﬂ 1
N° 202205230 (18 [ 7 2022 |
[ __Av. La Molina N° 1915, La Molina - Lima, e-mail : ucdsa@senasa.gob.pa - Telefax (51-1) 313-3304 1]
|I. DATOS GENERALES
DATOS DE LAMUESIRA:
5
Especimen  : AMICDALAS, BAZO, GANGLLINFATICOS Propietarie  : GUTICRRCZ NCYRA NEILEY
N*Muestras  : 15 N° Ensayos : 2 Dopartamonto : AYACUCHO
Especie . PORCING Provincia : HUANTA
Fecha de Coleccién : 13072022 Fecha da Ingreso : 15/07/2022 Distrito : LURICOCHA
Moativo : Centinelizacion
DAT! NIE: AY AD(OS) :
Médico Veterinario / Otro : Para Descarte de :
ROSAS PAREDES JOSE ANTONIO FESTE PORCINA CLASICA
Direccién Desconcentrada :
AYACUCHO
Il. RESULTADOS
Muestra Identificacién AnimaliProducto Resultado
A01422065930010 |JOSE Negativo
A01422065930011 [JOSE No se realiz6Optima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
POSITIVO
A01422065930020 |JOSE
A01422065830021 [JOSE ggumﬂ)pﬂm :IPX SE REALIZA CUANDO
POSITIVO
A01422065930030 |JOSE " Negativo
A01422065930031 JOSE E;nmwm:wxssmcumm
POSITIVO
AD1422065030040 ] Wegativo
A01422065930041 | TECHI se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
POSITIVO
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A01422065930050 [TECHI
PRUEBA D OPEROXIDASA PARA PESTE A01422065930051 [TECHI se realiz60ptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD,
PORCINA CLASICA POSITIVO
OFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTVIRUS |A01422085030060 [TECHI
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE AD1422065930061 |TECHI se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD,
PORCINA CLASICA
OFLUDRESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS A01422065330070 |ALBERTO
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE 01422065030071 |ALBERTO realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
PORCINA CLASICA %mm
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS [A01422065030080 |ALBERTO
PRUEBA DE OPEROXIDASA PARA PESTE AD1422085930081 [ALBERTO se realizéOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
PORCINA CLASICA POSITIVO
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A01422065930090 |ALBERTO
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PES A01422065930081 |ALEERTO se realizd0ptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD),
PORCINA CLASICA POSITIVO
OFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A01422065930100 |DANIA
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PESTE IAD1422065030101 |DANIA se realiz6Optima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
PORCINA CLASICA POSIMIVO
OFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A014220659830110 IA
PRUEBA DE INMUNDPEROXIDASA PARA PESTE IAD1422065030111 Iy se realizdOptima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
PORCINA CLASICA S POSITIVO
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA PESTIVIRUS |A01422085930120 |DANIA
PRUEBA DE OPEROXIDASA PARA PESTE AD1422065930121 |DANIA se realiz6Optima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
PORCINA CLASICA S POSITIVO
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARAPESTIVIRUS |A01422085930130 |MIREYA Negativo
PRUEBA DE INMUNOPEROXIDASA PARA PES A01422085030131 |MIREYA No se realiz6Optima : IPX SE REALIZA CUANDO IFD
PORCINA CLASICA ES POSITIVO

MINISTERIO DE DESARROLLO AGRARIO Y RIEGO
SERVICIO NACIOMAL DE SANIDAD AGRARIA
1GN DE SANIDAD ANIMAL
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Diagnostico del proceso de centinelizacion del célera porcino en

predios de crianza porcina Huanta - Ayacucho 2022

Avrea de Investigacion: Medio Ambiente
Lineas de investigacion: Medicina, Salud animal, salud publica y saneamiento ambiental
Ricardo Ascue Lopez
ricardo.ascue.24@unsch.edu.pe
Florencio Cisneros Nina
florencio.cisneros@unsch.edu.pe

RESUMEN

El presente estudio experimental fue realizado en los corrales de ovinos del Programa
de Investigacion en Pastos y Ganaderia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, situado en Ayacucho a 2755
msnm. EI objetivo fue determinar la influencia de tres niveles de proteina total en el
concentrado sobre la respuesta del ovino cruzado en engorde estabulado. Se evalud la
cantidad de consumo de alimento, ganancia de peso, conversion alimenticia y
rendimiento de la canal en ovinos engordados en estabulado. Para tal efecto, nueve (09)
carnerillos machos enteros procedentes de la provincia de Huancasancos con 7 y 8
meses de edad (diente de leche), fueron alimentados durante 10 semanas con tres
raciones consistentes en forraje verde complementado con concentrado con proteina
total en el concentrado (12, 14 y 16%). El disefio experimental fue el completamente al
azar y los resultados fueron sometidos a ANVA, donde que los resultados no muestran
diferencia significativas tales como: pesos corporales finales promedio fueron: 31,67;
32,37 y 31,30 Kkg; los incrementos acumulados 13,60; 12,57 y 13,17 kg; los incrementos
de pesos 0,19; 0,18 y 0,19 kg/animal/dia; los consumos de alimento en materia seca
1,13; 1,11; y 1,02 kg/animal/dia; conversion alimenticia fue de 5,77; 7,60 y 5,09 y un
rendimiento de la canal 45,66; 46,07 y 47,53% para los tratamientos 1, 2 y 3,
respectivamente. Para las condiciones del estudio no se determind diferencia estadistica
para la ganancia de peso y rendimiento de la canal, asimismo los promedios para
consumo de alimento seco y conversion alimenticia son similares para los tres
tratamientos; por lo que se concluye que la diferencia en el nivel de proteina total en el
concentrado no influye sobre los cuatro (4) parametros evaluados.

Palabra clave: Ovino cruzado, proteina total y alimentacion balanceado.
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ABSTRACT

The present experimental study was carried out in the sheep pens of the Pasture and
Livestock Research Program of the Faculty of Agrarian Sciences of the National
University of San Cristébal de Huamanga, located in Ayacucho at 2755 meters above
sea level. The objective was to determine the influence of three levels of total protein in
the concentrate on the response of crossbred sheep in stable fattening. The amount of
feed consumption, weight gain, feed conversion and carcass yield in sheep fattened in
stables were evaluated. For this purpose, nine (09) whole male rams from the province
of Huancasancos with 7 and 8 months of age (baby tooth), were fed for 10 weeks with
three rations consisting of green forage supplemented with concentrate with total
protein in the concentrated (12, 14 and 16%). The experimental design was completely
randomized and the results were subjected to ANVA, where the results did not show
significant differences such as: average final body weights were: 31.67; 32.37 and 31.30
kg; the accumulated increases 13.60; 12.57 and 13.17 kg; weight increments 0.19; 0.18
and 0.19 kg/animal/day; feed consumption in dry matter 1.13; 1.11; and 1.02
kg/animal/day; feed conversion was 5.77; 7.60 and 5.09 and a carcass Yyield of 45.66;
46.07 and 47.53% for treatments 1, 2 and 3, respectively. For the study conditions, no
statistical difference was determined for weight gain and carcass yield. Likewise, the
averages for dry feed consumption and feed conversion are similar for the three
treatments; Therefore, it is concluded that the difference in the level of total protein in
the concentrate does not influence the four (4) parameters evaluated.

Keyword: Crossbred sheep, total protein and balanced diet.
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INTRODUCCION

El trabajo de tesis titulado “Diagnoéstico del proceso de centinelizacion del colera
porcino en predios de crianza porcina Huanta — Ayacucho 2022 se baso en diagnosticar
la presencia o no del célera porcino mediante pruebas de ELISA e Inmunofluorescencia
Directa a partir de la medicién de titulos de anticuerpos del cdlera porcino en porcinos
centinelas en los 0, 15, 30 y 45 dias post introduccion en predios de crianza. El colera
porcino es una enfermedad multisistémica, altamente contagiosa que a menudo es fatal,
que afecta a porcinos domésticos y silvestres en forma aguda, crénica y subclinica
(Moening, 2000).

El presente trabajo se realizd debido que el Servicio Nacional de Sanidad
Agraria (SENASA) reportd brotes de Peste Porcina Clasica en el afio 2019 con la
ocurrencia de 1 brote de colera porcino en el distrito de Andrés Avelino Caceres
Dorregaray de la provincia de Huamanga del departamento de Ayacucho y otra en el
afio 2022 con la ocurrencia de 2 brotes de colera porcino en el distrito de Luricocha de
la provincia de Huanta del departamento de Ayacucho (SENASA, 2022).

Como respuesta a la problematica planteada en el departamento de Ayacucho no
existen estudios relacionados al tema, en el empleo de porcinos centinelas para medir el
estado sanitario en predios sometidos a un plan de control y erradicacion. La
centinelizacion es una técnica utilizada para descartar brotes de cdlera porcino, se basa
en “la introduccién de porcinos susceptibles a la enfermedad, sanos y sin presencia de
anticuerpos; a lugares o zonas donde se haya ejecutado el proceso de control de la
enfermedad, con la finalidad de determinar la ausencia de la circulacion viral” (FAO,
2013).

La estrategia utilizada para lograr controlar y erradicar el co6lera porcino, es
coberturar amplias areas de vacunacién de los porcinos, ademas de la ejecucién de las
actividades de vigilancia epidemioldgica, control estricto del Certificado Sanitario de
Transito Interno (CSTI) en el movimiento de porcinos en nuestro pais, asimismo como
sus productos y subproductos, complementado con los planes de difusiones y
capacitaciones al publico (SENASA, 2022).

Objetivo general

Conocer el diagnostico del proceso de centinelizacion del colera porcino en

predios de crianza porcina Huanta — Ayacucho 2022.

Objetivos especificos

1. Conocer el titulo de anticuerpos del célera en porcinos centinelas a partir de los 0,
15, 30 y 45 dias post introduccién en predios de crianza Huanta — Ayacucho 2022.

2. Conocer el titulo de anticuerpos del colera en porcinos centinelas mediante la
prueba de Inmunofluorescencia Directa a partir de los 45 dias post introduccion en
predios de crianza Huanta — Ayacucho 2022.
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l. MATERIALES Y METODOS
1.1.  Ambito de estudio

Fase de campo: Se realiz6 en predios posterior a brotes de Peste Porcina Clésica,
pertenecientes al distrito de Luricocha de la provincia de Huanta del departamento de
Ayacucho; el primer predio se ubico con latitud -12.903042 y longitud - 74.271528 y el
segundo predio a una latitud -12.823055 y longitud -74.244220.

Fase Laboratorial: El andlisis de las muestras de suero sanguineo, tonsilas y
organos se realizo en los Laboratorios de la Unidad de Centros de Diagnostico de
Sanidad Animal del Servicio Nacional de Sanidad Agraria que se encuentra ubicado en
el distrito de La Molina de la provincia de Lima del departamento de Lima.

1.2.  Disefio de investigacion

Tiene un disefio no experimental de corte longitudinal porque no se manipularon
las variables; se analizaron tal como son y es de corte longitudinal debido a que se
recolectaron los datos a traves del tiempo en puntos o periodos.

1.3.  Poblacién

La poblacion estuvo conformada por 10 porcinos centinelas (5 porcinos por
predio) criollos, de una explotacién extensiva convencional, cuyos criterios de seleccion
fueron los siguientes “50 dias de edad en promedio, con un peso aproximado de 12 a 15
kilos, en una distribucion homogénea, los cuales estuvieron en buenas condiciones de
salud al momento de la seleccién y sin presentacion de historial de vacunacion a Peste
Porcina Cléasica; provenientes de marranas no inmunizadas con un periodo minimo de 6

meses”.
Figural
Distribucién de 5 porcinos por predio
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Muestra

Estuvo conformada por el 100 % de la poblacion centinela, de las cuales se
tomaron 40 sueros sanguineos y 30 muestras biologicas (10 tonsilas, 10 ganglios
linfaticos, 10 muestras de bazo), de porcinos centinelas de ambos predios.

e Criterio de inclusion “porcinos aparentemente sanos sin anticuerpos contra

Peste Porcina Clasica mediante la prueba de ELISA™.
e Criterio de exclusién “porcinos con anticuerpos maternos, vacunados,
enfermos, febriles y con bajos niveles de parametros productivos”.

Muestreo

El muestreo fue probabilistico; de tipo aleatorio simple (cada individuo tiene la
misma probabilidad de ser seleccionado) cumpliendo los criterios de inclusion y
exclusion.
1.4.  Unidad de estudio

La unidad de estudio era el porcino centinela sin presencia de anticuerpos contra
Peste Porcina Clasica, los cuales fueron introducidos a dos predios posterior a un brote
de Peste Porcina Clasica sometidos a un plan de control y erradicacion oficial.
1.5.  Métodos y técnicas de recoleccion de datos
Identificacién de los porcinos

Los porcinos fueron identificados de manera individual, para ello se utilizaron
aretes como medio de identificacion, con la finalidad de dar el seguimiento adecuado
hasta el final del estudio.
Evaluacion clinica

La evaluacion clinica se realizd de forma grupal durante las mafianas en todo el
periodo del estudio. La frecuencia de observacién de los porcinos centinelas era diaria,
la evaluacidn consistio en la deteccion visual de algun signo clinico de tipo respiratorio,
digestivo, dérmico o nervioso caracteristico de la enfermedad, asi como la evaluacion
del estado general de los porcinos centinelas de manera visual (no se manipularon a los
porcinos centinelas para este fin, debido al estrés que les produce dicha actividad).
Esquema de muestreo

La toma de muestra se realizé de la siguiente manera:
Figura 2
Muestreo de suero

* Antes del * Alos 15 dias * Alos 30 dias + Alos 45 dias
mgreso al post ingreso. post ingreso.
predio positivo
a Peste Porcina
Clasica
culminado el
periodo de
cuarentena.

post ingreso.
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Figura 3
Esquema de muestreo seroldgico.

Muestras de tonsilas u 6rganos
e 45 dias post ingreso los porcinos fueron trasladados al matadero para
beneficio.

e Se realiz0 la inspeccion post morten de los érganos.

e Se remitieron muestras de tonsilas, ganglios (hepatogastrico) y bazo.
Toma y mantenimiento de las muestras de bioldgicos

Las muestras de sangre fueron obtenidas de los porcinos en un volumen de 3 a
7cc (equipo vacutainer), las cuales eran adquiridas por puncion de la vena cava y/o vena
yugular dependiendo del tamafio del porcino a los 0, 15, 30 y 45 dias post introduccién
de los porcinos a los predios. Las muestras de 6rganos eran extraidas en el matadero,
colocadas en bolsas ziploc e identificadas adecuadamente a los 45 dias post
introduccion de los porcinos en los predios. Se rotularon las muestras con la
identificacion del porcino y la fecha, se dejé coagular en una posicién de 45°, una vez
formados los coagulos, se colocaron los tubos en la gradilla en posicion vertical, se
reposd a temperatura ambiente hasta que exuden el suero. Luego se realizd el
desuerado, mediante centrifugacion de 15 a 20 minutos a 1500 rpm, posteriormente se
trasvasd el suero a un vial, utilizando las pipetas de transferencia descartable. Se
rotularon las muestras de suero utilizando etiquetas generadas por el Sistema Integrado
de Gestion Animal (SIGSA).
Envio de la muestra

Antes del envidé de muestras estas fueron adecuadamente identificadas con el
cédigo que se indica en el sistema (SIGSA). Asimismo, se contd con la cantidad
suficiente de geles refrigerantes; las muestras bioldgicas (tonsilas) eran enviadas en
paquetes de buena calidad, resistente a golpes o accidentes que pueden presentarse
durante su transporte. Los documentos que contienen la informacion de las muestras
fueron enviadas de manera conjunta con la muestra en un sobre debidamente protegido.
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Prueba de Elisa de bloqueo

Para la realizacion del examen de Elisa se utilizé el “kit para la deteccion de
Anticuerpos frente al virus de la Peste Porcina Clasica (CSVF)”; El IDEXX CSFV Ab;
fue disefiado para detectar en suero o plasma anticuerpos especificos frente a CSFV, el
ensayo es un ELISA de bloqueo que utiliza placas de microtitulaciéon tapizadas con
antigeno CSFV. Los anticuerpos presentes en la muestra bloguean la unién de la
peroxidasa conjugada a los anticuerpos monoclonales especificos de CSFV. El resultado
se indica por el desarrollo del color. La densidad optica se medira con un lector de
microplacas a una longitud de onda dual de 450 nm y 650 nm. El desarrollo de color es
débil (resultado positivo) cuando hay presencia de anticuerpos especificos CSVF en la
muestra. El desarrollo de color es maximo (resultado negativo) cuando hay ausencia de
anticuerpos especificos. El porcentaje de bloqueo de la muestra se calcula a partir de la
densidad 6ptica (OD450) obtenida con la muestra y la OD450 del control negativo.

a) Preparacion de los reactivos, “las microplacas tapizadas, el diluyente de la
muestra, el control positivo, el control negativo, el conjugado, la solucion de
substrato y la solucion de frenado se suministrardn listas para su uso”.

b) Solucién de lavado, “la solucion de lavado concentrada (10X) adquirié una
temperatura de 18 a 26°C y se agit6 para asegurar la disolucion de posibles
sales precipitadas. El concentrado (10X) se diluyé al 1:10 en agua ultrapura
(bidestilada). Preparandose en condiciones estériles, la solucion de lavado
puede almacenarse durante una semana entre 2 a 8 °C. Ejemplo: para 300 ml
de solucion de lavado, se diluyéd 30 ml de solucion de lavado concentrada
(10X) con 270 ml de agua ultrapura (bidestilada) y se mezcld bien”.

c) Preparacion de las muestras, “se utilizo con esta prueba suero sanguineo
congelado y refrigerado”.

d) Protocolo de ensayo, “todos los reactivos alcanzaron una T° de 18- 26°C
antes de su uso. Los reactivos se mezclaron invirtiéndolos o agitandolos en un
vortex suavemente”.

Figura 4
Procedimientos del protocolo de ensayo

i 1 Se afiadié 50 ul de Diluyente de la Muestra a todos los pocillos que se utilizaron en la pruebay a los
p0c1llos de control.

l----------------------------------“O- ___________________________________
S 3
| Se afiadié 50 ul de Control Positivoy Negativo a los pocillos apropiados E
[

1
1 1 Se afiadié 50 ul de la muestra de suero en el resto de la placa. No se emple6 las mismas puntas de pipetas |
I para muestras diferentes. ]

o )
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N
1 Se mezeld los contenidos de los micropocillos moviendo suavemente la placay/o mediante el empleo de )
1 un agitador de placas de microtitulacién. |

s

—

f

| Se incubé las placas durante 2 horas (+-5 min). Las placas eran selladas firmemente para evitar 1

Il evaporaciones, y se incubé con cubiertas en una camara himeda. ]
)

i Se lavé cada pocillo con aproximadamente 300 ul de solucién de lavado tres veces. Se aspiro los E
| contenidos liquidos de todos los pocillos después de cada lavado. Después de la aspiracién final, se 1
| eliminé el fluido de lavado residual de cada placa golpeandola sobre material absorbente. Se evito que |
| las placas se sequen entre lavados y antes de afiadir el reactivo siguiente. ]

: Se afiadi6 100 ul de Conjugado a cada pocillo. Inmediatamente después se incubd las placas selladas con

]

1

{ una hoja de plastico o en una camara himeda tapada con cubiertas para placas, durante 30 minutos de 18 a |

26 °C. 1
{

i 1 Se afiadié 100 ul de Substrato TMB n°.12 a cada pocilloy se incubaron 10 minutos (+- 1 min) a 18 a 26
1 I'eC lejos de la luz directa.

I Para la reacci6n al cabo de 10 minutos, se afiadié 100 ul de Solucién de Frenado n® 3 a cada pocillo. Se
1 afiadio la Solucién de Frenado n°3 en el mismo orden que se afiadira el Substrato TMB n° 12 en el paso
| anterior.

1 i Se medid la absorbancia de las muestras y controles empleando una longitud de onda dual de 450 nm y E

Il 650 nm en un lector de microplacas (empleando aire como blanco). 1

| Se calculé la media de los valores de absorbancia para cada muestra desconocida analizada a la prueba y
| para los controles.

e) Resultados, “la media del valor OD450 del Control Negativo debe tener una
densidad éptica superior a 0,500. EI Control Positivo debe presentar un
porcentaje de bloque mayor al 50%”.

f) Interpretacion de los resultados

e La muestra es POSITIVA (contiene anticuerpos) “si el porcentaje es bloqueo
mayor o igual al 40%”.

e La muestra es NEGATIVA (no contiene anticuerpos) “si el porcentaje de
bloqueo es menor o igual al 30%”.

e Si el porcentaje de bloqueo de la muestra estd entre el 30% y el 40%, “
considera como DUDOSO en este caso se recomienda volver a tomar la
muestra de sangre en dos semanas posteriores”.

Prueba de Inmunofluorescencia Directa

La prueba de Inmunofluorescencia Directa (IFD) detecta antigenos virales, el

cual detalla que:
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La prueba se realiza en secciones de tejido de criostato de la amigdala, el bazo,
el rifidon y la parte distal del ileon. Las secciones de tejido se incuban con una
globulina anti pestivirus marcada con fluoresceina (conjugada). Las secciones se
examinan en busca de células fluorescentes con un microscopio de luz
ultravioleta. Dado que la prueba de IFD emplea un conjugado preparado a partir
de una globulina policlonal anti-PPC, no puede diferenciar entre antigenos de
varios pestivirus. Por lo tanto, un resultado positivo con la IFD debe ir seguido
de una de Inmunoperoxidasa (IPD) utilizando anticuerpos monoclonales (MAb)
que pueden diferenciar el VPPC de otros pestivirus. (sf)
Figura 5

Procedimientos de la inmunofluirescencia directa

Se corto secciones de 4 pm de las muestras de 6rganos con un microtomo de criostato.
Luego las muestras se fijaron en un cubreobjetos.

o

Se incluyé en el procedimiento una seccion positiva y negativa del VPPC en la prueba
para verificar la actividad del conjugado y la tincién de fondo.

iy

Se dejo secarlas secciones 15 minutos a 37°C (en algunas ocasiones se fijaron las
secciones 10 minutos en acetona).

Se enjuago las secciones una vez en una solucion tamponada de fosfato salino (PBS).

iy

Se preparo la dilucion de trabajo del conjugado en PBS, luego se coloco los
cubreobjetos en una camara himeda y se aplico la dilucion de trabajo PrioCON FITC
Pan-pesti en PBS en las secciones.

Se incubé 30 minutos a 37°C en la camara himeda.

T

Se lavo las secciones 5 veces por 2 minutos en PBS y Tween 80 al 0,05% a temperatura

ambiente (20 — 25°C).

Se drend los cubreobjetos y se monté en un portaobjetos con tampdn de montaje (de
Prionics Lelystad B.V.) (tampén de carbonato 0.5 M (pH 9.5) diluido 1:10 en glicerol al

100%).
O

Se examing las secciones en busca de células fluorescentes (citoplasma) con un
microscopio de luz ultravioleta.

Se interpret6 la prueba
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1.6.  Anélisis de los datos

Para ambos objetivos se utilizo estadistica descriptiva en base a los porcentajes
obtenidos. Para la ejecucion de los objetivos especificos se obtuvo a base de formulas
con los siguientes porcentajes.

) Numero de casos positivos a ELISA
% Total de animales enfermos = Poblacion total de estudio X100

) Numero de casos positivos a Inmunofluorescencia
% Total de animales enfermos = Poblacion totald udi X100
oblacion total de estudio

Il. RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnostico del proceso de centinelizacion del colera porcino en predios de
crianza porcina se describen a continuacion en base a dos predios de crianza porcina
(predio A 'y predio B) en donde 10 porcinos tuvieron distribucion aleatoria previamente
identificados con sus respectivos aretes.

Tabla 1
Predios de crianza porcina con sus respectivas distribuciones

Predios N° Identificacion

1 Mariela

Julio
Ricardo
Maximiliano
Capi
José
Techi
Alberto

Dania

© 0O ~N oo M WDN

=
o

Mireya

Los resultados del laboratorio de la Unidad del Centro de Diagnostico de
Sanidad Animal (UCDSA) del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA)
procesados sobre las muestras de sueros sanguineos y érganos se describen a
continuacion.
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Tabla 2
Resultados del diagnostico de anticuerpos en sueros sanguineos de porcinos centinelas en los
dias 0, 15, 30 y 45 post introduccion a los predios

Primer Segundo Tercer Cuarto
muestreo muestreo muestreo muestreo

Predios N° Identificacion

1 Mariela Negativo Negativo Negativo Negativo
2 Julio Negativo Negativo Negativo Negativo
A 3 Ricardo Negativo Negativo Negativo Negativo
4 Maximiliano Negativo Negativo Negativo Negativo
5 Capi Negativo Negativo Negativo Negativo
6 José Negativo Negativo Negativo Negativo
7 Techi Negativo Negativo Negativo Negativo
B 8 Alberto Negativo Negativo Negativo Negativo
9 Dania Negativo Negativo Negativo Negativo
10 Mireya Negativo Negativo Negativo Negativo

En la tabla 2 se observa los resultados de los diagndsticos de sueros sanguineos
de porcinos centinelas en los predios A 'y B en donde el primer muestreo (dia 0),
segundo muestreo (dia 15), tercer muestreo (dia 30) y cuarto muestreo (dia 45) el 100%
de porcinos centinelas obtuvieron resultado negativo en la prueba de ELISA para
descarte a Peste Porcina Clasica, determindndose asi la ausencia de anticuerpos contra
este virus desde el primer hasta el Gltimo muestreo en sueros sanguineos (Anexos
4,5,6,7,8,9,10,11); estos resultados denotan que no existe circulacion viral a Peste
Porcina Clésica en los predios de estudio del presente trabajo de investigacion.

Estos resultados concuerdan con Ayma (2021) al determinar la presencia de
anticuerpos mediante el programa de centinelizacién, para ello procesé 40 muestras de
sangre, provenientes de porcinos centinelas a los 0,15,30,45 dias de introduccion a los
predios, mediante las pruebas de ELISA de blogueo; en donde sus resultados indican
que el 100% de la poblaciéon centinela no presentaron la enfermedad, dando como
resultado un porcentaje de 0% a la presencia del virus a Peste Porcina Clasica,
concluyendo que el programa de centinelizacion fue efectivo, puesto que los resultados
obtenidos en nuestra investigacion lo denotan, en donde no ubo la presencia de otro
brote posterior al del estudio, esto revela que la vacunacion contra el colera porcino que
viene realizando el SENASA ha alcanzado una cobertura importante hasta la fecha,
logrando controlar la enfermedad en nuestra ciudad.

Estos resultados difieren con Roscano (2015) donde analiz6 151 muestras
serologicas de la poblaciéon porcina de traspatio, en donde 66 muestras (43.7%) se
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detectd la presencia de anticuerpos para el virus de Peste Porcina Clasica, y que 85
muestras (56.3%) no presentaron anticuerpos, la cual determino la prevalencia de Peste
Porcina Cléasica en la provincia de Azuay, mediante las pruebas de inmuno ensayo
enzimatico “ELISA” como respuesta a la presencia de brotes de Peste Porcina Clésica
en Cuenca — Ecuador en el 2012. Es muy probable que en esa temporada este en la fase
de control de esta enfermedad por los altos titulos de anticuerpos.

Asimismo, Bafiales (1996), quien en su investigacion llega a concluir que de 2
377 muestras seroldgicas; 2 355 resultaron negativos, 11 sospechosos y 11 positivos a
Peste Porcina Cléasica. donde evalu6 un programa de centinelizacion de la Peste Porcina
Cléasica en 83 granjas del estado de Jalisco. Estos resultados difieren con lo descrito en
nuestro trabajo de tesis; segun lo analizado en su trabajo de investigacion no
presentaban métodos de diagndsticos oficiales para detectar esta enfermedad. La
centinelizacion es “un procedimiento de vigilancia epidemioldgica en el que se utilizan
animales de especies susceptibles, no vacunados, libres de anticuerpos contra el virus de
Peste Porcina Clasica, en la etapa previa al repoblamiento de un area que fue afectada
por la enfermedad”.
Tabla 3
Resultados del diagnostico de Inmunofluorescia Directa en amigdalas, bazos y ganglios
de porcinos centinelas a los dias 45 post introduccién a los predios

Predios N° Identificacion Resultado del
1 Mariela Negativo
2 Julio Negativo
A 3 Ricardo Negativo
4 Maximiliano Negativo
5 Capi Negativo
6 José Negativo
7 Techi Negativo
B 8 Alberto Negativo
9 Dania Negativo
10 Mireya Negativo

En la tabla 3 se logra apreciar los resultados de los 6rganos (amigdalas, bazos y
ganglios) mediante la prueba de Inmunofluorescencia Directa, arrojando resultados
negativos de estas muestras a Virus de Peste Porcina Clésica en los predios de crianza
porcina (predio A y predio B) donde se determina la ausencia de circulacion viral a
Peste Porcina Clasica en ambos predios de estudio.
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Estos resultados concuerdan con Ayma (2021) al determinar la presencia del
virus en 30 muestras de organos (Amigdalas, Ganglios Linfaticos, Bazo), provenientes
de porcinos centinelas post introduccion en los predios de crianza en los 0,15,30,45
dias y diagnosticados mediante la prueba de Inmunofluorescencia directa (IFD) no
detectaron presencia del virus en los 6rganos muestreados, dando como resultado un
porcentaje de 0% a la presencia del virus de PPC, concluyendo que el programa de
centinelizacion fue efectivo. Este trabajo concuerda con nuestros resultados basandonos
en todo el procedimiento realizado.

No obstante, estos resultados difieren con Monzoén (2016) donde “analizo 2349
muestras de tonsilas de las cuales obtuvo 2 muestras positivas al determinar la presencia
de la peste porcina clasica en la porcicultura de Guatemala en el afio 2016, por medio de
la prueba de reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)”. Esto es muy variable
porque en nuestro trabajo de tesis se optd como prueba definitiva la
Inmunofluorescencia Directa para detectar antigenos del colera porcino. Se conoce que
la Peste Porcina Clasica no tiene tratamiento por lo cual se opta por las medidas de
vacunacion para evitar este tipo de enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, de un total de 10 porcinos centinelas, 5 en
cada predio, examinados en tres periodos de incubacién maxima del virus (15 dias x 3
repeticiones) mediante las pruebas de ELISA AC, para verificar la presencia de
anticuerpos contra Peste Porcina Clasica, no se observé la presencia de éstos en los
porcinos centinelas del presente estudio, dando un porcentaje de 0% a la presencia de
anticuerpos contra Peste Porcina Clasica, utilizando la prueba de Inmunofluorescencia
Directa de manera confirmatoria determinandose asi que no existe circulacién viral en
los predios en donde se desarroll6 el presente trabajo de centinelizacion.

CONCLUSIONES

1. Los titulos de anticuerpos del colera en porcinos centinelas a partir de los 0, 15, 30
y 45 dias post introduccion en predios de crianza Huanta — Ayacucho 2022 son
negativos.

2. Los titulos de anticuerpos del cdlera en porcinos centinelas mediante la prueba de
Inmunofluorescencia Directa a partir de los 45 dias post introduccion en predios de
crianza Huanta — Ayacucho 2022 son negativos.

3. Se conocio6 el diagnostico del proceso de centinelizacion del célera porcino en
predios de crianza porcina Huanta — Ayacucho 2022 mediante las pruebas de
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ELISA e Inmunofmuorescencia Directa dando como resultado un porcentaje de 0%
a la presencia del virus de colera porcino, concluyendo que el diagndstico del
proceso de centinelizacion del célera porcino en predios de crianza porcina Huanta
son negativos.
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