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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la Seroprevalencia de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en vacas en lactacion de hatos de los
pequefios productores del Distrito de Lampa mediante la técnica de ELISA indirecta
utilizando kit HerdChek® IBR-gB de IDEXX®. Durante los meses de octubre a
diciembre del 2014, se obtuvieron muestras de sangre de 72 vacas pertenecientes a
14 pequefios productores, utilizando tubos vacutainer los cuales se transportaron en
refrigeracion al Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNA-Puno, para la obtencion de suero sanguineo por centrifugacion,
congelacion (-20°C) y posterior andlisis. Los resultados indican que la
seroprevalencia general de IBR en vacas en produccion del Distrito de Lampa es de
27.8% (20/72). Asi mismo, la seroprevalencia a nivel del distrito de Lampa fue de
21.4% (3/14), encontrandose que los tres (3) hatos pertenecientes a las Comunidades
Campesinas son positivos a IBR y los 11 hatos pertenecientes a productores
particulares fueron negativos; lo que evidencia del descuido y mal manejo del ganado

comunal en relacion al particular.

Palabras clave: IBR, VHB-1, ELISA, Lampa, Vacas.
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I. INTRODUCCION

En la Region Puno, en los ultimos afios se viene trabajando de manera constante
en el mejoramiento genético del ganado bovino productor de leche utilizando, sobre todo,
técnicas de inseminacion artificial tanto con semen fresco como con semen congelado
procedentes de toros nacionales e importados. Pero, como consecuencia de este
mejoramiento genético a traves de la inseminacion artificial el asedio de patologias de
origen viral, bacteriano y protozoarios viene causando innumerables pérdidas econdémicas
por un descenso en el numero de partos, con las respectivas pérdidas econdémicas para los
productores. Una de las enfermedades altamente contagiosa, viene causando estragos en
la ganaderia bovina es la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) cuyo agente causal es el

Herpes Virus Bovino tipo 1 (VHB-1).

El SENASA demostrd que el virus de la IBR se encuentra ampliamente difundido
en las ganaderias lecheras y de doble propdsito en el Pert, donde todos los departamentos,
excepto Moquegua, presentaron animales positivos, variando la prevalencia desde 3.92%
hasta 87.65%. Por ello, se hacia imperativo conocer la prevalencia de IBR en el Distrito

de Lampa, en donde también la ganaderia lechera crece con auge.

Al igual que en el resto de distritos de la Region Puno, en el Distrito de Lampa
también los pequefios productores de leche se quejan de problemas de infertilidad y
abortos en sus hatos, desconociéndose la prevalencia de IBR. Como se sabe, el VHB-1
puede ser introducido en el hato por el ingreso de toros, vacas o vaquillas infectadas, uso
de semen infectado, ingreso de animales de ganaderias vecinas o bien por la presencia de
vacas portadoras sanas. Casi el 100% de los productores particulares y comunales del

Distrito de Lampa hacen uso de la inseminacion artificial como tecnologia reproductiva.
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Por esta necesidad, se ha disefiado el presente estudio cuyo objetivo general fue
determinar la seroprevalencia de la IBR de vacas en lactacidn de los pequefios productores
del Distrito de Lampa. Los objetivos especificos fueron identificar la presencia de
anticuerpos especificos anti-VHB-1 mediante la técnica de ELISA en muestras de suero
sanguineo y determinar la prevalencia de IBR en los hatos de los pequefios productores

de ganado vacuno (unidades agropecuarias).

Concluyéndose que los resultados serviran para que tanto productores como
asociaciones de ganaderos, instituciones gubernamentales y ONGs definan los

lineamientos para la prevencion y el control de esta patologia.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)
a) Historia

En 1954, los investigadores Schroeder y Moys reportaron el primer caso de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en California, Estados Unidos. La IBR es descrita
como una nueva enfermedad del ganado lechero el cual aparece repentinamente causando
fiebre alta, agalactia y signos respiratorios. En aquel tiempo se desconocia la causa pero
era posible determinar que su transmision era por medio de tejidos y exudados de

animales contaminados (Schroeder & Moys, 1954).

A partir de la primera notificacion, la enfermedad fue descrita en bovinos lecheros
y de carne de todas las edades, principalmente en animales criados en sistema intensivo

y ocasionalmente en los de sistema extensivo (McKercher, 1959).

En centros de inseminacion artificial han sido descritos brotes de la enfermedad
por Huck en 1961 mientras que Saxegaard et al, en 1966, realizaron aislamientos de este
agente de toros clinicamente sanos (Vera et al., 2006). Sprabdrow, en 1968 recuperd el

virus de pajillas de semen congeladas (citado por Gibbs y Rweyemamu, 1977).

Afos mas tarde se comprobé que el mismo agente de la IBR era responsable de
enfermedades venéreas como la vulvovaginitis pustular en vacas. Otros estudios
determinaron que el virus podia haber llegado a Norteamérica a través de animales con
infeccion subclinica provenientes de Alemania. Posteriormente, la IBR fue notificada en

muchas partes del mundo (Yates, 1982).
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La IBR, conocida como nariz roja, lloriqueo de los terneros, vaginitis vesicular,
exantema coital; es una enfermedad altamente contagiosa causada por un herpes virus

que se manifiesta clinicamente de diferentes maneras (Blood y Radostits, 1992).

La IBR es una enfermedad infecciosa, de etiologia viral, que se presenta en el
ganado bovino, afectando los sistemas respiratorio, genital y nervioso, El agente causal
pertenece a la familia Herpesviridae, clasificado como Herpes virus bovino tipo 1 (HVB-

1) (Guarino et al., 2001).
b) Etiologia: el virus de la IBR

Taxonomia y estructura:

El HVBo-1 forma parte del genero Varicellovirus, en la subfamilia
Alphaherpesvirinae, que pertenece a la familia Herpesviridae, en el orden Herpesvirales.
El genoma virico consiste en un ADN bicatenario que codifica unas 70 proteinas, de las
cuales se han identificado 33 estructurales y mas de 15 no estructurales. Las
glicoproteinas viricas, que se encuentran en la envoltura de la superficie del viridn,
intervienen de forma importante en la patogenia y la inmunidad (Fig. 1). El HVBo-1
puede pertenecer al subtipo 1.1, al 1.2a o al 1.2b. Los subtipos HVBo0-1.2 pueden ser
menos virulentos que el subtipo 1.1. El anteriormente denominado HVBo-1.3, que puede
actuar como agente neuropatégeno en los terneros, se ha reclasificado como HVBo-5. El
HVBo-1 presenta una estrecha relacion antigénica y genética con otros alfaherpesvirus
de los rumiantes: el HVBo-5, el herpesvirus caprino 1, el herpesvirus de los cérvidos tipo
1 (ciervo comun), el herpesvirus de los cérvidos tipo 2 (reno), herpesvirus de los bufalos

tipo 1y el herpesvirus del alce tipo 1 (Thiry et al., 2006).
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Fig. 1: Estructura del VHB-1.

El virus es un patégeno citopatico altamente contagioso que replica facilmente
dentro de una célula creando puentes intercelulares que le permiten tomar posesion de
células vecinas sanas sin ser expuesto a los mecanismos de defensa humoral del
organismo. Esta asociado principalmente con problemas reproductivos, rinotraqueitis,
conjuntivitis 'y problemas nerviosos. La presentacion concomitante de cuadros
respiratorios y venéreos es rara, debido a que son causados por subtipos virales diferentes.
El Herpesvirus cuenta con una escasa resistencia fuera del organismo animal hospedador,
es importante excluir la difusion inmediata del virus, que muestra una acusada
sensibilidad a la formalina al 5 %, lejia al 0.5 %, acido peracético al 0.5 %, asi como a

los disolventes de las grasas: éter, cloroformo, acetona, etc. (Alvarado et al, 1993).

Clasificacion

El Herpesvirus bovino tipo 1, pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. Ha sido clasificado en dos subtipos: HVB-1.1
y HVB-1.2, a su vez el HVB-1.2 se divide en HVB-1.22 y HVB-1.2°, mediante el uso de
electroforesis de proteinas virales en geles de poliacrilamida, el uso de paneles de
anticuerpos monoclonales y el anélisis de las diferencias del acido nucleico viral

detectadas por la digestion con enzimas de restriccién o por amplificacion diferencial en
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el ensayo de PCR El subtipo 1.1 se asocia con la forma respiratoria de la enfermedad,
IBR, mientras que el subtipo 1.2 se asocia tanto con esta enfermedad respiratoria como
con las genitales, IPV/IPB. Ellos difieren en los epitopes de la glicoproteina C (gC), lo
cual puede alterar la adhesion viral e influir en las diferentes virulencias que presentan

(Ackermann, 1990).

Las cepas del subtipo HVB-1.1 son las mas virulentas y causan las enfermedades
de mayor severidad asociadas a las infecciones con HVB-1. Este subtipo es excretado en
altos titulos en secreciones nasales y diseminado mas efectivamente que el 1.2 (Ruiz,

1977).

Caracteristicas biologicas

El VHB-1 tiene un diametro de 150 a 200 nm, su material genético esta
conformado por una doble cadena lineal de ADN dentro de una nucleocapside icosaédrica
compleja de alrededor de 100 nm de didmetro compuesta de 162 capsomeros (150
hexameros y 12 pentdmeros). La capside esta rodeada por una capa de material globular,
conocido como tegumento, y alrededor de él, una envoltura que contiene las espiculas de

glicoproteinas virales en su superficie (Murphy et al., 1999).
Genoma

El VHB-1 contiene un genoma ADN de doble banda de aproximadamente
135000-140000 par de bases, medidas por mapeo por restriccion de endonucleasas. Dicho
genoma esta dividido en dos segmentos, uno largo (UL) de 102-104 kpb y uno corto (US)
de 10.5-11 kpb (ambas longitudes de segmentos medidas por microscopia electronica);
estos dos segmentos estan separados por una seccion interna repetida y flanqueada por
regiones repetidas invertidas de cerca de 24 kpb. EI genoma del VHB-1 puede codificar

un namero aproximado de 70 proteinas, de las cuales solo cerca de 54 se han logrado
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identificar en la infeccion productiva. De las proteinas virales identificadas hasta el
momento se han clasificado 15 no estructurales y 33 estructurales, de las cuales 13 estan
involucradas en la envoltura viral, 14 en la nucleocapside y 6 cuya funcion no se ha

establecido (Rodas et al., 1996).

El genoma del BHV-1 tiene la capacidad de codificar varias proteinas distintas,
con pesos moleculares que van desde los 42 hasta los 180 Kda. Las principales
glicoproteinas codificadas son: I, Il, 111, 1V, 42 y 93; las otras identificadas hasta ahora
son la E, G y la I del virus herpes simples-1 (HSV-1). De acuerdo a mapeos genéticos
realizados se ha encontrado similitud entre glicoproteinas del VHB-1 y el HSV-1, por lo
cual se ha propuesto un cambio de nomenclatura de las glicoproteinas del HVB-1 para

equipararlas con el VHS-1 (Babiuk, 1985).

Entre las proteinas estructurales por lo menos 9 son glicoproteinas presentes en la
envoltura viral formando proyecciones y juegan un rol importante en las interacciones
virus-célula, como adherencia, penetracion, difusion célula-célula y salida. Las
glicoproteinas a demas interactian con el sistema inmune, como unién a componentes
del complemento o inmunoglobulinas. Las glicoproteinas gB, Gd y probablemente gH,
gK y gL son esenciales en el proceso de replicacion viral. Las glicoproteinas gC, gG, gl,
y gE no son esenciales para la replicacion viral, pero juegan un rol esencial en las

interacciones virus—célula (Kaashoek, 1995).
C) Transmision

Las fuentes principales de infeccion son el exudado nasal y aerosoles, secreciones
genitales, semen, liquidos y tejidos fetales; los vacunos de todas las razas y edades son
susceptibles a la enfermedad, pero principalmente son afectados animales mayores de 6

meses por hallarse méas expuestos a la infeccion (Blood y Radostitis, 1992).
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El VHB-1 se transmite en forma directa por aerosoles o por contacto con animales
infectados, a partir de secreciones respiratorias, oculares y del tracto reproductivo, o
puede ser transmitido por el semen, durante la monta natural o inseminacion artificial
(Wiedmann, 1993) e incluso durante la transferencia de embriones (Rios Z. 2000) o en
forma indirecta a través de personas y equipos, sobrecargas extremas por transporte
pueden provocar la activacion de la infeccidn latente, la produccion y excrecion del virus

Yy, en casos especiales, manifestaciones clinicas (Jubb, 1993).

La forma de contagio méas importante de la infeccion genital esta dada por el toro,
ya que el virus tiene receptores en el tracto genital de la vaca facilitando la infeccién para
la presentacion de la vulvovaginitis pustular infecciosa (Ruiz, 1977), otro factor
importante para la infeccion genital son los golpes dados con la cola y las manipulaciones
de los animales, no debe excluirse la diseminacién del virus por insectos (Thrusfield,

1990).

El semen contaminado por VHB-1 puede venir de individuos clinicamente sanos.
En Argentina se realizd un estudio sobre la presencia del BHV-1 en semen congelado, el
cual es comercializado en ese pais y se detecto la presencia del virus en 17.5 % de las

muestras analizadas (Golan et al., 1990).

El paso del VHB-1 de una poblacion a otra y el ingreso a territorios y paises libres
se produce casi exclusivamente a través de animales con la infeccidn latente y, en ciertas

circunstancias, mediante semen contaminado por el virus (Aycardy et al., 1976).

Una hembra infectada, introducida al hato puede ser factor desencadenante de la

enfermedad, ya que puede infectar al toro y por ende a otras vacas (Ruiz, 1977).

La transmision del virus puede ser horizontal; es decir, por contacto directo, a

través de las descargas oculonasales, la saliva, el semen, las secreciones uterinas, los
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fluidos placentarios, las heces, la orina y la leche (Flint y col., 2000). El contacto directo
especialmente nariz-nariz, es el mecanismo mas eficiente de transmision en condiciones
naturales (Houe, 1995). El semen crudo o criopreservado de toros es una importante via
de transmision horizontal (Houe, 1999). También es posible la transmision por
transferencia embrionaria. La mayoria de las células del tracto reproductivo de la hembra
son permisibles al virus; ademas, los cultivos celulares y el suero fetal bovino utilizados
en la transferencia embrionaria pueden estar contaminados (Costable et al, 1993). Debido
a la alta distribucion que hay entre hatos de ganado y de la asociacion que existe entre el
virus y los fluidos del animal, el IBR representa un problema potencial en la inseminacion
artificial o reproduccién asistida. EI semen contaminado de toros infectados pueden
transmitir esta enfermedad a vacas inseminadas artificialmente, también es posible que el
semen de toros que presenten infecciones testiculares persistentes pueda infectar a la vaca
(Gard et al., 2007). Adicionalmente, fluidos, gametos y otras células derivadas de algin
animal enfermo representa grandes fuentes de contaminacion cuando estos “materiales
de origen animal” son usados en la produccion y trasferencia de embriones (Gard et al.,

2007).

También es posible la transmisién vertical, es decir, el virus se puede diseminar
a través de la placenta; si el feto es infectado antes de adquirir competencia inmunoldgica
(antes del dia 125 de gestacion aproximadamente), desarrollara una infeccion persistente
(IP); estos terneros pueden actuar como fuente de infeccion. Pese a la elevada tasa de
mortalidad de los IP en su primer afio de vida, muchos alcanzan la madurez sexual y se
reproducen (los toros IP, infectan a las hembras durante la monta directa y la inseminacion
artificial). Hembras IP siempre dan terneros IP. La transmision vertical siempre ocurre
luego de la transferencia embrionaria si el receptor es IP, o la vaca donante es IP y no se

realiza el correcto lavado del embrién (Houe, 1995; Houe, 1999; Lértora, 2003).
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La principal forma de transmision del virus entre hatos es a través de la
adquisicion de bovinos IP o de hembras que transportan fetos IP. Otras vias de
introduccion son: el uso de vacunas vivas, semen contaminado, cohabitacion con bovinos,
transferencia embrionaria y el contacto con bovinos con infeccion aguda (Houe, 1995;

Houe 1999).

La tasa de transmision dentro del hato depende de la forma de introduccion del
virus al mismo. Cuando un animal IP es introducido a un hato, la transmision a animales
susceptibles ocurre rapidamente en la mayoria de los animales del hato; por el contrario,
cuando la infeccidn se inicia con un bovino con infeccion aguda o por alguna otra via que
inicie una infeccion aguda, la transmision es de corta duracion y solo incluye un pequefio
porcentaje del hato antes de que la transmision cese. El sistema de produccion y la
virulencia de las cepas también participan en la tasa de transmision; la diseminacion es
mas eficiente en sistemas de produccion que permiten un estrecho contacto entre animales

infectados con cepas virulentas (Houe, 1999; Lértora, 2003).
d) Latencia

El estado de latencia es aquel donde el virus permanece viable pero no activo en
el animal huésped, con periodos de reactivacion y reexcrecion, y el cual no se puede
detectar por procedimientos viroldgicos convencionales. Posterior a la replicacion inicial
en el sitio de la infeccidn, el virus entra al sistema nervioso y va por via axonal centripeta
a localizarse en ganglios nerviosos; en el trigémino en infecciones respiratorias y en
cordones sacro espinales y ciatico en infecciones genitales (Gongora et al., 1991; Rodas

et al., 1996).

Como otros miembros de la subfamilia de Alphaherpesvirinae, el VHB-1 puede

establecer infecciones latentes en neuronas de ganglios sensoriales, principalmente en el

10
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ganglio trigémino, tonsilas y en ganglio sacro en caso de infecciones en los genitales
(Blaha, 1995), este es uno de los mayores problemas para el control de la infeccién del
VHB-1 por la capacidad del virus de permanecer en estado latente y persistir por largos
periodos de tiempo reactivandose periodicamente, como consecuencia de eventos

estresantes o por tratamiento con corticoides (Whetstone et al., 1989).

El ADN viral puede persistir en estado de latencia de por vida en un hospedero
infectado o puede reactivarse y diseminarse a animales susceptibles. Los mecanismos
involucrados en el fendmeno de latencia no estan del todo esclarecidos. Se han sugerido
varios factores que intervienen en el proceso, dentro de los cuales hay factores asociados

al virus y factores asociados al huésped (Blaha, 1995).

Aunque se desconoce el mecanismo de reactivacion viral, al parecer esta
relacionado con eventos estresantes como transporte, hacinamiento, cambios climaticos,
cambios de hormonas durante la gestacion, superinfeccion con otros virus. Ademas, se ha
demostrado que animales tratados con corticosteroides, pueden demostrar reactivacion
viral, quizds asociada a un fendmeno de inmunosupresion causada por ese tipo de
medicamentos, lo cual ha sido comprobado en diversos estudios (Hotman & Easterday,

1983; Gongora et al., 1991).
e) Epidemiologia

La distribucion geografica del IBR es mundial, se ha descrito la presencia de
VHB-1 en varios paises de los cinco continentes con distintos grados de prevalencia;
todas las razas son susceptibles a la enfermedad, aunque se presenta con mayor frecuencia
en animales mayores de seis meses de edad, esto en razon de que los niveles de
anticuerpos maternales duran de 1 a 6 meses. Se ha reportado que la morbilidad en ganado

de leche es del 6% y la mortalidad del 3%, en comparacion con el ganado de carne en el

11
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cual la morbilidad puede alcanzar el 20-30% (Blood y Radostits, 1992; Gibbs y

Rweyemamu, 1977).

Aunque rara vez se ha reportado la enfermedad, se puede presentar muy
esporadicamente en cerdos tanto, en la forma respiratoria como en la forma genital.
También se han descrito niveles de anticuerpos en venados, mamiferos silvestres y
bufalos en estos Gltimos se han reportado prevalencias del 52.5% en una zona ganadera

de la India (Renaukaradhya, 1996).
f) Patogénesis

En la enfermedad respiratoria, el virus se localiza en células epiteliales y
agregados linfoides de cavidades nasales y vias aéreas superiores, se multiplica en células
epiteliales, células de submucosa y tejido conectivo; el efecto viral causa perdida de cilios,
hipertrofia epitelial e infiltracién de neutrdfilos; posterior a esta replicacion inicial hay

una viremia corta (Arboleda et al, 1996; Blood and Radostits, 1992).

Ademas causa un efecto inmunodrepresor sobre los macrofagos alveolares. El
VHB-1 causa una bronco constriccion excesiva por modulacién farmacologica del
masculo liso, favoreciendo de esta manera el acumulo de secreciones en vias aéreas
inferiores, predisponiendo el animal a la presentacion de infecciones bacterianas
secundarias, en especial por Pasteurella, que junto a virus como el de PI-3 y el mismo
VHB-1, estan comprometidos en la fisiopatologia del complejo respiratorio bovino

(Arboleda et al., 1996; Conlon et al., 1987).

Pueden ocurrir infecciones del tracto respiratorio superior o del tracto genital,
debido a que la respuesta inmune es eficiente, estas infecciones son usualmente

autolimitantes y la infeccion del animal dura 1 a 2 semanas (Blood y Radostits, 1992).

A partir de la mucosa nasal, el virus puede colonizar las células de las
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terminaciones nerviosas y recorrer de forma centripeta el sistema nervioso. En
inoculaciones intranasales experimentales, el virus puede ser aislado del ganglio
trigémino al cuarto dia post inoculacion, al quinto dia alcanza el tallo cerebral y al dia 11
se puede aislar de la corteza cerebral, causando encefalitis no supurativa (Blood and
Radostits, 1992; George, 1991).

Después de la infeccion primaria el VHB-1 puede infectar monocitos con
moderada replicacion viral y también puede infectar macréfagos y linfocitos los cuales
pueden servir de vehiculo hacia diferentes tejidos en el animal. El virus puede causar una
invasion sistémica al ser transportado por monocitos y leucocitos periféricos, logrando
alcanzar la placenta y el feto, produciendo aborto, pero se observa principalmente en el
ultimo tercio de la gestacion. Se ha demostrado el efecto de la alta mortalidad embrionaria
del virus; cuando se expone la vaca en los primeros 7 dias post servicios al BHV-1 este
pasa a través del epitelio uterino, infecta las membranas embrionarias y causa la muerte
del embrion; la cual puede pasar desapercibida o puede generar un ciclo estral prolongado
(Blood and Radostits, 1992).

El VHB-1 inoculado experimentalmente (para simular el efecto de semen
contaminado) en el Gtero, causa una endometritis necrotizante local severa, la cual se
resuelve entre 1 y 2 semanas post infeccion; lo que demuestra la infertilidad temporal que
puede causar un semen contaminado con el virus. Posteriormente a la recuperacion
uterina no se vuelven a presentar lesiones herpéticas, sugiriendo de esta manera que el
VHB-1 no es responsable de falla gestacional repetida en el ganado (Blood and Radostits,
1992; Miller et al., 1991).

A nivel ovérico se ha demostrado un efecto patoldgico causado por el virus,
caracterizado por ooforitis necrotizante y lesion sobre el cuerpo lGteo, siendo este Gltimo

muy susceptible al virus, en especial en los primeros tres dias de ovulacion, periodo en el
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cual se comienza a formar esta estructura ovarica. Esta accion puede alterar el ciclo estral,
generando ciclos alargados (Smith et al, 1990).
) Signos y patologia

La enfermedad se caracteriza por una amplia variedad de signos clinicos, como
consecuencia de la accion del virus sobre los sistemas respiratorio, genital, digestivo y
nervioso, por lo que se describen diferentes formas de presentacion de la enfermedad
(Alvarado et al., 1993; Rios y Alberto, 2000).

» Forma respiratoria: El periodo de incubacion después de la exposicidn experimental
va de 2 a 7 dias. La enfermedad cursa con fiebre alta (hasta 42°C), disnea, anorexia,
hipertermia de la mucosa nasal, disminucién en la produccién lactea y presentacion
de secreciones nasales que van desde serosas hasta mucopurulentas por
complicaciones bacterianas; la recuperacion de la enfermedad se da en 10 a 15 dias,
aunque llega a ser mortal en los casos que se presenta bronquiolitis obstructiva
extensa (Arboleda et al., 1996; Blood y Radostits, 1992).
Se presenta una forma aguda fulminante, que se caracteriza por aparicion subita de
una infeccidn respiratoria severa de rapida diseminacién, en donde hay fiebre
dificultad respiratoria y puede aparecer una diarrea profusa, por lo que se necesita
diferenciar el diagnostico con otras enfermedades virales como DVB. El cuadro
clinico puede acompafarse de conjuntivitis aunque sin involucrar la cornea. Esta
forma es la més significativa e importante econémicamente, debido a la alta
morbilidad, muerte de algunos animales, pérdida de peso, disminucion en los
parametros productivos como lo son ganancia de peso y produccién de leche (Ruiz,
1977).

» Forma abortigénica: Puede ser una manifestacion de la forma genital o respiratoria

en vacas gestantes. Pero por lo regular, los abortos ocurren independientemente de
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las otras manifestaciones, o si las hay son tan leves que son dificiles de apreciar (Ruiz,

1977).

Cuando se presenta la forma respiratoria en un hato puede haber abortos en las 3 a 6
semanas posteriores; aunque estos pueden presentarse en cualquier momento de la
gestacion, el aborto ocurre generalmente en el tltimo trimestre, llegando a provocar
falla gestacional hasta en el 21% de la poblacién (Arboleda et al., 1996; Blood y

Radostits, 1992; Miller, 1991).

El virus es transportado hasta la placenta en los leucocitos, infectando entonces al
feto y matandolo en 24 horas. El aborto puede ocurrir en cualquier momento, pero,
por lo general, se produce al cuarto mes o al final de la gestacion. Las lesiones
resultantes comprenden placentitis difusa con cotiledones necroticos y blanquecinos

y zonas intercotiledonareas amarillentas y edematosas (Prieto y Roy, 2006).

El aborto puede aparecer en un hato en forma explosiva, es decir en muchos animales
casi simultdneamente, los terneros pueden nacer vivos, débiles, pero casi siempre

mueren a los pocos dias (Bosh et al., 1997).

» Forma Genital: La forma genital de IBR cursa con vulvovaginitis en las hembras o
balanopostitis en los machos; esta forma se puede presentar, aunque es raro, junto
con la forma respiratoria; lo que se evidencio en un caso reportado fue la confluencia

de las dos formas se report6 en Inglaterra en 1997 (Pritchard et al., 1997).

La enfermedad con VHB-1 se caracteriza por asociarse con la infeccion del tracto
respiratorio alto en vacas jovenes, y vulvo vaginitis postular y aborto en animales
con poca inmunidad, aunque es poco comun encontrar estas dos formas en un mismo

hato (Murray, 1990).
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Esta forma de la enfermedad es mas conocida como vulvo vaginitis pustular
infecciosa (VPI) o exantema coital, se caracteriza por necrosis focal y respuesta
inflamatoria linfo proliferativa; en la mucosa genital se producen lesiones de tipo
vesicular o nodular, las cuales se pueden volver ulcerativas, llegando en algunos
casos a producir descarga vaginal muco purulenta en la VPI (Blood y Radostits,
1992; Miller et al., 1991). La VPI cuyo curso dura aproximadamente 10 dias, es de
caracter benigno y no induce abortos; su secuela mas grave es el prolapso uterino, el
cual es causado por el esfuerzo asociado al dolor que producen las lesiones (Arboleda

etal., 1996; Miller et al., 1991).

En el macho, el cuadro clinico es la balanopostitis pustular infecciosa (BP1), la cual
se caracteriza por lesiones similares a las descritas para la VVPI. Si las lesiones son
muy severas las cicatrices pueden producir adherencias o desviaciones del pene

(Gibbs y Rweyemamu, 1977; Blood y Radostits, 1992).

Es importante mencionar que se ha descrito la transmision del virus a través del
semen y de implementos usados en la recoleccién de semen para inseminacion
artificial, observandose la eliminacion de virus en toros infectados subclinicamente
durante periodos de tiempo variable, sin llegar a presentar signos de enfermedad. De
ahi la importancia de la evaluacion de los machos para determinar la presencia o
ausencia del virus, lo cual determinara su estado de portadores con infeccion latente
y posible reactivacion en especial de machos dedicados a la recoleccion de semen

(Van Qirschot et al., 1993).

» Forma ocular: Esta forma de enfermedad puede ocurrir sin reaccion sistémica
detectable, o puede aparecer acompafiada de la forma respiratoria. Se observa

inflamacion y enrojecimiento de la conjuntiva, asi como secrecion ocular abundante,
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al principio clara y después muco purulenta; puede afectar uno 0 ambos ojos y puede
confundirse facilmente con queratoconjuntivitis infecciosa causada por Moraxella
bovis (Blood y Radostist, 1992).

» Forma nerviosa: EI VHB-1.3, agente etiologico de la forma encefalica, se replica en

la mucosa ocular o respiratoria a los 3 dias post infeccion, tiempo después del cual
desparecen las lesiones.; la replicacion a nivel de tejido nervioso comienza a los 9 a
11 dias post infeccion. Los animales mas susceptibles a esta forma de presentacion
son los menores de 6 semanas de edad que no tiene adecuados niveles de anticuerpos
adquiridos por inmunidad pasiva; aunque se ha reportado la enfermedad en animales
de 6 meses (George, 1991).
Los signos que presentan los animales afectados por la forma encefalica incluyen
depresion, descarga oculo nasal, movimiento en circulos, sialorrea, odontoprixis,
paralisis de la lengua, “head tilt” (inclinacion de la cabeza), nistagmo, déficit
propioceptivo, ceguera aparente, convulsiones, coma y muerte. La evolucion del
cuadro clinico se da en uno a dos dias y la muerte sobreviene en cinco dias;
Ilegandose a presentar mortalidad en cerca del 100% de los afectados (Arboleda et
al, 1996; George, 1991; Smith et al., 1990).

» Forma Digestiva: La forma digestiva esta asociada a meningoencefalitis,
mayormente en terneros menores de 6 meses, ocasionando ataxia, movimientos
frenéticos, salivacion profusa, rechinar de dientes, postracion y muerte. Afectan
terneros de 1 a 3 semanas, causando fiebre, dificultad respiratoria y diarrea, se
observan lesiones necroticas de color blanco en el tracto digestivo. La enfermedad
evoluciona en forma aguda con alta mortalidad (Martin et al., 1997).

h) Poblacion hospedadora

Ademas de la existencia de reservorios del virus, de las circunstancias que
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originan la activacion de infecciones latentes y la disposicion de mecanismos de
transmision intactos, otra premisa para la génesis y curso de una epizootia es la
sensibilidad de la poblacion para el VHB-1. El grado de sensibilidad de un individuo o
una poblacion viene determinado decisivamente por el estatus inmunoldgico existente en
el momento del contagio (Dennis et al., 1994).
i) Diagnastico

El diagnostico clinico de IBR no es sencillo debido a la existencia de otras
enfermedades que presentan signos clinicos semejantes. Sin embargo la enfermedad
puede ser diagnosticada cuando se presentan afecciones del tracto respiratorio superior,
con mediana o alta morbilidad y baja mortalidad, ademas, de problemas de fertilidad,
reabsorcion embrionaria y abortos. Para el diagndstico de IBR se deben tener en cuenta
los signos clinicos, los hallazgos a la necropsia pero se requiere de pruebas especiales
para el diagnostico definitivo. Pero para realizar un diagndéstico definitivo se requiere de
las siguientes pruebas de laboratorio (Rock et al., 1992):

»  Pruebas directas: Se basa en el aislamiento del virus (cultivo celular), deteccion
de antigenos virales (ELISA, Inmunofluorescencia o Inmunohistoquimica) o de
material genético del mismo (PCR). Para estas pruebas se recolecta muestras de
secreciones nasales y oculares de animales que presentan enfermedad respiratoria y
secreciones vaginales. Las muestras tomadas deben permanecer estériles para luego
ser remitidas al laboratorio.

»  Pruebas indirectas: Tienen como fundamento la identificacién de anticuerpos
especificos contra el VHB-1, mediante la seroneutralizacion, la cual es una prueba de
referencia internacional; o ELISA, ambas de alta sensibilidad y especificidad, por lo

que son las mas utilizadas en los laboratorios de diagnostico.

La serologia mediante ELISA permite la deteccion de anticuerpos séricos contra
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VHB-1 tanto en suero sanguineo como en leche. Tiene una buena sensibilidad y
especificidad. La mayor casuistica se trata de problemas reproductivos, los cuales son
mas dificiles de diagnosticar, debido a que la viremia ocurre tiempo antes de la evidencia
de los signos clinicos (aborto, infertilidad, etc.), y por lo tanto el pico de anticuerpos
ocurre igualmente antes, y no es posible detectar seroconversion en muestras pareadas
que por lo general se toman en el momento del aborto y 15 a 30 dias después (Palomino,

2004).

El diagndstico de laboratorio de una enfermedad viral como producida por el
HVB-1, en el cual el agente tiene la capacidad de permanecer en estado latente, y los
titulos de anticuerpos se mantienen de por vida, implica no s6lo contar con pruebas
eficientes sino también con una correcta interpretacion de los resultados. Un diagnostico
fehaciente y oportuno juega un rol preponderante en la toma de decisiones,
principalmente en la ejecucion de las medidas de prevenciones adecuadas y eficaces

(West G., 1991),
j) Control

Una de las particularidades mas importantes de los Herpesvirus es su
capacidad de mantenerse en el organismo en estado latente. Por lo tanto, todo animal que
estuvo en contacto con el virus, desarrolle o no la enfermedad, se convierte en portador y
posible diseminador de la infeccion si el virus es reactivado y reexcretado. Factores
inmunodepresores, como el estrés (transporte, manejo, parto), al igual que el tratamiento
con glucocorticoides, como la dexametasona, pueden llegar a reactivar el virus de su sitio

latente y producir la reexcrecion del mismo (West Geoffrey, 1991; Merck, 2007).

El empleo de la vacunacion como método de control dependera de la prevalencia

de la enfermedad en el establecimiento, las caracteristicas del manejo y de un adecuado
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analisis costo-beneficio, pero antes que nada, y aunque parezca obvio, se debera tener
certeza que el problema existente es debido a la accion de HVB-1. Se debera tener en
cuenta que muchas veces el empleo de vacunas, en especial aquellas polivalentes
enfocadas a la solucidn de un sindrome, sin llegar a conocer la causa del problema, pueden

distorsionar el diagnostico dificultando ain mas su solucién (Hunter, 1987).
2.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

La técnica Ensayo por Inmuno absorcion Ligada a las Enzimas forma parte de
aquellas reacciones seroldgicas que utilizan conjugados para poder visualizar la reaccién
antigeno-anticuerpo. EI ELISA se basa en el uso de anticuerpos marcados con una enzima
(generalmente la peroxidasa), de forma que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) insolubilizados sobre la placa, la reaccion antigeno-anticuerpo quedara
inmovilizada y, por tanto, podra ser revelada facilmente mediante la adicion del
conjugado Yy del sustrato, generando un color observable a simple vista y cuantificable

mediante un colorimetro (Rodas et al., 1996).

El ELISA es uno de los métodos mas utilizados para el diagnostico seroldgico de
distintas enfermedades infecciosas, y es la técnica mas recomendada para el estudio de
poblaciones. La técnica de ELISA, utiliza antigeno viral pegado en una placa a la que se
le incorpora el suero problema y una enzima, para luego ser revelado mediante la
incorporacion de un sustrato especifico. Esta admite la utilizacion de todos los sueros.
Los resultados de ELISA nos permiten determinar animales positivos o negativos. La
correcta interpretacion de los resultados de los estudio seroldgicos permiten la
aproximacion a un diagnostico en casos particulares y el conocimiento del estado inmune

de una poblacion bovina en un momento dado, establecer y evaluar programas de control
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y manejo (Rock et al., 1992).

No se ha establecido un procedimiento ELISA estandar. Hay disponibles en el
mercado varios tipos de ELISA, incluidos ELISA indirectos y de blogueo, algunos de los

cuales también son adecuados para detectar anticuerpos en leche (Kramps et al., 2004):

» Enzimoinmunoanalisis indirecto.- El principio de un ELISA indirecto se basa en la
unién de anticuerpos especificos anti-HVBo-1 presentes en la muestra problema a
antigeno HVBo-1 inmovilizado. Los anticuerpos unidos se detectan utilizando
antisuero anti-inmunoglobulina bovina marcado con enzima. La presencia de
anticuerpos en la muestra problema dara lugar a color tras afadir la solucion de

sustrato/cromageno.

» Enzimoinmunoanalisis de bloqueo.- El principio del ELISA de bloqueo o
competitivo se basa en bloquear la union de un antisuero anti HVBo-1 o de un MAb
anti-HVBo-1 marcados con enzima al antigeno, mediante anticuerpos de la muestra
problema. La presencia de anticuerpos en la muestra problema da lugar a una escasa

aparicion de color tras afiadir la solucién de sustrato/cromégeno.
2.3.  Antecedentes

Se determind la seroprevalencia de IBR en la microcuenca de Llallimayo, Melgar,
Puno, utilizando 160 vacunos Brown Swiss menores de 2 afios y mayores de 2 afios,
procedentes de zonas altas y bajas, encontrandose una prevalencia general de 11.88%, no
encontrandose diferencias entre las zonas altas y bajas ni entre menores y mayores de 2

afios (P>0,05) (Condori, 2014).

En el Distrito de Azangaro se estudio la seroprevalencia de IBR en 160 vacunos
Brown Swiss y Criollos, machos y hembras y mayores y menores de 2 afios. La

prevalencia general en Criollos fue de 11.25% y en Brown Swiss de 8.75% (P>0.05). La
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prevalencia fue mayor en vacas (14.38%) que en machos (5.62%) (P<0.05). También se
determind que es mayor en mayores de 2 afos (16.88%) que en menores de 2 afos

(3.12%) (P<0.01) (Vilca, 2014).

Se determind la prevalencia del virus herpes bovino tipo 1 (VHB-1), agente causal
del IBR, en animales de la Provincia de Melgar, Puno. Se recolectaron muestras de sangre
de bovinos mayores a 6 meses de edad (n = 382) provenientes de nueve distritos de la
Provincia de Melgar, para la deteccién de anticuerpos contra el VHB-1 mediante la
prueba de neutralizacién viral. La prevalencia del VHB-1 fue de 29.0+0.1%(110/382),
sin que hubiese diferencias entre animales jovenes (<2 afios) y adultos (>2 afios). Los
titulos de anticuerpos variaron entre 2 a 128 U/mL. Los resultados indican que el VHB-1
estd difundido en la provincia de Melgar y, posiblemente, esté contribuyendo en la

presentacion de problemas respiratorios en animales jovenes (Pariente et al., 2006).

El 67.6% de las muestras de suero de bovinos criollos de crianza extensiva de la
Provincia de Parinacochas tuvieron anticuerpos contra el VHB-1, sin que encuentre
diferencias entre distritos (P>0,05). Todos los hatos evaluados tuvieron animales
seroreactores al virus, con niveles de seroreactividad entre el 25% y 90.9% (Zacarias,

2002).

Se estudi6 la seroprevalencia del virus herpes bovino tipo 1 (VHB-1), agente
causal de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), en bovinos mayores de 6 meses de
edad, procedentes de 12 hatos lecheros del valle de Lima y sin historia de vacunacion. Se
tomo6 muestras de sangre en 395 hembras para la deteccion de anticuerpos neutralizantes
en suero mediante la prueba de neutralizacion viral. El 36 = 0.47% (143/395) de los
animales presentaron anticuerpos neutralizantes contra el VHB-1 con titulos entre 2 a

>256. ElI 67% (8/12) de los hatos muestreados tuvieron animales seroreactores. Las
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mayores prevalencias se presentaron en hatos con >300 animales, en hatos ubicados en el
norte y sur del valle de Lima y en animales mayores de 2 afios de edad. Estos resultados
confirman que el VHB-1 esta difundido en el valle de Lima a pesar que no se obtuvo
evidencias clinicas de la IBR. Sin embargo, considerando que los ganaderos manifestaron
observar problemas respiratorios en animales jovenes, esto podria ser indicativo que el

virus estaria asociado al complejo respiratorio bovino (Sanchez et al., 2003).

El virus de la IBR se encuentra ampliamente difundido en las explotaciones
lecheras y de doble proposito extensivas del Pert, donde todos los departamentos, excepto
Moquegua, presentaron animales positivos mediante la prueba de ELISA, La prevalencia
animal obtenida por departamento fueron desde 3.92% =+ 5.33 hasta 87.65% + 7.16. La
prevalencia predial hallada en este estudio para los departamentos fluctud entre el 36.73%
+13.50 y el 100%. Las prevalencias animal y predial a nivel nacional encontradas en este
estudio fueron de 27.40% + 1.29 (1255/4580) y 61.86% + 4.71 (253/409) (SENASA,

2013).

Los resultados de un estudio realizado en 12 establos de la ciudad de Lima, indican
que el 36+0.047%(143/395) de las muestras tuvieron anticuerpos neutralizantes contra el
VHB-1. La prevalencia viral dentro del hato estuvo entre 2 a 90%. Se detectaron
anticuerpos contra el VHB-1 en las tres zonas de muestreo, con una prevalencia que vario
entre 13 a 50%. La prevalencia viral fue mayor en los establos con mayor tamafio
poblacional, asi como en animales de més de dos afos. El analisis de regresion logistica
muestra que las variables zona de muestreo norte y sur, asi como edad >2 afios representan
factores de riesgo asociados a la infeccion. En esta evaluacion se considera a la zona
centro y a la edad < 2 afios como estratos de referencia debido a que ellos presentan el
menor porcentaje de animales infectados. No hubo asociacion de riesgo por tamafio

poblacional (Rivera et al., 1993).
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Se determin0 la seroprevalencia de IBR en hatos lecheros del municipio de Toca—
Boyaca (Cdrdova, Argentina) utilizando 80 muestras de sangre de hembras bovinas en
produccion. Las muestras de suero se procesaron para determinar la presencia de
anticuerpos de la enfermedad. Encontrandose una seroprevalencia de 35.65%, distribuida
de la siguiente manera: 17.9% en ejemplares entre 24-60 meses, 60.7% en animales de
entre 72-108 meses y 21.4% en animales mayores de 109 meses; la prueba fue positiva
en 32% de las vacas con problemas reproductivos (n=8), en 1.25% (n=1) de la muestra se
registrd antecedente de aborto y prueba positiva. El presente trabajo constituye el primer
reporte de analisis de esta enfermedad en el municipio de Toca-Boyaca, que demuestra la
presencia de la enfermedad en la zona. Simultaneamente, se plantea que esta afeccion
pueda ser uno de los posibles factores de riesgo que afecta la rentabilidad econémica de

las producciones lecheras (Ochoa et al, 2012).

Se realiz6 un estudio descriptivo y epidemiolégico de la Diarrea Viral Bovina
(DVB) y Rinotraqueitis Bovina Infecciosa (IBR) asi como su influencia en la economia
y la calidad de vida de los pequefios y medianos productores de la provincia de Loja,
Ecuador. Utilizando técnica de ELISA con el kit comercial CIVTEST Bovis IBR para la
deteccidn y cuantificacion de anticuerpos especificos frente al virus de la IBR se
determind una prevalencia para DVB del 16,07 % y para IBR 14,17 %, demostrando la
presencia de estas enfermedades asi como la presencia de focos infecciosos o animales

persistentemente infectados (Jara, 2008).
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1.  Ambito de estudio

El estudio se realizo en el Distrito de Lampa, Provincia de Lampa, Departamento
de Puno, situada a una altitud de 3877 m, y a una distancia de 82 km de la ciudad de Puno.

En la Fig. 2 se muestra el &mbito de accion del proyecto.

Fig. 2. Mapa y vista satelital del Distrito de Lampa.

Lampa se encuentra ubicado en la parte central y occidental del Departamento de
Puno, en las coordenadas 15°21'48"S y 70°21'58"0. Tiene una superficie total de
675,82 km2. Su capital Lampa halla a una altura de 3.873 m y por su ubicacion geografica
pertenece a la region Suni. El clima en invierno, es frigido con heladas intensas, entre los
meses de Mayo a Agosto; en primavera, es suave y templado (de setiembre a noviembre),
en el resto del afio, de Diciembre a Abril, es lluvioso, con granizadas y nevadas.
Caracterizada por una unidad geomorfoldgica homogénea semiplana con existencia de
terrazas fluvioaluviales. Estas tierras se hallan cubiertas por un tapiz herbaceo nativo,
predominando las gramineas como la Festuca dolichophylla (chilligua), Mulenhbergia

sp. (grama dulce), Bromus umoloides, etc. pastos apropiados para la crianza de vacunos
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y ovinos. Por esta razén, las principales actividades econdémicas del distrito son la
ganaderia, la agricultura y la artesania nevadas (Municipalidad Provincial de Lampa,

2011).

La fase experimental de la presente investigacion tuvo una duracién de tres meses,
dando inicio a principios en octubre del 2014 y culminando en los Gltimos dias del mes

de diciembre de 2014.

El anélisis de las muestras se realizo en el Laboratorio de Bioquimica de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA-Puno.
3.2.  Animales y hatos

Se utilizaron 72 vacas en produccion de las razas Brown Swiss (PPC) y de cruces
de estos con criollos, todos en aparente buen estado sanitario. Para calcular el tamafio de
la muestra se tom6 como poblacion total las vacas del Distrito de Lampa (6973 vacas)
seguin el IV  Censo Nacional Agropecuario 2012  disponible en

http://censos.inei.gob.pe/Cenagro/redatam/.
El tamafio muestral se determind utilizando la formula siguiente:

” Z’Npq
“d®(N-1)+2Z2pq

n

Donde:

. N = Total de la poblacion

. Z%=1.962 (nivel de confianza o seguridad = 95%)
" p = proporcién esperada (en este caso 5% = 0.05)
" g=1-p(enestecasol-0.05=0.95)

. d = precision (5%).
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Para este estudio se asumio que del nimero total de vacas del Distrito de Lampa,
solo el 50% se encuentran en lactacion, con manejo semi extensivo, alimentacion con
pastos naturales y forraje y aparentemente sanos. Por lo tanto, el valor de N seria 3487

vacas.

B 1,962 x 3487 x 0,05 x 0,95
N 0,052 x (3487 — 1) + 1,962 x 0,05 x 0,95

n = 72 vacas en produccion

El nimero de hatos (productores) que se estudiaron fueron 14, de los cuales, 3
hatos corresponden a ganado comunal del Distrito de Lampa, el resto son propietarios
particulares (11). En el anexo 1, se encuentran descritos los propietarios y el nimero de

vacas muestreadas de cada uno.
3.3.  Metodologia
a) Toma de muestras sanguineas y conservacion

De los animales elegidos por muestreo no probabilistico (por conveniencia del
productor) de cada hato, se colectaron muestras sanguineas por puncion de la vena
yugular previa antisepsia en tempranas horas de la mafiana y estando el animal en ayunas.
Se registro el nombre del propietario (hato) y la identificacion de la vaca. Las muestras
fueron transportadas en caja con geles refrigerante a la ciudad de Puno el mismo dia de

coleccidn.
b) Obtencién del suero sanguineo

El suero sanguineo se obtuvo por centrifugacion en el Laboratorio de Bioquimica
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA-Puno, a 3000 rpm durante
15 minutos. El suero obtenido se decanto en viales criogénicos de 2 mL y luego sometidos

a congelacion a -20°C hasta su procesamiento.
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C) Deteccidn de anticuerpos contra VHB-1

La deteccion de los anticuerpos contra el virus del IBR se realiz6 mediante la
técnica de ELISA indirecta (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligada a las Enzimas)
utilizando kit comercial, HerdChek® IBR-gB, el cual es un ensayo inmunoenzimatico de
IDEXX® disefiado para detectar anticuerpos especificos frente al VHB-1 en suero de
ganado bovino usando anticuerpos monoclonales especificos IBR-gB. El kit es capaz de
detectar niveles muy bajos de anticuerpos en suero (Sensibilidad 97.4% y Especificidad

92.4%).

Principio del test

La prueba es un ELISA de bloqueo con placas de microtitulacion tapizadas con
antigenos virales de IBR, tras incubacion de la muestra a analizar en el pocillo tapizado
con antigenos el anticuerpo especifico de IBR forma un complejo con los antigenos
virales inmovilizados. Después de eliminar mediante lavado los materiales no unidos, se
afiade el conjugado de anticuerpos monoclonales especifico gB, que no se unira al
antigeno VHB-1 cuando el determinante antigénico haya sido bloqueado anteriormente
por anticuerpos de la muestra a analizar. Después se lava la placa para eliminar el
conjugado no unido, y se afade una solucion de substrato/cromégeno. En presencia de la
enzima, el substrato se convierte en un producto que reacciona con el cromogeno,
generando una coloracion azul (reaccién negativa). Con la adicion de la solucién de
frenado se genera un color amarillo. La absorbancia se mide en el espectrofotometro a
una longitud de onda Unica de 450 nm. El porcentaje de blogqueo de las muestras se calcula
usando la absorbancia obtenida con la muestra analizada y un suero negativo que contiene

anticuerpos no especificos (suero de control negativo).
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Procedimiento

1. Preparacion de la solucion de lavado

v Lasolucion de lavado concentrado se coloca a temperatura ambiente, mezclando
las sales posiblemente cristalizadas.

v" Luego se diluye con agua destilada desionizada en una proporcion de 1:10.

2. Preparacion de las muestras

v Las muestras de suero sanguineo fueron colocados a temperatura ambiente para
su descongelacion.

3. Procesamiento ELISA

v" Todos los reactivos fueron mezclados suavemente,

v" Se dispens6 50 pL de la solucion de lavado a cada pocillo.

v' Se dispens6 50 pL del control negativo en los pocillos Al y A2.

v" Se dispens6 50 pL del control positivo en los pocillos Bl y B2

v Se dispensd 50 uL de suero problema en cada pocillo, segun disefio elaborado
previamente.

v Se homogenizo el contenido de los pocillos mediante una breve y suave agitacion
de la placa para luego incubar a 37°C por 2 h cubriendo la placa con papel
parafilm.

v Se elimina el contenido de los pocillos en un reservorio

v Los pocillos se lavan por 5 veces con 300 pL la solucion de lavado cada vez,
eliminando la solucidn restante golpeando la placa sobre papel toalla.

v Se dispens6 100 pL de conjugado en cada pocillo para luego incubar la placa a
20°C por 1 h cubriendo la placa con papel parafilm.

v" Luego, el contenido de los pocillos son removidos para luego lavarlos nuevamente
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con 300 puL de la solucion de lavado por 5 veces.

v Se dispens6 100 pL de sustratro TMB (tetrametil bencidina) en cada pocillo y
luego se incubo a 20°C por 10 min.

v La reaccidon quimica en los pocillos fue detenida dispersando 100 pL de solucion
stop a cada pocillo.

v Finalmente, se efectud la lectura de absorbancias de los pocillos utilizando el
lector de ELISA, utilizando un filtro de 450 nm.

4. Calculo del porcentaje de blogueo

El porcentaje de bloqueo de cada una de las muestras analizadas fue determinado

por la siguiente formula:

A, — A
% de bloqueo = % % 100

cn

Donde:
Acn : Absorbancia del control negativo.
Am : Absorbancia de la muestra.
Si el porcentaje de blogueo es:
v" Inferior al 45% = negativo
v’ Entre 45 y 55% = sospechoso o0 dudoso
v’ Superior a 55% = positivo.
En el presente estudio, la media de absorbancia del control negativo fue de 0.355

y del control positivo 0.008. Por lo tanto, el porcentaje de bloqueo del control positivo
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fue de 97.7%, lo que demuestra que los reactivos utilizados se encontraban en perfectas

condiciones.
d) Estimacion de la prevalencia
La seroprevalencia de IBR en vacas fue estimado mediante la siguiente formula:

N? de vacas seropositivas
%P = x 100
Total de vacas muestreadas

La seroprevalencia por hato se determin6 al considerar un hato positivo cuando se

encuentre al menos un animal seropositivo, y se empled la siguiente formula:

N2 de hatos seropositivos

%P 100

" Total de hatos muestreados
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
41. PREVALENCIA DE IBR EN VACAS

Los resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA (lecturas individuales de
absorbancia y sus respectivos porcentajes de blogueo) se encuentran en el Anexo 1. En la
Tabla 1, se muestran las frecuencias y el porcentaje de anticuerpos positivos y negativos

contra VHB-1 en vacas en produccion del Distrito de Lampa.

Tabla 1: Seroprevalencia de IBR en vacas en produccion del Distrito de Lampa (2014).

IBR NC de vacas Porcentaje
Positivos 20 27.8
Negativos 52 72.2
TOTAL 72 100.0

La seroprevalencia general de IBR en vacas en produccion del distrito de Lampa
es de 27.8% (20/72). Esto significa que de los 72 bovinos muestreados 20 vacas
registraron titulos que sugieren evidencia de la enfermedad, dato que demuestra que estos
animales han sido expuestos, por lo menos una vez al contacto infeccioso con el agente
causal de la enfermedad. Debido a que los hatos muestreados no tienen historia de
vacunacion contra IBR, se asume que existen factores que favorecieron la entrada y estan

ayudando a distribuir el virus dentro de la poblacién.

Esta relativa alta seropositividad encontrada en el presente estudio podria ser

explicada por el hecho de que la IBR es una enfermedad primaria de fécil contagio y
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manifestaciones variadas, tal como lo sefiala Straub (2001) “el virus tiene la facultad de
establecer un estado de latencia o incubacién, lo que permite al virus eludir el sistema
inmunoldgico del organismo y mantenerse en el tiempo, provocando altas tasas de
morbilidad”. Por otro lado Muylkens et al. (2007) indican que las diferentes formas de la
enfermedad podrian expresarse en la circunstancia de que haya reactivacion viral,
favorecida por factores estresantes que determinan un grado de inmunosupresion o
inmuno-inhibicién en los animales, con lo cual se interrumpiria el estado de latencia,
dando lugar a la propagacion del virus infeccioso y transmision a los animales

susceptibles.

Por estas razones, se podria asegurar que aungue no se aprecie una manifestacion
clara de enfermedad al interior de los hatos lecheros del Distrito de Lampa, la evidencia
serologica demuestra actividad antigénica, lo que significa que en algin momento de su
vida los animales han tenido contacto con el agente causal de la IBR, y por lo tanto se ha
promovido la formacion de anticuerpos contra el virus causante de esta entidad

patoldgica.

Blood y Radostitis (1992) y otros autores, indican que las fuentes principales de
infeccion con VHB-1 son el exudado nasal (contacto directo) y aerosoles, secreciones
genitales, semen, liquidos y tejidos fetales; los vacunos de todas las razas y edades son
susceptibles a la enfermedad, pero principalmente son afectados animales mayores de 6
meses por hallarse mas expuestos a la infeccion. Nosotros consideramos que las dos
razones principales para la transmision del virus en bovinos del Distrito de Lampa,

podrian ser atribuidos a: a) la inseminacion artificial, y b) el ingreso de vacas infectadas.

El 100% de productores utilizados en el presente estudio emplean la inseminacion

artificial como técnica reproductiva, el uso de toros casi ha sido desterrado de la zona.
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Entonces, se presume que se vendrian utilizando pajillas de semen de toros infectados
con el VHB-1, puesto que no hay ningun registro de calidad de semen que ofrecen los
expendedores. Houe (1999) indica que el semen fresco o criopreservado de toros es una
importante via de transmision horizontal. Esta hipotesis es reforzada por Gard y col.
(2007) al sefialar que el IBR representa un problema potencial en la inseminacion artificial
debido a la alta asociacion que existe entre el virus y los fluidos mucales del animal; el
semen contaminado de toros infectados pueden transmitir esta enfermedad a vacas
inseminadas artificialmente, también es posible que el semen de toros que presenten
infecciones testiculares persistentes pueda infectar a la vaca. Golan et al. (1990) indica
que el semen contaminado por VHB-1 también puede provenir de individuos

clinicamente sanos.

Un aspecto importante a considerar tiene que ver con el hecho de que, para el
estudio en cuestion, las hembras se encuentran en una fase productiva exigente, lo cual
significa para el estado general de las vacas, la exposicién a variados factores capaces de
desencadenar cierto grado de estrés y, por lo tanto, podrian ser determinantes en un
estimulo a la inmunosupresion, evento que seria favorecedor de la entrada de agentes
infecciosos causantes de enfermedad, constituyéndose este factor en una posible causa de
la seropositividad encontrada en el analisis de laboratorio. Esta hipotesis es respaldada
por Hotman (1983) y Géngora et al. (1991) quienes indican que aunque se desconoce el
mecanismo de reactivacion viral, al parecer esta relacionado con eventos estresantes
como transporte, hacinamiento, cambios climaticos, cambios de hormonas durante la
gestacion, superinfeccion con otros virus. Ademas, se ha demostrado que animales
tratados con corticosteroides, pueden demostrar reactivacion viral, quizas asociada a un
fendmeno de inmunosupresion causada por ese tipo de medicamentos, y hasta donde

conocemos, el uso de antiinflamatorios corticosteroideos es practica rutinaria en todo el
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Departamento de Puno.

El SENASA (2013) haciendo una caracterizacion del IBR en el Departamento de
Puno obtuvo una prevalencia general de 11.6% (54/464), prevalencia que es menor a la
del Distrito de Lampa (27.8%), esto demostraria que el IBR se estaria incrementando en
el Departamento de Puno debido a mdltiples factores que favorecen la distribucion del

virus.

Es probable que esta alta seroprevalencia encontrada también se deba a que los
animales estudiados fueron vacas en produccion, es decir, animales mayores a 2 afios de
edad; vy, hasta donde se sabe, el factor edad es un factor predisponente de la enfermedad
por el mayor tiempo de exposicion. Asi lo sefiala Kahrs (1977) “a medida que aumenta la
edad aumenta la probabilidad de presentar IBR, lo cual tiene relacién con el hecho de que

estos animales han tenido mayor posibilidad de estar en contacto con el virus”.

Pariente et al (2006), determind la prevalencia del VHB-1 en 9 distritos de la
Provincia de Melgar, hallando una prevalencia general de 29.0% (110/382), sin que
hubiese diferencias entre animales jovenes (<2 afos) y adultos (>2 anos). Este resultado
es similar al encontrado en el presente estudio (27.8%) atribuible a las mismas
condiciones climaticas, de manejo y de técnica reproductiva empleada (inseminacién

artificial).

Condori (2014), determiné la seroprevalencia de IBR en la microcuenca de
Llallimayo, Melgar, Puno, utilizando 160 vacunos Brown Swiss menores de 2 afios y
mayores de 2 afos, procedentes de zonas altas y bajas, encontrando una prevalencia
general de 11.88%, no encontrando diferencias entre las zonas altas y bajas ni entre
menores y mayores de 2 afios (P>0,05), resultado que es relativamente inferior al hallado

que es de (27.8%), atribuible al manejo sanitario que imponen los productores, pues se
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sabe que los productores de la zona son mas capacitados que los del Distrito de Lampa,

en donde recién se viene dando impulso a la produccion lactea.

Asimismo, Vilca (2014) en el Distrito de Azangaro determind una seroprevalencia
general de 11.25% para bovinos Criollos y de 8.75% para Brown Swiss (P>0,05), también
determind que la prevalencia fue mayor en vacas (14.38%) que en machos (5.62%)
(P<0,05) y que es mayor en mayores de 2 afios (16.88%) que en menores de 2 afios
(3.12%) (P<,01). Haciendo la comparacion con la prevalencia en vacas del Distrito de

Azangaro (14.38%), la prevalencia que determinamos es de (27,8%).

Comparando con estudios de otros Departamentos del Per, el IBR en el Distrito
de Lampa es menor a la de Parinacochas (67.6%) (Zacarias, 2002). Inferior a los del norte
y sur del Valle de Lima, en donde Sanchez et al (2003), encontraron el 67%. Rivera et al.
(1993), también encontr6 el 36% en 12 establos de la ciudad de Lima. Indudablemente,
estas diferencias son atribuibles al clima, sistema de crianza, método reproductivo, entre

otros.

42. DETERMINACION DE PREVALENCIA DE IBR EN LOS HATOS

(PEQUENOS PRODUCTORES)

En la Tabla 2 se muestran las frecuencias y el porcentaje de prevalencia de IBR

presentes en los hatos de los pequefios productores del Distrito de Lampa.
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Tabla 2: Seroprevalencia de IBR en hatos de pequefios productores del Distrito de

Lampa (2014).
IBR N° de hatos Porcentaje
Positivos 3 214
Negativos 11 78.6
TOTAL 14 100.0

La prevalencia de IBR en los hatos de pequefios productores es de 21.4% (3/21).
Este resultado indica que los diferentes hatos del Distrito de Lampa estan en contacto con

el VHB-1, responsable del IBR.

En el afio 2013, el SENASA también hizo una caracterizacion del IBR en el
Departamento de Puno considerando las unidades productivas, en donde determinaron
una prevalencia de 46.7% (21/45), resultado que es superior al encontrado en el Distrito

de Lampa (21.4%).

Houe (1995 y 1999) indica que la principal forma de transmision del virus entre
hatos es a través de la adquisicion de bovinos infectados o de hembras que transportan
fetos infectados. Hasta donde se conoce, los pequefios productores del Distrito de Lampa,
asi como en otras regiones, adquieren vacas vacias o gestantes con el proposito de elevar

su produccién lechera.

Lértora (2003) sefiala que el sistema de produccion y la virulencia de las cepas
también participan en la tasa de transmisién; la diseminacion es mas eficiente en sistemas

de produccion que permiten un estrecho contacto entre animales infectados con cepas
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virulentas. El sistema de produccién en el Distrito de Lampa es de forma extensiva, hecho

que no permitiria una diseminacion viral eficiente.

Un hecho interesante encontrado en el presente estudio es que de los 14 hatos
estudiados, 3 de ellos corresponden a Comunidades Campesinas y el resto a productores
particulares (anexo 1), determinandose gque los 3 que corresponden al ganado comunal se
encuentran infectados con IBR y ninguno de los particulares es positivo al VHB-1. Esto
demuestra que los integrantes productores particulares se preocupan por su ganado y las
comunidades descuidan el ganado comunal. Considerando que la principal razén de esta
infeccion con VHB-1 es la inseminacion artificial de las vacas con semen “barato” y sin
ningun plan de seguridad. Ademas, este ganado (la mayor parte cruces de Criollo con
Brown Swiss) se encuentra descuidado en cuanto a controles sanitarios, registros

productivos y reproductivos, asi como un manejo de la crianza deficiente.
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V. CONCLUSIONES

v De las 72 muestras de suero sanguineo de vacas en lactacion analizadas por el
método de ELISA se encontraron 20 muestras positivas que representan el 27.8%

de prevalencia de IBR. Lo que demuestra la presencia del virus VHB-1 en la zona.

v De los 14 hatos lecheros estudiados del distrito de Lampa, 3 de ellos fueron
positivos a IBR, lo que representa un 21.4%. Los 3 hatos positivos a IBR
corresponden al ganado comunal, indicativo del mal manejo y descuido de este

ganado.

v Las malas condiciones sanitarias (falta de limpieza del establo), sumadas a los
climas adversos que varian en el Distrito de Lampa, la enfermedad del IBR

aumenta la problematica zoosanitaria en los hatos ganaderos bovinos.
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VI. RECOMENDACIONES

v implementar un programa de control y erradicacion de esta enfermedad por medio
de las autoridades competentes. Ademas es necesario realizar estudios
epidemioldgicos para conocer la condicion sanitaria de los bovinos y asi
determinar la incidencia y prevalencia de otras enfermedades en un tiempo

determinado.

v Correcta vigilancia y control del ingreso de semen no garantizado y bovinos
provenientes de otros lugares endémicos a IBR por parte de las instituciones

gubernamentales y ONGs.

v Realizar estudios comparativos del manejo y estado sanitario del ganado Comunal

con respecto al ganado de los propietarios particulares.

v Implementar programas de capacitacién para sensibilizar a los productores, sobre

la peligrosidad de la enfermedad.
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VIll. ANEXOS
ANEXO 1: ABSORBANCIAS, PORCENTAJES DE BLOQUEO E INTERPRETACION SEGUN PROPIETARIOS
Y ANIMALES
% de
Muestra | Propietario Nombre Absorbancia Blogueo Interpretacion

1 Lucila Ticona Haftari (1) | Claudia 0.239 32.7 Negativo
2 Cachuda 0.232 34.6 Negativo
3 Anali 0.254 28.5 Negativo
4 Blanca 0.277 22.0 Negativo
S Mayori 0.253 28.7 Negativo
6 Julian Vilca (2) Ternera 0.272 23.4 Negativo
7 Alfenque 0.256 27.9 Negativo
8 Alicia 0.279 21.4 Negativo
9 Paulina 0.330 7.0 Negativo
10 Plomo blanca 0.245 31.0 Negativo
11 Margarita 0.276 22.3 Negativo
12 |C.C.Lenzora(3) Cachudal 0.140 60.6 Positivo
13 Cachuda2 0.002 99.4 Positivo
14 cachuda3 0.005 98.6 Positivo
15 cachuda4 0.006 98.3 Positivo
16 cachuda5 0.006 08.3 Positivo
17 cachuda6 0.001 99.7 Positivo
18 cachuda?7 0.014 96.1 Positivo
19 cachuda8 0.005 98.6 Positivo
20 Eustaquio (4) Paola 0.283 20.3 Negativo
21 Gloria 0.320 9.9 Negativo
22 Ampez 0.267 24.8 Negativo
23 Lucero 0.268 24.5 Negativo
24 Flora 0.295 16.9 Negativo
25 Betty 0.264 256 Negativo
26 Petronila 0.240 324 Negativo
27 Benita Quispe (5) Bella 0.245 31.0 Negativo
28 Valicha 0.317 10.7 Negativo
29 | Lucila Apaza (6) Sonia 0.245 31.0 Negativo
30 Yola 0.268 24.5 Negativo
31 Ricardina 0.281 20.8 Negativo
32 Cirila Apaza S. (7) Criollol 0.281 20.8 Negativo
33 Criollo2 0.250 29.6 Negativo
34 Criollo3 0.240 32.4 Negativo
35 criollo4 0.240 324 Negativo

C.C. Enrique Torres B Positivo
36 (8) snl 0.006 98.3
37 sn2 0.005 986 Positivo
38 sn3 0.004 98.9 Positivo
39 sn4 0.004 98.9 Positivo
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40 sn5 0.003 99.2 Positivo
41 sné 0.027 92.4 Positivo
42 sn7 0.001 99.7 Positivo
43 sn8 0.007 98.0 Positivo
44 Braulio Hafiari (9) anl 0.240 32.4 Negativo
45 an2 0.290 18.3 Negativo
46 an3 0.250 29.6 Negativo
47 an4 0.278 217 Negativo
48 an5 0.294 17.2 Negativo
49 Nicolas Coyla (10) Ana 0.249 29.9 Negativo
50 Vale 0.320 9.9 Negativo
o1 Briguit 0.250 29.6 Negativo
52 Silvia 0.278 217 Negativo
53 Conce 0.265 25.4 Negativo
54 | Aurelio Mamani (11) Candy 0.240 32.4 Negativo
55 rosa 0.258 273 Negativo
56 linda 0.310 12.7 Negativo
57 pelusa 0.264 256 Negativo
58 | Alicia Paredes (12) Alicia 0.240 32.4 Negativo
59 Petronila 0.268 24.5 Negativo
60 Delia 0.310 12.7 Negativo
61 Rossy 0.235 33.8 Negativo
62 Carmen 0.240 32.4 Negativo
63 | C.C. Mamo (13) snl 0.005 98.6 Positivo
64 sn2 0.100 71.8 Positivo
65 sn3 0.150 57.7 Positivo
66 sn4 0.210 40.8 Negativo
67 sn5 0.267 24.8 Negativo
68 sn6 0.095 73.2 Positivo
69 Flavio Supo (14) Denis 0.254 285 Negativo
70 Eli 0.269 24.2 Negativo
71 Mary 0.290 18.3 Negativo
72 Chola 0.314 11.5 Negativo
CONTROLES
73 Control Negativo 0.355
74 | Control Positivo 0.008 97.7 Positivo
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Anexo 2: Equipos y materiales

Para la toma de muestras sanguineas
Agujas y tubos de ensayo.
Algodon.

Alcohol yodado.

Plumon de tinta indeleble.
Gradillas

Cajas térmicas (tecnopor) y geles.
Registros

Camara fotogréfica.

Sogas.

Mocheta.

Equipos y materiales de laboratorio

Centrifuga

Congeladora a -20°C

Cronémetro

Lector de ELISA

Vortex

Micropipetas de canal simple de distintas capacidades
Micropipetas multicanal 20-200 pL

Papel toalla

Papel parafilm

Tips amarillos y blancos

Algodon.

Agua bidestilada desionizada

Kit para determinacién de IBR (IDEXX chekit IBR antibody ELISA)
Guantes quirtrgicos

Biologicos
e Suero sanguineo
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