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RESUMEN
Cajamarca, siendo una de las cinco principales cuencas productoras de leche en el Peru
con un total de 755 857 cabezas de ganado vacuno, se encuentra en una incertidumbre
absoluta frente al asedio de una enfermedad probablemente latente en muchas
provincias conocida como Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), también llamada
Enfermedad de la Nariz Roja o VPI (Mulvovaginitis Pustular Infecciosa). La IBR es una
enfermedad altamente contagiosa de los bovinos que causa sintomas respiratorios,
abortos y reduccion de la produccion de leche, lo que lleva a enormes pérdidas
econdmicas. El objetivo del presente estudio fue conocer la prevalencia del Herpesvirus
bovino tipo 1 (HVB-1), agente causal de la IBR en hatos lecheros bovinos no vacunados
de crianza extensiva del Departamento de Cajamarca. Se analizaron 464 muestras de
sueros bovinos de 10 provincias de Cajamarca, para detectar anticuerpos IgG contra
HVB-1. La seroprevalencia encontrada fue del 9 % (41/464). En las provincias de
Cajamarca, Santa Cruz y Celendin se observo un mayor nimero de casos seropositivos
para HVB-1 con seroprevalencias de 4.3 %, 1.9 % y 1.29 %, respectivamente. Este
estudio reporta la presencia del HVB-1 en bovinos de la provincia de Cajamarca, en la
actualidad no se han implementado programas de vacunacion contra la IBR en el pais.
Considerando la seroprevalencia que existe en del departamento de Cajamarca y
algunas de sus provincias, las autoridades deberian planificar estrategias de control para

la vacunacion de estos animales.

Palabras claves: 1gG, Herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1), ELISA indirecto,

anticuerpos neutralizantes.
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ABSTRACT

Cajamarca, being one of the five main milk producing basins in Peru with a total of
755,857 heads of cattle, is in absolute uncertainty facing the siege of a disease probably
latent in many provinces known as Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), also called
Red Nose Disease or Vulvovaginitis Pustular Infectious (VPI). IBR is a highly
contagious disease of cattle that causes respiratory symptoms, abortions and reduced
milk production, leading to huge economic losses. The objective of the present study
was to determine the prevalence of Bovine Herpesvirus type 1 (BHV-1), the causal
agent of IBR in unvaccinated dairy herds of extensive breeding in the Department of
Cajamarca. 464 bovine serum samples from 10 provinces of Cajamarca were analyzed
to detect 1gG antibodies against BHV-1. The seroprevalence found was 9% (41/464).
The provinces of Cajamarca, Santa Cruz and Celendin had a higher number of BHV-1
seropositive cases with seroprevalences of 4.3%, 1.9% and 1.29%, respectively. This
study reports the presence of BHV-1 in cattle in the province of Cajamarca. Currently,
there are no vaccination programs against IBR implemented in the country. Considering
the seroprevalence that exists in the department of Cajamarca and some of its provinces,

the authorities should plan control strategies for the vaccination of these animals.

Keywords: 1gG, Bovine herpesvirus type 1 (BHV-1), indirect ELISA, neutralizing

antibodie



INTRODUCCION

El PerG cuenta con una poblacion de ganado vacuno de 5 853 660 cabezas (1), donde
la sierra predomina con un total de 3 774 3 cabezas de ganado. Cajamarca cuenta con
bovinos cruzados principalmente, representando el 63.9 %, seguida por la raza
Brown Swiss con 17.6 %, la Holstein con 10.3 %, Gyr/Cebu con 3.4 % y otras razas
con 4.8 % (2). Ademaés, es caracterizada como una de las cinco principales cuencas

productoras de leche en el Pert con una produccion de 330 831 toneladas al afio (3).

La rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), es una enfermedad latente a nivel mundial
causada por el Herpes virus bovino tipo 1 (HVB-1), el cual es un patégeno
econdémicamente significativo debido a su impacto en las pérdidas de produccion (4).
La IBR esta asociada con cuadros clinicos y subclinicos de variable severidad, de
acuerdo a la edad y el estado inmunologico del portador y variada forma de
manifestacion, siendo estas; genital, ocular (5,6), respiratoria, abortiva (7),
neuroldgica (8) y entérica (9), provocando que en algunos casos sea confundida con

otras enfermedades o simplemente indetectable en la primeras etapas (10,11).

Se sabe que los abortos ocasionados por el HVB-1 pueden observarse de forma
esporédica (12), sin embargo, el virus es un componente importante del complejo
respiratorio en establos de bovinos productores de leche y ganado de engorde,
ocasionando pérdidas econdémicas para el ganadero (13,14). La morbilidad que
presenta esta enfermedad puede llegar al 100 %, mientras que su porcentaje de

letalidad sera variable de acuerdo a la edad, presencia y gravedad de otras



enfermedades secundarias que complican el proceso, manejo y traslado casi continuo
de animales, animales sin vacunas, etc., pudiendo llegar a alcanzar el 10 % en casos

mas severos (15).

Son poco los paises que han logrado erradicar dicha enfermedad a través de
monitoreo y vigilancia constante. Segun la Oficina Internacional de Epizootias,
Austria, Dinamarca, Finlandia, Suecia, Suiza y Noruega han erradicado la
enfermedad (16), mientras que en Australia, Bélgica, Canada, India, Polonia, Turquia
y Estados Unidos se siguen implementando programas de control de IBR.
Contrariamente en Peru, falta la implementacion de programas de control y
erradicacion (17). En el PerG la prevalencia de HVB-1 cada vez sigue aumentando
presentandose incluso de forma latente. Esta enfermedad fue observada por primera
vez en el afio 1965 de forma clinica en un grupo de vaquillonas importadas desde
USA durante el periodo de la cuarentena sanitaria, a partir de esta fecha, en estudios
posteriores realizados mediante serologia en bovinos y otros rumiantes se ha logrado

demostrar su amplia difusion (18-20).

Dadas las condiciones mencionadas, este estudio se planted con el objetivo de
analizar la seroprevalencia de IBR en el departamento de Cajamarca. Se espera
proporcionar informacion valiosa para el sector agropecuario y la poblacion en
general, contribuyendo al conocimiento de la distribucién de la IBR en la region
Cajamarca y en la integracion de posibles medidas preventivas e intervencién

adecuadas contra esta enfermedad.
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1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacionales

Actualmente Austria, Bélgica, Republica Checa, Estonia, Dinamarca,
Finlandia, Hungria, Francia, Alemania, Irlanda, Italia, Eslovaquia,
Luxemburgo, Espafia, Noruega, Suecia, Suiza, Reino Unido y los Paises

bajos cuentan con una un programa de erradicacion activo (21).

La prevalencia alta influye en el importante papel que desempefia el
comercio de animales vivos como “centros” de propagacion de
enfermedades infecciosas, tal cual se demostr6 en un estudio realizado en
2019 en Sudéan. Se analizaron 176 muestras de suero obtenidas de ganado
importado para determinar la prevalencia de fiebre aftosa (FA), peste de
los pequefios rumiantes (PPR) y rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR). Se
utilizaron tres pruebas serolégicas; prueba de neutralizacién sérica para
FA, ELISA indirecto para PPR y ELISA competitivo para IBR. La
seroprevalencia de FA fue de 77.27 % en el serotipo A (A - Iran), 68.18 %
en el serotipo A (A - Africa), 93.82 % en el serotipo O (O-Pan Asia).
Mientras que la seroprevalencia global de PPR fue de 49.431 % y de IBR
de 93.75 %. Por lo tanto, este estudio sugirio tomar medidas preventivas

de control para evitar la propagacion de las enfermedades a traves del



comercio de animales; que incluyen deteccién, vigilancia, precauciones en

las fronteras y vacunacion (22).

En Etiopia en 2018, se realiz6 un estudio en 1379 vacas lecheras
seleccionadas al azar de 149 rebafios para la deteccion de anticuerpos
especificos del HVB-1 mediante la técnica ELISA indirecto. El muestreo
fue realizado en cobertizos lecheros del centro (n = 555), oeste (n = 195) y
sur (n = 629) de este pais. Se obtuvo como resultado un 81.8 % de
seroprevalencia general de HVB-1 a nivel de rebafio y del 41 % a nivel
individual de animal, siendo mayor en el ganado lechero procedente de
sistemas de produccion de crias y en el sistema de produccién de leche
comercial que en fincas de pequefios propietarios de crianza extensiva.
Geograficamente, la prevalencia fue mayor en el oeste y el sur de Etiopia
que en las regiones centrales. Por lo tanto, este estudio sugirio que en hatos
de ganado lechero mejorados que muestran trastornos reproductivos se

deberian considerar las pruebas diferenciales de HVB-1 (23).

En los distritos de Kombolcha y Dessie del norte de Etiopia, se
recolectaron un total de 332 muestras de suero de vacas lecheras para
determinar la seroprevalencia de IBR y brucelosis. Estas fueron analizadas
mediante ELISA competitivo para IBR y la prueba de Rosa de Bengala
(RBT) para brucelosis. La seropositividad fue del 25.6 % (85/332) para
IBR y de 54 % (18/332) para brucelosis con RBT. IBR estuvo
significativamente influenciada por la paridad con mayor ocurrencia en
vacas multiparas que en primiparas; ademas, también estuvo altamente

asociada con la reproduccion repetida, aborto y retencion de membrana



fetal. El estudio concluy6 que, la asociacion de estas enfermedades con la
reproduccion repetida puede debilitar los esfuerzos por mejorar la
reproduccion en Etiopia, sugiriendo hacer mas estudios con una evaluacion

maés detallada de varios pardametros de rendimiento reproductivo (24).

En la zona central de Etiopia, se hizo un estudio teniendo como objetivo
determinar la prevalencia de las principales causas infecciosas de
problemas reproductivos del ganado lechero en granjas seleccionadas. Se
recolectod un promedio de 86 muestras de suero entre los meses de octubre
de 2018 y febrero de 2019, teniendo en cuenta solo animales con
antecedentes de problemas reproductivos. El suero fue analizado mediante
las técnicas de ELISA indirecta y RBT, para determinar enfermedades de
IBR, DVB, N.caninum y C.brunetti. Reportaron prevalencias del 79.1 %,
38.4 %, 3.5 % y 1.2 %, respectivamente. También encontraron infeccién
combinada de DVB e IBR (21 %), los cuales fueron directamente
proporcional a la edad y al nimero de partos, ademas, el 95.9 %
seropositivas a IBR fueron de raza Jersey a diferencia de los cruces
Boran-Friesian con 57.7 %. De acuerdo a la prevalencia general del total
de animales con antecedentes de trastornos reproductivos, se encontraron
casos de aborto (61.6 %), mortinatalidad (19.8 %) y repeticion de
reproduccion (18.6 %). Este estudio propuso la generacién de planes de
vacunacion contra la IBR y la DVB; ademas de planes de vigilancia y

control (25).



En la provincia de Punjab — Pakistdn, mediante la técnica ELISA
competitiva se analizaron un total de 400 muestras de ganado vacuno y
bufalo. Se reportd una seroprevalencia individual de HVB-1 de 49.5 % en
bovinos y de 51.5 % en bufalos. La edad, las razas de los animales y el
estado de produccion de leche no se consideraron factores de riesgo
potenciales para la enfermedad. Sin embargo, el tamafio del rebafio ( > 30),
la paridad ( > 02) y el historial de abortos fueron reportados como factores

de riesgo potenciales asociados con la seroconversion de HVB-1 (26).

En un estudio realizado en animales lecheros con trastornos reproductivos
en Saurashtra- Gujarat, oeste de la India, mediante ELISA Avidin-Biotina
(AB), reportaron una seroprevalencia individual global del 35.19 %
(210/598). Se revelo que el HVB-1 estd comparativamente mas extendido
en el ganado (36.31 %) que en los bufalos (33.99 %), donde la mayor
prevalencia de IBR (42.07 %) se observo en animales mayores de 07 afos.
Este estudio propuso la planificacion de estrategias de control para vacunar

a las vacas lecheras y a las bdfalas en la India (27).

En 2021, se analizaron 3125 muestras de suero de ganado (cruce Holstein
Friesian) de 35 distritos de cinco estados del noreste de India (Assam,
Manipur, Meghalaya, Mizoram y Sikkim), mediante la técnica ELISA
Avidin-Biotina (AB). Detectando una seropositividad general de 29.50 %,
siendo la seropositividad mas alta (43.39 %) y méas baja (16.66 %), los
estados de Sikkim y Assam respectivamente. Estos fueron seguidos de
Mizoram (42.16 %), Manipur (29.86 %) y Meghalaya (27.40 %). El

ganado de los grupos de mayor edad mostr la mayor seropositividad en



comparacion con los mas jovenes. Este estudio propuso una vigilancia
estricta sobre el movimiento de animales, teniendo en cuenta
principalmente la evaluacion del estado sanitario de los animales a lo largo

de las fronteras internacionales (28).

En Ecuador, se llevd a cabo una investigacion en 13 unidades de
produccion (UP) para identificar factores de riesgo asociados en rebafios
lecheros no vacunados de un clima himedo tropical, en canton Chone,
provincia de Manabi. Mediante la técnica de ELISA competitiva,
reportaron una seroprevalencia general de HVB-1 de 58.47 % (107/183).
De acuerdo a la edad, el valor en los animales menores de dos afios fue
28.57 %, y en los mayores a dos afos 67.38 %. Los machos mostraron un
18 % de seroprevalencia, mientras que las hembras 82 % y como factores

de riesgo significativo la edad y el sexo (29).

En canton Morona, provincia de Morona Santiago - Ecuador, mediante la
técnica de laboratorio, ELISA de blogueo, se evalu6 una poblacion de 158
animales donde se determind la prevalencia de IBR en un 23.4 %.
Reportaron que la enfermedad se debe a un manejo sanitario inadecuado
en la vacunacion y reproduccién de los animales, asi como a la alta
trashumancia de animales sin certificado sanitario. Estos datos sugirieron
incrementar las campafias de vacunacion y control de la enfermedad para

prevenir problemas de salud en los animales (30).



En Colombia, en la ciudad de Sotaquira, se detectd una prevalencia alta del
57.5 %, siendo mayor en ganado > 04 afios de edad (65 %) y en la raza
Holstein (65.5 %). Identificaron asociacion significativa entre la raza y la
edad de los animales, y como factores de riesgo la raza Holstein, el grupo
de edad mayores a 04 afios, el semen no certificado y la muerte fetal. En
comparacion con los grupos de edad menores a 01 afio, animales de uno a
dos afios y la raza Normanda, los cuales se establecieron como factores

protectores contra el HVB-1 (31).

En Brasil, en la ciudad de Senador Guiomard - Acre, se analizaron 180
muestras de suero sanguineo mediante la prueba de neutralizacion viral
(VN). Reportaron una prevalencia 61,1 %, identificando como factor de
riesgo asociado la ausencia de médico veterinario en los fundos. Los
resultados mostraron que la frecuencia del HVB-1 es alta y sugirieron un

mejor control mediante medidas profilacticas y de gestion sanitaria (32).

En 12 municipios pertenecientes a la region de Caparao, Brasil, se analizd
muestras de sangre de un hato de 854 vacas lecheras mestizas mediante la
prueba de ELISA indirecta, donde se registré una prevalencia promedio de
4859 % y 26.46 % para IBR y DVB, respectivamente. Ademas,
encontraron que estaban significativamente asociados. Los animales
positivos para IBR fueron los que tuvieron mas probabilidades de
desarrollar mastitis subclinica, que mastitis clinica a comparacion de las
vacas positivas para DVB, otro factor asociado con IBR fue el ordefio

mecanico y el manejo reproductivo mediante crianza natural (33).



1.1.2. Nacionales

En Ayacucho, en el afio 2002, en los distritos de Coracora, Chumpi,
Puyusca y Pullo de la provincia de Parinacochas, mediante la prueba de
neutralizacién viral, se reportd un 67.6 % (317/469) animales positivos
frente a IBR pertenecientes a 25 hatos de bovinos criollos de crianza

extensiva (34).

En el valle de Lima en el afio 2003, se realiz6 un estudio en bovinos
mayores de 06 meses de edad, pertenecientes a 12 hatos lecheros y sin
historial de vacunacion para la deteccion de anticuerpos neutralizantes a
HVB-1 en suero mediante la prueba de neutralizacion viral. Se reporté un
total de 67 % (8/12) hatos positivos con un 36 % (143/395) de animales
infectados en total. Las prevalencias mayores fueron en hatos con méas de
300 animales mayores a 02 afios de edad ubicados en la zona sur y norte
del valle de Lima, sefialando que esta difundido a pesar de no haber

evidencias clinicas del IBR en el valle de Lima (35).

En Pucallpa — Ucayali, en la Estacion Experimental del Trépico del Centro
de Investigaciones IVITA, se realizé un estudio donde se extrajeron 268
muestras de suero bovino pertenecientes a animales de raza cebl y
cruzados mayores de 06 meses de edad. Se realizaron pruebas mediante las
técnicas de neutralizacion viral, ELISA indirecta, microaglutinacion e
inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de anticuerpos de agentes
infecciosos de alto impacto reproductivo, para DVB y HVB-1, bacterias

como Brucella sp. y Leptospira y el protozoo N. caninum,
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respectivamente. Se obtuvo como resultado una prevalencia de 46.3 %
para anticuerpos contra HVB-1, correspondiendo el 63.2 % a animales
adultos, de acuerdo a Leptospira se reportd un 52.2 %, 1.5 % contra
N. caninum y para DVB y Brucella sp no se detectaron anticuerpos. Estos
resultados indicaron que el HVB-1 y la Leptospira constituyen agentes

infecciosos de riesgos sanitarios (36).

En Puno, se realiz6 un estudio en nueve distritos de la provincia de Melgar
para la deteccion de anticuerpos contra HVB-1 mediante la prueba de
neutralizacién viral. Las muestras de sangre recolectadas fueron de 382
bovinos mayores a 06 meses de edad, de los cuales se obtuvo una
prevalencia de 29.0 % (110/382), sin haber diferencias entre animales
jovenes y adultos. Reportaron que la enfermedad esta difundida en los
bovinos pertenecientes a Melgar pudiendo contribuir en la presentacién de

problemas respiratorios (37).

En el afio 2022, en Ayacucho en los distritos de Coracora, Chumpi y Pullo
de la provincia de Parinacochas, se realizd un analisis de suero sanguineo
de 460 animales mediante ELISA indirecto para determinar la
seroprevalencia de anticuerpos frente a HVB-1. La seroprevalencia general
obtenida fue de 59.56 % (282/460); siendo Pullo el distrito con mayor
seroprevalencia (71.58 %), identificando las mayores seroprevalencias
segun la raza del ganado en: Holstein (92.77 %) y Brown swiss (68.44 %).
Ademéas, no se reportd asociacion estadistica significativa para las

variables sexo y estado reproductivo (vacia, prefiada) (18).
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1.1.3. Regionales

En el afio 2006, en tres distritos de San Pablo - Cajamarca, se realiz6 un
estudio en bovinos de crianza extensiva, sin historia de vacunacion alguna
y en su gran mayoria cruzados. Se identificO mediante la prueba de
neutralizacién viral anticuerpos contra el HVB-1 en un 0.6 % (3/480) de
animales, siendo las seroreactoras tres vacas Holstein mayores de seis afos
de edad con una titulacion de anticuerpos de 1:64 (2) y 1:32 (1). Estos
resultados indicaron que la enfermedad se encuentra difundida en bajo
grado entre los animales de la zona, por lo que este estudio concluyé que

se deberia evitar el ingreso de animales infectados (38).

Afos posteriores, en 2024, Cajamarca, se realiz6 una investigacion de
agentes infecciosos implicados en problemas reproductivos en ganado de
altura de crianza extensiva de los distritos de Sorochuco y La Encafada.
La seroprevalencia de N. caninum, DVB y HVB-1 de 292 muestras de
sangre totales incluidas todas las categorias y razas, fueron de 13.70 %,
30.14 % y 2.74 %, respectivamente. Confirmando la presencia de
N. caninum, DVB y HVB-1 en problemas reproductivos en ganado de

altura en las provincias de Cajamarca y Celendin (39).
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1.2. Bases Teoéricas

1.2.1. Agente Etiol6gico

El herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1) es un miembro fundamental del
orden Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae
y género Varicellovirus (16). Tiene una estructura tipica de virion de
herpesvirus y su ADN bicatenario es de aproximadamente 135 kb de
tamafio (40). Este herpesvirus posee una capside con isometria icosaédrica
de 100 nm de didmetro que posee 162 capsémeros (150 hexameros y
12 pentdmeros), y ADN lineal de doble cadena con polaridad positiva, el
cual posee la capacidad de codificar entre 30 a 35 proteinas estructurales y
mas de 70 proteinas en la célula infectada. De las proteinas estructurales
identificadas se conoce que 14 se encuentran en la nucleocapside y 13 en
la envoltura viral (40). La céapside estad envuelta en un complejo proteico
Ilamado tegumento, que esta compuesto de aproximadamente 20 proteinas
virales. El tegumento conecta la cpside con la envoltura externa derivada
de la célula, que contiene las proteinas de membrana viral y las
glucoproteinas que son esenciales para la penetracion exitosa de la

membrana celular, incluidas las glucoproteinas gD, gB, gH y gL (41).

El genoma del HVB-1 contiene una region de secuencia larga (UL) Unica,
una region de secuencia corta (US) Unica, una region de secuencias
repetidas internas (IR) entre UL y US, y una regién de secuencias repetidas
terminales invertidas (TR) (42,43). Codifica alrededor de 73 marcos de

lectura abiertos (ORF) (40). La glicoproteina B (gB), la glicoproteina
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C (gC) vy la glicoproteina D (gD), codificadas por UL27, UL44 y US6,
respectivamente, fueron las principales proteinas de unién que podrian

inducir un alto nivel de anticuerpos neutralizantes contra el HVB-1 (44).

1.2.2. Serotipos

Existen cuatro subtipos diferentes de HVB-1, el respiratorio (HVB-1.1y
HVB-1.2a), el genital (HVB-1.2b) y el neurolégico (HVB-1.3) (45). Las
cepas del subtipo HVB-1.1 son las que poseen el mayor nivel de virulencia
y son las causantes de las enfermedades infectivas de mayor severidad y
mortandad. Este subtipo posee la capacidad de ser excretado en elevados
titulos mediante las secreciones nasales, diseminado de forma mas efectiva
que el HVB-1.2, ademas, la mayoria de los aislamientos de HVB-1.1 son
de origen respiratorio, mientras que HVB-1.2 mayormente es aislado de

infecciones genitales (46,47).

1.2.3. Transmision

La transmision horizontal directa se da a través de aerosoles, siendo el
contacto directo nariz con nariz el principal modo de transmision de la
enfermedad entre un animal infectado y uno susceptible (48). Los
aerosoles deben exhalarse, estornudarse o toserse de un animal infectado
durante la eliminacion del virus para que se produzca la transmision (49).
La trasmision indirecta se da por via iatrogénica, como consecuencia de
malas practicas de manejo y el uso de materiales contaminados como
guantes, mangas de palpacion, agujas y equipos e incluso durante la

transferencia de embriones (50). Finalmente la trasmision vertical se
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produce de la madre al feto durante la gestacion, esto gracias a la

capacidad del virus de atravesar la placenta e infectar al feto (51).

1.2.4. Fisiopatologia

Entrada del virus en las células

El HVB-1 tiene un ciclo de vida doble en el ganado: primero se producen
altos niveles de diseminacion del virus durante la infeccién aguda y
posteriormente se establece y mantiene una latencia de por vida. Los altos
niveles de replicacion del virus pueden conducir a la muerte celular

programada, inflamacion, diseminacion del virus y enfermedad (52).

El virus entra en las células fusionandose con la membrana plasmatica
celular en un proceso complejo de adhesion y penetracion. La entrada del
virus requiere la presencia de socios de union complementarios en el virus
y en la célula huésped. Los estudios han demostrado que las glicoproteinas
gB, gC, gD, gE, gH, gK y gL del HVB-1 son necesarias para la entrada del
virus (53,54). Los subtipos HVB-1.1 y HVB-1.2 difieren en los epitopos
gC, que pueden alterar la adhesion viral y la virulencia (55). Aunque no se
conocen completamente las proteinas de la célula huésped necesarias para
la entrada del HVB-1, el virus se une inicialmente a las cadenas de heparan
sulfato en los proteoglicanos de la superficie celular (HSPG) (56) a través
de gB y gC (57). Después de esta unién inicial, HVB-1 gB y gD se unen

con bastante fuerza a los receptores de la superficie celular (53).
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Replicacién y liberacion del virus

Tras entrar en la célula huésped, el HVB-1 se transporta a través de
microtubulos hasta llegar al nucleo para su replicacion utilizando proteinas
de la célula huésped (58). La replicacion del HVB-1 comienza dentro de
las 2 horas posteriores a la infeccion en el ganado (59) y con la expresion
concomitante del antigeno de la superficie celular dentro de las 3-4 horas

posteriores a la infeccion (57).

En el nucleo, el genoma viral es liberado e inicia su replicacion. La
expresion génica viral durante la infeccion productiva ocurre en tres fases
diferentes: inmediata temprana (IE), temprana (E) o tardia (L). La
expresion de genes virales estd regulada la unidad de transcripcion
temprana inmediata 1 (IEtul) la cual codifica dos proteinas reguladoras
virales cruciales; bICPO (proteina 0 de células infectadas por el virus del
herpes bovino 1) y bICP4, que activan la expresién génica viral y la
replicacion del ADN. Las respuestas inmunes innatas y estas dos proteinas
promueven la infeccién productiva y la produccion de virus (60,61). IEtu2
codifica bICP22 y se predice que esta proteina mejora la replicacion del
virus (61). Una proteina del tegumento viral, VP16 (también conocida
como bTIF), es wuna proteina estructural viral que transactiva
especificamente los promotores de IE (62). Las proteinas IE impulsan la
expresion del gen E, que generalmente se traduce en proteinas no
estructurales que promueven la replicacion del ADN viral. Las proteinas L
comprenden la cépside y el tegumento del virus infeccioso, que son

necesarios para el ensamblaje y la salida del virién (63). El virus se
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envuelve a medida que brota a través de la envoltura nuclear y luego se
transporta dentro de vesiculas intracelulares hasta la membrana
citoplasmatica y se libera de la célula. Después del ensamblaje, el virus se

libera y comienza a infectar otras células dentro de las 8 horas

Fase de latencia

Las particulas virales producidas durante la infeccion aguda luego ingresan
al sistema nervioso periférico (SNP) a través de la propagacion de célula a
célula a las neuronas sensoriales en los ganglios trigéminos (TG), un sitio
importante para la latencia. EI mantenimiento de la latencia se define
operativamente como la represién a largo plazo de la expresion génica del

ciclo litico viral, y no se detecta la produccion del virus (6,64).

El HVB-1 establece una latencia de por vida en las neuronas (65,66). En
las neuronas sensoriales latentemente infectadas, el locus del gen
relacionado con la latencia (LR) es el Unico gen viral expresado
abundantemente (67). El gen LR codifica maultiples productos, que
incluyen: dos micro-ARN, un ARN no-poliA abundante que exhibe una
localizacién nuclear. En conjunto, los productos del gen LR apoyan la
supervivencia de las neuronas infectadas al suprimir la muerte celular y la

expresion genica viral, pero promoviendo la diferenciacion neuronal (64).
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Reactivacion por estrés o corticoesteroides

La reactivacion de HVB-1 en latencia también se inicia consistentemente
por el corticosteroide sintético dexametasona (DEX) (63,64). ORF2
interfiere con la apoptosis e interactGa con proteinas celulares, incluyendo
Notch 1, Notch 3, B-catenina y CCAAT/proteina de unidn al potenciador
alfa (68-70). La sobreexpresion de estos micro-ARN reduce la expresion
de la proteina bICPO (71), que es una proteina reguladora de la
transcripcion viral crucial. Por lo tanto, se predice que los productos del
gen LR respaldan el establecimiento y mantenimiento de la latencia en las
neuronas (70,72). Dos factores de transcripcion celular asociados a Wnt
(B-catenina y un coactivador de B-catenina, la proteina AT-hook 1 del
grupo de alta movilidad (HMGAZ1)) se detectan facilmente en las neuronas
TG de terneros latentemente infectados, pero no de terneros latentemente
infectados tratados con el corticosteroide sintético dexametasona (DEX)
para iniciar la reactivacion desde la latencia (73). La sefializacion candnica
Wnt/B-catenina promueve la supervivencia celular, el crecimiento axonal y
establece conexiones axénicas adecuadas (74,75). La mayor expresion de
al menos siete antagonistas de Wnt ocurre durante las primeras etapas de la
reactivacion inducida por DEX (70,72), lo que generalmente reduce la

supervivencia neuronal (76).

Seis horas después del tratamiento con DEX, se pueden detectar dos
proteinas virales tardias, la glicoproteina C y D, en un pequefio porcentaje
de neuronas TG. Dado que VP16 activa especificamente los promotores de

IE (62,77), esta desencadenaria la expresion del gen IE y la produccion de
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virus después del tratamiento con DEX. El promotor IEtul, que impulsa
las expresiones de bICPO y bICP4, es estimulado por DEX y contiene dos
sitios de union de GR de consenso que son esenciales para la
transactivacion mediada por GR y DEX (78,79). Por lo tanto, es probable

que bICPO y bICP4 se expresen en neuronas TG que no expresan VP16.

Los terneros infectados de forma latente con HVB-1 contienen ADN viral
de forma constante en sus amigdalas faringeas (PT), sin embargo, la
diseminacion del virus y la expresion del ARN del ciclo litico viral no se
detectan en las PT durante la latencia, lo que sugiere que se establece una
infeccion latente/quiescente (80). Se predice que las PT son un sitio
bioldgicamente relevante para la diseminacion y transmision del virus

durante la reactivacion de la latencia (81).

El estrés aumenta la incidencia de HVB-1 (63), el virus del herpes simple
1 (63,82) y la reactivacion del herpesvirus canino 1 desde la latencia (83).
El aumento de la susceptibilidad a la infeccion secundaria se correlaciona
con la inmunidad mediada por células deprimida después de la infeccion.
La infeccion disminuye la expresion del receptor de interleucina 2 (I1L-2)
(84) vy altera su produccion, disminuye la estimulacién mitogénica de las
celulas mononucleares de sangre periférica (PBMC) (85), altera las
respuestas citotoxicas (86) y disminuye los linfocitos T circulantes (87,88).
La inhibicién de las respuestas proliferativas de los linfocitos puede ser el
resultado de wuna infeccion no productiva (85). En general, los
alfaherpesvirus pueden inducir disfuncion inmunolégica al mejorar la

actividad de las células T supresoras (89). Cuando dos herpesvirus
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coinfectan un organismo, puede producirse una recombinacion genética
(90). Esta recombinacion en el HVB-1 puede influir en la eleccion del tipo

de vacuna y sus consecuencias (91).

1.2.5. Signos Clinicos

Infeccion en terneros

Los terneros recién nacidos suelen ser inmunes a la enfermedad si
consumen calostro que contiene altos niveles de anticuerpos maternos
derivados del calostro (MDA) contra HVB-1 (92). El MDA contra HVB-1
normalmente no se detecta hasta los 4-6 meses de edad y, en casos
excepcionales, hasta los 9 meses. Los terneros con MDA son inmunes a la
enfermedad, pero pueden infectarse y tener una apariciéon tardia sin
mostrar ninguna respuesta inmunitaria humoral (93). Los terneros con
MDA son los animales mas raros conocidos como portadores latentes
seronegativos. Los anticuerpos anti-HVB-1 del calostro no previenen la
replicacion inicial del virus en los terneros, y la latencia puede persistir

después de la disminucion de la inmunidad del calostro (94).

Infeccion en adultos

En la infeccién por HVB-1, después de un periodo de incubacion de 2 a 4
dias, se manifiesta secrecién nasal serosa, salivacion, fiebre (40 a 42 °C),
anorexia y depresion (95). En pocos dias, las secreciones nasales y
oculares se vuelven mucopurulentas. La mucosa nasal se enrojece y se

hacen visibles erosiones superficiales (96), incluso algunos animales
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babean excesivamente por las erosiones superficiales de la mucosa oral,
las cuales se encuentran entre las lesiones orales mas frecuentes (97). Los
signos clinicos pueden durar hasta 10 dias, después de los cuales el animal
suele recuperarse notablemente dada la lesion de la mucosa (48). La
rinotraqueitis purulenta y la neumonia pueden provocar la muerte, y las
infecciones bacterianas adicionales afectan la gravedad de la enfermedad
(98). Aunque la replicacion viral se limita al tracto respiratorio, los
animales también pueden experimentar invasion cerebral y niveles bajos y

dificiles de detectar de viremia (99).

Cuando se practica la monta natural, la infeccion genital puede provocar
vulvovaginitis pustulosa o balanopostitis. Sin embargo, la mayoria de las
infecciones tienen un curso muy leve o subclinico (11). Un caso no
complicado de enfermedad respiratoria o genital causada por HVB-1 suele

durar unos 5-10 dias.

- Balanopostitis: Las pustulas en la superficie mucosa del prepucio y
el pene son indicativas de la afeccion conocida como IPB en los
toros, que tarda de 2 a 3 dias en incubarse (100). EI macho no
puede aparearse porque estas pustulas pueden causar dolor con
secrecién mucopurulenta. Los toros con el virus también pueden
eliminarlo a través del semen, transmitiendo el virus a las hembras
vulnerables a través de la inseminacion artificial o el apareamiento
natural (101).

- Vulvovaginitis: Es una afeccion dolorosa que se puede identificar

después del apareamiento y también se conoce como IPV. Los
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signos principales son la miccion recurrente y un posible edema o
hiperemia en la vulva y la porcién posterior de la vagina (102). Los
diminutos forunculos de color blanco a rosado se convierten en
pustulas, también se puede observar una secrecion mucopurulenta
espesa de color amarillo o blanco, particularmente en los casos en

que una infeccion bacteriana posterior es una consecuencia (41).

1.2.6. Diagnéstico

La infeccién por HVB puede diagnosticarse mediante cultivo celular,

histopatologia, serologia, PCR y microscopia electronica.

Cultivo celular

El HVB-1 puede aislarse facilmente en cultivos celulares de rifion,
pulmon, testiculo, cornete o trdquea bovinos primarios o secundarios y en
lineas celulares establecidas como las ceélulas de rifidn bovino
Madin-Darby (MDBK) o CRIB (106). El virus puede aislarse de hisopados
nasales, hisopados conjuntivales, hisopados vaginales, lavado prepucial,
cotiledones placentarios de fetos abortados, higado fetal, pulmén, bazo,
riidn, ganglio linfatico, membrana mucosa del tracto respiratorio,
amigdalas y pulmones recolectados en un medio de transporte de virus
(107). La presencia de virus en las muestras se detecta mediante un efecto
citopatico (CPE). EI CPE del HVB-1 es caracteristico y suele aparecer
dentro de los 3 dias posteriores a la inoculacion, este se caracteriza por la
aparicién de racimos de células redondeadas con forma de uva presentes

alrededor de una microplaca en el cultivo celular, ademas, también se
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observan células gigantes o sincitios. Los cultivos celulares inoculados con

muestras se observan durante 7 dias (107).

Histopatologia

Las inclusiones virales intranucleares del tipo A de Cowdry pueden
identificarse ocasionalmente en las células epiteliales de los tejidos de
biopsia vaginal recolectados en la etapa temprana de IPV, pero no en las
células recolectadas en la secrecion nasal del ganado con IBR (106). Estas
inclusiones también estan presentes en el cerebro de casos de encefalitis y
en tejidos de fetos abortados. Como estas inclusiones son transitorias, el
uso del examen histoldgico para el diagnostico tiene un valor limitado
(107). En la forma encefalitica de la infeccion por HVB-1 se observan
encogimiento perivascular con neurofagia, satelitosis, hemorragia y

degeneracion neuronal (108).

Microscopia electronica

El uso de la microscopia electrénica para identificar particulas virales en

material clinico, es un método rapido para el diagnostico de HVB-1 (106).

Serologia

La respuesta inmune primaria a la inoculacion experimental de HVB-1 en
ganado se caracteriza por la formacion de anticuerpos IgM e IgG. Las
respuestas inmunes secundarias se caracterizan principalmente por la
formacion de anticuerpos 1gG 2. La VNT o Prueba de Neutralizacién

Viral, se ha utilizado ampliamente (109). Sin embargo, la ELISA es una
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prueba especifica, sensible y méas préactica para la deteccion de anticuerpos
frente a HVB-1. La prueba ELISA IgM es util para el diagnéstico de
infecciones recientes con HVB-1 en terneros (110). Ademas, en Suiza se
esta utilizando una prueba microELISA para el programa de control de la
infeccion por HVB-1. La prueba es sencilla, rapida y comoda en
comparacion con la prueba de neutralizacién del suero, que requiere
instalaciones de cultivo celular y es muy lenta. El Unico ensayo disponible
actualmente que diferencia los anticuerpos contra HVB-1 de los de HVB-5

es una prueba ELISA de bloqueo de gE de HVB-1 (111).

PCR

El ensayo de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), es tan sensible
como el aislamiento del virus y es una alternativa practica para la
deteccion rapida del virus. Los resultados estan disponibles en un dia en
comparacion con el aislamiento del virus que requiere 7 dias. La PCR en
tiempo real proporciona una reproducibilidad satisfactoria, asi como una
alta especificidad y sensibilidad en combinacion con una reduccion
significativa en el tiempo para detectar productos amplificados (106). Para
diferenciar entre HVB-1 y HVB-5, hay ensayos disponibles, como PCR

anidada (112) y PCR multiplex (113).
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1.2.7. Tratamiento

No hay tratamientos disponibles, por lo que la resistencia al tratamiento no
es aplicable (114). El uso de antimicrobianos para minimizar los invasores
bacterianos en las enfermedades respiratorias por HVB-1 es relativamente

comun.

1.2.8. Vacunacion

La estrategia es utilizar un programa de vacunacion bien planificado.
Existen diferentes tipos de vacunas disponibles en el mercado, por
ejemplo; vacunas de virus vivos modificados (MLV), vacunas inactivadas,

vacunas de subunidades y vacunas marcadoras.

Vacunas de virus vivos modificados (MLV)

Existen tres tipos de vacunas MLV disponibles. La vacuna parenteral se
elabora a partir de cultivo de tejido de rifién fetal bovino. Ademas, hay dos
vacunas intranasales disponibles, ya sea de origen de cultivo de tejido de
conejo o de origen de cultivo de tejido bovino, que contienen la forma
mutante de HVB-1 (106). Las vacunas MLV ofrecen una respuesta
inmunitaria rapida concomitante con una inmunidad mucosa local
relativamente duradera (115). Tanto las vacunas parenterales como las
intranasales estimulan la produccidn de anticuerpos humorales. La vacuna
intranasal estimula la produccidn local de interferdn y de anticuerpos en la
mucosa nasal y es segura para su uso en vacas prefiadas, ademas, es muy

efectiva en la prevencion del aborto. Las vacunas intranasales
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proporcionan proteccion contra la forma respiratoria en las 72 horas
siguientes a su administracion. Para la vacunacion intranasal, se deben
administrar con cuidado 2 ml de diluyentes que contengan vacuna en una
fosa nasal, ya que esta vacuna solo se multiplica en la mucosa nasal.
Después de la vacunacion intranasal, el virus se elimina durante 7 a 14
dias, y la eliminaciéon maxima se produce a los 4 dias. La vacuna MLV
parenteral es potencialmente abortiva y no se debe utilizar en animales
prefiados no inmunes. Es importante tener en cuenta que el virus de la

vacuna MLV a veces se vuelve latente después de la administracion (115).

Vacunas inactivadas

Las vacunas inactivadas tienen algunas ventajas sobre las vacunas MLV,
ya que, no causan aborto, inmunosupresion ni latencia. Sin embargo, no
evitan por completo la latencia de las cepas de campo. Por lo general, se
administran dos dosis con un intervalo de 10 a 14 dias y se observa
proteccion entre 7 y 10 dias después de la segunda dosis (116). Las
vacunas inactivadas no son tan eficaces como las vacunas MLV debido a la
posible destruccion de algunos de los antigenos protectores durante el
proceso de inactivacion por agentes alquilantes. Para mejorar la eficacia,

siempre se agrega un adyuvante (117).

Vacuna de subunidades

Una vacuna de subunidades contiene uno o mas de los antigenos del virus
necesario para provocar inmunidad protectora y carece de &cido nucleico y

otros componentes que podrian causar efectos secundarios no deseados
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(118). En HVB-1, las glicoproteinas gB, gC y gD son inmunogénicas y se
separan de las células infectadas por el virus o se sintetiza el péptido (106).
Los terneros se vacunan entre los 3 y 7 meses de edad con una dosis de
refuerzo después de 12 dias de la vacunacion primaria. No contiene virus
vivo, por lo que no hay posibilidad de causar aborto o establecer la
infeccion latente. Ademas, existe la posibilidad de diferenciar entre

animales vacunados e infectados naturalmente.

Vacuna marcadora

La vacuna marcadora se basa en la eliminacién de una o mas proteinas
virales, lo que permite la distincion entre animales vacunados e infectados
naturalmente en funcion de las respectivas respuestas de anticuerpos (119).
Existen diferentes tipos de vacunas marcadoras, como gE y gC viva, gE y
gG muerta, subunidad gD, subunidad gB y gD incompetente para la
replicacion. Los terneros vacunados a la edad de 7 semanas mostraron una
reduccion tanto de los signos clinicos como de la excrecion del virus de
desafio tan pronto como 7 dias después de la inyeccion IM o 3 dias
después de la vacunacién intranasal. Las vacunas marcadoras
gE-negativas, tanto vivas como muertas, ya se utilizan en programas de

control o erradicacion en la UE (119).

Vacuna multivalente

La vacuna multivalente estd disponible para el control de la coinfeccion
asociada con HVB-1. Estas vacunas contienen otros patdgenos

respiratorios como PI-3, BRSV y BVDV. A veces también contienen
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antigenos de Leptospira y Campylobacter sp. Una vacuna combinada que
contiene la vacuna viva gE-negativa, BRSV y PI-3, administrada a las 2 y
6 semanas de edad, ha demostrado ser eficaz en el sentido de que reduce la
gravedad de los signos clinicos y la cantidad de virus eliminados después

de una infeccion experimental de desafio (120).

Control y prevencion

\arios paises comenzaron a implementar esquemas de control para HVB-1
en la década de 1980 (121). Actualmente, en varios paises europeos se
estan implementando programas de erradicacion obligatoria o voluntaria,

con el uso aliado de vacunas marcadoras.

Estrategia de “probar y matar”

El sacrificio de animales seropositivos sin vacunacion concomitante ha
sido el método maés exitoso para erradicar el HVB-1. Sin embargo, esto
solo puede considerarse si la seroprevalencia es relativamente baja. Para
lograr la erradicacion del HVB-1, se recomienda inicialmente generar
ganado reproductor “libre de IBR” eliminando gradualmente todo el
ganado seropositivo y reemplazandolo con progenie seronegativa (16).
Una estrategia de “prueba y sacrificio” se ha implementado con éxito

varios paises europeos (122).

Estrategia para diferenciar animales infectados de vacunados

La vacunacién con vacunas marcadoras de gE, junto con la eliminacion de

animales seropositivos para gE, es una estrategia alternativa viable en


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/seroprevalence
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paises con una alta seroprevalencia de HVB-1 (121,123). Cuando la
prevalencia nacional de vacas positivas para gE disminuye al 5%, los

animales positivos restantes pueden ser sacrificados (123).

Las vacunas marcadoras permiten la diferenciacion seroldgica de animales
infectados de vacunados (DIVA) (124), basada en la ausencia de una o
mas glicoproteinas en la vacuna que estan presentes en el HVB-1 de tipo
salvaje (125). Las vacunas marcadoras basadas en mutantes de delecion de
gE se utilizan ampliamente en Europa, ya sea en formas vivas o
inactivadas (126). Después de la infeccion (pero no después de la
vacunacion) se puede detectar una respuesta de anticuerpos contra la o las
proteinas especificas utilizando una prueba de diagnostico especifica de

proteina (ELISA de bloqueo de gE) (124).

Las vacunas vivas con marcador HVB-1 gE-negativo, inducen inmunidad
temprana contra la infeccién (116,124), se puede inducir una proteccién
sustancial tan pronto como 7 dias después de la administracion
intramuscular (IM) y la vacuna se puede administrar temprano en un brote
(116). Sin embargo, las respuestas inmunes celulares y humorales son mas
altas en animales vacunados con una combinacion de vacunas vivas e
inactivadas. Aunque las vacunas inactivadas inducen una fuerte respuesta
de neutralizacion sérica (127), se demostré que una vacuna viva atenuada
gE-negativa induce la mejor proteccion, demostrando una mejor
puntuaciéon clinica o ausencia de signos clinicos tras el desafio en
comparacion con ganado al que se le administraron una vacuna

gE-negativa inactivada (119). La vacunacion intranasal con la vacuna viva


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glycoprotein
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/humoral-immunity
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marcadora brinda proteccion en presencia de anticuerpos de origen
materno (116). Algunas vacunas vivas marcadoras inducen pirexia
transitoria de corto plazo y secrecion nasal (128), pero se ha demostrado
gue son seguras para su uso en ganado reproductor, incluidas vacas

prefiadas y toros (129).

Las vacunas marcadoras no previenen la excrecién de HVB-1 en animales
infectados de forma latente después del tratamiento con dexametasona o el
desafio con una cepa HVB-1 de tipo salvaje (128). Ademas, la vacuna
atenuada reduce la eliminacion del virus significativamente mas que sus
contrapartes inactivadas. Por el contrario, el ganado vacunado con vacunas
marcadoras inactivadas excreta significativamente menos virus que
aquellos inmunizados con la preparacion atenuada (119). Patel (116),
demostro que tras la administracion IM de la vacuna viva gE-negativa, no
se excretd ningun virus de la vacuna en las secreciones nasales y ningun
animal vacunado tuvo una viremia detectable, mientras que el virus se

excretd durante 1 a 8 dias después de la administracion intranasal (IN).

Definicion de términos basicos

Anticuerpos: Proteinas que envuelven una estructura bioquimica
compleja demarcada por la union de cuatro cadenas proteicas, formando
parte de la inmunidad humoral  (130). Moléculas que se unen
especificamente a aquellas sustancias (antigenos) contra las cuales se ha
generado una defensa inmune. Los anticuerpos son sintetizados por

linfocitos B (células plasmaticas) completamente diferenciados (131).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cattle-breeding
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/dexamethasone
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ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
ampliamente utilizado en investigaciones cientificas basicas, estudios de
aplicaciones clinicas y diagnosticos. La técnica ELISA se basa en la
interaccion entre el antigeno (es decir, la proteina diana) versus el

anticuerpo primario contra el antigeno de interés (132).

Seroprevalencia: Porcentaje de personas 0 animales de una poblacion que
poseen proteinas llamadas anticuerpos en la sangre que muestran que han

estado expuestas a un virus u otro agente infeccioso (133).

Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR): Es una infeccién causada por
herpesvirus con diversas consecuencias que incluyen infeccion inaparente
no clinica, enfermedad de las vias respiratorias superiores, conjuntivitis,
lesiones de las membranas mucosas del tracto reproductivo masculino y

femenino, aborto y, ocasionalmente, encefalitis (134).

Virus: Los virus son entidades cuyos genomas son elementos de &cido
nucleico que se replican en el interior de las células vivas utilizando la
maquinaria de sintesis celular y provocando la sintesis de elementos
especializados que pueden transferir el genoma viral a otras células (135).
Estos paréasitos intracelulares obligados infecciosos que pueden encerrar su
genoma de acido nucleico en wuna céapside proteica y persistir

extracelularmente, pudiendo verse como bolsas de acido nucleico (136).
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CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

2.1. Ubicacion geografica

El presente trabajo se realizd en el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) - EEA Bafos del Inca - Cajamarca, en el Laboratorio de
Biotecnologia en Sanindad Animal. Se encuentra ubicado en el distrito de Bafios
del Inca, provincia de Cajamarca, el cual cuenta con los siguientes datos de

ubicacion y agrometeorologicos (*):

Altitud: 2750 msnm
Latitud sur: 7°09' 44"
Longitud Oeste: 78° 30" 00"
Temperatura media anual: 19 °C
Precipitacion pluvial anual: 700 mm
Humedad relativa anual: 64.5%

(*) Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Peru -

SENAMHI, 2023.
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2.2. Disefio de la investigacion

2.2.1. Toma de muestra

Para la toma de muestra, de la vena coccigea se colecto alrededor de 6 ml de
muestra de sangre en tubos BD Vacutainer sin anticoagulante. Cada tubo fue
etiquetado utilizando cddigos que identifiquen a cada animal y rebafio del que
se extrajo la sangre. Posteriormente, fueron llevadas al Laboratorio de
Biotecnologia de Sanidad Animal en la Estacién Experimental Agraria Bafios
del Inca — Cajamarca y se centrifugaron por un tiempo de 10 minutos a 1500
rpm para la obtencién del suero sanguineo. Este se separd en microtubulos
conicos de 1.5 ml y almacenado a - 20°C hasta su respectivo analisis.
Finalmente, para confirmar la presencia de anticuerpos dirigidos contra
HVB-1 se efectud el método de ELISA indirecto utilizando el kit comercial

ID Screen IBR Indirect.

2.2.2. Procedimiento ELISA indirecto

Para la deteccién de anticuerpos contra el HVB-1 en suero, se siguio el
procedimiento de prueba del fabricante. Con el fin de evitar diferencias en los
tiempos de incubacion entre les muestras, es posible preparar una microplaca
de 96 pocillos que contenga las muestras a ensayar y los controles, para

después transferirlos a la microplaca ELISA con una pipeta multicanal.
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Preparacion de la solucion de lavado

Se equilibr6 la Solucion de Lavado Concentrada (20X) a temperatura
ambiente 21°C (x5°C) y agitar correctamente para obtener la disolucion de
los cristales. Se prepard la Solucién de Lavado (1X) diluyendo la Solucion de

Lavado Concentrada (20X) con agua destilada/desionizada al 1/20.

Procedimiento en Microplaca

Los reactivos se colocaron a temperatura ambiente (21°C + 5°C) antes de ser

utilizados y homogeneizarlos por vortex o por inversion.

Incubacion corta

1. En la microplaca ELISA, se afiadio.

90pl del Diluyente 2 en cada pocillo.
10pl del Control Negativo en los pocillos Aly B1.
10pl del Control Positivo en los pocillos C1y D1.

10ul de cada muestra a analizar en los pocillos restantes.

2. Se cubrio la placa e incubamos a 45min £ 4 min a 37°C (x 3°C)

3. Se vaci6 los pocillos. Lavamos 3 veces cada pocillo con al menos
300ul de solucioén de lavado.

4. Se distribuyd 100ul de Conjugado listo para usar en cada pocillo.

5. Se cubri6 la placa e incubar 30 min £ 3 min a 37°C (= 3°C).

6. Se vacid los pocillos. Lavaremos 3 veces cada pocillo con al menos

300ul de Solucion de Lavado.
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7. Se distribuyd 100ul de la Solucién de Revelacion en cada pocillo.

8. Se cubrio la placa e incubar 15 min + 2 min a 21°C (x 5°C) en la
obscuridad.

9. Se distribuyé 100 pl de Solucion de Parada en cada pocillo, en el
mismo orden que en el paso N°7 para detener la reaccion.

10. Leimos la densidad éptica (DO)de la microplaca a 45nm y guardamos

resultados.
Validacion

El test fue valido cuando la media de la densidad oOptica de los Controles
positivos (DOcp) sea superior a 0.350 y el cociente entre la media de los
Controles positivos (DOcp) y la media de los Controles negativos (DOcn) sea

superior a 3.
Interpretacion

Para cada muestra, se calculd el porcentaje (S/P%) mediante la siguiente

formula:

ODmuestra - ODCN
S/P% = x 100
T T

El estado de las muestras se asignoé de acuerdo a los porcentajes referidos al

kit ID Screen IBR Indirect.
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2.3. Métodos de Investigacion

Analisis de los resultados y deduccion.
2.4. Poblacién, muestra y unidad de analisis

Poblacion: Bovinos no vacunados pertenecientes a 10 provincias del

departamento de Cajamarca.
Muestra: 464 bovinos no vacunados

La muestra de estudio se calcul6 haciendo uso de la siguiente formula:

B Z’p(1-p)N
 (N—-1e2+ Z2p(1—p)

n

Donde:

N = 628 066 Z=1096
p =60% e=5%
n=x

B (1.96)2(0.6)(1 — 0.6)(628 066)
" = 628066 — 1)(0.05)% + (1.96)2(0.6)(1 — 0.6)

n = 369
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Unidad de analisis: Todos los sueros recolectados de la muestra de estudio para
determinar la presencia o ausencia de anticuerpos contra el HVB-1. Se aumentd
95 muestras mas, para tener muestras equitativas en las 10 provincias del

departamento de Cajamarca.

2.5. Técnicas para el procesamiento y andlisis de informacion

2.6.

Se realizd un analisis mediante estadistica descriptiva en Microsoft Excel.

Equipos y materiales

Material bioldgico: 464 sueros de bovinos no vacunados.

Material de campo: Mandil, botas de jebe, guantes quirtrgicos, guantes de
palpacion desechables, alcohol 70°, formato, tablero de campo, lapiceros, tubos

BD Vacutainer sin anticoagulante.

Materiales y equipo de laboratorio: Mandil, guantes quirtrgicos, mascarilla,
kit comercial 1D Screen IBR Indirect, cabina de esterilizacion UV, micropipetas
de 10 ul,50 ul y 100 ul, cAmara fotogréafica, formato para registro de datos,

lector de microplacas ELISA.
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de resultados

Tabla 1. Distribucién geogréfica de las provincias positivas (n = 10) para IBR en

el departamento de Cajamarca, 2024

Provincias N° Muestras N° Casos N° Casos Prevalencia
Analizadas Negativos Positivos

Cajabamba 32 32 0 0.00%
Cajamarca 72 52 20 4.31%
Celendin 40 34 6 1.29%
Chota 92 92 0 0.00%
Cutervo 56 56 0 0.00%
Hualgayoc 32 32 0 0.00%
San Marcos 32 28 4 0.86 %
San Miguel 44 44 0 0.00%
San Pablo 32 30 2 0.43%
Santa Cruz 32 23 9 1.94 %
Total 464 423 41 9%

general
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En la tabla N°1, se puede observar que de un total de 464 muestras de sueros
analizadas para HVB-1, 41 (9 %) tuvieron resultados positivos y 423 (91 %)
fueron negativos. En 05 de las provincias se encontraron casos positivos, pero
en 05 de ellas no se encontrd ni un solo caso positivo para IBR. En las
provincias de Cajamarca y Santa Cruz se encontraron mayor nimero de
animales infectados. Mientras que, en San Miguel, Cajabamba, Chota,

Cutervo y Hualgayoc, no se encontrd ningun caso positivo (Ver Anexo N°1).

3.2. Andlisis, interpretacion y discusion de resultados

La prevalencia de IBR a nivel global fue del 9 % en el presente estudio. A nivel
nacional, esta prevalencia reportada es notablemente baja en comparacion con
otras investigaciones realizadas en diferentes regiones del Per0. Por ejemplo,
en Ayacucho se reportd una prevalencia del 59.56 % (1), en Puno del 29 % (2),
y en Lima del 36 % (3). Esta situacion no difiere con la de otros paises, donde
se han realizado amplias investigaciones que han revelado prevalencias
variables, pero relativamente altas de la enfermedad. Por ejemplo,
investigaciones han informado una seroprevalencia alta en la ciudad de
Sotaquird - Colombia (57.5 %) (65). Otro estudio realizado en la region de
Capara0, Espirito Santo — Brasil (48.59 %) (66). Incluso en canton Chone,
provincia de Manabi - Ecuador reportaron una seroprevalencia del
58.47 % (29). Estas diferencias en las tasas de seroprevalencia resaltan la
importancia de llevar a cabo investigaciones mas especificas en cada region, lo
cual resulta fundamental para desarrollar estrategias efectivas de prevencion y
control, ademas, en este trabajo se usé ELISA indirecto, lo que puede influir en

la sensibilidad y especificidad de la deteccion de anticuerpos. La ubicacion
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geografica, las estrategias de manejo de enfermedades y los sistemas de
reproduccion son los principales factores influyentes que determinan la
distribucion de las enfermedades, ademas, la caracterizacion latente del virus
crea dificultades en el control y erradicacién de la enfermedad en los paises

segun Lefevre (137).

En las provincias de Cajamarca, Santa Cruz y Celendin se observd un mayor
namero de casos seropositivos para HVB-1 con seroprevalencias entre 4.3 %,
1.9 %y 1.29 %, respectivamente. Estas cifras son seguidas por San Marcos con
0.86 % y San Pablo con 0.43 %. La falta de vacunacion contribuye a que estos
animales sean potencialmente peligrosos, ya que pueden propagar el virus de
manera intermitente tanto en el medio ambiente como a otros animales a través
del contacto directo. Ademas, la ausencia de un control activo sobre la venta y
compra de ganado y del semen adquirido agrava la esta situacion (138). A la
fecha, solo se han reportado un par de estudios publicados sobre la
seroprevalencia o los factores asociados a IBR en el departamento de
Cajamarca. En el afio 2006, un estudio realizado por Eglinton Villacaqui et al.
(38) en tres distritos de San Pablo, provincia de Cajamarca; mediante la prueba
de neutralizacion viral anticuerpos frente a HVB-1, en bovinos de crianza
extensiva y sin historia de vacunacion alguna, donde reportaron un 0.6 % de
animales infectados, este dato se asemeja con nuestro estudio donde en San
Pablo se reporta un 0.4 % de casos positivos para IBR. De la misma manera, en
otro estudio mas actual realizado por Estela Mendoza et al. (39), quienes
reportaron una seroprevalencia de 4.4 % en el distrito de La Encafada,

provincia de Cajamarca, incluso mencionaron que la enfermedad estuvo
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asociada a problemas reproductivos. De manera analoga, en el presente estudio
en la provincia de Cajamarca, la prevalencia encontrada fue de 4.3 %. En
comparacion con nuestros datos obtenidos, se destaca la notoria falta de control
de esta enfermedad. La variabilidad en las prevalencias entre las regiones
estudiadas puede atribuirse a varios factores, incluyendo un manejo sanitario
deficiente, la introduccién de animales infectados en los rebafios y la
adquisicion de sementales o semen sin un control sanitario adecuado, lo que
agrava la salud animal en los rebafios (38,39). Por ello, la regulacion estricta en
la compra de animales y semen debe incluir los certificados de sanidad y
pruebas seroldgicas negativas para HVB-1 antes de la compra o introduccién
de animales, implementacion de cuarentenas obligatorias para animales recién
adquiridos, promover el uso de semen certificado libre de IBR proveniente de
centros de inseminacion controlados y capacitar a los productores sobre los
riesgos de introducir animales o material genético sin control sanitario. Ademas
de implementar programas de control como en Canada, Bélgica, Australia,
E.E.U.U., quienes incluyen la vigilancia epidemioldgica, identificacion, la
trazabilidad del ganado y eliminacion de animales positivos, aunque las
pérdidas en Cajamarca serian exponenciales. Se destaca que la mejor estrategia
de vacunacion para la region seria la implementacion de vacunas marcadoras
inactivadas, porque combina seguridad, estabilidad, facilidad de manejo y
permite un monitoreo epidemioldgico efectivo, todo ello compatible con la
infraestructura sanitaria y productiva local, caracterizada por sistemas
extensivos, limitaciones en la cadena de frio y diversidad en el manejo

reproductivo. Esta estrategia, acompariada de controles en el movimiento de
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animales y material genético, permitira reducir la prevalencia y avanzar hacia

el control y eventual erradicacion de la enfermedad en la region.

En contraste, provincias como Cajabamba, Cutervo, Chota, Hualgayoc, y San
Miguel, reportan una prevalencia del 0 %, lo que podria indicar un éxito
moderado en el control de enfermedades. Ademas, es importante destacar que
en estas zonas se observa la crianza de ganado en sistemas extensivos, donde
los animales suelen estar dispersos en areas mas amplias, con menor densidad
y menor contacto directo constante. Esto reduce las oportunidades de
transmision del virus, por lo que la prevalencia de IBR suele ser menor, lo que
podria ser un factor que contribuye a la baja seroprevalencia, tal como se ha
documentado en investigaciones previas como las de Barret D. et al. (139) y
Waldeck et al. (140). Conjuntamente, el numero limitado de muestras
investigadas a nivel departamental puede ser la razén para no encontrar casos

positivos en masa.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

» De las 464 muestras de suero sanguineo de vacas analizadas por el método de
ELISA indirecta, se encontraron 41 muestras positivas que representan el 9 %
de prevalencia de IBR, lo que demuestra la presencia del HVB-1 en el
Departamento de Cajamarca.

» De las 10 provincias estudiadas del departamento de Cajamarca, en las
provincias de Cajamarca, Santa Cruz y Celendin se observé un mayor
namero de casos seropositivos para HVB-1 con seroprevalencias de 4.3%,
1.9 %y 1.29 %, respectivamente, cifras seguidas por San Marcos y San Pablo
que presentaron seroprevalencias del 0.86 % y 0.43 %. Mientras que,
Cajabamba, Cutervo, Chota, Hualgayoc y San Miguel reportan una

prevalencia del 0 %.
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CAPITULOV

SUGERENCIAS

Implementar programas de control y erradicacion activas frente al IBR por
medio de las instituciones competentes. Ademas, se presenta la necesidad de
realizar mas estudios epidemioldgicos para conocer la condicion sanitaria de
los bovinos y asi determinar la incidencia y prevalencia de otras
enfermedades presentes.

Correcta vigilancia y control del ingreso de semen no garantizado y bovinos
provenientes de otros lugares endémicos a IBR.

Implementar programas de capacitacion para sensibilizar a los productores
sobre el riesgo de esta enfermedad, fortaleciendo la adopcion de buenas
practicas, mejorando la salud animal y contribuyendo a la sostenibilidad del
sector ganadero.

Realizar estudios con mayor numero de muestras y en mas provincias para
obtener datos mas robustos, permitiendo disefiar estrategias focalizadas y
eficaces, maximizando el impacto de las acciones de control.

Realizar estudios que cuantifiquen el impacto econémico de la IBR en la
region, contar con datos econémicos claros motivara a productores y

autoridades a invertir en programas de control y prevencion.
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MAPA DE CASOS POSITIVOS DE IBR EN LAS PROVINCIAS DE CAJAMARCA
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