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RESUMEN

El estudio titulado “Incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en los hatos
lecheros de la comunidad campesina de Tungasuca Ccollana, distrito Tupac Amaru —
provincia de Canas” se desarrollé con el propdsito de identificar la presencia del virus
de la IBR en los bovinos de produccion lechera y evaluar su distribucion segun los diferentes
grupos atareos de la poblacion animal. Para tal fin, se recolectaron 150 muestras
sanguineas provenientes de vacas, vaquillas, terneros, toros y toretes, las cuales se
obtuvieron mediante puncién de la vena coccigea bajo normas de bioseguridad
estabelcidas. Las muestras se analizaron empleando la técnica de ELISA competitiva,
utilizando el kit IDEXX IBR gE.). La poblacion evaluada estuvo conformada por 86 vacas, 20
vaquillas, 16 terneros, 22 toretes y 6 toros. Los resultados obtenidos evidenciaron una
incidencia seroloégica de 4,65 % en vacas, 10 % en vaquillas, 6,25 % en terneros, 4,54
% en toretes y 0 % en toros. Estos hallazgos confirman la presencia del virus de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina en los hatos lecheros de la comunidad campesina de

Tungasuca Ccollana.

Palabra clave: Rinotraqueitis infecciosa, Anticuerpos, ELISA, Antigeno
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ABSTRACT

The study entitled “Incidence of Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) in the dairy
herds of the peasant community of Tungasuca Ccollana, Tapac Amaru District —
Canas Province” was conducted with the purpose of identifying the presence of the IBR
virus in dairy cattle and assessing its distribution among different age groups of the animal
population. A total of 150 blood samples were collected from cows, heifers, calves, bulls,
and young bulls through coccygeal vein puncture, following established biosafety protocols.
The samples were analyzed using the competitive ELISA technique with the IDEXX IBR
gE kit. The evaluated population consisted of 86 cows, 20 heifers, 16 calves, 22 young
bulls, and 6 bulls. The obtained results showed a serological incidence of 4.65% in cows,
10% in heifers, 6.25% in calves, 4.54% in young bulls, and 0% in bulls.

These findings confirm the presence of the Infectious Bovine Rhinotracheitis virus in the

dairy herds of the peasant community of Tungasuca Ccollana.

Keywords: Rhinotracheitis infectious, Rhinotracheitis, Antibodies, ELISA, Antigen.
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INTRODUCCION
La comunidad campesina de Tungasuca Ccollana, ubicada en el distrito de Tupac
Amaru, mantiene una estrecha relacién con la crianza de ganado bovino, actividad
que representa la principal fuente de sustento alimentario, econémico y social para
las familias rurales. La produccion lechera y carnica constituye un pilar fundamental en
la economia local, por lo que las enfermedades infecciosas que afectan al ganado
tienen repercusiones directas en la seguridad alimentaria y en la estabilidad
socioecondmica de la poblacion (Quispe & Huaman, 2020).
Entre las enfermedades de mayor impacto se encuentra la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR), una patologia altamente contagiosa causada por el Herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1). Este agente viral afecta a bovinos de todas las edades y razas,
ocasionando signos clinicos variables que incluyen conjuntivitis, rinotraqueitis,
fiebre, encefalitis y abortos. La interrupcién de la gestacion suele manifestarse
aproximadamente una semana después del inicio de la infeccién, constituyendo una de
las consecuencias reproductivas mas relevantes (Brownlie et al., 1998; Muylkens et al.,
2020).
Diversas investigaciones han evidenciado que la IBR presenta una distribucion
mundial, con patrones epidemiolégicos que van desde casos esporadicos hasta
situaciones de endemicidad. La enfermedad ha sido diagnosticada en gran parte de los
paises de América, Europa, Asia y Oceania, lo que refleja su amplia propagacion y la
dificultad de su erradicacién (Obando et al., 2005; Van Oirschot, 2020).
El presente trabajo de investigacién tiene como finalidad determinar la incidencia de

la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina en el ganado de la comunidad campesina de



Tungasuca Ccollana, aplicando la técnica de ELISA para la deteccidon de anticuerpos
especificos. Los resultados permitiran aportar informacidn cientifica util para la
implementacion de medidas preventivas, estrategias de control y protocolos de
manejo sanitario, asegurando que los productos y subproductos derivados del
ganado bovino sean seguros para el consumo humano y la comercializacion

regional (Garciaet al., 2019; OMSA, 2023).



|. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) es una enfermedad viral de amplia
distribuciéon mundial que afecta a los bovinos de diferentes edades y razas,
generando pérdidas econdmicas considerables en la produccion ganadera (Tikoo et al.,
2021). En la regién Cusco, esta patologia se presenta con frecuencia en los rebafos
lecheros, especialmente durante la etapa reproductiva, donde ocasiona trastornos en
la fertilidad y prolonga el intervalo entre partos debido a infecciones en el aparato
reproductor femenino (Muylkens et al., 2020).

El Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), agente causal de la IBR, produce diversas
manifestaciones clinicas como abortos, malformaciones fetales, nacimientos de
crias débiles y procesos respiratorios severos, particularmente neumonias que
pueden culminar en la muerte de los neonatos (Rock, 2022). Estas consecuencias no
solo afectan la salud animal, sino también la rentabilidad y sostenibilidad econémica
de los sistemas productivos rurales (Garcia et al., 2019).

En la comunidad campesina de Tungasuca Ccollana, distrito de Tapac Amaru,
provincia de Canas, aun no existen registros seroldgicos actualizados que permitan
conocer la incidencia real de la enfermedad. La ausencia de datos epidemiologicos
limita la aplicacion de programas de control, prevencion y erradicacion,
indispensables para garantizar la bioseguridad de los hatos lecheros y la calidad
sanitaria de sus productos (Obando et al., 2005; OMSA, 2023).

Por ello, el presente estudio busca determinar la incidencia de la Rinotraqueitis

Infecciosa Bovina (IBR) en los hatos lecheros de la comunidad campesina de



Tungasuca Ccollana mediante la técnica de ELISA, reconocida por su alta sensibilidad
y especificidad en la deteccidn de anticuerpos frente al BoHV-1 (Van Oirschot, 2020).
En este contexto, se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

e ,Cual es la incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en los
hatos lecheros de la comunidad campesina de Tungasuca Ccollana, distrito de
Tupac Amaru, provincia de Canas, region Cusco?

e Es posible determinar la incidencia de la IBR mediante el método de ELISA?

e ;Se puede establecer la incidencia de la IBR por grupos etarios utilizando la

prueba de ELISA en Ila poblacibn bovina de Tungasuca Ccollana?



Il. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

2.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Objetivo general

Determinar la incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en los hatos
lecheros de la comunidad campesina de Tungasuca Ccollana, distrito de Tupac Amaru,

provincia de Canas, region Cusco, mediante el analisis seroldgico correspondiente.

2.1.2. Objetivos especificos
e Evaluar la presencia de anticuerpos contra el virus de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR) en muestras séricas de bovinos, utilizando la técnica de ELISA
competitiva como herramienta diagnostica.
e Analizar la incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) segun los
diferentes grupos etarios de los animales de la comunidad campesina de
Tungasuca Ccollana, distrito de Tupac Amaru, provincia de Canas, regién Cusco,

aplicando el método serolégico ELISA.

2.2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina es una enfermedad que merma los intereses
economicos en las poblaciones de vacunos ya que produce el alargamiento de las
concepciones, abortos, el nacimiento de crias con malformaciones congénitas o el

nacimiento de crias muy débiles con baja probabilidad de supervivencia.



La presencia y diseminacién de enfermedades infecciosas como la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina se debe a la falta de conocimiento por parte del criador sobre el
diagndstico de esta enfermedad, prevencion y tratamiento. La determinacién de la
incidencia permitira al criador conocer las enfermedades que aquejan dicha poblacién y

establecer las medidas respectivas de control y erradicacion.

El presente trabajo de investigacion pretende determinar la incidencia de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina en ganado bovino utilizando la prueba de Elisa en la
comunidad campesina de Tungasuca Ccollana. Definida toda la informacion cientifica
acerca de la incidencia de la enfermedad de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
presente en la poblacién ganadera de la comunidad campesina de Tungasuca Ccollana
distrito de Tupac Amaru provincia de Canas, se brindara informacion sobre la
prevencion y tratamiento de los animales infectados de esta enfermedad y por

consiguiente el criador se vera respaldado por la institucion a caro.



. HIPOTESIS

Ha: Existe incidencia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en la  ganaderia

vacuna de la comunidad de Tungasuca Ccollana.

H°: No existe incidencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en la ganaderia

vacuna de la comunidad de Tungasuca Ccollana.



IV. MARCO TEORICO

4.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Diversas investigaciones nacionales e internacionales han demostrado que la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) continia siendo un problema sanitario
relevante en los sistemas de produccién ganadera, afectando la eficiencia reproductiva
y la productividad lechera.

En el distrito de Santo Tomas, provincia de Chumbivilcas, Rojas (2019) evalué 92
muestras sanguineas de hembras bovinas mayores de seis meses de edad —
incluyendo vaquillonas y vacas en produccion— mediante la técnica de ELISA por
competencia, determinando que el 15,22 % de los animales presentaban anticuerpos
contra el Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), agente causal de la enfermedad.

De forma similar, Guzman (2017) desarrollé un estudio en las comunidades de Ccolca
y Lauramarca, distrito de Ocongate, donde analiz6 399 muestras de bovinos adultos
mediante ELISA competitivo, obteniendo una seroprevalencia del 2,51 %, lo cual
evidencia la presencia esporadica del virus en la region.

Por su parte, Huacasi (2018) investigoé la seroprevalencia de la IBR en la comunidad de
Huisacollana, distrito de Yauri, provincia de Espinar (Cusco), utilizando la prueba de
ELISA indirecta en 119 bovinos de raza Brown Swiss. Los resultados mostraron una
seroprevalencia general del 14,3 %, con mayor frecuencia en vacas en lactacién (23,1
%) respecto a vacas secas (11,8 %), confirmando la circulacion viral en el ganado de la
zona.

A nivel internacional, Luzuriaga (2012) reporté la presencia del virus en Loja, Ecuador,
donde se analizaron 200 muestras de suero bovino procesadas mediante ELISA
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indirecta. Las zonas con mayor incidencia fueron Yurarrumi (5,1 %), El Naranjo (3,9 %)
y Jacapo (2,8 %), demostrando una distribucion focal de la enfermedad en diferentes
comunidades ganaderas del pais.

En el Peru, Yana (2018) realiz6 un estudio en el Centro de Investigacion y
Produccién Chuquibambilla (UNA-Puno), en vacas de las razas Brown Swiss, Criolla,
Charolais y Aberdeen Angus. Se analizaron 79 muestras de suero mediante la técnica
de ELISA indirecta, obteniéndose una seroprevalencia general del 35,4 %. La mayor
positividad se registré en la raza Criolla (89,5 %), seguida de Aberdeen Angus (30 %),
Charolais (28,6 %) y Brown Swiss (3,8 %). Estos resultados evidencian la
heterogeneidad genética y epidemioldgica en la susceptibilidad al virus.

En otro estudio, Mamani (2013) determind la incidencia de la IBR en la provincia de
Anta, procesando 184 muestras sanguineas de bovinos procedentes de las
comunidades San Nicolas de Bari y Kataniray. Los resultados indicaron una
incidencia del 47,06 % y 7,69 %, respectivamente, lo que demuestra la persistencia
del virus en poblaciones bovinas aparentemente sanas y la necesidad de fortalecer los
programas de control y bioseguridad en la regiéon Cusco.

En conjunto, estos estudios evidencian que la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina se
mantiene como una enfermedad endémica en el altiplano sur del Peru, con variaciones
significativas en su seroprevalencia segun la zona geografica, las practicas de manejo y
el estado sanitario de los hatos. Dichos antecedentes justifican la importancia de
continuar las investigaciones locales, particularmente en la comunidad campesina de
Tungasuca Ccollana, donde no se cuenta con informacién epidemioldgica actualizada

sobre la incidencia de la enfermedad.



4.2. BASES TEORICAS

4.2.1. Historia de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR)

Los primeros reportes de una enfermedad respiratoria y genital en bovinos se remontan
al siglo XIX. Richter (1841) en Alemania describi6 un cuadro clinico venéreo
caracterizado por lesiones vesiculares en toros y vacas, denominado inicialmente
Exanthema Vesiculosum Coitale. Sin embargo, no fue hasta 1955 que la patologia fue
reconocida oficialmente como Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) durante una
reunion de la U.S. Livestock Sanitary Association (Gonzales, 2005).

El avance mas significativo en la comprension de esta enfermedad ocurrié en la década
de 1960, cuando los trabajos de Wildy et al. (1960) identificaron y clasificaron al agente
etiolégico como un herpesvirus, integrandolo dentro de la subfamilia
Alphaherpesvirinae de la familia Herpesviridae. Desde entonces, multiples
investigaciones han descrito las caracteristicas bioldgicas, moleculares y
epidemioldgicas del virus, consolidando el conocimiento actual sobre la IBR como una
enfermedad viral persistente y econdmicamente relevante (Van Oirschot, 2020).

4.2.2. Definicién

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) es una enfermedad viral contagiosa
causada por el Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), que afecta principalmente las
vias respiratorias superiores, el aparato reproductor y, en algunos casos, el sistema
nervioso central. Se caracteriza por sintomas como fiebre, secreciéon nasal,
conjuntivitis, disnea, abortos y disminucién de la produccién lechera (Tikoo et al.,

2021).
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El virus presenta una alta capacidad de diseminacion entre animales en ambientes de
alta densidad y una notable resistencia a las condiciones del entorno. Las
glicoproteinas virales gB, gC, gD, gE y gl desempefian un papel fundamental en los
procesos de adhesion, replicaciéon y evasion del sistema inmunitario del hospedador
(Kaashoek et al., 1995).
4.2.3. Sinonimias
La enfermedad es conocida por diversos nombres, entre los que destacan:
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, Rinitis necrética, enfermedad de la nariz roja,
Vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV) y Exantema coital bovino, segun las
manifestaciones clinicas predominantes (Correa, 1987; OMSA, 2023).
4.2.4. Etiologia
El agente causal, BoHV-1, pertenece a la familia Herpesviridae y a la subfamilia
Alphaherpesvirinae. Este virus se clasifica en tres subtipos de acuerdo con su tropismo
y presentacion clinica:

e BoHV-1.1: asociado a cuadros respiratorios.

« BoHV-1.2a: relacionado con infecciones genitales.

e« BoHV-1.2b: de menor virulencia, con capacidad de latencia.
El BoHV-5, genéticamente similar al BoHV-1, se considera actualmente un subtipo
neuropatogénico capaz de causar encefalitis en terneros (Obando et al., 2005; Rock,

2022).
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4.2.5. Caracteristicas del virus

El BoHV-1 es un virus ADN bicatenario de simetria icosaédrica, con envoltura lipidica y
capside proteica. Su replicacion en células bovinas induce un efecto citopatico
caracterizado por la formacién de cuerpos de inclusiéon intranucleares y la
destruccion de las  células  hospedadoras (Avila et al, 2008).
Durante el ciclo replicativo, el virus libera viriones completamente infectantes que se
propagan a otras células del epitelio respiratorio y genital (Beer, 1987).

4.2.6. Latencia

Una de las principales propiedades del BoHV-1 es su capacidad de establecer latencia
en los ganglios sensoriales del hospedador, especialmente en el trigémino y los sacros.
Bajo condiciones de estrés o inmunosupresién, el virus puede reactivarse y
excretarse intermitentemente, generando una fuente constante de contagio entre
animales susceptibles (Avila et al., 2008; Muylkens et al., 2020).

4.2.7. Distribucion

La IBR presenta una distribuciéon global, con prevalencias que oscilan entre formas
esporadicas y endémicas. Ha sido diagnosticada en la mayoria de paises de América,
Europa, Asia y Oceania (Obando et al., 2005, OMSA, 2023).
No obstante, programas de erradicacién han logrado eliminar la enfermedad en
naciones como Austria, Dinamarca, Finlandia, Suecia, Suiza e Italia, gracias a la
implementacion de estrictas medidas de bioseguridad y control reproductivo (OIE, 2008;

Van QOirschot, 2020).
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4.2.8. Transmision
El virus se transmite principalmente por contacto directo con secreciones nasales,
oculares, salivares o genitales de animales infectados. También puede diseminarse a
través de semen, transferencia de embriones y fomites contaminados. La excrecion
viral es intensa durante la fase aguda de la enfermedad y puede reactivarse en
animales portadores latentes (Avila et al., 2008; Rock, 2022).
4.2.9. Patogénesis
Durante la infeccion, el BoHV-1 invade las células epiteliales del tracto respiratorio
superior, provocando necrosis y descamacion celular. La inmunosupresion inducida por
el virus favorece la colonizacion por bacterias oportunistas, o que agrava el cuadro
clinico respiratorio y puede derivar en bronconeumonias secundarias (Pidone et al.,
1999; Garcia et al., 2019).
4.2.10. Lesiones
Las lesiones tipicas incluyen inflamacién aguda de las mucosas respiratorias,
erosiones superficiales cubiertas por exudado mucopurulento, y congestién en laringe,
faringe y traquea. En casos graves, se observan neumonias focales, abscesos
hepaticos y enteritis catarral, con potencial afectacion del abomaso y el intestino
(Gillespie et al., 1987).
4.2.11. Cuadro clinico
La IBR puede manifestarse bajo distintas formas clinicas:

« Forma respiratoria: fiebre, disnea, secrecion nasal y ocular, tos seca e

inapetencia.
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« Forma genital: vulvovaginitis pustular infecciosa en hembras y balanopostitis en
machos, con pustulas en vulva, prepucio y pene (Correa, 1987).
« Forma conjuntival: conjuntivitis, queratitis y opacidad corneal.
« Forma encefalica: ataxia, convulsiones y muerte subita en terneros menores de
seis meses.
« Forma abortiva: pérdida fetal, principalmente cuando la infeccién o vacunacién
ocurre durante el ultimo tercio de gestacion (OMSA, 2023).
4.2.12. Inmunidad
La respuesta inmune frente al BoHV-1 involucra la activacion de linfocitos T CD4+y T
citotéxicos, asi como la produccion de interferones tipo a y B, los cuales limitan la
replicacion viral y su diseminacion sistémica (Avila et al., 2008; Muylkens et al., 2020).
4.2.13. Diagnéstico
Las pruebas de neutralizacion viral (NV) y los métodos inmunoenzimaticos ELISA
(directos, indirectos o de bloqueo) son las herramientas mas utilizadas para detectar
anticuerpos o antigenos virales. Estas pruebas presentan alta sensibilidad y permiten el
monitoreo epidemioldgico a gran escala (Deregt, 1998; OMSA, 2023).
4.2.14. Prevencion, control y erradicacion
El control de la IBR se basa en la aplicacion de vacunas vivas atenuadas o
inactivadas, el manejo sanitario adecuado y la eliminacién de animales seropositivos.
Las vacunas ofrecen inmunidad de 3 a 6 anos, aunque no evitan la infeccion latente ni
la excrecion viral (Pidone et al, 1999; Van Oirschot, 2020).

Las estrategias integrales de bioseguridad, acompafnadas de programas nacionales de

14



erradicacién, han demostrado ser efectivas para reducir la prevalencia de la

enfermedad en varios paises europeos y sudamericanos (OMSA, 2023).

4.3. BASES CONCEPTUALES

4.3.1. Prueba ELISA

La prueba de Inmunoabsorcién Ligada a Enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés) es una técnica inmunoldgica utilizada para detectar la interaccion especifica
entre un antigeno (Ag) y un anticuerpo (Ac). EI método cuantifica los
inmunocomplejos formados mediante una enzima unida al anticuerpo o antigeno, la
cual actua sobre un sustrato cromogénico que genera un cambio de color medible por
espectrofotometria. La intensidad del color producido es directamente proporcional a
la concentracion del inmunocomplejo presente en la muestra (Universidad Complutense
de Madrid, 2007; Harlow & Lane, 2013).

Esta prueba se emplea ampliamente en diagndstico veterinario y humano por su alta
sensibilidad, especificidad y bajo costo operativo, permitiendo la deteccién

cualitativa y cuantitativa de anticuerpos o antigenos circulantes (Crowther, 2020).

4.3.2. ELISA indirecta

El ELISA indirecto se fundamenta en la captura de anticuerpos especificos por
antigenos previamente fijados a una placa de poliestireno. Posteriormente, se agrega
un conjugado enzimatico anti-inmunoglobulina, que se une al anticuerpo del suero

en analisis. Finalmente, la adicién de un sustrato cromogénico genera una reacciéon
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colorimétrica cuya intensidad se mide espectrofotométricamente (Ochoa, 2012;

Sanchez-Vizcaino, 2010).

Figura 1.Fases de la técnica ELISA indirecta.

Fuente:Sanchez-Vizcaino (2010)

Fases de la técnica de ELISA:

1.

Fijacion del antigeno a la placa.

. Adicion del suero problema.

Incorporacion del conjugado enzimatico.

Adicion del sustrato cromogénico.

Fuente: Sanchez-Vizcaino (2010).

Esta metodologia es especialmente util para detectar anticuerpos especificos en
muestras séricas. En algunos casos, se aplica una variante denominada ELISA
competitivo, donde el suero problema se incuba previamente con el antigeno

antes de su exposicion al conjugado; de este modo, el antigeno y el anticuerpo
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marcado compiten por los mismos sitios de unién (Ochoa, 2012; Crowther,

2020).

4.3.3. ELISA competitiva

En el ELISA competitivo, el principio se basa en la competencia entre los
anticuerpos presentes en la muestra y los anticuerpos marcados por un numero
limitado de sitios antigénicos. Cuanto mayor sea la concentracién de anticuerpos en el
suero problema, menor sera la sefal colorimétrica generada, debido a la inhibicion del

conjugado enzimatico (Sanchez-Vizcaino, 2010; Crowther, 2020).

Figura 2.Fases de la técnica ELISA competitiva.

Fuente: Sanchez-Vizcaino (2010).

Fases de la técnica ELISA competitiva:
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1. Incubacién del suero con el antigeno.

2. Adicion de la mezcla a la placa previamente sensibilizada.

3. Incorporacién del conjugado enzimatico.

4. Adicién del sustrato cromogénico.
En esta técnica, la ausencia o disminucion del color indica un resultado
positivo, debido a la ocupacion de los sitios antigénicos por los anticuerpos de la
muestra. Por su precision, es el método mas empleado para la deteccién de
anticuerpos frente al virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (BoHV-1)

(Tikoo et al., 2021).

4.3.4. Antigeno

Un antigeno (Ag) es toda molécula, ya sea de origen exégeno o endégeno, que es
reconocida como extrafia por el sistema inmunitario. Puede unirse especificamente a un
anticuerpo o a un receptor de célula T (TCR), aunque no siempre induce una
respuesta inmunitaria completa (Vega, 2009; Murphy et al., 2022).

La estructura antigénica contiene epitopos o determinantes antigénicos, que son las
porciones del antigeno capaces de interactuar directamente con las moléculas del
sistema inmunoldgico, lo que permite la especificidad de la respuesta inmune (Janeway

et al., 2018).

4.3.5. Anticuerpo
Los anticuerpos (Ac), también denominados inmunoglobulinas (lg), son

glicoproteinas formadas aproximadamente por 90 % de polipéptidos y 10 % de
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carbohidratos, producidas por las células B plasmaticas. Su funcién principal es
reconocer y unirse de manera especifica a los antigenos, neutralizandolos o
marcandolos para su eliminaciéon por otras células inmunes (Gallastegui et al., 2002;
Kindt et al., 2021).
Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, cada
una con funciones y localizaciones distintas. La afinidad y especificidad de la unién
antigeno-anticuerpo se debe a la complementariedad estructural entre ambas

moléculas (Vega, 2009; Murphy et al., 2022).

4.3.6. Reaccion antigeno—anticuerpo

La reaccion antigeno—-anticuerpo constituye la base de las técnicas
inmunodiagnosticas, incluido el ELISA. Los antigenos poseen epitopos que son
reconocidos por los paratopos de los anticuerpos o receptores linfocitarios, generando
un complejo inmunoldgico estable (Pearson, 2006; Harlow & Lane, 2013).

En los antigenos sin purificar, la presencia de componentes no especificos puede
inducir reacciones cruzadas que ocasionen falsos positivos o negativos; por ello, la
purificacion y estandarizacion de los antigenos es fundamental para obtener resultados

confiables (Crowther, 2020).
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V. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
5.1. AMBITO DE ESTUDIO
El presente trabajo de investigacion se realizé en la comunidad de Tungasuca Ccollana
del distrito de Tupac Amaru provincia de Canas del departamento del Cusco. Tuvo dos
etapas, siendo la primera etapa la toma de muestras de sangre de vacunos y la
segunda etapa es el procesamiento de muestras en el laboratorio del proyecto de

investigacion.

Figura 3.Mapa geografico de la provincia de Canas
Fuente: Proyecto de investigaciéon —Efctos del cambio climatico sobre los sistemas de

produccion en la sierra sur del pais”
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5.2.

5.3.

5.4.

Semifrio: para las zonas Humedas subtropicales, que se ubican a una altitud de 3,250 a
4,050 m.s.n.m., podemos indicar que el 20% de territorio de la provincia de Canas lo

constituyen las alturas del distrito de Tupac Amaru y Quehue, la temperatura oscila

UBICACION POLITICA

Region : Cusco
Departamento : Cusco

Provincia : Canas

Distrito : Tupac Amaru
Comunidad : Tungasuca Ccollana

UBICACION GEOGRAFICA
Coordenadas UTM

Este : 767194
Norte : 1566895
Rango altitudinal

Altitud : 3791 msnm
Superficie

117.81 Km?

CLIMA

entre los 6°C y 12°C.

Frio: la temperatura varia de 3°C a 6°C ademas presenta heladas fuertes y muy fuertes.

Muy frio: las temperaturas varian de 1.5°C a 3°C (Fuente: SENAMHI).
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5.5. PRECIPITACION
La precipitacion pluvial oscila entre los 500 y los 1,000 mm anuales. Se destaca la
ocurrencia de heladas y granizo en ciertos meses del afo.
5.6. MATERIALES DE ESTUDIO
5.6.1. Materiales para la obtencién de muestras

e Tubos de ensayo de 15 ml

e Cooler

e Marcador

e Registros

e Agujas vacutainer 21G

e Tubos vacutainer con EDTA

e Holder (capuchdn)

¢ Alcohol yodado

e Animales para el muestreo

e Algodon

e Guantes descartables

e Gradillas

e Mandil o mameluco

e Mocheta
e Sogas
e Bretes
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5.6.2.

Equipos y materiales para laboratorio
Kit de Elisa IDEXX IBR
Vortex (homogeneizador)
Micropipetas de 100 pl
Puntas o tips de micropipetas
Gradilla

Parafilm

Agua destilada

Papel toalla

Guantes descartables
Barbijos

Lavador de microplacas
Incubadora

centrifuga

Agitador

Lector de microplacas

Matraz

Probetas

Baso precipitado

. Materiales de escritorio

Lapiceros
Cuadernos
Tableros
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e Registros individuales para los animales
e Marcador indeleble
e Laptop

e Resaltadores.

5.7. METODOLOGIA

5.7.1. Poblaciéon y muestra

La poblacién de estudio estuvo conformada por bovinos pertenecientes a la comunidad
campesina de Tungasuca Ccollana, distrito de Tapac Amaru, provincia de Canas,
region Cusco. El ganado evaluado incluyé vacas, vaquillonas, toros, toretes y terneros

criados bajo un sistema de produccion lechera tradicional.

5.7.2. Tamaio de muestra

El tamafo muestral se determind mediante el método de muestreo aleatorio simple,
considerando una poblacion finita de 340 bovinos registrados en la comunidad. Se
utilizé un nivel de confianza del 95 % y un error de precisiéon del 5 %, de acuerdo

con la férmula propuesta por Daniel (1996) para poblaciones conocidas:

Nx+Z’p+q
(N-1)«e*+Z%(p * q)
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Dénde:
e N = Tamano de la poblacion (340 animales)
e Z=1.96 (valor correspondiente al 95 % de confianza)
e p =0.50 (proporcion estimada de animales positivos)
e« ( =0.50 (proporcion de animales negativos)
e« e =0.05 (error admisible)
El célculo arrojo un total de 150 animales seleccionados aleatoriamente, distribuidos en

los diferentes grupos etarios, como se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 1. Distribucion de las muestras de sangre segun grupo etario.

Grupo etario Numero de animales Edad aproximada

Terneros 16 < 6 meses
Toretes 22 1 -2 afos
Vaquillonas 20 1 -2 afnos
Vacas 86 > 2 afos
Toros 6 > 2 afos
Total 150 —

Fuente: Elaboracion propia (2025).

5.7.3. Recoleccién de muestras de sangre
Las muestras sanguineas se obtuvieron mediante puncién de la vena coccigea,
previa desinfeccion de la zona con alcohol yodado al 70 %. Se utilizaron tubos

Vacutainer® con separador de suero, sin anticoagulante, recolectando entre 3 y 5 mL
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por animal. Cada muestra fue rotulada con cédigo, categoria y fecha, y luego
refrigerada en contenedores isotérmicos hasta su traslado al laboratorio (Thrusfield,

1990).

Figura 4.0Obtencion de muestra sanguinea por puncién coccigea.

Fuente:Elaboracion propia (2025).

5.7.4. Obtencion y conservacion del suero

Las muestras se dejaron reposar durante 24 horas a temperatura ambiente (18-26
°C) para permitir la separacion natural del suero. Posteriormente, el suero fue
transferido a crioviales de 2 mL y almacenado a =20 °C hasta su procesamiento

seroldgico.
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Figura 5.Separacion y almacenamiento del suero bovino.

Fuente: Elaboracion propia (2025).

5.8. Metodologia de laboratorio

5.8.1. Prueba serolégica (kit IDEXX IBR gE ELISA)

El diagnéstico serolégico de anticuerpos contra el virus de la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (BoHV-1) se realiz6 mediante la prueba ELISA competitiva
(IDEXX IBR gE), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La técnica se basa en
la competencia entre anticuerpos monoclonales anti-BoHV-1 gE y los anticuerpos
presentes en las muestras de suero por los sitios antigénicos fijados en los pocillos de
la placa (IDEXX Laboratories, 2020).

Tras la incubacion y los lavados, la reaccion se desarrolla mediante un sustrato

cromogénico TMB, y la lectura de absorbancia se realiza a 650 nm en un
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espectrofotometro. La concentracion de anticuerpos anti-gE es inversamente

proporcional al valor de absorbancia obtenida.

Tabla 2. Principales reactivos del kit IDEXX IBR gE ELISA.

Reactivo Componente Volumen
1 Placa recubierta con antigeno BoHV-1 1 x 96 pocillos
2 Control positivo (suero con anticuerpos gg) 1 x 6.5 mL
3 Control negativo (suero bovino libre de gE) 1 x 6.5 mL
4 Conjugado anti-BoHV-1 gE-HRP 1x72mL
5 Diluyente de muestra 1x175 mL
6 Sustrato TMB 1 x 60 mL
7 Solucién de frenado 1 x 60 mL
8 Solucién de lavado 10% 1 x 235 mL

Fuente: IDEXX Laboratories (2020).

5.8.2. Procedimiento experimental

1.

2.

Se equilibraron todos los reactivos a temperatura ambiente (18—26 °C).

Se adicionaron 100 pL del control negativo en los pocillos A1 y A2, y 100 uL del
control positivo en A3 y A4.

Se agregaron 100 uL de cada muestra de suero en los pocillos correspondientes.
Se incubaron las placas 18-24 h a 18-26 °C.

Se lavaron los pocillos cinco veces con 300 pL de solucion de lavado.

Se adicionaron 100 yL de conjugado a cada pocillo e incubaron 30 min.

. Se repitio el lavado.
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8. Se agregaron 100 pL de sustrato TMB, incubando 15 min a 18-26 °C.
9. Se adicionaron 100 pL de soluciéon de frenado.

10.Se midio la absorbancia a 650 nm (Crowther, 2020; IDEXX Laboratories, 2020).

Figura 6. Proceso de mezcla de reactivos en placas

Fuente: Elaboracion propia

5.9. Criterios de validacion
La prueba se considero valida si la diferencia entre la media del control negativo
y la media del control positivo P  fue 2 0.300 unidades de absorbancia (IDEXX

Laboratories, 2020).
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El cociente de la muestra se calculé como:

_ MUESTRA A (650)
B CNx

M/N

Interpretacion de resultados:
Resultado Criterio
Negativo M/N > 0.80

Positivo M/ < 0.80

5.10. Determinacién de la incidencia
La incidencia serolégica de anticuerpos frente al virus de la Rinotraqueitis Infecciosa

Bovina se estim¢é aplicando la siguiente formula (Thrusfield, 1990):

I—CX1OO
N

Doénde:
e | =Incidencia o frecuencia de la enfermedad
e C = Numero de animales positivos

o N = Total de animales analizados
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El intervalo de confianza (IC) se calculé segun la ecuacién:

Dénde:
e Z=1.96 (nivel de confianza del 95 %)
e P =Proporcion de animales positivos
e q = Proporcion de animales negativos 1 - P

¢ n =Tamano de la muestra
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VI. RESULTADOS Y DISCUCIONES
6.1. DETERMINACION CUALITATIVA DEL GRADO DE INFECCION EN
VACUNOS DE LA COMUNIDAD DE TUNGASUCA CCOLLANA
La deteccién de anticuerpos frente al Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) se realizd
mediante ELISA competitivo (IDEXX IBR gE). En esta técnica, durante la primera
incubacion, los anticuerpos anti-gE de la muestra se unen a los antigenos fijados en la
microplaca. Tras el lavado, se afiade un conjugado monoclonal anti-BoHV-1 gE
marcado con peroxidasa, que compite por los mismos epitopos. Luego de una
segunda incubacién y nuevos lavados, se agrega el sustrato cromogénico TMB; la
intensidad de color es inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
especifico presente en la muestra: muestras con poca o nula coloracion se
interpretan como positivas, mientras que la coloracidon azul intensa indica resultado

negativo (IDEXX Laboratories, 2020; Crowther, 2020; OMSA, 2023).

Figura 7. Esquema cualitativo del ELISA competitivo gE (IDEXX).

Fuente: Adaptado de IDEXX Laboratories (2020).
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Fases: (1) Union de Ac de la muestra a Ag fijado; (2) adicién de conjugado anti-gE; (3)
lavados; (4) revelado con TMB; (5) lectura.
Interpretacién visual: Azul intenso = Negativo; Incoloro/transparente = Positivo; eleste
= Dudoso.
Para control de calidad intra-ensayo se dispusieron duplicados de control positivo
(CP) y control negativo (CN) en cada placa (pozos A1-A2 y A3—A4, respectivamente),
seguidos de las muestras (M) segun el mapa de distribucién. La validez del corrido se
aceptd cuando la diferencia CN — CP 2 0 300 unidades de absorbancia y los CP
mostraron baja coloracion (competencia alta), mientras que los CN presentaron alta
coloraciéon (competencia nula), conforme a la hoja técnica del fabricante (IDEXX
Laboratories, 2020).
6.1.1. Criterios de interpretacioén cualitativa

o Azul intenso: Negativo (ausencia de Ac especificos o niveles indetectables).

« Incoloro/transparente: Positivo (alta competencia; presencia de Ac anti-gE).

o Celeste: Dudoso, requiere repeticion o prueba confirmatoria.

Tabla 3. Guia de coloraciéon en ELISA competitivo gE

Coloracién
Azul Negativo
Incoloro Positivo
Celeste Dudoso

Fuente: IDEXX Laboratories (2020).
6.1.2. Distribucién en placas y lectura
Los mapas de las Placas | y Il incluyeron CP y CN en duplicado y las muestras en el

resto de pozos (ver Tablas 4 y 5). La lectura cualitativa se contrasté con los valores
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de densidad o6ptica (DO) a 650 nm obtenidos por el lector de ELISA (Tablas 6 y 7). De
manera concordante con un ELISA competitivo, valores bajos de DO se asociaron a
positividad (alta competencia), mientras que valores altos de DO indicaron
negatividad (baja o nula competencia). Los puntos de corte operativos utilizados
fueron: positivo < 0,60; dudoso 0,60-0,70; negativo > 0,70 (ajuste interno alineado a

la sefal CP/CN vy la especificacion del kit) (IDEXX Laboratories, 2020; Crowther, 2020).

Tabla 4. Distribuciéon de la placa I-muestras de vacunos de la Comunidad
Tungasuca Ccollana

-
o
-
-
-
N

I oG mMmmooO >
2
EESE=E=EsE=s=s=s8s|»d
S ESESS=SsS=s=s=8=s|vw
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E=EE=EsE=s=s8=8= 8|
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S E=ESE=EsS=s=8=£=|°
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Tabla 5. Distribucién de la placa ll-muestras de vacunos de la Comunidad
Tungasuca Ccollana

1 2 3 4 5 6 7 8
A CPM M M M M M M
B CP M M M M M M M
c CNM M M M M M M
D CNM M M M M M M
E M M M M M M M M
F M M M M M M M M
G M M M M M M M M
H M M M M M M M M

Tabla 6. Determinacién cuantitativa del grado de infecciéon en vacunos de la
comunidad de Tungasuca Ccollana, placa | resultados de la densidad éptica
ofrecida por el lector de Elisa a 650 nanémetros para Rinotraqueitis Infecciosa

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

A 0139 1.625 1406 1.617 1497 1.624 1.584 1.444 2122 1391 1.539 1.485
B 0285 1593 1437 0.136 1501 1.602 1556 1.559 0.04 1.399 1.485 1.726
C 1242 1622 1.343 2705 1.451 1654 2204 1473 1.622 0.047 1.662 1.808
D 1.278 1589 1.471 1681 1412 212 0582 2291 1662 1674 1.641 0.163
E 1493 1773 1.832 1689 0935 1633 1539 151 016 1.693 1.494 1567
F 1806 1.631 1597 1595 1574 2391 0.132 1581 1.628 1.173 1.326 1.646
G 1322 1742 1684 1658 1.606 0.176 1.619 1.627 1.609 1.579 1.609

H 0695 1683 1.611 1.647 2101 157 2542 1771 1593 1.695 1.185
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Tabla 7. Determinacién cuantitativa del grado de infecciéon en vacunos de la
comunidad de Tungasuca Collana, Placa Il resultados de la densidad 6ptica
ofrecida por el lector de Elisa a 650 nanémetros para Rinotraqueitis Infecciosa

Bovina.
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0.100  1.827 1.550 1.253 1.485 1.621 1.619 2.232
B 0.075 1.546 1.414 1.519 1.265 1.499 1.522 1.516
C 1.527 1.648 1.675 1.762 1.407 1.603 1.593 1.481
D 1.575 1.678 1.532 2.110 2.043 1.604 1.484 1.845
E 1.672 1.586 1.601 1.614 1.577 1.266 1.415 1.406
F 1.639 1.510 1.545 1.562 1.580 1.650 1.348 1.360
G 1.851 1.610 1.870 1.668 1.649 1.636 1.385 1.485
H 1.691 1.633 1.579 1.458 1.635 1.626 1.630 1.295

En la Placa | se identificaron 8 muestras positivas (pozos con pérdida de color
evidente y DO < 0,60), mientras que en la Placa Il todas las muestras resultaron
negativas (predominio de color azul y DO > 0,70). Los controles cumplieron los criterios

de validez (CP con DO baja; CN con DO alta).

6.1.3. Incidencia por categoria etaria

A partir de la concordancia cualitativa (coloracion) y cuantitativa (DO), la incidencia

seroloégica por categoria fue:
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Tabla 8. Incidencia de IBR por categoria (ELISA competitivo gE)

Tamaiio de Incidencia /
Categoria Positivos factor de
muestra . .
correccion
Vacas 4 86 4.65%
Ternero 1 16 6.25%
Torete 1 22 4 .54%
Vaquilla 2 20 10%
Toro 0 6 0%
Total 8 150 5.33%

El resumen global del ensayo mostré 8 positivos, 141 negativos y 1 dudoso (Tabla
9). El patrén observado —mayor proporcion en hembras adultas y jovenes— es
consistente con la exposicion acumulativa y con reactivaciones subclinicas por

latencia del BoHV-1 descritas en la literatura (Muylkens et al., 2020; Rock, 2022).

Tabla 9. Resumen de las muestras tomadas para la prueba de Elisa

Total de
animales

150 8 141 1

Positivos Negativo Dudoso
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La incidencia general (5,33 %) se ubica dentro de rangos reportados para poblaciones
andinas con manejo sanitario heterogéneo y vacunacion irregular (Huacasi, 2018;
Rojas, 2019; Yana, 2018).

Nota: El caso dudoso debe repetirse y/o confirmarse con prueba complementaria para
clasificacion definitiva (OMSA, 2023).

Implicancias sanitarias. La positividad detectada indica circulacién del BoHV-1 en la
comunidad de Tungasuca Ccollana. Se recomienda reforzar bioseguridad, control de
movimientos, cuarentenas efectivas y programas de vacunaciéon, ademas de
monitoreo periédico con ELISA competitivo gE para evaluar tendencia y eficacia de

las intervenciones (OMSA, 2023; Van Oirschot, 2020).
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71.

VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones
La incidencia seroldégica de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) en la
comunidad campesina de Tungasuca Ccollana, distrito de Tapac Amaru,
provincia de Canas, regién Cusco, fue del 5,33 % (8/150), segun los resultados
obtenidos mediante la prueba ELISA competitiva gE. Este hallazgo confirma la
presencia activa del virus BoHV-1 en el sistema productivo local, lo que
representa un riesgo sanitario para el ganado de la zona (IDEXX Laboratories,
2020; OMSA, 2023).
Por grupos etarios, se identific6 una mayor incidencia en las vaquillonas (10,0
%), seguida de los terneros (6,25 %), toretes (4,54 %) y vacas adultas (4,65
%); los toros no presentaron positividad. Esta distribucion sugiere una
exposicion diferencial asociada al manejo reproductivo y a la posible
transmision durante la inseminacion artificial, coincidiendo con lo descrito por
Muylkens et al. (2020) sobre la reactivacion viral en animales jovenes y hembras
adultas bajo condiciones de estrés o deficiencia inmunitaria.
Los resultados indican que la enfermedad mantiene una circulacion subclinica
en los hatos lecheros de la comunidad, similar a lo reportado en regiones
altoandinas del Peru (Huacasi, 2018; Rojas, 2019). Esto evidencia la necesidad
de fortalecer la vigilancia seroepidemioldgica, la capacitacion de productores y la

implementacion de medidas preventivas sostenibles.
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7.2,

Recomendaciones

Implementar programas permanentes de capacitacion dirigidos a los
productores de la comunidad, en coordinacion con la Municipalidad Provincial
de Canas, la Municipalidad Distrital de Tuapac Amaru y la Gerencia de
Desarrollo Econémico Local, orientados al reconocimiento clinico, control y
prevencion de la IBR, asi como al manejo sanitario integral del ganado (OMSA,
2023).

Establecer un sistema obligatorio de cuarentena para todos los animales
foraneos que ingresen a la comunidad, con la finalidad de diagnosticar
enfermedades infecciosas antes de su incorporacion a los hatos. Esta medida
es esencial para reducir el riesgo de introduccidon de nuevos agentes patdogenos
(Thrusfield, 1990; Van Oirschot, 2020).

Regular el uso de inseminacién artificial, asegurando que el semen provenga
de centros certificados y esté libre de BoHV-1 y otras enfermedades
venéreas, conforme a los estandares internacionales de bioseguridad
reproductiva (OMSA, 2023).

Implementar un registro sanitario comunitario que permita llevar un control
epidemiolégico del ganado, asignando a cada productor una constancia
sanitaria que acredite el estado libre de enfermedades infecciosas, entre ellas la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR). Este sistema contribuiria a la
trazabilidad, la comercializacion segura y la calidad sanitaria de los
productos lacteos.
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Anexo 1. Ficha de campo para el diagnéstico de la Rinotraqueitis Infecciosa

bovina (IBR).

FICHA DE CAMPO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA RINOTRAQUEITIS

INFECCIOSA BOVINA (IBR).

1.-FICHAN®: .......

2.- DATOS GENERALES:
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Anexo 2.Calculos para determinar el tamaino de muestra de la Comunidad

Campesina de Tungasuca Ccollana

Doénde:

¢ N: tamafio poblacional

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

e p: animales positivos a brucelosis bovina 0.5

e (: animales negativos a brucelosis bovina 0.5

e e: error experimental 5%

e n:tamafo de muestra
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N= 340+1.96%0.5+0.5
(340-1)%0.62+1.962(0.5%0.5)

_ 340+3.84+0.25
(339)%0.0036+3.84x0.25

326.4
N= 3204
2.18

N= 150

Donde el tamano de la muestra obtenida fue de 150 animales para un trabajo exacto

de la comunidad Tungasuca Ccollana.
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