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INTRODUCCION

El virus de la diarrea viral bovina (vBVD) es uno de los patdgenos de distribucion
mundial que afecta a los rumiantes domésticos y silvestres, causa pérdidas econdémicas
debido a las infecciones transplacentarias y su asociacion con otros patdégenos del
tracto respiratorio y digestivo " El virus de vBVD pertenece al género pestivirus de la

familia Flaviviridae.

Los pestivirus se replican en todas las células del hospedador, pero prefieren las
células del sistema mieloide, linfoides y células epiteliales, por o que son considerados

inmunosupresores.

Existen 2 biotipos: el citopatico (cp) y el no citopatico (ncp) segun su comportamiento en
cultivos celulares, y por el reordenamiento genomico del gen no estructural p125/p80,
donde en unos no se obtiene el efecto visible en células (no citopatico, ncp) y en otros
se producen efectos visibles (citopaticos cp) en forma de vacuolizacion citoplasméatica

mediante un mecanismo apoptético. ©

Si el animal esta gestante, el virus atraviesa la placenta y puede ocasionar un conjunto
de fetopatias que van desde la reabsorcion embrionaria, abortos o mal formacién
congénita hasta el nacimiento de terneros infectados en forma persistente (Pl) como

resultado de la infeccion fetal entre 40 a 120 dias de la gestacion.

El ternero que nace infectado es inmunotolerante al virus, y por lo tanto, portador y
principal diseminador del virus. La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en

la naturaleza son los bovinos PI. ®®
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La mayoria de las infecciones son subclinicas, la forma aguda grave de BVD es poco
frecuente, presenta elevada morbilidad y mortalidad, afecta a animales de todas las

edades, se le conoce como Enfermedad de las Mucosas. ®®
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Il ANTECEDENTES.

Este virus fue reconocido por primera vez en 1946 en Estados Unidos por Olacfon al

detectar en hatos un sindrome agudo caracterizado por fiebre, diarrea, anorexia y tos.
(13)

Ramsay y Chivers descubrieron una enfermedad esporadica caracterizada por diarrea
profusa, emaciacion, ulceraciones de la mucosa del tracto alimenticio y una mortalidad

del 100% luego se descubrié que era el mismo virus de vBVD. ¥

En Colombia los primeros reportes de la enfermedad datan en 1975, tras el ingreso al

pais de terneros enfermos importados de Holanda. *?

En 1996 se demostré6 en Colombia por primera vez la presencia de animales
inmunotolerantes, persistentes infectados (P1) por BVD @ En Chile se describen
antecedentes anatomopatoldgicos que hacian sospechar de la presentacién de la
enfermedad desde el afio 1983. ‘¥

La naturaleza insidiosa de la BVD ha llevado a pérdidas economicas sustanciales a la
industria lechera y de carne, ya que la infeccion por BVD se encuentra ampliamente
distribuida a través del mundo. El grado de difusion y prevalencia tiende a variar entre
regiones y paises, esta enfermedad tiende a ser endémica en la mayoria de los paises
con poblacion bovina importante, de modo que el 60 a 80% del ganado presenta

anticuerpos frente al agente y entre el 1 al 2% esta persistentemente infectado. "

En Febrero del 2006 se realizé un estudio en las fincas pilotos de San Pedro de Lévago
y Santo Tomas, el total de muestras de sangre tomadas a 31 vacas fueron analizadas

en laboratorio de DGPSA, (Direccion General de Proteccion y Sanidad Agropecuaria)
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Managua. Del total de muestras analizadas dieron negativas en un 100% a Brucelosis,
Leucosis y Hemoparasitos. Se diagnosticO un caso sospechosos de Diarrea Viral

Bovina (BVD) para un 96.8% negativo en ambas fincas' ¥

En Nicaragua, en el departamento de Ledén en el afio 2009, se encontr6 una
seroprevalencia del 21.2%, lo que representa a 60 Bovinos positivos al test de ELISA
para la deteccion de anticuerpos frente al vBVD; resultando como mayor porcentaje de
machos positivos en el municipio de Malpaisillo con un 50%(1/2), seguido del municipio
de Ledn con un 17.1%(6/35). Con referencia al porcentaje de hembras positivas de
igual manera el mas alto se encuentra en el municipio de Malpaisillo con 50% (4/8)
seguido del municipio de Ledn con 24.5%(48/196). ('®

\/



Determinacion de bovinos permanentemente infectados (PI) por el Virus de la Diarrea Virica
Bovina (vBVD) en fincas de los municipios de Telica y Larreynaga.

Il JUSTIFICACION

En la ganaderia bovina unos de los principales problemas a los que se enfrenta es el
aborto, el cual puede ser resultado de enfermedades causadas por diferentes bacterias

y virus que se presentan en las explotaciones.

La diarrea viral bovina es escasamente registrada en nuestro pais. Las investigaciones
sobre la BVD en nuestra region, han sido esporadicas, y debido a la falta de datos
especificos de la enfermedad y a la no existencia de planes por parte del gobierno en la
recolecta de los mismos, hemos decidido realizar nuestro estudio para reunir valiosa

informacion que sirva de apoyo al sector ganadero de la zona.

Este estudio es de mucha importancia ya que ademas de la deteccién de los PI
contribuira a la erradicacion del virus lo que vendrd a disminuir las pérdidas
econdémicas que este genera. Hoy por hoy el mercado nacional e internacional es muy

exigente por lo que debemos darle la importancia necesaria a esta enfermedad.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢,Cual es la prevalencia de ganado bovino permanentemente infectado (PI) con el virus
de la Diarrea Virica Bovina en fincas de los municipios de Telica y Larreynaga, durante
los meses abril-mayo de 2013?
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V. OBJETIVOS
Objetivo General:
Determinar la prevalencia de animales permanentemente infectados (PI) por el virus de

la Diarrea Virica Bovina en los municipios de Telica y Larreynaga, en los meses de
abril-mayo del 2013.

Objetivos Especificos:

Identificar la presencia de anticuerpos especificos frente al virus de la Diarrea Virica
Bovina (vBVD) en muestras de sueros de ganado bovino mediante una prueba de
ELISA indirecto.

Identificar la presencia del virus de la Diarrea Virica Bovina (vBVD) en muestras de

sueros de ganado bovino mediante una prueba de ELISA de captura de antigeno.

Determinar la distribucion geografica de los focos de infeccion en los municipios a

muestrear.

Contribuir a la mejora del sector agropecuario mediante la deteccion y control de la
BVD.

Aportar datos actualizados sobre distintos aspectos de la Diarrea Virica Bovina y

conocer su situacion en el sector a estudiar.
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VI. MARCO TEORICO

Concepto:

El virus de la diarrea viral bovina (vBVD), es el agente causal del complejo diarrea viral
bovina (BVD)/enfermedad de las mucosas (EM), es responsable de la ocurrencia de
diferentes cuadros clinicos, de variable intensidad y gravedad - El caracter
inmunodepresor del virus predispone al animal a otras enfermedades causadas por
agentes comensales y/o patégenos secundarios oportunistas. ® La diarrea viral bovina
es una enfermedad de distribucion mundial y endémica en la mayoria de las
poblaciones bovinas. Es responsable de ocasionar un amplio rango de manifestaciones
clinicas y lesiones, siendo los trastornos reproductivos los de mayor impacto
econdémico. Las estrategias de erradicacion dependen de la situacion epidemioldgica
regional; basicamente consisten en la identificacion y eliminacion de bovinos

persistentemente infectados, principal fuente de infeccién y reservorio del virus "

Etiologia

Taxonomia y estructura. El virus de la diarrea viral bovina (vBVD) pertenece al género
Pestivirus de la familia Flaviviridae. Son virus envueltos, esféricos y miden 40 a 60 nm
de diametro. Se componen de una cadena simple de ARN compactado por una capside
proteica, rodeada por una membrana fosfolipidica con tres glicoproteinas ancladas a

ella (16)

Los animales persistentemente infectados son mas importantes como reservorios, los
animales con infeccidbn aguda pueden ser mas importantes para la generacion de

nuevas variantes antigénicas "
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Clasificacion.

La clasificacion del BVD es dificil, debido a su variabilidad genética y antigénica y a su
estrecha relacion con otros miembros del género Pestivirus (virus de la peste porcina
clasica y virus de la enfermedad de la frontera del ovino). Los hospedadores en que
eran aislados los Pestivirus fueron las bases iniciales para su subdivision. Asi, los
Pestivirus que eran aislados del cerdo, ovino y bovino se los clasificaba como virus de
la peste porcina clésica, virus de la enfermedad de la frontera y BVD, respectivamente.
Sin embargo, este criterio de clasificacion es poco fiable debido a que los Pestivirus

cruzan facilmente la barrera de especie ®

Segun sus efectos en los cultivos celulares, los Pestivirus se dividen en biotipos
citopaticos (CP) y no citopaticos (NCP). Los virus CP ocasionan vacuolizacion y muerte
celular, los virus NCP no ocasionan cambios visibles en el cultivo celular y la célula
infectada parece normal. Esto no implica que los biotipos NCP sean no patogénicos.
Por el contrario, es el biotipo predominante en la naturaleza, aislado de la mayoria de
las formas clinicas y el Ginico capaz de originar infeccién persistente - El biotipo CP se
aisla unicamente de animales con Enfermedad de las Mucosas y se originan por
mutacion a partir del biotipo NCP; ya sea por deplecién de fragmentos del genoma viral,

insercion de fragmentos de ARN celular o duplicacién y reordenamiento del ARN viral.
(19)

e Epidemiologia

Prevalencia de la infeccion. Esta enfermedad tiene una distribucion mundial y la
infeccion tiende a ser endémica en la mayoria de las poblaciones bovinas. La mayoria
de las encuestas en los diferentes paises alcanza niveles de 0,5 a 2% de bovinos
persistentemente infectados (PI) y 60 a 80% de bovinos seropositivos %"
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Hospedador. Los Pestivirus infectan naturalmente so6lo a los ungulados del Orden
Artiodactila. Los Pestivirus rumiantes infectan a porcinos, bovinos, ovinos, caprinos,
alpacas, llamas, camellos, bufalos de agua y rumiantes silvestres. Estas
consideraciones deben tomarse en cuenta a la hora de implementar un programa de

control, ya que los Pestivirus cruzan la barrera de especie “”

Fuente de infeccién. La principal fuente de infeccién y reservorio del virus en la
naturaleza son los bovinos PI. Ellos eliminan continuamente durante toda su vida
grandes cantidades del virus en secrecion nasal, saliva, orina, materia fecal, lagrimas,
semen Yy leche. Los animales con infeccion aguda también son fuente de infeccion;
aungque menos eficiente, ya que eliminan el virus en cantidades mas bajas y por cortos

periodos 2

Modos de transmision. La transmisién puede ser vertical u horizontal, por contacto

directo o indirecto.

Transmision vertical. La infeccion transplacentaria ocurre en hembras susceptibles
infectadas durante la prefiez. Si el feto es infectado por biotipos NCP antes de adquirir
competencia inmunologica (antes del dia 125 de gestacion, aproximadamente)
desarrollara una infeccion persistente @ Pese a la eleva tasa de mortalidad de los
animales Pl en su primer afio de vida (mas de 50%), muchos alcanzan la madurez
sexual y se reproducen “®* Hembras Pl siempre dan terneros PI. La transmisién vertical
también ocurre luego de la transferencia embrionaria si el recipiente es PI, o la vaca

donante es Pl y no se realiza el correcto lavado del embrion 2" %)

Transmision horizontal. El contacto directo con animales PI, especialmente contacto
nariz—nariz, es el modo mas eficiente de transmisién en condiciones naturales ©*- El
contacto directo con animales que cursan una infeccion aguda también puede transmitir

el virus 22 39
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Se ha demostrado experimentalmente la transmision por via aérea a corta distancia
entre bovinos persistentemente infectados a bovinos centinelas. Aunque la transmision
aerogena no es la principal ruta de transmision, puede tener consecuencias graves
cuando cepas de alta virulencia afectan a poblaciones susceptibles y con alta densidad

animal ?4

El semen crudo o criopreservado de toros Pl o con infeccion aguda es una importante
via de transmision horizontal. Para evitar el uso de estos animales, en los centros de
inseminaciéon se debe recurrir al aislamiento viral y a un periodo de cuarentena que
supere la fase aguda de la infeccion. Sin embargo, un toro con infeccion aguda puede
escapar al aislamiento viral en sangre, superar el periodo de cuarentena y seguir siendo
una amenaza. El virus puede eliminarse en semen por un corto periodo mas alla del
ultimo dia de viremia y se han detectado toros fuertemente seropositivos no virémicos

que eliminan persistentemente el virus por semen ©°

Esta Ultima situacion se presenta cuando la infeccién ocurre en la pubertad, durante la
formacién de la barrera inmunoldgica hemato—testicular, permitiendo al virus replicarse
dentro del testiculo y evadir la respuesta inmune. Por lo tanto, es esencial un examen

del eyaculado antes que el semen sea distribuido ©*:

Experimentalmente se han demostrado varias vias de transmision indirecta como el uso
de agujas, palpacion rectal y la accion de insectos hematéfagos, minutos después de
haber estado en contacto con animales PI. Sin embargo, su importancia practica aun no
esta clarificada, ya que es un virus que se inactiva facilmente. Es rapidamente
inactivado por el calor, desecacion, luz ultravioleta, detergentes, solventes organicos y
pH que exceda el rango de 5,7 a 9,3 “® Otra modo importante de trasmision es el uso

de vacunas a virus vivo modificado o vacunas contaminadas ¢2" %

11
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e Patogenia

El BVD es responsable de originar un amplio rango de manifestaciones clinicas y
lesiones como resultado de la interaccion de factores tales como: cepa y biotipo viral,
edad y estado inmune del hospedador, respuesta inmune inducida, factores estresantes

y otros patégenos concurrentes "

Diarrea viral bovina aguda. Es una infeccion post natal aguda, de severidad variable, en

bovinos seronegativos e inmunocompetentes “? (28

Infeccion subclinica. La mayoria de las infecciones son subclinicas o de caracter
moderado, con fiebre, descarga oculonasal, leucopenia transitoria, elevada morbilidad y
baja mortalidad “Y ©® Se desarrollan anticuerpos neutralizantes 14 a 28 dias
postinfeccidbn y consecuentemente la protecciébn contra reinfecciones por cepas

homélogas del virus es de por vida

Complejo diarrea neonatal bovina. Cuando fracasa la transferencia pasiva de
anticuerpos, el virus participa en el complejo diarrea neonatal de los terneros.
Infecciones concurrentes con enteropatdégenos resultan en manifestaciones clinicas
mas severas, debido al efecto inmunodepresivo del vBVD o simplemente a una

sumatoria de efectos. C?

Infeccion aguda severa. Inicialmente se prestaba poco interés a las infecciones agudas,
dada su baja mortalidad. Sin embargo, cada vez son mas frecuentes los informes de
infeccion aguda severa de elevada morbilidad y mortalidad, asociada con virus de alta
patogenicidad, caracterizada por fiebre elevada, signos respiratorios, diarrea, tormenta
de abortos, caida en la produccién de leche y muerte stbita ®Y©?. En otros casos, la
exposicion a cepas de alta virulencia ocasiona una enfermedad con signos clinicos y

lesiones anatomopatoldgicas similares a la forma enfermedad mucosa ©2 @4 ©5)

12
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Sindrome hemorragico. Virus del genotipo 2 del vBVD se asocian a una condicion fatal
denominada sindrome hemorragico. Se caracteriza por mucosas anémicas con
hemorragias petequiales y equimoticas, hipertermia, hemorragia en multiples sistemas
organicos, diarrea sanguinolenta, epistaxis, sangrado constante en los sitios de
inyeccién, anemia, leucopenia, trombocitopenia y muerte ©® ©7- Esta signologia se

atribuye a trombocitopenia y alteracion de la funcion plaquetaria.

Inmunodepresion. El vBVD ocasiona leucopenia y altera las funciones de los leucocitos,
aumentando la patogenicidad de microorganismos coinfectantes. Tiene una fuerte

afinidad por el tejido linforeticular, ocasionando necrosis y atrofia de dichos tejidos “*:

Enfermedades respiratorias. EI vBVD origina inmunodepresion sistémica y pulmonar,
aumentando la patogenicidad de los restantes agentes respiratorios ®®®9- Ademas, se
ha demostrado que ciertos virus de la diarrea viral bovina actian como agentes

primarios de neumonias “9“%:

Trastornos reproductivos. El mayor impacto econdmico de la infeccién con el vBVD es

el ocasionado por los trastornos reproductivos “2“3)

La infeccion aguda altera la funcidn ovarica y reduce la fertilidad. EI vBVD ocasiona un
retraso en el desarrollo de los foliculos pre—ovulatorios durante dos ciclos estrales
consecutivos “?' reduccién de los niveles de estradiol durante la fase folicular “® y
disminucién o ausencia de las oleadas de hormona luteinizante pre—ovulatoria o retraso

en el tiempo del pico de hormona luteinizante pre—ovulatoria “®)

El impacto del vBVD durante la prefiez se divide en cuatro periodos, en base a las

manifestaciones clinicas de la infeccion durante estos intervalos de tiempo especificos:

Etapa embrionaria (0-45 dias): Las infecciones de hembras susceptibles proximas al

momento del apareamiento ocasiona muerte embrionaria y repeticiones de servicio

13
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hasta que desarrollen respuesta inmune “?“®“9)- Se desconoce cémo los biotipos NCP
afectan al embrion. El virus no tiene efecto sobre el crecimiento y desarrollo de los
embriones hasta el dia 8-9, momento en que pierden la zona pellcida y se vuelven
susceptibles. El resultado de la infeccidon puede ser citolitico o no. Ambos terminan en
muerte embrionaria, aunque la infeccidbn no citolitica también puede causar dafio
cromosomico, resultando en el desarrollo de malformaciones. Por otra parte, la
replicacion del virus en células oviductales puede alterar sus funciones biologicas, como

la secrecién de factores embriotrépicos que soportan el desarrollo embrionario ©%:

Dia 45 a 125 de gestacion: Este periodo comienza al finalizar la etapa embrionaria y
culmina cuando el feto adquiere competencia inmunoldgica al vBVD. El momento
exacto en que el feto adquiere competencia inmunoldgica al virus no es claro; se han
detectado anticuerpos neutralizantes contra el virus en fetos infectados entre los dias
100 y 135 de gestacion. La infeccion con biotipos NCP antes que el feto adquiera
competencia inmunolégica, resulta en el nacimiento de animales persistentemente
infectados e inmunotolerantes. Durante este periodo también se produce muerte fetal

con momificacion o aborto meses después y un pequefio porcentaje de teratogénesis.
(42)(43)

Dia 125 a 175 de gestacion: Este periodo representa el comienzo de la
inmunocompetencia fetal y del estado de organogénesis, momento en el cual se
presenta un gran porcentaje de alteraciones del desarrollo. También se pueden producir
abortos, pero éstos son mas frecuentes en las etapas tempranas de gestacion. Se
pueden observar distintos tipos y grados de malformaciones tales como hipoplasia
cerebelar, microencefalia, hipomielogénesis, hidranencefalia, hidrocefalia, atrofia o
hipoplasia de timo, cataratas, microftalmia, degeneracién de retina, hipoplasia y neuritis
del nervio Optico, alopecias, hipotricosis, hipoplasia pulmonar, braquignatismo,

artrogriposis, retraso general del crecimiento y deformidades esqueléticas.

14
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Posibles explicaciones de estas malformaciones serian el dafio celular directo por el
virus o0 la destruccion de las células infectadas por el sistema inmune fetal. La
inmunohistoquimica revelé abundante cantidad de antigeno en glandula pituitaria,
hipotalamo y tiroides de un ternero infectado in Utero con trastornos severos y
generalizados de la osteogénesis. Este hallazgo sugiere que el virus altera el

metabolismo hormonal fetal originando trastornos del desarrollo esquelético ©V

175 dias de gestacion en adelante: En esta etapa el feto se encuentra en un periodo de
crecimiento general y es inmunolégicamente competente. Las infecciones en este
periodo resultan en el nacimiento de terneros seropositivos normales o débiles;

mientras que los abortos son ocasionales. “2“3)

Infeccion persistente. Un animal persistentemente infectado es aquél en que es posible
aislar el virus de la sangre o tejidos en dos ocasiones sucesivas con un intervalo no
menor a dos semanas. Estos animales son virémicos durante toda su vida y no
producen anticuerpos contra la cepa que les origind inmunotolerancia. La infeccién
persistente debe ser considerada en todo ternero pequefio al nacimiento, con escaso
desarrollo y ganancia de peso, débil y con cuadros recurrentes de enfermedad
respiratoria y digestiva. Otros son clinicamente normales, siendo indispensable el

laboratorio para su diagnéstico ©¢® ©2

Enfermedad mucosa. Esta condicion solo ocurre en animales Pl que sufren
sobreinfeccion con biotipos CP homologos. En esta forma se aislan ambos biotipos,
gue son antigénicamente similares. El biotipo CP surge de mutaciones del biotipo NCP,
aunque no se descartan fuentes externas. Es una forma esporadica, fatal, de curso
agudo o crénico y se caracteriza por severa leucopenia, diarrea profusa, erosiones y

ulceraciones en el sistema digestivo ©2 ¢ (28
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e Diagnostico

Debido al amplio tipo y severidad de lesiones inespecificas, en ocasiones solo
evidenciadas por microscopia, el diagndstico se basa unicamente en el aislamiento del
virus o deteccién del antigeno viral especifico ®* El objetivo principal del diagnéstico es
la deteccion y remocion de bovinos PI, principal fuente de infeccion y reservorio del

virus.

Serologia. La distribucion de anticuerpos en los distintos grupos de edades de rebafios
con animales Pl y sin animales PI, determina que existan 5 fases en el ciclo de

infeccion:

Fase A: Rebafios con infeccion aguda sin animales PIl. Solo un pequefio porcentaje del

rebafio sera seropositivo.

Fase B: Rebafios infectados con animales Pl menores de 3—4 meses de edad. La
mayoria de los animales estan bajo una infeccion aguda, a una velocidad variable

dependiendo del sistema de produccion.

Fase C: Rebafos infectados con animales Pl mayores de 3-4 meses de edad.

Usualmente, mas del 90% del rebafio es seropositivo.

Fase D: Rebafos previamente infectados, donde los animales Pl han sido removidos
recientemente. Los animales joévenes seran seronegativos cuando pierdan sus
anticuerpos calostrales a los 6—8 meses de edad. Los animales adultos permanecen

seropositivos.

Fase E: Rebafio previamente infectado, donde los animales PI han sido removidos hace
varios afos. Todos los animales jovenes seran seronegativos (excepto algunos terneros

con anticuerpos calostrales). Eventualmente el rebafio se volvera seronegativo 2"
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Estos estudios epidemiolégicos han permitido desarrollar diferentes métodos
serologicos para la deteccion de rebafios con infeccion activa (con bovinos Pl) de

manera simple, eficaz y econémica.

El andlisis serolégico de una pequefia muestra de sangre tomada al azar de terneros de
6 a 12 meses de edad permite distinguir rebafios con infeccion activa, de rebafos sin
bovinos PI, con un alto grado de seguridad ®¥®®C"- se pueden cometer errores de
clasificacion cuando los rebafios poseen animales Pl muy jovenes, que no han tenido
tiempo de infectar a los animales seronegativos remanentes, cuando los sistemas de
explotacion y la virulencia de la cepa permitan una diseminacion lenta, o si se toma la
muestra de animales menores de 6 meses de edad, los cuales tendran anticuerpos

calostrales. Estos problemas se solucionan repitiendo el examen unos meses después
(56).

Deteccion del virus o componentes virales. Una vez identificados los rebafios con
infeccion activa, se debe testear individualmente a los animales para detectar a los

bovinos PI. Para ello contamos con cuatro métodos diferentes.

Aislamiento viral. El aislamiento viral es el método de referencia, es 100% especifico y
altamente sensible. Sin embargo, es econdmicamente prohibitivo para ser usado en el
diagnéstico de animales PI en un programa de control y erradicacion ©® El cultivo
celular se ha optimizado con el sistema microtitre multi-well, donde células cultivadas
en placas con multiples pocillos son inoculadas con 10 a 50 pl de suero problema e
incubadas por 4 dias; la presencia de biotipos NCP se detecta con el empleo de

anticuerpos anti-BVD marcados con peroxidasa o fluorocromos ©%:
Deteccion de antigenos mediante enzimo—inmunoensayo (ELISA). La prueba de ELISA

utiliza anticuerpos monoclonales o policlonales para “capturar” antigenos del vBVD en

muestras de sangre. Comparado con el aislamiento viral, es un método rapido y
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econdémico, por lo tanto, es el método de preferencia para la deteccion a gran escala de

animales PI ©®:

Los sistemas ELISA basados en anticuerpos policlonales dirigidos contra varias
proteinas y glicoproteinas de cepas antigénicamente diferentes, son capaces de
detectar una amplia variedad de vBVD. Este sistema, comparado con el aislamiento
viral, ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (97,9% y 99,7% respec-
tivamente) y es comparable a los sistemas ELISA que utilizan un pool de anticuerpos
monoclonales ©” Por otra parte, los sistemas ELISA basados en un anticuerpo
monoclonal epitope especifico son cuestionables, debido a que su estrecho rango de
especificidad puede fallar en detectar algunas cepas del BVD ©

Deteccion de antigenos mediante inmunohistoquimica (IHQ). La IHQ se realiza,
rutinariamente, en tejido fijado en formalina y embebido en parafina; aventajando a
otras técnicas en términos de conveniencia en la remision de las muestras, posibilita el
estudio retrospectivo de muestras enviadas para examen histopatolégico y permite una

precisa asociacion entre el antigeno viral con tipos celulares y lesiones histoldgicas. ©®

La IHQ de tejidos fijados en formalina es el método diagndstico mas conveniente para
la detecciébn del BVD en fetos. Hay un significativo nimero de resultados falsos
positivos y falsos negativos con la inmunofluorescencia (sensibilidad: 77%,
especificidad: 83%), y significativo numero de falsos negativos con el aislamiento viral
(sensibilidad: 83%, especificidad: 100%), mientras que la IHQ posee el mejor

®2 En casos de fetos con

desempeiio: especificidad: 97% y sensibilidad: 97%
avanzada autdlisis, la IHQ de cerebro fijado en formalina se recomienda sobre el

aislamiento viral y la deteccién de antigeno por ELISA ©3

La presencia del antigeno del BVD en queratinocitos de la epidermis y células

epiteliales de foliculos pilosos de bovinos PI clinicamente normales ©*' ha originado el
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desarrollo de la técnica inmunohistoquimica en biopsias de piel para el diagndstico de
estos animales. Esta técnica, en comparacion con el aislamiento viral, ha demostrado
ser eficaz, rapida, econdOmica, sencilla y facilmente implementable en cualquier
laboratorio de histopatologia. Ademds, la coleccién y remision de las muestras al
laboratorio es simple. Las muestras fijjadas en formalina son mas estables que las
muestras de sangre o suero, evitdndose asi falsos negativos por autolisis o
putrefaccion, y los anticuerpos calostrales no interfieren con la técnica, permitiendo

analizar terneros neonatos ¢ 66). (67). (68). (69), (70).

Deteccion del acido nucleico viral. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un
meétodo rapido, sensible, que detecta diversos BVD y permite investigar un gran nimero
de muestras en corto tiempo Y Su sensibilidad permite detectar el virus en pool de
muestras de sangre y leche de tanque “?®- Sin embargo, su elevada sensibilidad

puede originar resultados falsos positivos "
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e Tratamiento

No existe tratamiento curativo, solamente tratamiento paliativo.
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VIl. MATERIAL Y METODO

Tipo de estudio:

Descriptivo de tipo Transversal.

Ubicacion del estudio:

Se realiz6 este estudio para determinar el porcentaje de bovinos permanentemente
infectados (PI) en el sector de Telica y Larreynaga, que se encuentra ubicado en el
departamento de Leon. Las muestras se tomaran en 9 fincas del sector: Telica, San
Jacinto, El caimito, La calera, Jorge Barreto, San ldelfonso, Malpaisillo, Puente La
Milagrosa y La carbonera.

Poblacién en estudio, tamafio y seleccion de la muestra:

Este estudio se realiz6 en 9 fincas que cumplieran con los criterios de inclusion y
exclusion en el sector de Telica y Larreynaga con una poblacion total de 707 individuos,
el tamafio de la muestra se calculo utilizando el Programa estadistico Win episcope 2.0
con una prevalencia esperada de 10.5 %, un error aceptado de 5 % y un nivel de
confianza de 95% obteniéndose un tamafio de muestra de 121 especimenes, de los
cuales 45 son hembras adultas y 47 hembras jévenes resultando un total de 92
hembras, y 29 machos de los cuales 4 son machos adultos y 25 machos jovenes, con
esto se pretende detectar la presencia de Pl (permanentemente infectados) en los
distintos hatos bovinos. Las fincas fueron seleccionadas por conveniencia. Tabla 1. Ver

anexos.

La raza predominante en las fincas muestreadas es el Pardo Brahman, estas fincas no

presentan tecnificacion, los animales se alimentan de pasto natural y agua de pozos
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artesanales. La seleccion de la muestra se hizo por conveniencia, tomando en cuenta
solamente las fincas en donde no se aplicé vacunas contra el BVD, y se codificaron del

namero 1 al 9 segun la siguiente tabla 2. Ver anexos.

Criterios de inclusion:

Que la explotacion sea de doble propésito (produccion de carne y de Leche)
Que sean bovinos machos y hembras.

Que no hayan sido vacunados.

Que el propietario acepte la participacion voluntaria en el estudio.

Que disponga de los animales en el momento especifico de tomar la muestra.

Criterios de exclusioén:

Que hayan sido vacunados frente al BVD.

Que los propietarios no hayan querido participar.

Técnicas y métodos de recoleccion de los datos:

En primera instancia se les explicara al productor(a) duefio de los animales los objetivos
del estudio (consentimiento informado), luego se procedera a la aplicacion de un
instrumento de recoleccibn de datos sobre el hato, que conllevara datos como:
Identificacion del bovino, edad, raza, sexo, propietario, ubicacion de la finca, teléfono
celular, para posteriormente extraer la sangre por puncién de la vena coccigea de los

bovinos.
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Limitaciones:

Muestras perdidas por mal manejo y hemdlisis.

Ventajas:

Acceso facil al muestreo, debido a que las fincas estan cerca de la ciudad y cerca de la
carretera.

Participacion voluntaria de parte de los propietarios.

La prueba ELISA de deteccion de antigenos es de alta confiabilidad para detectar

animales PI.
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VIIl. RESULTADOS

El resultado por Elisa de captura de anticuerpos fue del 55.4 %.

El resultado por Elisa de captura de antigeno fue 0%.

El 62% de los focos de BVD se ubican en el municipio de Telica.

El 38% de los focos de BVD se ubican en el municipio de Larreynaga.

Los resultados crudos provenientes del lector de placas de Elisa, no

suministran resultados positivos.

El procesamiento de los datos confirma lo expresado en el punto anterior.

En base a este resultado se comprueba la inexistencia de animales PI en las

fincas muestreadas.
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IX. DISCUSION

La prevalencia de seroreactores en fincas exentas de vacunacion, es posible
explicar por la elevada circulacion de semovientes entre fincas o en los
caminos de acceso, asi como por la compra de sementales y hembras de

reposicion sin analisis previos ni cuarentena.

Al no encontrar Pl en ninguno de los animales muestreados, se evidencia la

no preferencia del virus por sexo o raza.

Podemos afirmar que la presencia de anticuerpos en los especimenes
analizados es producto de contaminacion por virus campo circulantes de baja
patogenicidad ya que los anticuerpos calostrales no son detectables después

de los 6 meses de vida, y en este caso todos cumplen con esa condicion.

Es posible que el mayor porcentaje de seroreactores encontrados en el
municipio de Telica sea atribuible al acceso a matadero en vehiculos Unicos

para transporte de ganado Yy servicio a la finca.
El hecho de no encontrar ningun PI, puede atribuirse a la muerte temprana de

los mismos, debida a la inmunosupresion o a deformaciones que aparecen en

esta patologia.
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X. CONCLUSIONES

Se confirma la presencia de seroreactores en un 55.4 %.

El porcentaje de Pl es 0.

El 62 % de focos estan ubicados en el municipio de Telica.

El porcentaje de seroreactores es superior a los resultados obtenidos por
Hernandez y Henriquez en 2010 y Lopez y Salgado en 2011.
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XI. RECOMENDACIONES

Iniciar un programa de vacunacion frente al BVD en las fincas muestreadas,
vacunando solamente a los animales sanos y la reposicion antes de la primera
monta o inseminacion, y revacunando cada seis meses. La vacuna por si sola no
elimina los animales Pl y debe emplearse como una herramienta para evitar la

reintroduccion de la infeccion.

Debemos tener presente que en los rebafios con infeccion activa, el 60% o0 mas
de los bovinos son seropositivos y naturalmente inmunes al BVD; por lo tanto, no
tiene sentido vacunar a una poblacién donde la mayoria de sus individuos ya

esta protegida.

Establecer un plan de vigilancia serolégica. Los esfuerzos deben dirigirse a la
deteccién y eliminacion de los bovinos PI, principal fuente de infeccion y

reservorio.

Mejorar las condiciones higiénico-sanitarias de las fincas, con el fin de disminuir

la incidencia del agente a través de fomites.

En Nicaragua los estudios de la enfermedad son aun escasos. Queda mucho por
investigar en términos de situacion epidemioldgica en distintas regiones, impacto
econdémico de la infeccion, prerrequisitos indispensables para planear una
estrategia de erradicacion y control. Ademas, se desconoce la real participacion
de este virus como causal de patologias digestivas, respiratorias y reproductivas

del bovino en nuestros sistemas de produccion.
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X, ANEXOS

» Técnica Prueba de ELISA:

Dispense 50 ul de los anticuerpos de deteccion en cada pocillo.

50 ul de control positivo y negativo, las cuales van después de depositar las
muestras en cada pocillo.

50 ul de la muestra en cada pocillo.

Mezclar el contenido de los pocillos golpeando levemente.

Incubar por 2 horas a 37 grados centigrados. Lavar cada pocillo con
aproximadamente 300 ul de solucion de lavado 5 veces.

Dispense 100 ul de conjugado en cada pocillo.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar los pocillos de nuevo 5 veces.

Dispense 100 de solucién de sustrato en cada pocillo.

Incube 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad,

Dispense 100 de solucién de frenado en orden.

Leer la placa.

37



Determinacién de bovinos permanentemente infectados (PI) por el Virus de la Diarrea Virica '
Bovina (vBVD) en fincas de los municipios de Telica y Larreynaga.
I

Tabla 1
Caodigo de la finca Muestras Total Finca
1 24 211
2 12 54
3 9 33
4 15 79
5 15 94
6 16 104
7 5 18
8 10 44
9 15 70
Total 121 707
Tabla 2.
Caodigo de la Nombre de la Hembras | Hembras Total Machos Machos Total |
finca finca joévenes adultas Hembras | jévenes adultos Machos UCIES
1 La Grencha 150 40 190 17 4 21 211
2 San Marco 22 26 48 4 2 6 54
3 La Candela 22 8 30 2 1 3 33
4 Sta. Teresa 30 42 72 4 3 7 79
5 El Socorro 45 33 78 15 1 16 94
6 La Milagrosa 29 38 67 35 2 37 104
7 La Huertona 8 6 14 3 1 4 18
8 Las Lechuzas 22 14 36 6 2 8 44
9 El Hormiguero 12 37 49 20 1 21 70
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