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RESUMEN

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad de distribucion mundial y endémica en
la mayoria de las poblaciones bovinas, con importantes repercusiones reproductivas y
productivas que afectan no sélo la sostenibilidad del hato, sino también la salud publica.
El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia en terneros
permanentemente infectados (PI) de 3 a 12 meses de edad con el Virus de la Diarrea
Virica Bovina (vDVB) en el municipio de Ledn, durante el periodo de Noviembre del
2010. Se recolectaron 122 muestras en 8 fincas y se extrajeron 10 ml de sangre por
venopuncion de la yugular. Las muestras fueron procesadas utilizando un kit de ELISA
(HERDCHEK* BVDV) para la deteccion de anticuerpos frente al virus de Diarrea Viral
Bovina y otro kit de la misma casa comercial para captura de antigeno viral. El andlisis
se realiz6 segun los procedimientos prescritos en el kit. Las 8 fincas muestreadas
tuvieron animales reactores al vDVB, resultando una seroprevalencia de Diarrea Viral
Bovina fue de 46.72% (57/122) a nivel global. De los resultados negativos obtenidos por
la prueba, se les realiz6 captura de antigeno, no obteniendo ningun positivo. En
conclusién, a pesar de que se encontraron anticuerpos especificos frente al vDVB,
ningun ternero dio positivo a la prueba para captura de antigeno, lo que parece indicar

una evidente exposicidén de los animales al virus de campo.

Palabras claves: Prevalencia, vDVB, ELISA de captura de antigeno, ELISA de captura
de anticuerpo.
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I. INTRODUCCION.

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad de distribucién mundial y endémica en
la mayoria de las poblaciones bovinas. ¢ Es causada por el virus de la diarrea viral
bovina (vDVB), antigénicamente relacionado a los virus de la Peste Porcina Clasica
(PPC) y Enfermedad de la Frontera (VEF), donde los tres agentes pertenecen al género

pestivirus, familia Flaviviridae. **’

El vDVB posee un biotipo citopatogénico (CP) y otro no citopatogénico (NCP) segun su
efecto en cultivo celular, pero ambos biotipos ocasionan la misma enfermedad con
amplio rango de manifestaciones clinicas, predominando la forma subclinica en el 70-

90% de los casos.®

La forma aguda se caracteriza por ser leve, pero el animal puede presentar fiebres
moderadas, leucopenia, lesiones discretas en la mucosa oronasal y una mayor
susceptibilidad a infecciones secundarias. El efecto del virus en el tracto reproductivo
tiene impacto econémico ya que puede inducir infertilidad temporal, muerte embrionaria,
abortos, malformaciones congénitas, y nacidos débiles o con infeccién persistente,
dependiendo del periodo de la gestacién, del biotipo y virulencia de la cepa infectante. %

El diagnéstico se basa Unicamente en el aislamiento del virus con Inmuno
Fluorescencia o deteccion del antigeno viral especifico con pruebas ELISA. Las
pruebas serologicas son la mejor alternativa para la deteccion del virus en las
poblaciones bovinas. Dentro de las mas importantes se encuentran: Inmunodifusion en

agar gel (AGID) % Neutralizacion Viral (NV) y Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA). "

También debido a que las infecciones por el vDVB pueden ser inaparentes o tener un
desenlace fatal, esto aunado al desconocimiento de esta patologia en el pais, hace que

no sea posible implementar medidas para controlar la diseminacion de este agente y
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asi reducir de forma significativa el impacto que este agente ejerce sobre la

reproduccion y productividad.

Este estudio se realiz6 en terneros de 3 a 12 meses de edad en ocho fincas del
municipio de Ledn, con un total de 122 muestras con las que se pretende determinar la

presencia de terneros persistentemente infectados (PI) con vDVB.
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. ANTECEDENTES.

La DVB fue descrita por primera vez en 1946 como una enfermedad aguda, epizodtica,
caracterizada por gastroenteritis aguda, lesiones erosivas del tracto digestivo y

12 describieron una

mortalidad alrededor de 4-8 %. En 1953, Ramsay y Chivers
enfermedad esporédica con diarrea intensa y profusa, emaciacion, lesiones ulcerativas
del tracto gastrointestinal y con una morbilidad entre 5-20% y una mortalidad del 100
%, lo cual se denomin6é Enfermedad de las mucosas (EM). Posteriormente, se dedujo
que la BVD y la EM eran dos entidades de diferente presentacion ocasionadas por el

mismo virus.

La naturaleza insidiosa de la DVB ha llevado a pérdidas economicas sustanciales a la
industria lechera y de carne, ya que la infeccién por VDVB se encuentra ampliamente
distribuida a través del mundo. El grado de difusion y prevalencia tiende a variar entre
regiones y paises, ella 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 Argentina los datos de seroprevalencia son variables. Segun Lértora 2003, informan
gue la situacion en este pais es similar a la del resto del mundo, con 70% de
seroprevalencia y una prevalencia en bovinos Pl del 1%. Ademas se reportan
seroprevalencia de 90,7% y 48,6% en bovinos adultos en el sudeste de la provincia de
Buenos Aires y en llanos de la rioja, respectivamente. El porcentaje de bovinos

seropositivos de 6 a 12 meses de edad fue de 41,9%.

En un estudio de seroprevalencia del vDVB en bovinos criollos de la provincia de

Melgar, Pert; Puno, 2008,

se obtuvieron muestras de sangre de bovinos (n=347)
machos y hembras mayores de 6 meses de edad para la deteccion de anticuerpos

neutralizantes mediante la prueba de neutralizacion viral. ElI 48.7 + 0.1% (166/347)
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presentd anticuerpos contra el vDVB. No se detectaron animales Pl. Los anticuerpos
fueron detectados en animales de todos los distritos con prevalencia entre 15.7 a
94.1%. Los titulos de anticuerpos estuvieron en un rango de 2 a 256, indicando que el

vDVB esta ampliamente difundido en bovinos de la zona.

En Nicaragua, en el departamento de Ledn 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 vDVB; 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 Le6n con 24.5%(48/196). **
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I1l. JUSTIFICACION

La DVB constituye un problema en el hato bovino, por ser este uno de los ejes de la
economia nacional. Los efectos de la enfermedad ratifican la importancia de mantener
controles sanitarios permanentes, buscando la forma de que sean asumidas las
decisiones pertinentes en el destino de los bovinos positivos, a fin de poder controlarla,
minimizando sus efectos en la poblacion de vacunos de carne y leche, y su posibilidad

de convertirse en fuentes de infeccion dentro y fuera de las fincas.

Los animales susceptibles a la enfermedad o positivos a la prueba de Deteccion de
antigenos y/o anticuerpos mediante enzimo—inmunoensayo (ELISA) no tienen
tratamiento, razén por la cual es necesario un diagnostico certero a fin de disminuir y

controlar la enfermedad.

Por este motivo, es necesario realizar este estudio en lugares donde esté latente la
aparicion de la enfermedad, como lo es el departamento del Ledn; con la intencién de
determinar la seroprevalencia de bovinos con el pestivirus, y esto dltimo, con la

intencion de intervenir en el manejo a fin de disminuir su incidencia.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢, Cual es la prevalencia de terneros permanentemente infectados (Pl) de 3 a 12 meses
de edad con el Virus de la Diarrea Virica Bovina (vDVB) en el municipio de Ledn

durante el periodo de Noviembre del 2010?
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V. OBJETIVOS

Objetivo General:

3 Determinar la prevalencia en terneros permanentemente infectados (Pl) de 3 a
12 meses de edad con el Virus de la Diarrea Virica Bovina (vDVB) en el

municipio de Ledn, durante el periodo de Noviembre del 2010.

Objetivos Especificos:

o3 Detectar anticuerpos especificos frente al virus de vDVB en muestras de suero

en terneros de 3 a 12 meses de edad utilizando ELISA indirecto.

o3 ldentificar antigenos de vDVB en muestras de suero de terneros de 3 a 12 meses
de edad negativos a la prueba de anticuerpos, empleando ELISA de captura de

antigenos.

3 Contrastar los resultados obtenidos en ambos analisis.

10
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VI. MARCO TEORICO
Concepto:

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB), es el agente causal del complejo diarrea viral
bovina (DVB)/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 distribucibn 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
econOémico. 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.”®
Historia y diversidad del vDVB

Este virus fue reconocido por primera vez en los Estados Unidos por Olafson en 1946,
al detectar en hatos un sindrome agudo caracterizado por fiebre, diarrea, anorexia y
tos. ® Ramsay y Chivers en 1953, describieron una enfermedad esporadica
caracterizada por diarrea profusa, emaciacion, ulceraciones en la mucosa del tracto
alimenticio y una mortalidad del 100%. Luego, se determind que el mismo virus era el
responsable de los dos sindromes. ° A finales de los 60’s se describieron dos biotipos
del virus: el citopético (cp) y el no citopatico (ncp), caracterizados por su habilidad para
causar efecto citopatico y muerte celular en cultivos celulares in vitro. El biotipo cp
induce destruccion masiva celular mediante la formacion de vacuolas citoplasmaticas
llevando a la muerte de las células pocos dias después de la infeccion, a diferencia del

biotipo ncp que no induce ningln efecto aparente en cultivo *°.

11
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Los avances en secuenciacion genética a finales de los ochenta permitieron establecer
dos genotipos: el 1 y 2, caracterizados por diferencias en la region 5° UTR (del inglés
untranslated region que significa regiones no traducidas de los genes) y en la region
que codifica para la proteina E2 principalmente. El genotipo 2, el cual surgido en Norte
América y Canadé se correlaciona con sintomatologia hemorragica y alta mortalidad **°.
De esta manera, en la naturaleza existen 2 biotipos y 2 genotipos. Adicionalmente, cada
genotipo presenta subgenotipos los cuales muestran una homologia entre si del 80 al
85%. En la actualidad se han reportado en la literatura 11 subgenotipos de vDVB tipo 1

(a-j) y 2 subgenotipos del vDVB- 2 (ay b). ¢

En Colombia, los primeros reportes de la enfermedad datan de 1975, tras el ingreso de
terneros enfermos importados desde Holanda. Los hallazgos a la necropsia y las
pruebas seroldgicas de estos animales mostraron como diagnostico la presencia de la
“Enfermedad de las Mucosas (EM). *° Se han realizado diferentes estudios en ese pafs,
que comprueban su presencia. Entre estos estan el estudio de Mogollén et al. (1990),
donde se reporta por primera vez en el pais un caso de EM, con aislamiento e
identificacion de los dos biotipos: ncp y cp. *** En 1994, se reporté una seropositividad
del 89% al vDVB en 101 animales en fincas de la Sabana de Bogota mediante la
seroneutralizacion viral y se identificaron coinfecciones con otras entidades como IBR
(Infectious Bovine Rhinotracheitis o Rinotraqueitis Infecciosa Bovina), Leucosis y
Leptospira.’®® Para la fecha se desconoce completamente si hay presencia del genotipo

2 en el pais, pero este se ha aislado en Argentina y Brasil .**

Etiologia

Taxonomiay estructura.

El vDVB es un miembro del género pestivirus de la familia Flaviviridae, junto con los

virus de la peste porcina clasica y la enfermedad de las fronteras en las ovejas. % (Ver

Anexos Fig. 1). El vDVB presenta forma esférica con un diametro entre 40 a 60nm y

12
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esta constituido por una capside icosahédrica, rodeado de una envoltura lipoproteica

proveniente de la membrana celular.*
Variabilidad

La principal caracteristica de este virus es su variabilidad genética y antigénica. *La
caracteristica principal de un virus ARN es su plasticidad y ésta se debe a la falta de
una exonucleasa eficiente para corregir las bases mal incorporadas, ocasionando una
sustitucion de base de alta frecuencia (1 error por cada 10.000 nucleétidos
polimerizados). El vDVB usa esta estrategia para sobrevivir, originando cepas mutantes
que escapan a la respuesta inmunoldgica del hospedador. 3! El cruce de especies crea
otra oportunidad para la diversificacion, ya sea por adaptacion al nuevo hospedador o

por evolucién divergente.

El genoma del vDVB es un ARN de polaridad positiva de 12.5 Kb, posee sélo un marco
abierto de lectura (ORF) y en cada uno de sus extremos presenta regiones sin traducir
o UTR (Untraslated regién). El extremo 5’ UTR presenta una secuencia de nucleotidos
gue imita la estructura CAP, de los ARNm con funcién de sitio de entrada ribosomal

interno (IRES) que media la transduccion de la poliproteina viral. *°

El ORF codifica para una poliproteina de aproximadamente 4000 aminoécidos, la cual
es posteriormente cortada por enzimas virales y celulares (endoproteasas) en los

diferentes polipéptidos (proteinas estructurales y no estructurales) * (Ver Anexos Fig. 2).

Entre las proteinas estructurales mas importantes se encuentra la glicoproteina (gp) E2,
anticuerpos neutralizantes generados posterior a una que posee los epitopos que

inducen la produccion de infeccién y a la vacunacién.

Otra posible causa para la variabilidad es la oportunidad para la mutacion que ofrecen

los prolongados periodos de replicacién en animales persistentemente infectados. Sin

13
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embargo, esta Ultima posibilidad no parece suceder con el vDVB .}*’Bolin y Ridpath
(1992) ' demostraron que nuevas variantes antigénicas se originan durante el pasaje
del virus en bovinos susceptibles que desarrollan una infeccion aguda. Esto sugiere
que, mientras los animales persistentemente infectados son mas importantes como
reservorios, los animales con infeccibn aguda pueden ser mas importantes para la
generacion de nuevas variantes antigénicas. *°’ Las consecuencias de esta diversidad
se reflejan en el espectro de manifestaciones clinicas y lesiones, dificultando ademas,
su diagnastico y limitando el espectro de proteccion brindada por el empleo de vacunas

monovalentes. *3
Clasificacion.

Segun sus efectos en los cultivos celulares, los Pestivirus se dividen en biotipos
citopéticos (CP) y no citopéticos (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 patdégenos. Por
el contrario, es el biotipo predominante en la naturaleza, aislado de la mayoria de las
formas clinicas y el Gnico capaz de originar infeccién persistente. 2° 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 deplecion de fragmentos del genoma viral,

insercion de fragmentos de ARN celular o duplicacion y reordenamiento del ARN viral.
95

Hay considerables variaciones en la virulencia de las distintas cepas aisladas del vDVB,
las infecciones pueden ser inaparentes o tener un desenlace fatal. Sin embargo, no se
han identificado marcadores de virulencia que permitan un sistema de clasificacion de
las cepas de campo en base a su patogenicidad. % También, han sido infructuosos los
intentos de correlacionar los signos clinicos con la agrupacion filogenética de las

distintas cepas aisladas. ***

14
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No se ha podido establecer una serotipificacion del vDVB. Estudios de neutralizacion
cruzada entre distintos virus DVB demuestran que pertenecen a un grupo
serolégicamente relacionado, dentro del cual hay un espectro antigénico con reaccion
cruzada, sin suficientes diferencias antigénicas para clasificarlos en serotipos. *° El
empleo de anticuerpos monoclonales disciernen diferencias antigénicas sutiles y
permiten clasificar a los Pestivirus en 4 grupos: virus de la peste porcina clasica, virus
de la enfermedad de la frontera del ovino, Genotipo 1 y Genotipo 2 del vDVB. Sin
embargo, algunos virus aislados de jirafas, ciervos, ovinos y bovinos no han podido ser
tipificados satisfactoriamente; ellos pueden representar variantes de algunos de los 4

grupos principales o ser grupos adicionales. '

La genotipificacion es el método aceptado para clasificar a los Pestivirus. Bajo este
sistema de clasificacion el vDVB se agrupa en 2 genotipos: Genotipo 1 y Genotipo 2 del
virus de la diarrea viral bovina. *** El genotipo | del vDVB puede ser dividido en al
menos 11 genogrupos y es muy probable que nuevos genogrupos sean revelados en

futuros analisis. **

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 (Pl) y 60 a
80% de bovinos seropositivos. &

Hospedador.

Los Pestivirus infectan naturalmente sdélo a los ungulados del Orden Artiodactila. Los

Pestivirus rumiantes infectan a porcinos, bovinos, ovinos, caprinos, alpacas, llamas,

15
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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 infeccion.

La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son los bovinos
Pl. Ellos eliminan continuamente durante toda su vida grandes cantidades del virus en
secrecion nasal, saliva, orina, materia fecal, lagrimas, semen y leche. Los animales con
infeccion aguda también son fuente de infeccion; aunque menos eficiente, ya que

eliminan el virus en cantidades més bajas y por cortos periodos. *

Modos de transmision.

La transmision 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
infeccién persistente.®” Pese a la elevada tasa de mortalidad de los animales Pl en su
primer afilo de vida (mas de 50%), muchos alcanzan la madurez sexual y se
reproducen. * Hembras Pl siempre dan terneros Pl. La transmisién vertical también
ocurre luego de la transferencia embrionaria si la receptora es PI, o la vaca donante es

Pl y no se realiza el correcto lavado del embrion.®
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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 infeccién aguda también puede transmitir el virus. %

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 transmisién, puede tener consecuencias graves
cuando cepas de alta virulencia afectan a poblaciones susceptibles y con alta densidad

animal. &

El semen fresco 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
inseminacién se debe recurrir al aislamiento viral y a un periodo de cuarentena que
supere la fase aguda de la infeccidén. 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 infeccion ocurre en la pubertad, durante la
formacion de la barrera inmunolégica hematotesticular, 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.

También es posible la transmision por transferencia embrionaria. La mayoria de las
células del tracto reproductivo de la hembra son permisibles al virus; ademas, los
cultivos celulares y el suero fetal bovino utilizados en transferencia embrionaria pueden

estar contaminados. Los embriones producidos in vivo, con zona pellcida intacta,
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recolectados de vacas naturales o artificialmente infectadas, no actuarian como
vectores para la transmision de la enfermedad si se cumple con los procedimientos de
lavado o lavado y tratamiento con tripsina recomendados por la Sociedad Internacional
de Transferencia Embrionaria.'*® Sin embargo, la presencia de una zona pellcida
intacta y los procedimientos de lavado, no garantizan que los embriones estén libres del
virus, ya que pueden desarrollarse de oocitos infectados. Se ha demostrado que los
oocitos soportan la replicacion del vDVB, pudiendo ingresar al oocito en forma directa o
a través de las células del cumulus, las cuales son susceptibles al virus y estan en

estrecho contacto con el oocito por medio de procesos citoplasmaticos.

Pese a que no se ha demostrado si estos oocitos infectados son capaces de
desarrollarse hasta la ovulacién, no debe descartarse el potencial de las células
germinales para transmitir al vDVB. *’ Los embriones producidos in vitro son una fuente
potencial de introduccién del vDVB. La zona pellcida de embriones producidos in vitro
presentan alteraciones estructurales y bioquimicas permitiendo al virus penetrar hasta
aproximadamente 50% de su espesor, de manera que los procedimientos de lavado y
tratamiento con tripsina no eliminan el virus. Sin embargo, no se ha determinado si la
cantidad de virus asociado a estos embriones podria constituir una dosis infectiva para

receptoras susceptibles via intrauterina. **°

Experimentalmente se han demostrado varias vias de transmision indirecta como el uso
de agujas, mocheta, palpacion rectal y la accion de insectos hematdfagos, minutos
después de haber estado en contacto con animales Pl. Sin embargo, su importancia
practica alun no estd aclarada ya que es un virus que se inactiva facilmente. Es
rapidamente inactivado por el calor, desecacion, luz ultravioleta, detergente, solventes

organicos y pH que exceda el rango de 5,7 a 9,3. ***

Otro modo importante de trasmision es el uso de vacunas a partir de virus vivo

modificado o vacunas contaminadas. %
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Transmision entre rebafios.

La principal forma de introducir el virus a un rebafio susceptible es a través de la
adquisicion de bovinos Pl o hembras que transportan fetos PI. Otras vias de
introduccién son: el uso de vacunas vivas, semen contaminado, cohabitaciébn con

ovinos, transferencia embrionaria y el contacto con bovinos con infeccion aguda. *

Transmision dentro del rebafo.

La tasa de transmisién dentro del rebafio depende de la forma de introduccién del virus
al mismo. Cuando un animal Pl es introducido a un rebafio, la transmision a animales
susceptibles ocurre rapidamente a la mayoria de los animales del rebafio. Por el
contrario, cuando la infeccién se inicia por un bovino con infeccién aguda o por alguna
otra via que inicie una infeccidon aguda, la transmision es de corta duracion y solo
incluye un pequefio porcentaje del rebafio antes que la transmision cese. El sistema de
produccion y la virulencia de la cepa también participan en la tasa de transmision. La
diseminacién es mas eficiente en sistemas de produccién que permiten un estrecho

contacto entre animales y con cepas virulentas. ®*

Patogenia

El vDVB 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. °
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Diarrea Viral Bovina aguda.

Es una infeccién post natal aguda, de severidad variable, en bovinos seronegativos e
inmunocompetentes. *

Infeccién subclinica.

La mayoria de las infecciones son subclinicas o de caracter moderado, con fiebre,
descarga oculonasal, leucopenia transitoria, elevada morbilidad y baja mortalidad. *

Se desarrollan anticuerpos neutralizantes 14 a 28 dias postinfeccion vy
consecuentemente la proteccion 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 enteropatégenos
resultan en manifestaciones clinicas mas severas, debido al efecto inmunodepresivo del

vDVB o simplemente a una sumatoria de efectos. *°

Infeccién 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, abortos, caida en la

produccién de leche y muerte stbita. 3

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.
28

20



R 7
x% Determinacion de terneros permanentemente infectados (PI) de 3 a 12 meses de edad con el Virus de la §
b 4 . .. . L p
R Diarrea Virica Bovina (vDVB) en el municipio de Leén.

Sindrome hemorragico.

Virus del genotipo 2 del vDVB 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. **

Esta sintomatologia se atribuye a trombocitopenia y alteracion de la funcién plaquetaria.
Se ha demostrado una disminucion de la respuesta de las plaquetas a la agregacion vy,
aunque se desconoce el mecanismo de estas alteraciones, es probable que el virus
actie por uno o mas de estos mecanismos: 1) se ha detectado antigeno viral en los
megacariocitos, lo que podria resultar en una menor produccion de plaguetas y en un
incremento en el porcentaje de plaquetas envejecidas (los trombocitos viejos son
menos sensibles a los estimulos de agregacion); 2) el virus se aisla de trombocitos y
una interaccion virus—plaqueta directa puede afectar la respuesta plaquetaria a la
agregacion; 3) aumento en la produccion de sustancias inhibidoras de la agregacion
plaquetaria; bovinos infectados con el vDVB presentan altas concentraciones de

prostaglandina E y 6xido nitrico. 3¢

Hay una fuerte correlacién entre la fase trombocitopénica y la viremia;, ademas, la
recuperacion del recuento plaquetario esta estrechamente relacionada con la aparicion
de anticuerpos neutralizantes. Esto sugiriere que este sindrome es el resultado de una
alteracién y consumo de los trombocitos periféricos, mas que una alteracién en su

produccion. >’
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Inmunodepresion.

El vDVB ocasiona leucopenia y altera las funciones de los leucocitos, aumentando la
patogenicidad de microorganismos coinfectantes. Tiene una fuerte afinidad por el tejido

linforreticular, ocasionando necrosis y atrofia de dichos tejidos. 3

En el tejido linfoide el virus se localiza principalmente en las células del estroma,
incluyendo macréfagos y células de soporte. Estas células elaboran citoquinas
esenciales para el normal desarrollo y maduracién de linfocitos, o que sugiere que la
necrosis linfoide es secundaria al trastorno del microambiente que proveen las células

intersticiales y no a la accién directa del virus sobre los linfocitos. *°

Enfermedades respiratorias.

El vDVB origina inmunodepresion sistémica y pulmonar, aumentando la patogenicidad
de los restantes agentes respiratorios.?

Ademas, se ha demostrado que ciertos virus de la diarrea viral bovina actian como

agentes primarios de neumonias.’

Trastornos reproductivos.

El mayor impacto econdmico de la infeccion con el vDVB es el ocasionado por los

trastornos reproductivos. >

Los efectos de la infeccion antes y durante la gestacién se discuten en orden
cronologico.
La infeccion aguda altera la funcion ovarica y reduce la fertilidad. El vDVB causa

ooforitis intersticial no purulenta, con necrosis de células de la granulosa y de oocitos. **
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Es posible detectar el antigeno viral en los macrofagos y células del estroma ovérico,

%y en células foliculares y oocitos en distintos

entre los dias 6 a 60 post infeccién
estados de maduracién *’. Ademas, las infecciones agudas ocasionan un retraso en el
desarrollo de los foliculos pre—ovulatorios durante dos ciclos estrales consecutivos®
reduccion 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®.

No esta claro de qué manera el vDVB altera la funcién ovérica, aunque es posible que
actle por uno o mas de los siguientes mecanismos: inadecuado soporte gonadotrofico
por infeccién de la glandula pituitaria®, la leucopenia que acompafa a la infeccion
aguda puede ser el reflejo de una deficiencia en la poblacion de leucocitos ovaricos,

células vitales para la dinamica folicular normal

, Y la necrosis de las células de la
granulosa de los foliculos pre—ovulatorios, afecta negativamente la secrecién de
estradiol y, consecuentemente, suprime la liberaciébn de hormona luteinizante y retrasa
o impide la ovulacién *.La disfuncién ovarica puede ser el resultado de la ooforitis y de
los cambios en la concentracién de citoquinas ovaricas >*) 5) la reduccién de los niveles
de estradiol durante la fase folicular pueden perjudicar el comportamiento estral, impedir

la ovulacién o reducir el nimero y calidad de oocitos liberados *4).

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

manifestaciones clinicas de la infeccién durante estos intervalos de tiempo especificos.

Etapa embrionaria (0-45 dias):

Las infecciones de hembras susceptibles préximas al momento del apareamiento
ocasiona muerte embrionaria y repeticiones de servicio hasta que desarrollen respuesta
inmune *°. Se desconoce cémo los biotipos NCP afectan al embrién. El virus no tiene
efecto sobre el crecimiento y desarrollo de los embriones hasta el dia 8—9, momento en

qgue pierden la zona pelldcida y se vuelven susceptibles. El resultado de la infeccion
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puede ser citolitico o no. Ambos terminan en muerte embrionaria, aunque la infeccion
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 bioldgicas, como la secrecion de factores embriotrépicos que

soportan el desarrollo embrionario 2,

Dia 45 a 125 de gestacion:

Este periodo comienza al finalizar la etapa embrionaria y culmina cuando el feto
adquiere competencia inmunolégica. EI momento exacto en que el feto adquiere
competencia inmunolégica 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 inmunoldgica,
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 *°.

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 gestacién. Se pueden observar distintos tipos y grados de
malformaciones tales como hipoplasia cerebelar, microencefalia, hipomielogénesis,
hidranencefalia, hidrocefalia, atrofia o hipoplasia de timo, cataratas, microftalmia,
degeneracion de retina, hipoplasia y neuritis del nervio Optico, alopecias, hipotricosis,
hipoplasia pulmonar, braquignatismo, artrogriposis, retraso general del crecimiento y
deformidades esqueléticas. Posibles explicaciones de estas malformaciones serian el
dafio celular directo por el virus o la destruccién de las células infectadas por el sistema

inmune fetal. Los fetos ovinos infectados con el virus de la enfermedad de la frontera
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desarrollan hipotiroidismo y los bajos niveles de hormonas tiroideas afectan la
concentracion de la enzima 2’,3’'— nucleétido ciclico-3'-fosfodiesterasa, esencial para la
mielinizacion y el normal desarrollo del sistema esquelético. Se desconoce si el vDVB
induce fetopatias por un mecanismo semejante®®. La inmunohistoquimica reveld
abundante cantidad de antigeno en glandula pituitaria, hipotdlamo 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®.

175 dias de gestacién en adelante:

En esta etapa el feto se encuentra en un periodo de crecimiento general y es
inmunoloégicamente competente. Las infecciones en este periodo resultan en el
nacimiento de terneros seropositivos normales o débiles; mientras que los abortos son

ocasionales®.

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 originé inmunotolerancia. La infeccion 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’.

Enfermedad de las mucosas.

Esta condicidén solo ocurre en animales Pl que sufren sobreinfeccion con biotipos CP

homologos. En esta forma se aislan ambos biotipos, que son antigénicamente
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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®.

MANIFESTACIONES CLINICAS:
Diarrea viral bovina aguda: bovinos inmunocompetentes®.
Infeccién subclinica: fiebre, descarga oculonasal, leucopenia transitoria®.

Complejo diarrea neonatal bovina: manifestaciones clinicas mas severas, debido al

efecto inmunodepresivo del vDVB*.

Infeccidén aguda severa: caracterizada por fiebre elevada, signos respiratorios, diarrea,
abortos, caida en la produccién de leche y muerte subita®*. En otros casos, la
exposicion a cepas de alta virulencia ocasiona una enfermedad con signos clinicos y

lesiones anatomopatolégicas similares a la forma enfermedad mucosa 2.

Sindrome hemorragico: Se caracteriza por mucosas anémicas con hemorragias
petequiales y equiméticas, hipertermia, hemorragia en mdultiples sistemas organicos,
diarrea sanguinolenta, epistaxis, sangrado constante en los sitios de inyeccion, anemia,
leucopenia, trombocitopenia y muerte’*. Esta sintomatologia se atribuye a

trombocitopenia y alteracion de la funcién plaquetaria.
Inmunodepresion: ocasiona leucopenia y altera las funciones de los leucocitos,

aumentando la patogenicidad de microorganismos coinfectantes. Tiene una fuerte

afinidad por el tejido linforreticular, ocasionando necrosis y atrofia de dichos tejidos .
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Enfermedades respiratorias: origina inmunodepresion sistémica y pulmonar,
aumentando la patogenicidad de los restantes agentes respiratorios °. Ademas, se ha
demostrado que ciertos virus de la diarrea viral bovina actian como agentes primarios

de neumonias .

Trastornos reproductivos: El mayor impacto econémico de la infeccién con el vDVB
es el ocasionado por los trastornos reproductivos *’. Los efectos de la infeccién antes y

durante la gestacion se presentan en orden cronoldégico.

La infeccion aguda altera la funcién ovarica y reduce la fertilidad. ElI vDVB causa
ooforitis intersticial no purulenta, con necrosis de células de la granulosa y de los
oocitos **. Leucopenia® la disfuncién ovarica puede ser el resultado de la ooforitis y de
los cambios en la concentracién de citoquinas ovaricas™* la reduccion de los niveles de
estradiol durante la fase folicular pueden perjudicar el comportamiento estral, impedir la

ovulacién o reducir el nmero y calidad de oocitos liberados**.

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

manifestaciones clinicas de la infeccién durante estos intervalos de tiempo especificos.
Presentacion clinica

La infeccidn del ganado con el VDVB puede resultar en uno de tres sindromes (Figura
3): Diarrea viral bovina (o infecciéon postnatal primaria), la infeccién persistente y la
enfermedad de las mucosas puede desarrollar una infeccién respiratoria y digestiva®®.
En la Infeccion postnatal, con sintomatologia subclinica o severa, se puede infectar con

un biotipo cp o ncp y con alta mortalidad*®. (Ver Anexos Fig. 3)

La enfermedad respiratoria puede ser una de las principales manifestaciones de la
infeccion generalizada por vDVB. Existe evidencia epidemiolégica y experimental de

que BVDV esta directamente asociado con el “complejo respiratorio bovino (CRB)” %,
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La infeccidn reproductiva o infeccion fetal estd asociada con la diseminacion
transplacentaria del virus dependiendo del momento de la infecciébn durante la
gestacion, provocando muerte embrionaria, aborto, inmunotolerancia, defectos
congénitos, nacimiento de terneros deébiles; aunque también pueden nacer terneros
normales con anticuerpos neutralizantes precalostrales para BVDV *°.

La Infeccion persistente ocurre en animales infectados entre los 35 a 125 dias de la
gestacion con biotipos ncp. En este periodo, el sistema inmunoldgico fetal reconoce al
virus como propio y no genera respuesta inmune contra este; por lo cual, estos
animales nacen seronegativos y se convierten en los principales diseminadores o

reservorios asintomaticos de la enfermedad?.

La enfermedad de las mucosas se desarrolla a partir de animales persistentemente
infectados que adquieren un virus citopatico. El desarrollo de este sindrome es
dependiente de diferencias antigénicas o similitudes entre los dos biotipos del virus, por
lo tanto, no todas las combinaciones de biotipos no citopéticos y citopaticos resultan en
enfermedad de las mucosas. Es indispensable cierta homologia entre las cepas para
desarrollar esta forma de presentacion®. En este cuadro, la sintomatologia cursa con
pirexia, anorexia, diarrea aguda, Ulceras en cavidad bucal. Presenta baja morbilidad y

alta mortalidad que puede llegar al 100% 2.

Otra forma presentada es el sindrome hemorragico, se comenzd a presentar en
algunos hatos de Estados Unidos y Canada a mediados de los noventa, aunque ya se
ha evidenciado en paises de Europa y Sur América como Argentina y Brasil
respectivamente’®. Su nombre se debe a la presentacion de diarrea con sangre,
epistaxis, congestion en conjuntiva y mucosas, hemorragias petequiales y equiméticas
en mucosas, pirexia, leucopenia, linfopenia y neutropenia. Este sindrome se ha

asociado a cepas del genotipo 2, aunque no todas las cepas son altamente virulentas
24
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DIAGNOSTICO

Debido al amplio tipo y severidad de lesiones inespecificas, en ocasiones solo
evidenciadas por microscopia, el diagnostico se basa unicamente en el aislamiento del
virus o deteccion del antigeno viral especifico®. El objetivo principal del diagnéstico es la
deteccion y remocion de bovinos P, 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: Rebarfios con infeccién aguda sin animales Pl. Solo un pequefio porcentaje del

rebafio sera seropositivo.

Fase B: Rebafos infectados con animales Pl menores de 3-4 meses de edad. La
mayoria de los animales estan bajo una infeccibn 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: Rebarfios previamente infectados, donde los animales Pl han sido removidos
recientemente. Los animales jovenes seran seronegativos cuando pierdan sus
anticuerpos calostrales a los 6-8 meses de edad. Los animales adultos permanecen

seropositivos.

Fase E: Rebafo previamente infectado, donde los animales Pl han sido removidos
hace varios afios. Todos los animales jovenes seran seronegativos (excepto algunos

terneros con anticuerpos calostrales). Eventualmente el rebafio se volvera seronegativo
63

29



R 7
x% Determinacion de terneros permanentemente infectados (PI) de 3 a 12 meses de edad con el Virus de la §
b 4 . .. . L p
R Diarrea Virica Bovina (vDVB) en el municipio de Leén.

Estos estudios epidemioldgicos han permitido desarrollar diferentes métodos
serologicos para la deteccion de rebafios con infeccion activa (con bovinos PI) de

manera simple, eficaz y econémica.

El andlisis seroldgico de una pequefia muestra de sangre tomada al azar de terneros de
6 a 12 meses de edad permite distinguir rebafios con infeccidn activa, de rebafios sin
bovinos PI, con un alto grado de seguridad’®. 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
explotacién 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
62

Medir el nivel de anticuerpos en leche almacenada en tanques también permite
determinar el status infeccioso del rebafio™ y es ampliamente utilizado en paises que
estan controlando la enfermedad. Sin embargo, este método no distingue entre rebafios
con animales Pl y rebafios donde dichos animales han sido recientemente eliminados,
debido a que los titulos de anticuerpos en la leche declinan lentamente. Se recomienda
el uso de este método en las fases finales de un programa de erradicaciéon y en la

vigilancia de rebafios libres .
Deteccion del virus o componentes virales.
Una vez identificados los rebafios con infeccidn activa, se debe analizar individualmente

a los animales para detectar a los bovinos PI. Para ello contamos con cuatro métodos

diferentes.
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Aislamiento viral.

El aislamiento viral es el método de referencia, es 100% especifico y altamente
sensible. Sin embargo, es econémicamente prohibitivo para ser usado en el diagndstico
de animales Pl en un programa de control y erradicacién®®. 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 ul de suero problema e incubadas por 4
dias; la presencia de biotipos NCP se detecta con el empleo de anticuerpos anti-vDVB

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 vDVB en suero sanguineo. Comparado con el aislamiento viral, es un
método rapido y econdémico, por lo tanto, es el método de preferencia para la deteccion

a gran escala de animales PI 3%,

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 vDVB. Este sistema, comparado con el aislamiento
viral, ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (97,9% y 99,7%
respectivamente) 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 vDVB®™.

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
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muestras, posibilita el estudio retrospectivo de muestras enviadas para examen
histopatologico y permite una precisa asociacion entre el antigeno viral con tipos
celulares y lesiones histolégicas®.

La IHQ de tejidos fijados en formalina es el método diagndstico mas conveniente para
la deteccion del vDVB 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
desempefio: especificidad: 97% y sensibilidad: 97% “?. En casos de fetos con avanzada
autolisis, la IHQ de cerebro fijado en formalina se recomienda sobre el aislamiento viral

y la deteccion de antigeno por ELISA'®,

La presencia del antigeno del vDVB en queratinocitos de la epidermis y células
epiteliales de foliculos pilosos de bovinos PI clinicamente normales®, ha originado el
desarrollo de la técnica inmunohistoquimica en biopsias de piel para el diagnéstico de
estos animales. Esta técnica, en comparacion con el aislamiento viral, ha demostrado
ser eficaz, r4pida, econdémica, sencilla y facilmente implementable en cualquier
laboratorio de histopatologia. Ademas, la coleccion y remisién de las muestras al
laboratorio es simple. Las muestras fijadas 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 ?*. (Ver Anexos Fig. 4y 5).

La inmunoreaccion en piel de bovinos Pl permite visualizar al vDVB como estructuras
granulares de distinto diametro, localizadas en el citoplasma de todas las células
epiteliales de la epidermis y de los foliculos pilosos, células de las glandulas sebaceas,
células de las glandulas sudoriparas, histiocitos, musculo liso y células endoteliales’
(Figura 1). Este patrén de tincibn y la distribucibn de la inmunoreaccion son

caracteristicos de una infeccion persistente y deben tenerse en cuenta a la hora del
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diagnéstico inmunohistoquimico. Ademas, pudimos demostrar la presencia de
antigenos del vDVB en el citoplasma de las células que conforman la vaina de la raiz de
pelos extraidos manualmente de bovinos PI ® (Figura 2).

Sin embargo, no es recomendable el empleo de muestras de pelo para el diagnéstico
rutinario de estos animales, ya que pese a ser sumamente facil la toma de muestra, es
una técnica laboriosa que consume gran cantidad de reactivos y no permite el estudio
simultdneo de numerosas muestras. La inmunolocalizacién de este virus en tejidos
fijados en formalina al 10% empleando anticuerpos monoclonales es dificil, ya que es
un virus antigénicamente variable y sensible a los efectos de la fijacién. Sélo es posible
inmunomarcar el antigeno viral con los anticuerpos monoclonales 15.c.5 (Dr. Dubovi) y
WB210 (Central Veterinary Laboratory, UK), previo tratamiento proteolitico y térmico,
respectivamente. Por lo consiguinte, es mejor la utilizacién de anticuerpos policlonales

para el diagndstico inmunohistoquimico del vDVB en tejidos fijados en formalina al 10%
78

Deteccidn del &cido nucleico viral.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método rapido, sensible, que
detecta diversos vDVB y permite investigar un gran numero de muestras en corto
tiempo®’. 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 %.

Para maximizar la deteccion de vDVB se han seleccionado partidores de la regién 5" no
codificante del genoma pestiviral, ya que es la region del genoma que mas se conserva
entre los virus aislados. Sin embargo, Vilcek y col. (2001)*3**. Considerando la alta
variabilidad, recomiendan un cuidadoso examen de los partidores para asegurar que

sean capaces de detectar todos los virus del genotipo 1 del vDVB.
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Control y prevencién

La utilizacion de pruebas diagnosticas en los programas de control permiten: la
vigilancia o monitoreo de la prevalencia a nivel del hato asi como también a nivel
regional; establecer el estatus del hato frente a la enfermedad, e identificar animales PI
para su posterior eliminacion®®’. Entre las metodologias diagndsticas se tienen: la
deteccion de antigeno, la deteccién de anticuerpos y la deteccién del genoma viral .

La deteccion del antigeno mediante el aislamiento viral se facilita debido a que el virus
crece rapidamente en muchas lineas celulares. Sin embargo, esta prueba es de alto
costo, su ejecucién es laboriosa y se requieren varios dias para obtener resultados*?,
Es importante resaltar que una limitante mayor para el aislamiento es la posibilidad de
una contaminacion de los cultivos celulares con virus adventicio de DVB proveniente del
suero utilizado como suplemento, por tal motivo la interpretacion de resultados se debe
realizar cautelosamente**. El aislamiento se realiza a partir de suero o sangre, tejidos
fetales, secreciones corporales como fluido nasal, secrecion vaginal, semen entre

otros*?.

Los antigenos también se detectan en tejidos o improntas, mediante la utilizacion de las
técnicas inmunohistoquimicas. Estas técnicas emplean anticuerpos (Acs) monoclonales
o policlonales marcados, los cuales se visualizan con fluorescencia (IF) o peroxidasa
(IP). Esta metodologia es util para confirmar el aislamiento, debido a que la replicacién
del VDVB en las células puede o no inducir un efecto citopatico'’. Otra técnica de
deteccion de antigeno es el ELISA de captura, la cual emplea anticuerpos
monoclonales (MAbs) para inmovilizar un antigeno en particular como la proteina NS2-3

o la Erns'?’.

La deteccion de anticuerpos especificos se realiza mediante pruebas serolégicas las
cuales miden los titulos de anticuerpos tales como la seroneutralizacion o el ELISA
indirecto y competitivo. Los resultados de estas pruebas varian de laboratorio a

laboratorio, por la diversidad antigénica entre los diferentes aislamientos del VDVB*%.
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Los métodos de deteccion de genoma a través de la PCR se fundamentan en la
capacidad de oligonucledtidos especificos de DNA para unirse a blancos de secuencias
especificas como la region 5°del genoma. La RT-PCR (Reverse transcription
polymerase chain reaction o Reaccion de la Cadena de Polimerasa en Transcripcion
Reversa ) ha tenido amplia distribucion como método de diagndstico; asi como también
para la genotipificacion de cepas virales, permitiendo distinguir entre los diferentes virus

dentro del género Pestivirus'®.

Para la realizacion de esta prueba se emplean muestras de leche, 6rganos
homogenizados o suero, posteriormente el RNA viral se purifica y se transcribe a DNA
complementario (cDNA), mediante la enzima transcriptasa reversa. La aplicacion de
RT-PCR para propoésitos diagnésticos puede verse limitada por la contaminacién con

RNAsas o proteinas, generando falsos negativos*?.

El diagndstico de los animales Pl es de gran importancia debido a que ellos constituyen
los principales diseminadores de la enfermedad representando entre el 1 al 2% de la
poblacién bovina afectada®. Estos animales son inmunotolerantes, lo que indica que
eliminan altas cantidades de virus sin presentar anticuerpos dificultando su diagnéstico
cuando se emplean métodos seroldgicos. Por lo anterior, el diagnéstico de estos
animales se debe basar en la deteccion del antigeno o del genoma viral. Entre los
métodos disponibles se encuentra la RT-PCR; para animales mayores de 3 meses se
puede realizar ELISA de captura de antigeno (Ag) o aislamiento viral, igualmente, la

inmunohistoquimica en biopsia de piel (oreja) *2.

Identificacion y remocion de los animales persistentemente infectados.

Esta es una de las medidas de enorme trascendencia puesto que los animales con

infeccion persistente (inmunotolerantes) son los principales diseminadores del virus.
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Afortunadamente estos animales no superan al 2%, pero en algunos hatos pueden

alcanzar porcentajes superiores'’.

Este procedimiento debe hacerse cuando existen sospechas de tener la infeccion en el
hato; por ejemplo: incremento de la frecuencia de abortos, nacen terneros débiles o con
malformaciones congénitas, incremento en el numero de vacas que repiten el celo. En
tal situacion, debe muestrearse todos los animales mayores a 6 meses. Si en el hato
hay DVB, la prevalencia debe ser alta y los negativos deben ser considerados

sospechosos y eliminados del hato, si el porcentaje de estos animales es minimo.

La otra posibilidad de encontrar a estos animales es después de la vacunacion con
vacuna a virus muerto a todos los animales mayores a 6 meses, incluyendo la segunda
dosis al tiempo recomendado, y posteriormente se realiza el analisis serolégico a todos
los animales vacunados, aquellos que no responden a la vacunacion seran eliminados
del hato lo mas pronto posible. Esta medida serd repetida periddicamente para el
chequeo de aquellos animales que no fueron muestreados (terneros menores a 6

meses)°®.

Programas de erradicacioén

En cuanto a la erradicacion de la enfermedad, algunos paises han instaurado
programas basados en el control sistematico sin vacunacion y el control sisteméatico con

vacunacion®’.

El primero, el control sistematico sin vacunacion, consiste en la identificacion y
eliminacién de animales PI, seguido de un monitoreo continuo del hato, mediante la
realizacion de pruebas diagnosticas para confirmar su estatus libre o para detectar
nuevas infecciones®. En este programa también se implementan medidas de
bioseguridad como el control en el desplazamiento de animales entre fincas, la

realizacion de cuarentenas para animales nuevos que ingresen a las fincas, uso de
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semen certificado libre de la enfermedad, control en el ingreso del personal al hato,
entre otras. ®Este esquema se comenzé a implementar desde la década de los noventa
en los paises de la region escandinava (Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suecia) donde
en su mayoria hay declaracién de erradicacion de la enfermedad.*® Posteriormente, las
islas Shetland implementaron este programa donde también se declard la erradicacion
del BVDV. *Las pruebas diagnosticas realizadas bajo esta estrategia de erradicacion
se basan en serologias al azar o muestras del tanque de la leche para medir los titulos

de anticuerpos, asi como también la realizacién de RT-PCR.

El Control sistémico con vacunacion: consiste en la implementacion de esquemas de
vacunacion destinados a la erradicacion. Este programa se ha desarrollado en paises
donde el control mediante la eliminacion de Pl y la implementacién de medidas de
bioseguridad no han sido suficientes, como es el caso de Alemania. ®8En este pais se
implementd la vacunacién con el fin de prevenir la reintroduccion de la enfermedad y la
reintroduccion de animales Pl. Con el empleo de vacunas se espera que se reduzcan
los signos clinicos asociados con la infecciébn con el BVDV y que estas provean un
mejoramiento reproductivo al reducir las tasas de abortos, muertes embrionarias y el

nacimiento de terneros PI.

Para un control eficiente de la enfermedad es importante que la vacunacion confiera
altos niveles de proteccion para la madre y para el feto; asi mismo, que la vacuna
proteja contra los dos genotipos de VBVB. "* Entre los protocolos vacunales empleados
se ha sugerido una primo-vacunacion con una vacuna inactivada y 4 semanas después
una revacunacion con una vacuna a virus modificado; esto con el fin de generar una
eficiente inmunidad humoral y celular, asi como también desarrollar proteccién fetal.
En otros paises como Colombia, los métodos de control para BVDV se basan sélo en el
empleo de vacunas desconociendo el estatus libre del hato frente a la infeccion viral, de
igual manera no se realiza la deteccion de animales Pl y no se implementan medidas

de bioseguridad, este tipo de programa es conocido como control no sistematico. 8
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Entre las vacunas disponibles actualmente en el mercado nacional e internacional se
encuentran las vacunas inactivadas y las de virus vivo modificado (VLM). En su
mayoria, estas vacunas vienen en presentacion polivalente junto con otros antigenos
virales tales como: IBR (Rinotraqueitis Bovina Infecciosa), PI-3 (Parainfluenza Bovina),
BRSV (Virus Sincitial Respiratorio Bovino); asi como algunos antigenos bacterianos
(Pasteurella spp, Moraxella spp, entre otros) (Tabla 1). Actualmente se vienen
desarrollando vacunas con vectores recombinantes basadas en DNA plasmidico o
101

vectores virales, las cuales todavia estan en etapa de experimentacion.
tabla 1).

(Ver Anexos

Vacunas Inactivadas: Son vacunas en las que los virus pierden su capacidad infectiva
y replicativa mediante la inactivacion con quimicos como la Etilamina Binaria (BEI), la
Beta propiolactona, entre otros. Este tipo de vacunas se deben administrar con
adyuvantes para alcanzar una mejor respuesta inmune. *° Son vacunas muy seguras y
se pueden administrar en cualquier momento de la gestacion; pero requieren de una
inmunizacién cada 6 meses para mantener los niveles de anticuerpos vacunales .*%
Estas vacunas no inducen inmunidad celular y pueden retener una efectividad residual
si la inactivacién no fue realizada correctamente. **° Asi mismo, pueden inducir
reacciones inflamatorias localizadas, y adicionalmente requieren altos costos en su

produccién. &

Vacunas a virus vivo modificados (LMV): Estas vacunas contienen cepas atenuadas
del VBDV capaces de replicarse en el huésped. La atenuacion se realiza mediante
pasajes en serie en los cultivos celulares. *®’La induccién de la respuesta inmune es
rapida pudiéndose detectar Acs dentro de las 4 semanas posvacunales vy
manteniéndose estos altos por mas de un afio. Entre las desventajas en el empleo de
estas vacunas estan la presentacion de efectos colaterales por la capacidad de
atravesar la barrera placentaria e infectar el feto, asi como la generacion de
inmunosupresién predisponiendo al animal a infecciones con otros patégenos. ®° La

LMV ha mostrado seguridad cuando se administra al ganado 4 semanas pre-
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inseminacion. *Estas vacunas también pueden presentar alta frecuencia de
recombinacién genética con cepas de campo y mala respuesta inmune por fallas en el

almacenamiento o manejo. "

Muchas de las vacunas LMV e inactivadas que se encuentran comercialmente
contienen el genotipo 1 y no proveen proteccién cruzada contra el genotipo 2, esto
indica que la exposicidn a uno de estos genotipos no asegura la proteccion contra el
otro. Se ha establecido una mayor proteccién cuando los animales se exponen al
mismo genotipo con el cual han sido vacunados, que cuando se exponen a un genotipo
diferente, *°® Para mayor proteccion, algunas casas comerciales han introducido los dos

genotipos en sus vacunas.™'® (Tabla 1).

Vacunas en Experimentacion: Entre las metodologias biotecnolégicas mas usadas
para la generacion de vacunas se encuentran el empleo de DNA plasmidico y los
vectores virales. Estas técnicas se fundamentan en el uso de un vector que permite una
eficiente expresién de un transgen (generalmente un antigeno viral) y su correcta
presentacion generando una potente inmunidad humoral y celular. *° Los vectores
empleados en terapia génica se clasifican en dos categorias: virales y no virales. **Para
incrementar su eficiencia cuando son empleados como vacunas recombinantes, se
introducen elementos o secuencias dentro de los vectores que maximicen la expresion
de las proteinas virales. Estos elementos son promotores, intrones, sefiales de poli-

adenilacién, entre otros.”®

En el caso del vDVB, el transgen més empleado es el que codifica para la proteina viral
mas inmunogénica: la glicoproteina (gp) E2 de la envoltura. La secuencia de esta
proteina se ha clonado de forma completa, truncada o quimérica (unida a proteinas del
vector). Esto se debe a que cada una de estas formas modifica la expresion de la
glicoproteina en la superficie celular y por consiguiente su presentacion y respuesta

inmune 3%
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El empleo de la proteina incompleta se debe a que la proteina completa es retenida
dentro de la célula ya que su extremo C-terminal funciona como dominio de anclaje de
membrana; de igual manera, contiene una sefal de localizacion intracelular la cual es
responsable de su retencion en el reticulo endoplasmico. Esta retencion hace que
genere una menor respuesta inmune al no ser detectada por el sistema inmune, a
diferencia de la proteina truncada o con delecion del dominio de anclaje en membrana,

la cual alcanza la superficie celular y por lo tanto genera una mayor respuesta inmune.
32

Asi mismo, la construccion de proteinas quiméricas unida a secuencias sefiales como
la gp D del Herpesvirus o el factor activador plasminégeno t-Pas o unida a proteinas
virales como la proteina G del VSV, facilitan la expresion de la proteina E2 en la
superficie celular. ®Esta proteina ha sido la Gnica detectada tanto en lisados como en
sobrenadantes de cultivos de células Cos-7 transfectadas. ®'Es importante resaltar, que
no solo la version completa o truncada de la proteina E2 afecta la respuesta inmune en
el organismo, esta respuesta también esta asociada con el tipo de vector en que se
transporte la proteina. Igualmente con la presencia de promotores en el vector que
faciliten la expresion del transgen.

En el mismo estudio de Liang et al (2006) 3! el plasmido DNA con la proteina E2
truncada unida a una secuencia sefial fue la Unica capaz de inducir titulos
neutralizantes posteriores a la inmunizacion de ratones. Estos resultados difieren de los
realizados por Medhy et al. (1996) * donde la proteina E2 completa insertada en un

vector adenoviral fue capaz de inducir titulos neutralizantes.

En la construccion de plasmidos policistrénicos para el vDVB que codifiquen la proteina
E2 de los dos genotipos, la expresion e inmunogenicidad se puede ver alterada por
cambios conformacionales, esto se relaciona con la posicion de las secuencias ya sea
en el extremo C terminal o N terminal del plasmido. Se ha determinado que los
plasmidos con las secuencias en el extremo N-terminal presentan una mayor expresion

de la proteina transgénica. &
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Las proteinas inmunogénicas del vDVB se han expresado a través de varios plasmidos
DNA y en diferentes vectores virales. Entre los vectores virales vacunales usados para
el vDVB y otros virus animales se encuentran: los herpesvirus, adenovirus, baculovirus,
poxvirus, togavirus y retrovirus. Para poder ser empleados como vectores, a estos virus
se les realiza delecion de genes involucrados en el proceso replicativo lo que disminuye
su infectividad; en estos sitios de delecion se introduce el gen o genes de interés
(transgen). *® En algunos vectores virales se han realizado deleciones completas del

genoma dejando solo sus extremos para incrementar la capacidad de clonaje.

En otros vectores se han realizado detecciones de secuencias para proteinas
involucradas en la respuesta inmune del huésped para disminuir la citotoxicidad. ®Entre
las desventajas que presentan estas vacunas estan la corta expresion del transgen, ya
sea por la respuesta inmune generada contra las proteinas del vector viral o por la
presencia de anticuerpos pre-existentes contra el virus que sirve como vector vacunal.
Para solucionar este problema se utilizan serotipos virales que infectan otras especies

contra los cuales no hay inmunidad preexistente.

Otras de las desventajas
potenciales son el riesgo de generar mutaciones por integracion del vector viral en el
genoma de la célula huésped (retrovirus), perdida de la atenuacion y/o diseminacién de

una infeccién inadvertida. ”°

En el caso de las vacunas de DNA plasmidico las cuales usan los plasmidos como
vector, se puede expresar una (plasmidos monocistrénicos) o varias proteinas virales
de interés (plasmidos policistrénicos) “° La respuesta inmune celular generada por estas
vacunas ha mostrado ser mayor a la respuesta alcanzada por las vacunas vivas
atenuadas; sin embargo, la respuesta inmune humoral se ha visto limitada
probablemente debido a la cantidad de antigeno administrado intradermal o
intramuscular ya sea mediante agujas hipodérmicas o mediante el uso de pistolas

liberadoras de genes .*%°
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Los plasmidos se pueden administrar de forma desnuda (N-DNA) o unidos a liposomas
cationicos (L-DNA); estas dos formas inducen una respuesta inmune; sin embargo,
estudios realizados por Harpin et al *® han mostrado luego del desafio con BVDV una
mejor respuesta 0 mayor proteccion contra la enfermedad con el DNA desnudo que con
el L-DNA.>®

Para lograr una mayor respuesta tanto humoral como celular se ha comenzado a
introducir dentro del DNA plasmidico genes que codifiquen Interleuquinas, tales como la

IL-2, IL4, IL12, entre otras; las cuales estimulan las células Thly Th2.”

Al igual que las vacunas convencionales, los factores que afectan la inmunogenicidad
empleando vectores, son la ruta de administracion y el nidmero de inmunizaciones
requeridas.”” Adicionalmente, se debe tener en cuenta la estructura del vector
(presencia de secuencias estimuladoras como promotores), cantidad del vector liberado

y los niveles de expresién del antigeno. "

Para ejecutar un programa de control exitoso en cualquier hato se requiere conocer el
estatus de la enfermedad, detectar la presencia de animales PI, determinar las
caracteristicas del hato (abierto o cerrado, nimero de animales, tipo de produccion,
entre otras) para implementar el siguiente paso: la eliminacion paulatina de animales PI,

la vacunacién y el empleo de medidas de bioseguridad.
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VIl. DISENO METODOLOGICO.
Tipo de estudio:
Descriptivo de tipo transversal.
Ubicacion del estudio:

Se realiz6 en el municipio Ledn, que se encuentra a unos 20 km de la costa pacifica en
una posicion geografica de 12° 26 latitud norte y 86° 53 longitud oeste, a 109 msnm.
Las fincas de estudio seran 8 fincas aledafias: Ceiba Mocha, Sin Nombre (S/N), Palo

Quemado, Alimentos Metropolitanos, Chiriqui, La Cabullera, El Pegon y Santa Clelia.
Poblacion en estudio:

El presente estudio se realiz6é en el departamento de Ledn, municipio de Ledn; ubicado
en el occidente de Nicaragua, y el tamafio de la poblacién en las 8 fincas a muestrear

es de 226 terneros.
Tamafo y seleccién de la muestra:

Se recolectaron 122 muestras en 8 fincas. Se muestrearon terneros de 3 a 12 meses de
edad machos y hembras equitativamente segun el porcentaje de estos en las fincas.
Para la determinacion del tamafio de la muestra, se realizd el célculo utilizando el
programa Win Episcope 2.0, estimacion de porcentajes. A partir de una poblacién de
226 terneros, una prevalencia esperada del 22% (Hernandez Centeno, Méndez Anton,
2009)°, error aceptado del 5% y un nivel de confianza del 95%, se determiné una

fraccién de muestreo de 53.85% que equivale a 122 terneros.
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La seleccidon de la muestra se hizo por conveniencia, tomando en cuenta solamente las
fincas en donde no se aplico vacunas contra el vDVB; y se codificaron del numero 1 al 8

segun la siguiente tabla:

Numero de la finca Nombre de la finca
Ceiba Mocha
S/N
Palo quemado
Alimentos Metropolitanos
Chiriqui
La Cabullera
El Pegon
Santa Clelia

O~NO Ol WN PR

Criterios de inclusion:

(@]

Que los terneros tengan entre 3 y 12 meses de edad.
Que sean terneros machos y hembras.

(@]

O

Que no hayan sido castrados.

Que el propietario acepte la participaciéon voluntaria.

(@)

Criterios de exclusion:

o Que hayan sido vacunados - ellos o la madre - frente al vDVB.

o Que los propietarios no hayan querido participar.

Técnicas y métodos de recoleccién de los datos:

En primera instancia se les explicara a los duefios de los terneros los objetivos del
estudio (consentimiento informado), luego se procedera a la aplicacion de un
instrumento de recoleccion de datos sobre el hato, para posteriormente extraer 10 ml de

sangre por venopuncion de la yugular de los bovinos muestreados.
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Limitaciones:

e Muestras perdidas por mal manejo y hemdlisis.

e Falta de estudios realizados anteriormente en terneros.

Ventajas:

e Acceso facil al muestreo, debido a que las fincas estan cerca de la ciudad.
e Participacion voluntaria de parte de los propietarios.

e La prueba ELISA de captura de antigenos es de alta confiabilidad para detectar

animales PI.

Divulgacion de los resultados:

e Tesis de pregrado.
¢ Retroalimentacion a los propietarios.
¢ MAGFOR.

Recolecciéon de las muestras de sangre:

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena yugular, utilizando
jeringas descartables con agujas No. 16 para cada ternero. Se enviaron las muestras
inmediatamente en termos al laboratorio dispuestas en gradillas y en tubos

debidamente rotulados.

Diagnostico:

Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 7 minutos para la extraccion del suero y
se depositaron en viales de 1.5 ml, luego se almacenaron a -20°C para su posterior
analisis.
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Se utilizaron dos diferentes tipos de diagnostico, uno de deteccion de animales
serolégicamente positivos (Prueba de captura de anticuerpos) y el otro de confirmacion

de los virol6gicamente positivos (Prueba de captura de antigenos).

Las muestras fueron procesadas utilizando un kit de ELISA (HERDCHEK* BVDV) para
la deteccidn de anticuerpos frente al virus de Diarrea viral bovina y otro kit de ELISA de
la misma casa comercial para captura de antigeno viral. El analisis se realizé segun los

procedimientos prescritos en el Kit.

El de deteccion consiste en una técnica ELISA indirecta donde se utilizan placas de
microtitulacion tapizadas con antigenos del vDVB. Los anticuerpos frente al vDVB
presentes en la muestra se unen al antigeno de la placa. El diagndstico de confirmacion
estd diseflado para detectar antigenos de vDVB. Se han configurado placas de

microtitulacién tapizadas con anticuerpos monoclonales especificos al virus.

Técnica:

Deteccién de anticuerpos frente al vDVB:

Los anticuerpos frente al vDVB presentes en la muestra se unen al antigeno de la
placa. El material no ligado se elimina mediante un lavado. EI complejo antigeno-
anticuerpo se detecta mediante un conjugado peroxidasa de rabano, el resto de
conjugado se elimina mediante el lavado de la placa y se afiade una solucion de
sustrato/cromdgeno. En presencia del enzima, el sustrato se convierte en producto que
reacciona con el cromégeno generando una coloracién azul. Al afiadir la solucion de
frenado se genera un color amarillo. La absorbancia se mide en el espectofotometro a
una longitud de onda uUnica de 450 nm. [A (450)] o a una longitud de onda dual de 450
nm y 650 nm [A (450/650)]. El cociente M/P de las muestras se calcula usando la

absorbancia [A (450)] o [A (450/650)] de la muestra y un control positivo, corregida con
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la absorbancia del control negativo. El desarrollo del color indica la presencia de

anticuerpos frente al vDVB en la muestra (resultado positivo).

Deteccion de antigenos del vDVB:

El antigeno del vDVB de la muestra es capturado en las placas. Tras la incubacion de la
muestra en el pocillo, el antigeno es detectado por anticuerpos especificos y conjugado
de peroxidasa de rdbano picante. Después se lava el conjugado sin enlazar para
eliminarlo y se afiade una solucidn de sustrato/cromégeno. En presencia del enzima, el
sustrato se convierte en un producto que reacciona con el cromogeno, generando una
coloracion azul. Con la adicién de la solucion de frenado se genera un color amarillo. La
absorbancia se mide con el espectofotometro a una longitud de onda Unica de 450 nm.
[A (450)] o doble de 450 nm y 650 nm [A (450/650)]. El valor de la densidad optica (DO)
corregida de las muestras se calcula usando la absorbancia [A (450)] o [A (450/650)]

obtenida con la muestra del ensayo y corregida con la absorbancia del control negativo.

Interpretacion estadistica:

Se estructuré una base de datos en el programa estadistico SPSS (Statistical Package
for Social Sciences), en la que se ingresaron los datos de cada ternero muestreado. Se
utilizé la estadistica descriptiva, donde se describié las frecuencias relativas de los
animales que dieron positivos 0 negativos a la prueba de captura de anticuerpos. A los
animales que den negativos a la prueba para captura de anticuerpos se les realizé la
otra para deteccién de antigenos, y de esta manera confirmar a los animales PI.
Ademas se realiz6 una inferencia sobre pardmetros en ambas variables. Los resultados
se presentaron a través de graficas y tablas de frecuencias mostrando el porcentaje de

las variables del estudio.
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VIIl. RESULTADOS

La seroprevalencia de Diarrea viral bovina fue de 46.72% (57/122) en las ocho fincas, y

el porcentaje de positivo en cada una de las fincas se describe en la siguiente tabla:

Distribucién de animales positivos a Diarrea viral bovina por ELISA (Ac) en fincas del

municipio de Leon.

Finca Positivos Porcentaje
1. Ceiba Mocha 13/31 41.9
2. SIN 1/10 10
3. Palo quemado 3/18 16.7
4. Alimentos Metropolitanos 2/9 22.2
5. Chiriqui 217 28.6
6. La Cabullera 1/5 20
7. El Pegon 5/5 100
8. Santa Clelia 30/37 81.1

La menor prevalencia se encuentra en las finca No. 2 con 10% (1/10), No. 3 con 16.7%
(3/18) y No. 6 con 20% (1/5).

En Cambio las No. 7 y No. 8 presentaron prevalencias de 100% (5/5) y 81.08% (30/37),

respectivamente.
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En relacion a la cantidad de hembras y machos positivos a Diarrea viral bovina, los

resultados se distribuyeron de la siguiente manera:

Categoria Resultado Porcentaje
Machos Positivos 28 22.9
Machos Negativos 24 19.7
Machos Dudosos 1 0.8
Hembras Positivas 29 23.8

Hembras Negativas 34 27.9
Hembras Dudosas 6 4.9
TOTAL 122 100

En cuanto la cantidad de hembras y machos positivos no se obtuvieron resultados
significativos, con una diferencia que oscila entre el 0.9% - 8.2%, incluyendo en ese

rango también a los animales dudosos.

De los resultados positivos obtenidos por la prueba de ELISA tipo indirecto, se les

realizé un ELISA de captura de antigeno, no obteniendo ningun positivo.
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IX. DISCUCION

La deteccion de anticuerpos frente al vDVB en el 46.72% de la poblacion bovina de
hatos sin historia de vacunacion, indica una evidente exposicion de los animales al virus
de campo, en comparacion con los resultados obtenidos en el 2009 que fue de 21.2%.%*
Los resultados también indican que el virus se encuentra distribuido en todas las fincas

del estudio, con animales reactores en mayor o0 menor cuantia en cada una de ellas.

La infeccion fue aparentemente de tipo subclinica, ya que los animales muestreados no

presentaron sintomatologia, pero si un contacto con el agente.

El virus tiene mayor oportunidad para infectar a los animales susceptibles en
poblaciones numerosas y de crianza intensiva, situacién que podria estar ocurriendo en
la Finca No. 8 que presento el 81.08% (30/37).

Es importante considerar la inmunidad de tipo calostral del ternero, y que en los bovinos
los anticuerpos pasivos no son detectados partir de los 6 meses de edad, lo cual nos
permite inferir que los animales reactores en la mayoria de los casos estuvieron

expuestos en algiin momento al virus de campo.*?

En cuanto a la deteccion de animales PI, no se encontraron posiblemente porque estos

animales, en caso de aparecer, probablemente murieron tempranamente.
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X. CONCLUSIONES

3 Se encontraron anticuerpos especificos frente al vDVB en el 46.72% de los

animales muestreados.

©3 Ningun ternero dio positivo al prueba de ELISA para captura de antigeno.

3 No se encontr6 una correlacion significativa entre el porcentaje de animales

reactores y PI.
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Xl

o3

o3

. RECOMENDACIONES

Tratar de no hemolizar las muestras porque puede provocar falsos positivos.

Para los proximos estudios, es muy apropiado realizar también la prueba ELISA
Ag. a todos los animales independientemente del resultado obtenido en la
prueba ELISA Ac., ya que la muestra pudo ser tomada en una fase de infeccién

aguda con seroconversion.

Iniciar un programa de vacunacion frente al vDVB en las fincas muestreadas,
vacunando antes de la primera monta o inseminacion, y revacunando cada seis
meses. Vacunar a las madres, terneros mayores de seis meses y también
sementales, todo esto, dirigido a los animales reactores a la prueba ELISA Ac. y
también a los negativos a ELISA ag., ya que el vDVB de campo puede infectar a

cualquier animal sano.
Aplicar una prueba mas especifica tipo RT-PCR, para la deteccién de PI.

Establecer un programa de vigilancia epidemioldgica en el hato que permita

conocer la condicion sanitaria de los animales que ingresan.

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

la incidencia del agente a través de fomites.
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ANEXOS

Resultados para deteccion de Ac. en la finca No. 1

Porcentaje

Positivo
Negativo

13 Dudoso

14

4

Resultados para deteccidon de Ac. en la finca No. 2

90%
100 ~
50 -
10%
0%
0
Positivo Negativo Dudoso
1 9 0
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Resultados para deteccidon de Ac. en la finca No. 3

66.7%

60 -
50 -
40 -
30 - 16.7% 16.7%
20 -

Positivo Negativo Dudoso

3 12 3

Resultados para deteccidon de Ac. en la finca No. 4

Positivo Negativo Dudoso
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Resultados para deteccidon de Ac. en la finca No. 5

80

60

40

20

Positivo
Negativo

2

5

Resultados para deteccidon de Ac. en la finca No. 6

0%

-_—

Positivo Negativo Dudoso

1 4 0]
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§

Resultados para deteccion de Ac. en la finca No. 7
100%
100% -
80% -
60% -
40% -
20% - 07 07
0%
Positivo Negativo Dudoso
5 0 0

Resultados para deteccion de Ac. en la finca No. 8

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 Ay

Positivo Negativo Dudoso

30 7 0]
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Determinacion de terneros permanentemente infectados (PI) de 3 a 12 meses de edad con el Virus de la

Diarrea Virica Bovina (vDVB) en el municipio de Ledn.

Resultados obtenidos en la prueba de ELISA Ac. en todas las fincas

46.72%
50

47.54%

40

30

20

10

5.74%

Positivo
Negativo

Dudoso

Grafica comparativa segun el sexo de los terneros
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§

Resultados obtenidos en la prueba de ELISA Ag. en todas las fincas

100%

%
+
0 D
122
0
Envoltura
viral

Figura 1. Representacion esquematica del virion del BVDV. El BVDV esta
constituido por 3 proteinas de envoltura (Ems, E1y E2) y la proteina de la
capside viral la cual empaqueta el ARN genomico.
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Figura 2. Representacidn esquematica del genoma del VOVB. El BVDV esta compuesto por 4 proteinas virales estructurales (C, Ems,
E1y E2) y de 7 a 8 proteinas no estructurales dependiendo ¢l biotipo. Esta dierencia de proteinas en los biotipos ocurre por clivae de la
NS2-3 en los biotipos cp dando ongen a la proteina NS3,

Primer Sindrome: Diarrea Viral

Infeccion s
inarome
= D.VB |:> ﬁl E> respiratorio,
biotipo cp ol digestivo o
o ncp ) reproductivo

Segundo Sindrome: Persistentemente infectados

Infeccion —— m
DVB ” \ &
= N =

biotipo
ncp

Vaca gestante Temero Pl con
Primer trimestre biotipo ncp

Tercer Sindrome: Enfermedad de las mucosas

Infeccion con cepas -
homologas de l:> m
Temefo ‘PI ncp con Sobre infeccion con

biotipo ¢cp biotipo cp

Figura 3. Diagrama de los diferentes sindromes ocasionados por la infeccion con VDVB.
La infeccion posnatal es la forma clasica de la enfermedad, la cual resulta en infeccion
subclinica o enfermedad severa. El desarrollo de la infeccion persistente se debe a la
exposicion al virus en el primer tercio de la gestacion cuando el sistema inmune del feto
esta en desarrollo, convirtiendo a los terneros en los principales diseminadores de la
enfermedad. La enfermedad de las mucosas se desarrolla a partir de animales Pl que
adquieren un virus citopatico.
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Tabhl.VacmumwaeloomoldeBVW.Adamdodenegmode Biologicos veternarios vigentes 2008, http:/ wso.
KA.Q0VCO

Biolégicos disponibles para BVDV en Colombia

2 Tipo de vacuna
Laboratorio Nombre Componentes para DVB
3 Viral Shield 4 IBR, DVB cp y ncp; Pl -3,BRSV z =
Novartis Viral Shield 6+VL5 Campylobacter fetus, Leptospira spp (5) '"activada
Triangle 3 IBR, DVB cp y ncp; Pl -3,BRSV
Fort Dodge IBR, DVB | y Il, PI-3,VRSB, Leptospira  Inactivada**
Traingle 8 1l DVB spp(5)
Bovishield 4 IBR, DVB | y Il, PI -3,BRSV LMV***
Pfizer Bovishiel Gold FP5 +L5 IBR, DVB, PI -3,VRSB, Leptospira spp (5)
Cattle Master 4 IBR, DVB, PI -3,BRSV Inactivado***
Santa Helena Bovisan ;s:'slzvp& Campylobacter fotus, Leptos- . o

IBR, DVB,PI3, Pasteurella haemolytiva y
Providean respiratoria  multocida,
Tecnovax Haemophilus sommus Inactivado****
Providean reproductiva IBR, DVB, Leptospira spp. (5), Campylo-
bacter foetus, Haemophilus sommus
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