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Resumen

El virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) ha tenido gran importancia desde su aparicion
en el afio 1946 hasta la actualidad ocasionando problemas productivos y reproductivos
gue conlleva a grandes pérdidas econémicas en la ganaderia bovina. La manifestacion
subclinica de este virus es muy perjudicial en el hato bovino por su dificil deteccion, por
lo que, en los laboratorios se utilizan pruebas serol6gicas y moleculares para identificar
al agente viral y eliminar a los animales Persistentemente Infectados (Pl), bovinos que
son la principal fuente de infeccién y constituyen el principal reservorio del virus en la
naturaleza. La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la presencia de
terneras Pl infectadas con el vDVB en tres hatos de produccion lechera, ubicados en el
canton Mejia, de la provincia de Pichincha. Se recolectaron 85 muestras sanguineas de
terneras de 0 hasta 120 dias de edad, no inmunizadas activamente con vacunas
comerciales. Se analizaron los sueros por medio del Ensayo de Inmunoadsorcion
Ligado a Enzimas (ELISA) tipo Sandwich de captura del vDVB. Se obtuvo una
prevalencia del 0% de circulacion viral tanto por finca como por raza y edad. No se
encontraron factores de riesgo asociados al vDVB en los tres predios de produccién
lechera. Los resultados obtenidos se pueden relacionar con el programa sanitario
establecido para control de vDVB y las normas de bioseguridad que evitan el ingreso de

animales que podrian ser portadores de enfermedades infectocontagiosas.

Palabras clave: terneras, persistentemente infectado (PI), virus de la diarrea

viral bovina (vDVB), prevalencia, ELISA de captura de antigenos.
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Abstract

The Bovine Viral Diarrhea virus (vDVB) has had great importance since its appearance
in 1946 until today, causing productive and reproductive problems that lead to great
economic losses in cattle ranching. The subclinical manifestation of this virus is very
harmful in bovine herd because of its difficult detection, so serological and molecular
tests were used in laboratories to identify the viral agent and eliminate persistently
infected animals (PI's). Cattle that are the main source of infection and constitute the
main reservoir of the virus in nature. The aim of this investigation was to determine the
presence of Pl calves infected with vDVB in three dairy herds, located in the Mejia
canton of Pichincha province. 85 blood samples were collected from calves aged 0
to120 days, not actively immunized with commercial vaccines. Serums were analyzed
through the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) type vDVB trapping
sandwich. A prevalence of 0% of viral circulation was obtained both by farm and by race
and age. No risk factors associated with vDVB were found in the three dairy farms. The
results obtained can be related to the health program established for the control of vDVB
and the biosecurity standards that prevent the entry of animals that could be carriers of

infectious diseases.

Keywords: calves, persistently infected (PI), bovine viral diarrhea virus (BVDv),

prevalence, antigen capture ELISA test.
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A mediados del afio 1946, en Canada, aparecid por primera vez la “enfermedad

X", denominada de esta manera por ser de origen desconocido en el medio ganadero.

Esta enfermedad afectaba cominmente al ganado bovino joven con presencia de
lesiones en las mucosas (Childs, 1946). En el mismo afio, un problema similar se
registré en EE. UU, en la ciudad de New York, en vaconas de entre 8 a 14 meses de
edad. La enfermedad se manifest6 con sintomas de fiebre y abundante diarrea, y por
sus caracteristicas clinicas se la denominé como diarrea viral bovina (Olafson et al,
1946). Esta enfermedad de origen viral afecta a todas las razas y edades del ganado
bovino, asi como también a otros rumiantes y animales domésticos (Yarnall &
Thrusfield, 2017).

El vDVB tiene distribucién mundial con gran incidencia en la ganaderia bovina
por tal motivo, estudios realizados en varios paises han determinado datos de
prevalencia de aproximadamente un 0,5% a 2% de animales persistentemente
infectados (PI) con vDVB y del 60% al 85% de bovinos que presentan anticuerpos
contra vDVB (Houe, 1999).

En el Ecuador, se realiz6 un estudio en la zona de Vilcabamba, utilizando una
prueba Inmunoensayo Ligado a Enzimas “Enzyme Linked Immunosorbent Assay”
(ELISA) de tipo indirecto para deteccion de anticuerpos, obteniendo porcentajes de
seropositividad en un rango de 24,7% a 87,8% (Labanda, 2015). La ausencia del

diagnostico y deteccion temprana de animales Pl ha impedido que exista un control

efectivo en ganaderias bovinas para una adecuada eliminacién de este tipo de bovinos.
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Para el diagnéstico del vDVB, existen técnicas moleculares que permiten tipificar
el virus. Las pruebas de diagnostico pueden ser de tipo moleculares como la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT — PCR) o por métodos serolégicos
indirectos o directos como es la prueba ELISA. La prueba diagndstica ELISA de captura
de antigeno, es la que mayormente se utiliza, por ser una prueba rapida y econémica
para la deteccion de animales Pl (OIE, 2018).

Los bovinos PI se generan cuando la vaca es infectada con un biotipo no
citopéatico (NCP) del vDVB en el tercer mes de gestacion, donde la inmunidad en el feto
es muy susceptible a la infeccion viral (Chase, 2013; Grooms, 2004). En esta etapa, el
feto bovino no responde inmunolégicamente con la generacion de anticuerpos contra el
vDVB.

La falta de respuesta inmune en el feto bovino infectado, se debe a que su
sistema inmune identifica a las proteinas virales como propias de su organismo, por
consiguiente, al nacimiento estos bovinos denominados PI son los principales
diseminadores de virus en todo el hato bovino susceptible (Houe, 1999).

Los animales PI forman el principal reservorio del virus en la naturaleza y son los
gue infectan a todo el ganado bovino. Por esta razén, es importante detectarlos en sus

primeros meses de vida para lograr tener un control efectivo de la infeccién (OIE, 2018).

Justificacion

La Diarrea Viral Bovina es una enfermedad viral infectocontagiosa que ocasiona
problemas en el sistema reproductivo en los predios de produccion lactea y céarnica lo
cual retrasa el mejoramiento genético, baja la productividad e incrementa los gastos en
la sanidad animal (Baker, 1990).

En el Ecuador, la Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario

(AGROCALIDAD) manifiesta que el vDVB es de natificacion obligatoria; sin embargo, no
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existe un control oficial estructurado o un lineamiento técnico que facilite un adecuado
sistema de prevencion ante la mencionada enfermedad viral (AGROCALIDAD, 2020).
La presente investigacion se enfoco en diagnosticar la presencia de terneras Pl
infectadas con el vDVB no mayores de 120 dias de edad que no han sido inmunizadas
con vacunas vivas atenuadas o muertas o inactivadas, provenientes de tres hatos de
produccién lechera ubicados en el canton Mejia de la provincia de Pichincha — Ecuador.
El propésito de esta investigacion, fue ademas incentivar a los productores a
establecer programas de diagnostico, control y eliminacion temprana de terneras Ply

contribuir en la mejora sanitaria del sector ganadero del pais.

Objetivos

Objetivo General
Determinar la presencia de terneras persistentemente infectadas (PI) con el virus
de la diarrea viral bovina (vDVB) en tres hatos de produccion lechera del cantén Mejia —

Ecuador.

Objetivos Especificos

Determinar la prevalencia del vDVB y su distribucion en funcion de variables
independientes (raza y edad), mediante la prueba seroldgica ELISA Sandwich para
captura de antigeno (ID Screen® BVD P80 Antigen Capture).

Identificar los posibles factores de riesgo asociados a esta enfermedad viral por
medio de la aplicacién de una encuesta epidemiolégica dirigida a los propietarios del
predio.

Dar a conocer los resultados y recomendaciones para el control del vDVB a

productores de los tres hatos lecheros muestreados del canton Mejia — Ecuador.
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Hipotesis

Hipdtesis nula
No se demuestra la presencia de terneras persistentemente infectadas (PI) con
el virus de la diarrea viral bovina (vDVB), en los tres hatos lecheros muestreados

utilizando un ELISA Sandwich.

Hipotesis alternativa
Se demuestra la presencia de terneras persistentemente infectadas (PI) con el
virus de la diarrea viral bovina (vDVB), en los tres hatos lecheros muestreados

utilizando un ELISA Sandwich.
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Capitulo 1l

Revisién de la Literatura

Ganaderia en el Ecuador

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) y Estadisticas
Agropecuarias (ESPAC), en el afio 2017 en el Sector Pecuario del Ecuador se lleg6 a
estimar un total de 4'190.611 de cabezas de ganado bovino, destacandose la region
Sierra con un 48,87% superior a las demas regiones del pais (ESPAC, 2017).
Adicionalmente la provincia de Pichincha, obtuvo la mayor produccion lactea con
aproximadamente 835.663 litros en el afio 2017.

En el area de produccién bovina, en los ultimos afios, se han introducido
programas de manejo sanitario y métodos de diagndstico que facilitan el diagndstico,
deteccidn y la prevencion de enfermedades infectocontagiosas que afectan la salud de
los bovinos. Estos programas sanitarios se reflejan por un crecimiento del 9% en
producto interno bruto (PIB) (ESPAC, 2017) en la ganaderia bovina, sea ésta de

produccion de carne, leche o doble propésito.

Ganaderia en el cantdén Mejia, provincia de Pichincha

El 1l Censo Agropecuaria realizado en el canton Mejia, arrojé datos
considerables sobre la tenencia de tierras de 79.901 hectéareas, de los cuales un
40,72% son utilizados para cultivos de pastos lo que permite confirmar un
aprovechamiento promedio para la explotacion ganadera (MAG, 2014).

Segun datos obtenidos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) en el
afio 2012, el cantdn Mejia cuenta con alrededor de 55.600 cabezas de ganado vacuno y

con una produccion de leche mensual promedio de 654.750 litros siendo el cantén
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Mejia, uno de los principales cantones de gran produccion lechera de la sierra

ecuatoriana.

Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina en Ecuador

El vDVB ha tenido gran trascendencia en los Ultimos afios por ser una
enfermedad poco conocida en la ganaderia bovina del Ecuador. En el pais, en
diferentes provincias con la finalidad de dar a conocer la seroprevalencia del vDVB, se
han realizado estudios seroldgicos direccionados a la deteccién de anticuerpos contra el
vDVB.

Un estudio realizado por Gonzélez (2016), determiné una prevalencia de 27,92%
a anticuerpos mediante la utilizacién de un ELISA indirecto en vacas lecheras de 2 a 8
afios de edad ubicadas en el cantén Saraguro de la provincia de Loja.

En el trabajo realizado por Saa et al. (2011), se obtuvo una seroprevalencia del
36,2% (857/2367), utilizando un kit comercial de ELISA competitivo para deteccion de
anticuerpos, provenientes de 346 hatos ganaderos distribuidos en 7 provincias del
Ecuador (Pichincha, Azuay, Manabi, Chimborazo, Tungurahua, Cotopaxi, Santo
Domingo).

Mientras que, una prevalencia del 42,31% se obtuvo mediante la utilizacion de
un ELISA competitivo para la deteccion de anticuerpos contra el vDVB en 4 parroquias

del cantén El Pangui de la provincia de Zamora Chinchipe (Aguirre, 2021).

Factores de riesgo en la sanidad animal

La probabilidad de padecer o desarrollar un fenédmeno ajeno al organismo o de
presentar caracteristicas indeseables en un animal o grupo de animales se conoce
como factor de riesgo. Este puede ser de tipo biolégico, ambiental, econémico y socio

cultural (Pita et al, 2002).
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En sanidad animal, se toma en cuenta tres factores asociados a cualquier
enfermedad infectocontagiosa:

¢ Factor animal (hospedero), que puede variar su afectacién por edad, raza,

sistema inmune, estado productivo.

e Factor patdgeno, por propagacion (patogenia).

¢ Factor ambiental, el mas perjudicial porque ayuda en la difusién del patégeno

y causa graves trastornos en el hospedero (Pita et al, 2002).

El principal factor de riesgo es la ausencia de deteccion de hembras gestantes
infectadas con vDVB que puedan generar terneros P, la introduccion al predio de
animales externos sin registro sanitario (Mainar-Jaime et al, 2001).

Algunas formas de transmision tales como aplicacion inadecuada de vacunas,
semen contaminado, transferencia de embriones contaminados con el vDVB y la mas
comun, la interaccion de bovinos sanos con bovinos enfermos son precursoras de
causar infecciones agudas en su gran mayoria (Houe, 1995).

Otro factor a considerar en la transmision e infeccién del vDVB, es la densidad
de la poblacién bovina principalmente en sistemas de confinamiento, densidad de vacas
en el establo o salas de ordefio, ferias ganaderas, presencia de otros rumiantes
infectados, fincas ganaderas aledafias y abortos o problemas reproductivos; por esta
razén, una encuesta epidemiolégica es de mucha ayuda para el procesamiento de la
informacién que generen datos a fin de evitar el aparecimiento de la enfermedad en el

hato ganadero (Pita et al, 2002).

Virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB)
El vDVB pertenece al género Pestivirus de la familia Flaviviridae, es una
enfermedad infectocontagiosa de sintomatologia variable (SAG, 2018) denominada

Diarrea Viral Bovina (DVB). La DVB esta involucrada no solo en el &mbito productivo y
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reproductivo sino también afecta el sistema respiratorio provocando grandes pérdidas

econdmicas en el hato ganadero (Houe, 1999).

Biotipos

El vDVB se clasifica en dos biotipos: Citopatico (CP) y No Citopatico (NCP)
(Meyers & Thiel, 1996). Del 70 al 90% de los virus aislados pertenecen al biotipo NCP,
gue es el que predomina en el hato bovino (Saliki & Dubovi, 2004).

La sintomatologia de los virus no citopaticos (NCP) son poco visibles en el hato
ganadero llegando a presentase como una enfermedad subclinica (Deregt & Loewen,
1995).

En forma clinica, provoca infecciones en hembras gestantes causando abortos o
en algunos casos una infeccién fetal. Este biotipo NCP, tiene la facilidad de atravesar la
membrana placentaria generando en el feto una infeccién persistente. En algunas
ocasiones en hembras gestantes se produce muerte embrionaria, muerte del animal al
nacimiento y en algunos casos el feto llega a desarrollarse con una infeccién persistente
convirtiéndose en un transmisor del virus altamente perjudicial para el rebafio (OIE,
2018).

El mecanismo por el cual se generan los terneros PI, se debe a que el feto
reconoce a las proteinas virales como propias (Bolin & Grooms, 2004; OIE, 2018).

En cultivos celulares susceptibles, el vDVB del biotipo CP produce vacuolizacion
citoplasmatica y muerte celular extensiva (Bolin et al, 1985). La combinacion del virus
NCP con el virus CP causa la enfermedad denominada Enfermedad de las Mucosas
(EM). Esta enfermedad es predominante en bovinos que padecen una infeccién

persistente (Bolin & Ridpath, 1992).
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Genotipos

El vDVB, segun su comportamiento en cultivo celular, se encuentra clasificado
en dos genotipos (1 y 2) (Gillespie et al, 1960).

Dentro de estos dos genotipos, se han localizado 15 subgenotipos diferentes
para vDVB tipo 1y 4 subgenotipos para vDVB tipo 2 (Nagai et al, 2007).

El vDVB tipo 1, asociado con el biotipo NCP, se presenta en bovinos con una
sintomatologia mayormente visible en vacas gestantes. Esta sintomatologia provoca en
pocas ocasiones abortos, 0 a su vez heredando la enfermedad a la cria y procreando un
animal persistentemente infectado (PI) (Baule et al, 2001). El vDVB tipo 2 presenta en el
bovino, un cuadro clinico grave con hemorragias agudas, respiracion dificil, diarreas
hemorragicas y degeneracion sistémica lo que provoca la muerte del animal (Bolin &
Ridpath, 1992).

En la actualidad, se han realizado estudios donde evidencian un vDVB tipo 3
también conocido como “HoBi-like” o Pestivirus atipico (Larska et al, 2012; Liu et al,
2009; Schirrmeier et al, 2004), el cual fue detectado por primera vez en el afio 2004 en
Brasil. Este virus fue aislado proveniente de suero bovino fetal utilizado como medio de
enriguecimiento en cultivo celular (Bauermann et al, 2013).

Existen varios reportes en paises de Europa entre ellos Italia donde se inform6 la
sintomatologia que provocoé el vDVB tipo 3 en terneros de entre 6 a 8 meses de edad.
La sintomatologia descrita es la presencia de temperatura corporal que oscila entre los
39,4°C a 40,1°C, ademas de problemas respiratorios (Bauermann et al, 2013).

La diferenciacion de un genotipo con otro, esta bien marcado en su genoma. La
diferenciacion se establece de acuerdo a un analisis en la glicoproteina E2, en la region
5 UTRy la proteina no estructural NS3, estructuras seleccionadas para analisis

especificos mediante la RT-PCR para su tipificacion (Timurkan & Aydin, 2019).
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Fuentes de infeccion

La principal fuente de infeccién entre bovinos son los terneros PIl. Estos
constituyen el principal reservorio de propagacion del vDVB en el ganado vacuno (Brock
et al, 1991). Los animales PI arrojan grandes cantidades de virus mediante exudados
corporales como son la orina, heces fecales, contenido y exudado nasal, semen en
machos y leche en hembras en producciéon (Houe, 1995).

Un animal que haya padecido una infeccién aguda también es otra fuente de
propagacion del vDVB. Estos animales excretan grandes cantidades del virus a través
de exudados nasales y oculares durante un periodo de 4 a 10 dias donde puede
contagiar a mas de un animal en el hato (Brownlie et al, 1987).

Una fuente importante de infeccion causada por el vDVB en bovinos es la
presencia de cabras u ovejas que conviven en un mismo predio. Los ovinos y caprinos
pueden estar infectados del Virus de la Frontera. Este importante virus también
pertenece al género Pestivirus y puede contagiar al ganado vacuno (French et al, 1974)

(Houe, 1995).

Modos de transmision
El vDVB presenta dos tipos de transmision, una de forma vertical y otra de forma

horizontal (Houe, 1995).

Transmision vertical

La transmisién vertical se produce en hembras gestantes entre los primeros 40 a
120 dias de gestacion y es causado generalmente por el biotipo NCP. Este biotipo
atraviesa la placenta y da lugar a una infeccion fetal lo que ocasiona que se genere una
cria Pl (Houe, 1999).

Si bien esta cria puede morir en los primeros meses de vida, también es posible

gue pueda llegar a una etapa adulta y reproducirse. Los bovinos que llegan a
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reproducirse son la razén de generar varias lineas familiares o varias generaciones

afectadas (Houe & Meyling, 1991).

Transmision horizontal

La transmisién horizontal se produce de forma directa o indirecta (Fredriksen et
al, 1999). La forma directa es la méas rapida de contagio. Se produce cuando existe un
animal PI en el rebafio, el cual propaga el virus a animales sanos, generalmente cuando
existe hacinamiento de los animales en los corrales (Houe, 1995).

Por otra parte, en la forma de transmision indirecta, existen varios modos de
contagio. El contagio proviene de animales con infecciones persistentes que a su vez
infectan a otros bovinos mediante la ingesta de alimento contaminado, por la ingestion
de restos de fetos abortados y restos placentarios, como también por la ingesta de

secreciones como son la orina y heces depositadas en los pastizales (Gasque, 2008).

Patogénesis

Segun Baker (1995) y Vanroose et al (1998), mencionan que las células
epiteliales y las del tracto digestivo son las que soportan la descarga viral lo cual trae
como consecuencia que el animal presente varios trastornos clinicos dependiendo de la
cepa actuante o el biotipo de virus.

El vDVB ocasiona infecciones agudas (frecuentemente en animales de corta
edad), (Baker, 1995; OIE, 2018). En hembras adultas ocasiona infecciones intrauterinas
(hembras reproductoras), infecciones persistentes (animales PI), enfermedad de las

mucosas Y en machos contaminacién del semen y de embriones (OIE, 2018).
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Signos clinicos

El vDVB presenta varias sintomatologias clinicas que dependiendo de la cepa
actuante en el bovino en la mayoria causan problemas productivos y reproductivos
(OIE, 2018).

El vDVB atraviesa el saco embrional transfiriendo el virus de la madre al feto.
Esta transferencia viral, causa en algunas ocasiones muerte intrauterina y abortos
espontaneos. En ocasiones, de acuerdo a Houe (1999), los animales nacen
persistentemente infectados (PI) y frecuentemente pasan desapercibidos en el rebafio.

Estos animales no presentan manifestaciones clinicas que indiquen ser
portadores de la enfermedad. La ausencia de manifestaciones clinicas y su alta
capacidad infectiva al ganado vacuno, ocasiona en el rebafio un riesgo sanitario que

puede generar grandes pérdidas econdmicas productivas y reproductivas.

Infeccion aguda

Las infecciones agudas son mas frecuentes en bovinos de corta edad, entre los
6 a 15 meses. Los sintomas clinicos que se observan son problemas respiratorios,
diarreas y en raras ocasiones la muerte repentina (OIE, 2018). Sin embargo, en algunas
ocasiones, la sintomatologia puede ser subclinica con una viremia transitoria que inicia
alrededor del dia 3 después de la infeccion con vDVB, hasta desarrollar inmunidad que
la obtienen alrededor de la segunda a tercera semana post infeccion (Lanyon et al,
2014).

En la infeccién aguda, el vDVB ataca a los linfocitos T y B. Este tipo de infeccion
causa inmunosupresion ocasionando debilitamiento del animal y haciéndolo susceptible

a otras enfermedades (Bolin et al, 1985; Chase, 2013; Lanyon et al, 2014).
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Segun Khodakaram-Tafti & Farjanikish (2017), el vDVB tipo 2 causa gran
afectacion clinica. La infeccién aguda esta asociada con leucopenia, trombocitopenia,

alteraciones en la funcion plaquetaria, pirexia y diarreas.

Infeccidn persistente

La infeccion persistente se produce cuando el animal ha sido infectado por el
biotipo NCP del vDVB. Este tipo de infeccion, generalmente ocurre en el primer
trimestre de gestacion, donde el feto empieza a desarrollar su sistema inmunolégico y
este reconoce al vDVB como propio y perdurara por el resto de su vida en su organismo
(Brock, 2003; Khodakaram-Tatfti & Farjanikish, 2017).

Los animales Pl pasan desapercibidos en el hato ganadero por no presentar
sintomatologia evidente de estar infectados con vDVB. Por este motivo se atribuye que
son la principal fuente de infeccién y reservorio del virus de forma permanente en el
rebafio (Grooms, 2004). Como se observa en la Figura 1, los terneros Pl son el gran
problema de infeccién dentro del ganado vacuno.

La carga viral en estos animales es alta y excretan el virus a lo largo de su vida a
través de orina, heces, mucosidad, semen y leche. Esta caracteristica de la infeccion
motiva a que se detecte a estos bovinos lo mas rapido posible y se proceda a eliminar
del rebafio a estos animales denominados terneros PI (Brownlie et al, 1987; Fray et al,

2000).
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Figura 1

Ternero PI principal fuente de infeccién en el rebafio

Pregnant female whose Cow and calf that may both
fetus may become develop acute infections. Cow may
suffer from infertility.

infected.

(
..
‘:.

/Plcalf conslamly\

shedding BVD virus

to herdmates

Calves exposed to PI calf may develop Herd bull that may become acutely infected
pneumonia, diarrhea, etc. and then expose cows while breeding.

Nota. Adaptado de Persistent bovine viral diarrhea virus (BVDV) infection in cattle herds, (p. 157),

por Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017, Iranian Journal of Veterinary Research.

La probabilidad de obtener animales PI sin tener un apropiado control del vDVB
dentro de un hato ganadero es alrededor de un 30% (Khodakaram-Tafti & Farjanikish,
2017; Peterhans et al, 2003)

Otro factor que incide en la alta prevalencia de animales Pl es la monta directa
con toros infectados o la inseminacion artificial (1.A.) con semen de toros de dudosa
procedencia como también con semen de centros de .A. que no posean certificacion de

centro genético libre del vDVB (Voges et al, 1998).
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Infeccion en hembras gestantes

La infeccidon en hembras gestantes depende del tiempo de gestacion en el cual

se infectd con vDVB (OIE, 2018). Son varias las causas y problemas mas frecuentes en

tiempos especificos de prefez:

Una infeccion temprana de alrededor de los primeros 25 dias de gestacion,
puede causar una muerte embrionaria induciendo al aborto el cual puede
retrasarse por varias semanas (McGowan & Kirkland, 1995; OIE, 2018).

La infeccion entre los 45 a 90 dias de gestacion, el feto se convertird en un
animal persistentemente infectado (Pl), etapa donde el feto adquiere
competencia inmunoldgica no detectable al momento del nacimiento, llegando a
ser normales y peligrosos para el rebafio (Ridpath et al, 1994).

Una infeccion posterior entre los 150 y 175 dias de gestacion, puede ocasionar
malformaciones en nacimiento como hipoplasia pulmonar, defectos oculares,
desgaste 0seo, retrasos en el crecimiento que conducen a animales susceptibles
a otras enfermedades infectocontagiosas (Moennig & Liess, Pathogenesis of
intrauterine infections with bovine viral diarrhea virus., 1995).

Una infeccion en el ultimo tercio de la gestacion (200 dias en adelante), los
casos de abortos son minimos y los terneros que llegan a término pueden ser
normales seropositivos e inmunocompetentes (Moennig & Liess, 1995; OIE,

2018)

Infeccién en terneros recién nacidos

Los terneros que nacen con el virus de la diarrea viral (vDVB) son aquellos que

fueron infectados en los primeros 3 meses de gestacién, los cuales pueden nacer con

defectos congénitos destruyendo las células madres adquiridas y haciéndolos

vulnerables a otras enfermedades (Baker, 1990).
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El complejo diarreico neonatal ocasiona infecciones enteropatégenas debido al
efecto inmunodepresivo del virus de la diarrea viral bovina (vDVB) manifestandose en

infecciones cronicas (De Verdier, 2000; Lértora, 2003).

Enfermedades de las mucosas

La enfermedad de las mucosas esta mayormente presente en crias procedentes
de madres infectadas de manera temprana por el virus de la diarrea viral bovina (vDVB),
durante la etapa de gestacion de entre 90 a 120 dias (OIE, 2018). Estos animales
presentan en su mayoria, anorexia, Ulceras alrededor de la cavidad bucal y nasal
ademas presentan diarreas profusas provocando su muerte en algunos casos. Estos
animales son un gran propagador de la enfermedad a todo el rebafio (Brownlie, 1985).

La aparicion de la enfermedad de las mucosas en bovinos, ocurre debido a la
unién de los biotipos CP y biotipo NCP principalmente. Este suceso ocurre en animales
PI que son los que portan el biotipo NCP en su organismo (Edwards, 1990).

Una super infeccion con el vDVB, generalmente ocurre con vacunas a virus vivo
modificado (VVM) cuando se realiza la vacunacion a animales PI. Por este motivo,
antes de la inmunizacién a todo el hato con VVM, se debe realizar pruebas de deteccion

del antigeno del vDVB (Ridpath, 2013).

Diagnéstico del vDVB

Existen varios sistemas de diagnostico dirigidos a determinar antigenos (Ag) y
anticuerpos (Ac). Estos sistemas de diagnéstico se basan en detectar bovinos
persistentemente infectados (Pl), los cuales son el principal reservorio de propagacion
del virus en la naturaleza. Existen también sistemas de diagndstico utilizados para

determinar seroprevalencia de Ac contra el vDVB (Saliki & Dubovi, 2004).
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Pruebas para el diagndstico del virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB)
El diagndstico de vDVB se basa en aislar el virus o detectar el antigeno
especifico por medio de diversas técnicas como aislamiento viral, inmunohistoquimica,

RT — PCR y ELISA de captura de antigenos (SAG, 2018).

Aislamiento viral

Considera la prueba de oro estandar, la cual utiliza principalmente para su
diagnéstico tres cultivos celulares provenientes del cornete nasal (BT), rifién de bovino
(MDBK) y testiculos de bovinos (Btest). También se puede aislar el virus en muestras
de sangre, extrayendo la capa leucocitaria (Saliki & Dubovi, 2004).

Para la deteccion y aislamiento del agente viral en animales Pl se toman
muestras de heces, hisopado de fosas nasales o sangre donde se identifican de mejor
manera la presencia del virus (Saliki & Dubovi, 2004).

Sin embargo, esta prueba demanda de hasta de tres semanas para aislar la
mayor carga viral posible (Pecora & Pérez, 2017). Esta prueba es demorada puesto
que, antes de aislar el vDVB, es necesario realizar otras pruebas para determinar una

posible interferencia de anticuerpos neutralizantes (Sandvik, 1999).

Inmunohistoquimica

El vDVB infecta a varios 6rganos Yy tejidos del animal. Se ha obtenido éxito para
detectar el vDVB mediante biopsias de los ganglios linfaticos, encéfalo, abomaso y
placenta. Si se trata de animales vivos, se realizan biopsias de la piel de preferencia del
pabellon auricular (muescas en las orejas), las cuales son utiles para la deteccion de
animales persistentemente infectados (PI) (OIE, 2018). En estos casos, la prueba de
inmunohistoquimica (IHC) es la mejor opcion para la deteccién del antigeno, (Brodersen

et al, 1998).
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Deteccion del &cido nucleico (RT-PCR)

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
(RT-PCR), amplifica un fragmento del ARN en este caso de vDVB. La amplificacion
ocurre especificamente en la regién 5° en el gen NS3 el cual otorga mayor
susceptibilidad para el diagndstico (Ridpath et al, 1994; Saliki & Dubovi, 2004).

Esta prueba requiere alrededor de 2 a 3 dias para obtener resultados favorables
(Pecora & Pérez, 2017)y es mayormente utilizada para conocer el tipo, genotipo y

subgenotipos de vDVB que predominan en el ganado vacuno (Sandvik, 1999).

ELISA de deteccion de antigenos

El ensayo de inmunoadsorcion ligado a una enzima de captura de antigenos
(ELISA Ag) tiene un amplio reconocimiento y utilizacion para la deteccion del vDVB. Su
uso se debe a su alta sensibilidad y especificidad (100% y 99,6% respectivamente)
(Edmondson et al, 2007), ademas de ser una prueba rapida y econémica. También
puede utilizarse de manera masiva principalmente en la identificacién y eliminacion de
animales Pl (Khodakaram-Tafti & Farjanikish, 2017).

El procedimiento del ELISA Ag, se basa en el uso paralelo de anticuerpos
monoclonales (Mabs) y anticuerpos policlonales. Este sistema de diagndstico, contiene
en sus pocillos anticuerpos policlonales con capacidad de detectar varias cepas de
vDVB. Este reconocimiento ocurre por contener en sus clones varios epitopos de
reconocimiento. Con este tipo de prueba se obtiene una sensibilidad y especificidad alta
del 97,9% y 99,7% respectivamente (Graham et al, 1998; Lértora, 2003).

Los ELISA basados en Mabs, son los mas comunes y utilizados para detectar
anticuerpos contra la proteina P80 del genoma del virus de vDVB (Lértora, 2003).

Los kits comerciales basados en Mabs detectan generalmente la proteina p80 o

NS2-3, en sangre total y la proteina ERNSs, en plasma o suero sanguineo (OIE, 2018).
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Por otro lado, los sistemas ELISA Ag de captura pueden dar falsos positivos en
la deteccién de animales PI. Estos bovinos pueden ser animales que estan pasando o
iniciando una infeccion transitoria o aguda. Por esta razén se sugiere otro muestreo
luego de 2 a 3 semanas posteriores para determinar si es una infeccion aguda o

persistente (Pecora & Pérez, 2017).

Control y prevencion

En varios paises como Bélgica, Estados Unidos, Suiza, Dinamarca, gracias a los
avances de métodos de deteccion del vDVB, se han logrado crear programas de
deteccidn y erradicacion de animales Pl (Houe, 1995; Lanyon et al, 2014).

Las estrategias de impedir que los rebafios bovinos se infecten de manera
masiva, se basan en normas de bioseguridad e implementacién de programas de
vacunacion a animales susceptibles (Pecora & Pérez, 2017).

La implementacion de medidas de bioseguridad se basa en realizar pruebas de
diagnéstico a animales procedentes de otras fincas para identificar a los animales Pl y
evitar la propagacion del virus en el hato. Separar siempre los animales enfermos de los
sanos y en programas de I.A. verificar la procedencia del semen con su respectiva
certificacion de que se encuentre libre de vDVB (Bitsch & Rgnsholt, 1995; Moennig &

Becher, 2018).
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Capitulo 1l

Metodologia

Trabajo de campo

Area de estudio
El estudio se llevé a cabo en la parroquia Aléag y Uyumbicho pertenecientes al

cantén Mejia, de la provincia de Pichincha — Ecuador (Figuras 2 y 3).

Figura 2

Ubicacion geografica de la parroquia Aléag, cantdén Mejia, provincia de Pichincha—

Ecuador.

Nota. La figura representa la zona de estudio de toma de muestras sanguineas. Tomado de

Google Earth (2021).
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Figura 3

Ubicacién geografica de la parroquia Uyumbicho, cantén Mejia, provincia de Pichincha —

Ecuador.

Uyumbicho

Nota. La figura representa la zona de estudio de toma de muestras sanguineas. Tomado de

Google Earth (2021).

La fase de trabajo de laboratorio, se realizé en el Centro de Investigacion y
Diagndstico Veterinario TIER — ZENTRUM, ubicado en el canton Rumifiahui, parroquia

San Pedro de Taboada (Figura 4).
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Figura 4

Ubicacion geografica del Centro de Investigacion y Diagnéstico Veterinario TIER —

ZENTRUM, parroquia San Pedro de Taboada, canton Rumifiahui, provincia de

Pichincha — Ecuador.

Nota. La figura representa la zona de fase de laboratorio para el procesamiento de muestras

sanguineas de las terneras. Tomado de Google Earth (2021).

Ubicacién geogréfica
Las coordenadas geograficas del lugar o zona de estudio donde se realizo el

trabajo de campo son:
Albag

e Longitud: 78° 30" W

e Latitud: 0°29" S

e Altitud: 2800 m.s.n.m.
Uyumbicho

e Longitud: 78°31° 0" W

e Latitud: 0° 22" 60" S
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e Altitud: 2622 m.s.n.m.

Las coordenadas geograficas donde se realiz6 el trabajo de laboratorio son:
e Longitud: 78° 27 23,52 W
e Latitud: 0°19° 28,88 S

e Altitud: 2501 m.s.n.m.

Determinacion del tamafio de la muestra

La parroquia Aléag, como la parroquia Uyumbicho cuentan con
aproximadamente 8000 cabezas de ganado vacuno, de las cuales, 970 animales se
distribuyen en los tres predios a muestrear.

La poblacion muestral definida en las terneras con edad comprendida entre los 0
hasta los 120 dias de edad fue un total de 110 terneras entre los tres predios
determinados.

Para el célculo del tamafio de la muestra, se utilizo la siguiente formula
estadistica (Thrusfield, 2005):

Z*xpx(1—-p)
n= d2

Dénde:
n = Cantidad de muestras
Z = Valor del intervalo de confianza
p = Frecuencia esperada del factor a estudiar
d = Precision absoluta del estudio
A su vez, se corrigié el tamafio de la muestra, en funciéon del numero de

animales existente:

NXxn
N+n

n0=
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Donde:

N = NUmero de terneras existentes en los tres hatos ganaderos

n = Numero de muestras (dato de la férmula anterior)

ny = NUmero total de muestras corregida

Reemplazando los valores en las formulas se obtienen los siguientes resultados:

Z =1,96 (95%)

p = 0,5 (porcentaje de prevalencia del virus de la diarrea viral bovina esperado en la
zona de estudio)

d = 0,05 (precision absoluta del estudio del 95%)

_ (1,96)? x 0,5 x (1 -0,5)
n= (0,05)2

n = 384,16

110 x 384,16
"0 =770 + 384,16

ng = 85,5 animales
Por consiguiente, el tamafio de la muestra a considerar fue de 85 animales en
los tres hatos de produccion lechera. El proceso de toma de muestras sanguineas fue al
azar, tomando en cuenta la edad de los animales, determinando de cada hacienda la
cantidad de terneras sometidas a la recoleccién de sangre simplificando del total
obtenido.
En la Tabla 1, se presenta el nUmero de terneras a muestrear dentro de las tres

haciendas ganaderas:
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Tabla 1

Numero de terneras muestreadas de cada hato ganadero

N.° de terneras

N.° hacienda N.° terneras Peso finca
muestreadas
1 35 31,8% 27
2 46 41,8% 36
3 29 26,4% 22
Total 110 100% 85

Nota. N°: nimero, %: porcentaje.

Aplicacion de encuesta epidemioldgica

Se realiz6 una encuesta epidemiolégica en cada una de las haciendas. Esta
encuesta tuvo como finalidad recolectar datos relevantes sobre la propiedad como son
el funcionamiento de los sistemas de pastoreo, aspectos sanitarios, problemas
reproductivos, procedencia de los animales, planes de vacunacion, entre otros factores
gue perjudiquen la productividad del predio. Esta informacién sirvio para detectar los
posibles factores de riesgo asociados al vDVB y el manejo general y sanitario del hato

ganadero.

Recoleccion de informacion de terneras muestreadas (registros)

Por cada ternera en estudio, se tomo datos de fecha de nacimiento, nimero de
arete, raza, edad y sexo. Estos datos fueron constatados con un registro de campo y un
registro de laboratorio. En el laboratorio se anot6 los resultados de densidad Optica (DO)
y los porcentajes de positividad obtenidos mediante la prueba serolégica ELISA de

captura del antigeno vDVB.



Obtencién de muestras sanguineas

Materiales, equipos y reactivos
e Botas de caucho
e Overol
e Tablero para hojas
e Encuestas epidemiologicas
e Registros de campo
e Esfero
e Marcador permanente
e Toallas de papel
e Guantes desechables
e Alcohol antiséptico
e Agujas vaccutainer calibre 21G
e Tubos vaccutainer tapa roja (10 ml)
e Capuchodn para tubos vaccutainer
e Gradillas
e Mascarillas desechables
e Cooler

¢ Recipiente de desechos corto-punzantes

Procedimiento
Para la obtencion de sangre de las terneras, se procedi6 de la siguiente manera:

e Se identifico las terneras a ser muestreadas.
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Se realiz6 la sujecion del animal y se procedié a extraer sangre de la vena
coccigea utilizando un tubo vaccutainer sin anticoagulante con aguja toma
multiple calibre 21G.

Se tomd6 aproximadamente 5 ml de sangre, la muestra fue rotulada con los datos
de identificacion de la ternera previa a la obtencion de la muestra.

Todas las muestras obtenidas se las almaceno en un cooler refrigerado para

transportarlas al laboratorio.

Trabajo de laboratorio

Obtencién de suero sanguineo

Materiales, equipos y reactivos

Muestras sanguineas

Bata azul desechable
Mascarilla

Guantes desechables
Tubos de reaccion

Caja criogénica
Micropipeta monocanal BOECO® (100 — 1000 ulL)
Puntas azules desechables
Centrifuga BIORIDGE®
Marcador permanente
Refrigeradora

Recipiente de desechos corto-punzantes
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Una vez realizada la toma de muestras de sangre a las terneras, se procedio en

el laboratorio a la extraccion del suero sanguineo de la siguiente manera:

Las muestras sanguineas tomadas en los tubos sin anticoagulante se las
centrifugd por 5 minutos a 5000 rpm.

A continuacion, con ayuda de una micropipeta de rango de 100 a 1000 uL, se
extrajo el suero con cuidado sin mezclar la parte sélida (glébulos rojos) con la
parte liquida (suero).

Se coloco6 en tubos de reaccion, previamente rotulados, y se procedio a su
almacenamiento en la caja criogénica a una refrigeracion de 4°C hasta su

procesamiento.

ELISA Sandwich de captura de antigeno para DVB

Materiales, equipos y reactivos

Sueros sanguineos

Mandil

Bata azul desechable

Puntas amarillas desechables

Mascarilla

Guantes desechables

Kit comercial ELISA Sandwich ID Screen® BVD P80 Antigen Capture
Micropipeta multicanal HTL® (10 — 100 uL)
Micropipeta monocanal BOECO® (10 — 100 uL)
Agua destilada

Probeta 1000 ml

Vaso de precipitacién 50 ml



44

Bandeja dispensadora ELISA
Microplacas sensibilizadas

Cinta adhesiva

Conjugado concentrado (10X)

Control positivo liofilizado

Control negativo

Diluyente 2

Diluyente 12

Solucién de lavado concentrada (20X)
Solucion de revelacion

Solucién de parada (0.5 M)
Temporalizador

Incubadora THERMO-SHAKER MB 100-2A

Lector de microplacas BYONOY®

Procedimiento

Con la obtencién del suero sanguineo mediante la centrifugacion de las

muestras de sangre, se procedié al diagnéstico de los sueros de la siguiente manera

segun el procedimiento del kit comercial:

Se colocé todos los reactivos a temperatura ambiente 21 °C (x 5°C) antes de ser
homogenizados.

Se coloco 50 uL de Diluyente 2 en cada pocillo.

A continuacion, se colocé 20 uL de control negativo en los pocillos A1y Bly
20uL de control positivo en los pocillos C1y D1.

Luego, se coloc6 50 uL de suero en cada uno de los pocillos restantes.
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e Se cubri6 la placa con cinta adhesiva, se agitdé por 1 minuto a 500 rpm y se
incubd por 60 min (£ 6 min) a 37 °C (x 2°C).

e Transcurrido el tiempo, inmediatamente se vacio y se lavo los pocillos 5 veces
con 300 uL de la Solucion de lavado.

e Se preparo el conjugado 1X diluyendo el Conjugado concentrado 10X al 1:10 en
Diluyente 12.

e Se distribuy6 100 uL del Conjugado 1X a todos los pocillos.

e Se cubrié nuevamente la placa con cinta adhesiva y se incub6 esta vez por 30
min (£ 3 min) a 37°C (x 2°C).

e Sevacio y se lavé los pocillos por 3 veces con aproximadamente 300 uL de
Solucion de lavado.

e Se distribuyé 100 uL de Solucion de revelacion a cada pocillo.

e Se cubrio la placa y se incub6 durante 15 min (2 min) a 21 °C (£ 5°C).

e Luego, se agreg6 100 uL de la Solucion de parada a cada pocillo para detener la
reaccion.

e Se coloco la microplaca en el lector ELISA BYONOY® a 450 nm el cual

determind la densidad o6ptica.

Validacion e interpretacion de resultados
Para la validacion de la prueba se debe tener en cuenta los siguientes criterios:
e Elvalor medio de la densidad 6ptica de los controles positivos (DOCP)
es superior a 0.500:
DO¢p > 0.500
e Elcociente entre la media de los controles positivos (DOCP) y la media
de los controles negativos (DOCN) es superior a 3.3:

DO¢p/DOcy > 3



Luego, para cada muestra se calcul6 el porcentaje S/P:

%S/P _ DOmuestra - DOCN
DOcp —DOcy

x100
Y se interpret6 los resultados de la siguiente manera:
Positivo: %S/P = 35%

Negativo: %S/P < 35%

Determinacién de la prevalencia de la enfermedad virica (vDVB)

Se determiné la prevalencia del virus de la diarrea viral bovina con una formu

general:

Numero de terneras muestreadas positivas

P = ~ x 100
Numero total de terneras muestreadas

Para obtener resultados mas precisos, de igual manera se determind la

prevalencia de la enfermedad virica a cada variable en estudio mediante las siguientes

formulas:

e Prevalencia por hacienda

Numero de terneras positivas por hacienda

Ph = — _ x 100

Numero de terneras muestreadas por hacienda
e Prevalencia por edad (hasta los 120 dias)

Numero de terneras positivas por edad

Pe = — x 100
Nuamero de terneras muestreadas por edad
e Prevalencia por raza
Numero de terneras positivas por raza
Pr x 100

Numero de terneras muestreadas por raza
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Analisis de datos

La informacién que se obtuvo de las encuestas epidemioldgicas, se analizé
mediante estadistica descriptiva, donde se calculd, coeficientes de variacion, error
estandar y media, considerando las variables propuestas.

Se utilizé la prueba Chi-Cuadrado (X?) para determinar una probable asociacién
entre las variables del proyecto y la prevalencia del virus de la diarrea viral bovina
(Zaniga et al., 2006). Se calcul6 usando un nivel de confianza del 95% y se utiliz6 el

software estadistico Infostat para la interpretacion de los resultados.

Determinacion de los factores de riesgo

Para la determinacién de los factores de riesgo, se realiz6 un analisis
univariado, estableciendo la asociacion de cada variable propuesta en la investigacion
con los resultados que se obtuvieron mediante la prueba diagndstica.

Se calculé los Odds Ratio que determiné la probabilidad de que suceda un
evento dividido por la probabilidad de que no suceda (Cerda et al., 2013); es decir, es
un estudio de caso y control, como se observa en la Tabla 2.

Se dio la relacién de la prevalencia de los resultados entre los expuestos y no
expuestos como vacunacion (si y no); manejo de abortos (si y no); procedencia de los
animales (externos y propios); edad (0 — 60 dias y 60 — 120 dias), entre otros tanto para
la Unidad de Produccion Agropecuaria (UPA) como para las terneras muestreadas; para

lo cual se utiliz6 tablas de contingencia 2 x 2.
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Tabla 2

Tabla tetracorica en estudio de caso y control

Casos Controles
Expuestos A B
No expuestos C D

Nota. Adaptado de Principales medidas en epidemiologia, (p. 343), por Moreno-Altamirano et al,

2015, Salud Publica de México.

La relacién entre los casos y controles frente a expuestos y no expuestos se lo
calculé de la siguiente manera, para determinacion de Odds Ratio:

e Exposicién de casos

A casos expuestos

Cc casos no expuestos

e Exposiciéon de controles

B controles expuestos

D controles no expuestos

Para la determinacién de Odds Ratio (OR), se aplicé la siguiente férmula:

_A/C_AXD

OR=——==
B/D BxC

Para la interpretacion del resultado si el Odds Ratio (OR) > 1 se determina que

existe una interaccion entre el factor de riesgo y la presencia de la enfermedad

(Moreno-Altamirano et al, 2015).
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Difusion de los resultados
Se realiz6 un informe con los resultados obtenidos por parte del laboratorio
TIER — ZENTRUM, en el cual se informd y se dio a conocer la presencia o ausencia del
virus de la diarrea viral bovina en los animales muestreados.
Se recomend6 aspectos sanitarios y de vacunacion al momento de otorgar los
informes respectivos para prevenir en un futuro descensos en produccion y carga

animal.
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Capitulo IV

Resultados y Discusion

En el presente trabajo de investigacién, se analiz6 un total de 85 muestras
sanguineas de terneras de edades comprendidas de 0 a 120 dias, distribuidas en 3
haciendas del canton Mejia. De las haciendas, dos de ellas pertenecen a la parroquia
Albag y una pertenece a la parroquia Uyumbicho.
Estadistica descriptiva de las muestras
Distribucién de las terneras muestreadas por hacienda

A continuacion, se detalla en la Tabla 3 el nUmero de terneras muestreadas en
las 3 haciendas del cantén Mejia, observandose en la hacienda HC2, el mayor nUmero

de animales muestreados con un 42,3% (36/85).

Tabla 3

Numero de terneras muestreadas por hacienda

Haciendas n %
HC1 27 31,8
HC2 36 41,8
HC3 22 26,4
Total 85 100

Nota., n: nUmero de terneras; %: porcentaje

Distribucién de las terneras muestreadas por edad
En la Tabla 4, se observa el nUmero de terneras muestreadas segun su edad en

dias, obteniéndose edades de 1 a 17 dias con el 24,7% (21/85), seguido de 18 a 34



dias con un 18,8% (16/85) y tan solo el 10,6 % (9/85) correspondia a edades
comprendidas entre los 103 hasta los 119 dias.

El analisis estadistico obtenido fue de una media general de 48,2 dias, con un
error estandar de 35,6; un coeficiente de variacion del 73,6% y con edades de 1 dia

como minimo y un maximo de 116 dias.

Tabla 4

Numero de terneras muestreadas por edad

Edades
(dias) n %
1-17 21 24,7
18-34 16 18,8
35-51 12 14,1
52 -68 10 11,8
69 - 85 10 11,8
86 — 102 7 8,2
103 -119 9 10,6
Total 85 100

Nota. n: nimero de terneras; %: porcentaje

Distribucion de las terneras muestreadas por raza

Como se puede observar en la Tabla 5, el nUmero de terneras muestreadas
pertenecientes a los puros corresponde la raza Holstein con un 55,3% (47/85), la raza
Angus y la raza Milking Shorthorn con un 1,2% (1/85) respectivamente.

Por otra parte, la aparicién de los mestizos se debe a los cruzamientos

realizados en su gran mayoria en la hacienda HC2, donde hay animales con doble y
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triple cruza con razas Ayrshire, Holstein, Jersey y Milking Shorthorn representadas con
un 16,5% (14/85). La realizacion de cruzamientos es gracias a la inseminacion artificial
(I.A) para garantizar el mejoramiento genético en los bovinos.

Lamentablemente en la hacienda HC3 no se pudo obtener la informacion de

razas manejadas en el predio identificandolas como N.I (no informa).

Tabla 5

NuUmero de terneras muestreadas por tipo de raza

Tipo de raza n %
N.I 22 25,9
Puros 49 57,6
Mestizos 14 16,5
Total 85 100

Nota. NI: no informa; n: nUmero de terneras; %: porcentaje

Prevalencia general de antigenos al virus de la diarrea viral bovina (vDVB)

Se analizaron un total de 85 muestras de suero sanguineo de terneras
provenientes de tres haciendas lecheras del canton Mejia, utilizando la prueba de
diagnéstico serologico ELISA Sandwich IDVet BVD p80 Ag, se determind la prevalencia

del virus de la diarrea viral bovina (vDVB) en un 0% (0/85) (Tabla 6).
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Tabla 6

Analisis a la deteccién de antigenos del virus de la diarrea viral bovina (vDVB) en

terneras
Resultado Ag n %
Positivo 0 0
Negativo 85 100
Total 85 100

Nota. Ag: antigeno, n: nimero de terneras, %: porcentaje.

Dado a que no se han realizado mayores investigaciones en el Ecuador sobre el
agente viral de vDVB mediante la utilizacién de la técnica ELISA de captura de
antigenos, no se ha podido detallar comparaciones asociadas a este tipo de estudio.

Sin embargo, estudios realizados por Carrillo (2019), determinaron una
prevalencia del 0% de circulacion del virus de la diarrea viral bovina en el canton Santa
Rosa de la provincia de El Oro, mediante la técnica molecular PCR; al igual que
Martinez (2017), quién realizé un método de deteccién del virus de la diarrea viral
bovina mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), donde determiné una
prevalencia del 0% en dos haciendas lecheras del canton Mejia.

En su mayoria, para la deteccién de la presencia del virus de la diarrea viral
bovina en el Ecuador, se han realizado varios estudios que determinan la prevalencia
de anticuerpos como Gonzélez (2016), en la provincia de Loja, en el cantén Saraguro,
determiné un 27,92% de prevalencia del virus por medio de un ELISA indirecto con
muestras de leche y por otra parte Labanda (2015), utilizando la misma metodologia,
encontré una prevalencia 29% en el cantén Loja.

A nivel mundial, se han realizado varios muestreos en ganado vacuno del

antigeno del virus de la diarrea viral bovina (vDVB) con la finalidad de detectar y
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eliminar a los animales persistentemente infectados (PI), principalmente en paises como
Bélgica con 0,8%; Suiza con un 0,9%; Dinamarca con 1,4%; USA con 1,7% y Suecia
con un 1,3% (Houe, 1999).

Houe (1999), menciona que la prevalencia aproximada de encontrar animales
persistentemente infectados en un predio va desde los 0,5 a 2% y que si no son
detectados de manera temprana puede llegar a contagiar a todo el hato hasta en un

90%.

Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina por hacienda
No se evidencié presencia de animales positivos al antigeno del virus de la
diarrea viral bovina en las tres haciendas lecheras, por tal motivo, no existe relacién

entre la prevalencia del virus con la localizacién de las tres haciendas (Tabla 7).

Tabla 7

Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina por hacienda

Haciendas n (+) % 95% I.C.
HC1 27 0 0 -
HC2 36 0 0 -
HC3 22 0 0 -
Total 85 0 0

Nota. n: nimero de terneras; (+): positivo; %: porcentaje equivalente a la cantidad de positivos;

95% |.C.: intervalo de confianza al 95%.

Resultados similares se obtuvieron en el trabajo de investigacién de Catrrillo
(2019), donde muestre6 100 animales dando resultados negativos en su totalidad a la

presencia del virus de la diarrea viral bovina (vDVB) en tres fincas del canton Santa
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Rosa de la provincia de El Oro al igual que en la investigacion realizada en la provincia
de Pichincha por Martinez (2017), donde obtuvo 0% de prevalencia del virus de la
diarrea viral bovina (vDVB) en dos hatos lecheros del cantdn Mejia. Ambos estudios

utilizaron la técnica molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Sin embargo, un estudio realizado por Reinhardt et al (2003) en 9 predios
lecheros de Chile, mediante un ELISA de captura de antigeno del virus de la diarrea
viral bovina (vDVB), obtuvo resultados un 0,3% (3/878) de animales con infeccién
persistente. De igual manera, en otro estudio donde se utilizé la misma prueba
diagnéstica, se obtuvo un animal positivo a la presencia del antigeno con un 0,76%
(1/1312).

La ausencia del antigeno del virus de la diarrea viral bovina (vDVB) en las tres
haciendas muestreadas se debe a las condiciones favorables que se manejan los
predios, asi como la separacion por medio de instalaciones a terneras de ganado
adulto.

Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina por edad

Los resultados del estudio a la prevalencia del virus de la diarrea viral bovina
segun su edad, en su totalidad fueron del 0% como se observa en la Tabla 8,
demostrando que no hay asociacion entre la presencia del virus con la edad de las

terneras.

Tabla 8

Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina por edad

Edades

+ 0 % I.C.
(dias) n (+) % 95% I.C
1-17 21 0 0 -

18-34 16 0 0 -
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E((;?slse)s n +) % 95% I.C.
35-51 12 0 0 ]

52 - 68 10 0 0 ;

69 - 85 10 0 0 ]

86 — 102 7 0 0 ]

103 — 119 9 0 0 )
Total 85 0 0

Nota. n: nimero de terneras; (+): positivo; %: porcentaje equivalente a la cantidad de positivos;
95% I.C.: intervalo de confianza al 95%.

Se determino la ausencia de circulacion viral dado que en el manejo de
instalaciones tienen separados al ganado joven de adulto, es decir que las terneras de
edades comprendidas de 0 a 120 dias, estan separadas de vaconas, vacas vientre y
rejo, evitando la incidencia de enfermedades infectocontagiosas.

La deteccion del virus de manera temprana ayuda a prevenir los efectos que
ocasiona a largo plazo por tal motivo se recomienda detectar el antigeno del virus de la
diarrea viral bovina en terneras menores a los 6 meses de edad (Bedekovic et al, 2012).
Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina por tipo de raza

No se encontr6 un efecto asociativo entre la presencia del virus de la diarrea
viral bovina (vDVB) con el tipo de raza de las terneras muestreadas de las tres

haciendas de produccién lechera del cantén Mejia.

Tabla 9

Prevalencia del virus de la diarrea viral bovina por raza

Tipo de raza n (+) % 95% I.C.

N.I. 22 0 0 -

Puros 49 0 0 -
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Tipo de raza n (+) % 95% I.C.
Mestizos 14 0 0 -
Total 85 0 0

Nota. N.I: no informa; n: ndmero de terneras; (+): positivo; %: porcentaje equivalente a la

cantidad de positivos; 95% I.C.: intervalo de confianza al 95%.

Los resultados encontrados en la presente investigacion, coinciden con la
investigacion de Carrillo (2019) donde el 39% (39/100) de los animales muestreados
son de raza mestiza entre ellas cruzamiento con la raza Holstein, obteniéndose como
resultado un 0% de prevalencia al agente viral del virus de la diarrea viral bovina
(vDVB). Sin embargo, Arauco & Lozano (2018) determinaron en animales puros,
cruzadas y criollas una prevalencia del 5,8% (7/121) a la presencia del virus en el valle
del Mantaro, region Junin de Peru.

Datos generales de las haciendas de produccién lechera

Con la aplicacion de las encuestas epidemiol6gicas realizada a cada uno de los
administradores de las tres haciendas, se recopil6 la informacién y se obtuvo los
siguientes datos:

La superficie total promedio de las haciendas fue de 97,92 hectareas y de
superficie en pastos es de 76,26 hectareas. Las tres haciendas son netamente lecheras,
manifestando que la hacienda HC2 tiene una produccién promedio de leche total al dia
de 5000 litros siendo la mayor productora de las tres haciendas muestreadas, le sigue la
hacienda HC1 con 4000 litros/dia y la hacienda HC3 con una produccion al dia de 1520
litros.

El 100% (3/3) de las haciendas cuentan con control veterinario clinico y
ginecoldgico con visitas semanales (cada 15 dias). A su vez, las procedencias de los

animales de reemplazo son propias y su sistema de reproduccion es a través de LA,
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garantizando el buen manejo sanitario empleado mediante la aplicacion de normas de
bioseguridad para sus predios.
Factores de riesgo para el virus de la diarrea viral bovina

La ausencia de resultados positivos a la prueba diagndstica de ELISA Sandwich,
en las 85 muestras analizadas, no permitié determinar factores de riesgo asociados al
virus de la diarrea viral bovina tanto para las terneras muestreadas (Tabla 10) como a
nivel de hato (Tabla 11), por tal razén, los factores evaluados son factores protectantes
gue ayudan a evitar altas prevalencias del virus de la diarrea viral bovina (vDVB).

La presencia de ovejas en un hato ganadero es una fuente de infeccion de alto
riesgo porque esta dentro del género Pestivirus. El riesgo se genera porque el virus de
la frontera predominante en ovejas y cabras causa similares sintomatologias a nivel del
sistema reproductivo. Esta convivencia de especies son un riesgo para el rebafio de
ganado bovino facultando la incidencia de vDVB (Krametter-Froetscher et al, 2010).

El vDVB tiene un amplio rango de manifestaciones clinicas debido a la
interaccion de varios factores asociados con la presencia del virus como son la edad,
estado inmune y la cepa y biotipo viral (Lértora, 2003).

Por tal motivo, se debe dar importancia a los factores de riesgo para ayudar en
el desarrollo, evaluacién y optimizacién de los programas de control y erradicacion de

vDVB (Han et al, 2018).
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Tabla 10

Factores de riesgo asociados con la infeccién persistente del virus de la diarrea viral

bovina en las terneras

Factor n vbvB Od(_js 95% I.C. p-valor
Positivos %  ratio
Edad
0-60 dias 57 0 0 - - -
61-120 dias 28 0 0 - - -
Vacunacion
No 85 0 0 - - -
Si 0 0 0 - - -
Presencia de
ovejas
No 49 0 0 - - -
Si 36 0 0 - - -
Tipo de raza
N.I 22 0 0 - - -
Puros 49 0 0 - - -
Mestizos 14 0 0 - - -

Nota. n: nimero de terneras; %: porcentaje de prevalencia; 95% I.C: intervalo de confianza al

95%; OR: significativos > 1; p-valor: significativos < 0,05.

Los factores de riesgo a nivel de hato se ven asociado con la procedencia de
animales de reemplazo y las normas de bioseguridad establecidas en las haciendas, asi
como la asistencia de un médico veterinario (Almeida et al, 2013).

De acuerdo a un estudio realizado por Arauco & Lozano (2018), coincide los
resultados en cuanto a la interaccion del origen de los animales de reemplazo con la
presencia del vDVB, dando como resultado un OR de 0,2; es decir, es un factor

protectante porque los reemplazos los obtienen del propio hato.
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Sin embargo, van Roon et al (2020), determiné un OR de 1,41 que evidencia a
los animales de reemplazo como un factor de riesgo asociado a vDVB, al igual que los
rebafios lecheros con un OR: 1,63 en comparacién con rebafos de carne y tamafio de
hato OR: 1,04.

Al momento de realizar las encuestas epidemioldgicas a los administradores de
las tres haciendas en estudio, se pudo llegar a considerar algunas variables asociadas a
la presencia de vDVB, sin embargo, ninguno de los hatos presenté evidencias de
exposicion al virus y por consiguiente no se encontraron factores de riesgo asociados a

los animales PI.

Tabla 11

Factores de riesgo asociados a los animales persistentemente infectados con el virus de

la diarrea viral bovina a nivel de hato

vDVB Odds
Factor n POSItivOS % ratio 95% I.C. p-valor
Procedencia
Externos 0 0 0
Propios 3 0 0 - - -
Vacunacion
No 0 0 0
Si 3 0 0 - - -
Sistema de
reproduccion
Monta 0 0 0
Inseminacion 3 0 0 - - -
Control
veterinario clinico
No 0 0 0
Si 3 0 0 - - -
Control
veterinario

ginecoldgico
No
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vDVB Odds
Factor n POSItivos % ratio 95% I.C. p-valor
0 0 0
Si 3 0 0 - - -
Presencia de
ovejas
No 2 0 0
Si 1 0 0 - - -
Conocimiento de
la enfermedad
No 0 0 0
Si 3 0 0 - - -
Manejo de
abortos
No 0 0 0
Sl 3 0 0 - - -

Nota. n: nimero de haciendas; %: porcentaje de prevalencia; 95% I.C: intervalo de confianza al
95%; OR: significativos > 1; p-valor: significativos < 0,05.
Socializacion de resultados y recomendaciones sobre el control del vDVB

Se presentaron los resultados emitidos por parte del laboratorio TIER —
ZENTRUM, los cuales se entregaron de forma personal a cada uno de los propietarios
de las haciendas en estudio, ademas de proporcionarles ciertas recomendaciones
importantes para la prevencion y control de la diarrea viral bovina en los hatos
ganaderos.

Dado la ausencia del antigeno del vDVB en las terneras muestreadas, se
socializé recomendaciones adicionales (adjuntada a cada informe de resultados) a las
ya establecidas en el rebafio bovino, para mantener el estatus sanitario e implementar

programas de control ante la presencia del vDVB.
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

La presencia de terneras persistentemente infectadas (PI) con el virus de la
diarrea viral bovina (vDVB) en los tres hatos muestreados ubicados en el cantén Mejia
fue del 0%, demostrando que la circulacién viral de este virus es nula.

No se establecio una asociacion entre las variables del estudio (edad y raza) con
la prevalencia del virus de la diarrea viral bovina en las terneras muestreadas al
obtenerse resultados negativos, gracias a que se mantiene un buen programa de
control sanitario lo que evidencia una minimizacion en los factores de riesgo asociados
a este virus.

Se realiz6 la retribucién y capacitacion a los ganaderos de las tres haciendas en

estudio, a través de la entrega de resultados y recomendaciones de manera personal.
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Recomendaciones

Mantener normas de bioseguridad si se introducen animales externos al predio
mediante cuarentena y realizando pruebas de diagndstico que descarten la presencia
del virus en los bovinos.

Identificar de manera temprana a los animales persistentemente infectados (PI)
para su inmediata eliminacion e inmunizar al resto de bovinos para evitar la circulacion
del virus.

Incentivar a los ganaderos sobre el uso de vacunas para un eficaz programa de
control del virus de la diarrea viral bovina (vDVB), ademas de informar acerca de los
factores de riesgo asociados a la enfermedad reduciendo su incidencia en el rebafio.

Se debe ampliar el muestreo a todo el hato ganadero para obtener resultados
mAs precisos sobre la presencia de enfermedades infectocontagiosas para generar

controles zoosanitarios.
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