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2. Resumen

La enfermedad de la frontera es una enfermedad de distribucion mundial, cuyo agente causal
es un virus del genero Pestivirus (VEF), responsable de producir alteraciones reproductivas
como abortos espontaneos, reabsorciones embrionarias y una reduccion significativa en los
indices de fertilidad en hembras. Ademas, genera deterioro en el estado inmunoldgico de los
neonatos resultando en el nacimiento de cabritos débiles. A causa de la alta transmisibilidad del
virus, los antecedentes de casos reportados de la enfermedad en el vecino pais de Perq, la
presentacion de trastornos reproductivos en cabras del cantén Zapotillo y las consecuentes
pérdidas econdmicas en los apriscos, es sustancial realizar investigaciones sobre esta
enfermedad en el Ecuador. Los objetivos de esta investigacion fueron identificar la presencia
de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de la frontera en cabras del canton Zapotillo de
la provincia de Loja y determinar los factores asociados a su presentacion. Para tal fin, se
tomaron muestras de sangre de 92 caprinos de 19 fincas de la parroquia Limones y se recogi6
informacion epidemioldgica a partir de una encuesta a los propietarios. Las muestras fueron
analizadas mediante ELISA de competicion para la deteccidn de anticuerpos contra la proteina
p80 (NSP2-3) del virus. El 100% (92/92) de los caprinos fueron seronegativos en la prueba de
deteccion de anticuerpos circulantes contra el virus de la enfermedad de la frontera (VEF) por

lo que no se pudo ejecutar el analisis para determinar los factores asociados.

Palabras clave: Enfermedad de la frontera, cabras, ELISA de competicion.



Abstract

Border disease is an infectious disease of worldwide distribution, whose causal agent is a virus
of the genus Pestivirus (VEF), responsible for producing reproductive alterations such as
spontaneous abortions, embryonic reabsorptions and a significant reduction in fertility rates in
females. It also causes deterioration in the immunological status of neonates, resulting in the
birth of weak kids. Because of the high transmissibility of the virus, the history of reported
cases of the disease in neighboring Peru and the presentation of reproductive disorders in goats
in the Zapotillo canton, together with the economic losses in sheepfolds, it is important to
conduct research on this disease in Ecuador. The aims of this research were to identify the
presence of antibodies against the border disease virus in goats from Zapotillo canton in the
province of Loja and to determine the factors associated with its presentation. For this purpose,
blood samples were taken from 92 goats from 19 farms in Limones parish and epidemiological
information was collected from a survey of the owners. The samples were analyzed by
competitive ELISA for the detection of antibodies against the p80 protein (NSP2-3) of the virus.
100% (92/92) of the goats tested were seronegative in the test for circulating antibodies against

FADV so the analysis could not be run to determine associated factors.

Key words: Border disease, goats, competitive ELISA.



3. Introduccién

La produccion de ganado caprino es importante para el desarrollo socioeconémico
de muchas familias que habitan en areas rurales alrededor del mundo, esto debido a su facil
adaptabilidad a los distintos sistemas de producciény su eficiencia para convertir el alimento
en leche y carne con alto valor proteico (Castel et al., 2010).

La importancia de esta especie cobra mayor relevancia en las zonas de clima calido
seco donde prevalecen suelos aridos y poca vegetacion. Sin embargo, si bien la especie es
bastante adaptable a distintos medios, su margen de productividad, al menos en la provincia
de Loja, ha decrecido en los Gltimos afios a causa de que las producciones son marginadas
hacia aquellas zonas donde las condiciones ambientales son poco favorables y existe una
escasa disponibilidad de vegetacion para la alimentacion (Aguirre et al., 2020).

En el Ecuador, segun datos publicados en el Sistema de Informacion Puablica
Agropecuaria para el afio 2022 se registré un total de 23,789 cabezas de caprinos distribuidas
en las regiones costa, sierra y oriente (INEC, 2022). Un porcentaje significativo del 77%,
es decir 18,300 caprinos residen en el ecosistema del bosque seco tropical de la provincia de
Loja, en donde se destaca el canton Zapotillo que sostiene el 40% de la productividad total,
siendo el territorio de produccion més extensa de la provincia (Aguirre et al., 2020; INEC,
2022).

El limitado desarrollo de estudios sobre enfermedades en caprinos limita las
actividades de control y prevencion, lo que afecta directamente a la economia de los
capricultores, quienes afrontan el costo de atencion veterinaria, medicamentos, perdidas de
productos de ganaderia, disminucion de los animales de reemplazo y la muerte de los mismos
(Palomares et al., 2021).

Las patologias frecuentemente observadas en caprinos a causa de Pestivirus, son de
distribucion mundial, agente que es responsable de provocar alteraciones reproductivas
como abortos espontaneos, mortalidad fetal, malformaciones, bajos indices en la fertilidad,
gestacion y digestibilidad (Kalaiyarasu et al., 2019). Asi como deficiencias en el estado
inmunoldgico del animal manifestando un cuadro de infeccidn persistente en la descendencia
(Becher et al., 2003).

Este tipo de enfermedades infecciosas son de gran interés debido su alta capacidad
de transmisibilidad entre individuos y la aparicion repentina de la sintomatologia, lo que
causa grandes pérdidas economicas en el aspecto de la cria de animales de granja (Kaiser et
al., 2016). Mundialmente la enfermedad de la frontera es reportada en diversos paises, sin
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embargo, en el Ecuador, se dispone de pocos datos sobre la bdsqueda de caprinos con
anticuerpos contra el virus (VEF). El presente trabajo de investigacion permitié conocer la
situacion epidemioldgica actual sobre la enfermedad de la frontera en caprinos del cantén
Zapotillo, para lo cual se platearon siguientes objetivos especificos:
e ldentificar la presencia de anticuerpos contra el virus de enfermedad de la frontera en
cabras del cantdn Zapotillo.
e Determinar los factores asociados a la presencia de anticuerpos contra el virus de

enfermedad de la frontera en cabras del cantdn Zapotillo.



4. Marco Tebrico

4.1 Etiologia

El virus de la enfermedad de la frontera (VEF) es el agente causal de la enfermedad
que lleva su nombre. Esta afeccién es endémica de pequefios rumiantes domésticos y otras
especies silvestres (Oguzoglu et al., 2009), se define como una patologia viral y congénita
reportada por primera vez en el afio de 1959 en ovejas y cabras en la region fronteriza de
Inglaterra y Gales (Nettleton et al., 1998). El agente etiologico esta serologicamente
relacionado con el virus de la diarrea viral bovina tipo 1 y tipo 2 (BVDV - 1) (BVDV -2) y
virus de la peste porcina clasica (VPPC) (Torleiv. L, 1995; Vilcek & Belék, 1996).

4.1.1 Clasificacion Taxonémica

El VEF pertenece al género Pestivirus y a la familia Flaviviridae, que también
comprende otros géneros como Flavivirus, Hepacivirus y Pegivirus (Simmonds et al., 2017).
Los miembros de esta familia reciben sus distintas denominaciones segun la especie afectada
y las enfermedades que causan, por lo tanto los integrantes del género Pestivirus se catalogan
de la siguiente manera: virus de la diarrea viral bovina tipo 1 y tipo 2 (BVDV - 1) (BVDV —
2) afectan principalmente a la especie bovina; virus de la enfermedad de la frontera (VEF)
(BDV por sus siglas en ingles - Border disease in goats) observado en ovinos y caprinos (W.
Li et al., 2013) y el virus de la peste porcina clasica (CSFV), aislado en porcinos (Kaiser et

al., 2016; Ridpath. J., 2015) en rumiantes salvajes y jabalies (Shannon et al., 1997).

4.1.2 Clasificacion Genotipica
Los Pestivirus se encuentran conformados por secuencias totales de ARN simple
viral monocatenario (Becher et al., 2003) de polaridad positiva compuesto por
aproximadamente 12,300 nucledtidos (Righi et al., 2021) y una longitud general que puede
ir de 11,3 a 13,0 kilobases (Becher et al., 2014) con un valor promedio de 12,3 kilobases
(Pankraz et al., 2005).

La clasificacion gendémica del virus representa un desafio debido a su marcada
diversidad genética y antigénica, ademas de su estrecha relacién con otros organismos del
género Pestivirus. Sin embargo, gracias a diversos aislamientos desarrollados a campo en
ovinos y caprinos, ha sido posible identificar al menos ocho genotipos denominados de la
siguiente manera (VEF —1; VEF — 8) (Becher et al., 2003; VValdazo et al., 2007; Giammarioli
etal., 2011).



4.2 Caracteristicas del virus

4.2.1 Morfologia

La forma de los Pestivirus en general es semejante a muchas otras estructuras
celulares envueltas, lo cual complica su diferenciacion (Tautz et al., 2015). Este tipo de
agente patdgeno consta de particulas viricas denominadas viriones. El virion es una particula
con caracteristicas infecciosas a nivel extracelular, cuyo objetivo es iniciar un ciclo de
replicacion viral en las células del huésped (Siddell et al., 2023). Tienen forma esférica y
una envoltura que mide de 40 a 60 nm de didmetro. La envoltura es simétrica, con un nucleo
no tipificado y una conformacion de anillo que mide entre 10 a 12 nm en su superficie
(Lefkowitz et al., 2018).

Figura 1. Particulas aisladas del virus de la enfermedad de la frontera.
Obsérvese las particulas virales de 50 a 60 nm mediante microscopia
electronica (flechas negras); cada graduado en la barra de escala representa
50 nm.

Nota: Extraido de Li et al., (2013)

4.2.2 Estructura general
El virus esta conformado por cuatro proteinas estructurales, una proteina central, la
proteina de la cépside (C) (14 kDa de peso) (Tautz et al., 2015), tres glicoproteinas de la
cubierta: E ™ (gp44/48), E1 (gp33) y E2 (gp55) (Lefkowitz et al., 2018) y de 7 a 8 proteinas
no estructurales: N P p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (Lefkowitz et al., 2018;
Righi et al., 2021).



La estructura de la capside desde el punto de vista fisico quimico no tiene una
composicion lipidica y la composicion de carbohidratos se ve reflejada en todas las
glicoproteinas que conforman la envoltura debido a que contienen glucanos (Lefkowitz et
al., 2018).

Segun la estructura de la envoltura del virus, una vez que sale del hospedador puede
ser rapidamente inactivado por desinfectantes comunes, solventes y detergentes organicos.
La infectividad del virion tolera un amplio rango de pH, aunque es bastante inestable a
temperaturas superiores a los 40 °C (Depner et al., 1992). La resistencia del organismo
infeccioso en el medio ambiente es limitada, cuando los animales portadores se desplazan
en un area donde mantienen contacto con animales sanos, estos pueden propagar el virus con
gran facilidad (Tautz et al., 2015; Tizard. I, 2018).

RNA

Pestivirus, ultrathin section

Figura 2. Caracteristicas basicas de los Pestivirus.

Representacional grafica de una particula pestiviral flanqueada por imagenes microscopicas
electronicas.

Nota: Adaptado por Tautz et al. (2015).

4.2.3 Estructura molecular
Gendmicamente posee un marco de lectura abierto (regién de ARN que contiene la
secuencia de codificacion de proteinas) “ORF” (Open Reading Frame) acompafiado por dos
regiones no codificadoras en la seccion del extremo 5"y 3" “UTR” (Figura 3) (Untraslated
Region) (Tajima et al., 2001). Concretamente el virus de la enfermedad de la frontera (VEF)
codifica 4,000 aminoacidos cuya funcién es descifrar cuatro proteinas estructurales, la

capside (C), tres glicoproteinas de la cubierta (Erns, E1 y E2) y de 7 a 8 proteinas no



estructurales (N P ,p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Lefkowitz et al., 2018; Righi
etal., 2021)

Los Pestivirus tienen una serie de proteinas responsables de generar trastornos en el
organismo. Los componentes virales estructurales conforman las particulas viricas y se
pueden clasificar en proteinas centrales de la nucleocépside (proteina C) y proteinas de la
membrana situadas en la envoltura (Wang et al., 2015). Por otro lado, las proteinas no
estructurales son codificadas por el genoma del virus, pero no siempre forman parte de la
particula viral durante los procesos de replicacién, aungque pueden tener importancia durante

la etapa de ensamblaje de virus (Tautz et al., 2015).
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Figura 3. Organizacion grafica del genoma y proteinas de Pestivirus.

Observese las region no codificadora en la seccion del extremo 5"y 3" “UTR” y las proteinas virales
generadas.

Nota; Extraido de Simmonds et al. (2017)

Las proteinas estructurales se manifiestan cuando los viriones se encuentran en
estado de madurez (Boehringer. 2010). La proteina C, es una de las méas basicas que posee
el virus, esta tiene la funcién de adherirse al ARN en una baja afinidad y sin especificidad
clara. La secuencia genética de esta proteina puede ser modificada de tal forma que una
porcion de los aminoacidos que conforman su estructura puede llegar a desaparecer lo que

provoca una disminucion de los titulos de virus (Andrew et al., 2012; Riedel et al., 2012).

Investigaciones en cuanto a la actividad genética de las proteinas de Pestivirus como
el virus de la Peste porcina clasica (CSFV), permiten concluir que el gen de la proteina (C)
puede ser eliminado in vitro lo que demuestra que esta proteina es importante para los

procesos de replicacion virica (Riedel et al., 2012).



La proteina (E™) “rns”. Es una glicoproteina con caracteristicas especificas y
actividad ribonucleolitica en el ARN, dado que se encarga de descomponer los acidos
ribonucleicos (Behrens et al., 1998; Krey et al., 2012). Este tipo de proteina esta presente en
la particula viral (Rumenapf et al., 1998) y tiene participacion directa en la actividad genética
del agente patogeno, su desempefio no siempre es esencial para la viabilidad del virus en los
cultivos de tejido, y su supresion provoca una diminucion de la respuesta inmunitaria innata
del huésped (Hulst et al., 1998; Meyer et al., 2002).

La proteina (E1) no tiene ninguna funcién directa en la estructura del virus, los
animales infectados no desarrollan anticuerpos lo cual dificulta su deteccion (Tautz et al.,
2015). La proteina (E2), es la encargada de generar el complejo de unién a los receptores de
los Pestivirus y de generar el tropismo de especie entre los distintos biotipos existentes
(Liang et al., 2003), precisamente esta proteina expresa epitopos con regiones especificas,
en donde se concentran las respuestas generadas por el sistema inmunolégico del hospedador
(Tizard. 1, 2018). De tal forma que se unen las células del huésped e inhiben la infeccion o a
su vez imposibilita que se genere una respuesta inmune eficiente (Liang et al., 2006; Li et
al., 2011).

Ademas, con respecto a las proteinas no estructurales, la proteina (Npro) proteinas
(p7 y NS2) no tienen participacion en el proceso de replicacion viral del ARN, aungue la
proteina (P7) si cumple una actividad en el proceso de maduracion del virus (Lefkowitz et
al., 2018; Righi et al., 2021).

4.2 .4 Clasificacion del virus segun la patogenicidad
El virus de la enfermedad de la frontera también es conocido como Pestivirus tipo D
y se clasifica en biotipos segun la capacidad que presenta para producir cambios en la
morfologia, funcién y estructura de las células infectadas. Por lo cual es posible encontrar

biotipos citopatogénicos (CP) y no citopatogénicos (NCP) (Garcia et al., 2019).

El biotipo citopatogénico (CP) sufre cambios en su conformacion dado que se
redondea se desprende de la monocapa del virus y en ocasiones muere posiblemente a causa
del proceso de apoptosis durante la ejecucion de los mecanismos de defensa del sistema
inmune. A nivel celular es responsable de generar vacuolizacion y lisis de las células
infectadas y clinicamente causa una infeccion aguda que puede ser eliminada rapidamente
(Garcia et al., 2019; Tautz et al., 2015).
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El biotipo no citopatogénico (NCP) no causa signos microscépicos visibles, sin
embargo, su aislamiento a campo es mas frecuente debido a su capacidad para causar
infeccidn fetal persistente provocando que sea un factor clave para la diseminacion constante

del virus por parte de los animales Pl (Garcia et al., 2019; OIE, 2018)

Los aislamientos a campo son posibles por la alta relacién genética y antigénica que
existe entre el virus de la diarrea viral bovina (VDVB 1y 2) y el virus de la enfermedad de
la frontera (VEF) (Nettleton & Entrican, 1995; Nettleton et al., 1998; Becher et al., 2003;
Nettleton. & Willoughby, 2007), lo cual permite que se desarrollen analisis en poblaciones
de animales por medio del uso de kits comerciales de ELISA de deteccion de anticuerpos
para BVD Ag-ELISA, con el objetivo de identificar anticuerpos en muestras sanguineas de
pequefios rumiantes contra el virus de la enfermedad de la frontera (Kittelberger & Pigott,
2008).

4.2.5 Probables factores de susceptibilidad de especies
Los Pestivirus afectan primordialmente a los rumiantes domésticos como bovinos,
ovinos y caprinos (Garcia et al., 2019). Aunque también infecta a rumiantes salvajes como
ciervos, renos, bisonte europeo, bisonte americano, Ilamas, alpacas, jirafas y rebeco

pirenaico (Ignasi. M et al., 2007).

La especie caprina, tiene poca sensibilidad al agente patdgeno, sin embargo, cuando
llega a infectarse la manifestacion clinica y signos de viremia aguda son poco notorios,
ademas la tasa de supervivencia de los cabritos recién nacidos es bastante baja reduciendo
la cantidad de animales infectados por primera vez, actuando como factor principal para la

diseminacion del virus (Garcia et al., 2019; Tautz et al., 2015).

4.3 Transmision

4.3.1 Transmision horizontal
La transmision horizontal ocurre por contacto directo entre un animal sano y un
animal infectado con un cuadro de viremia aguda. El virus ingresa al organismo por medio
de la via (oro — nasal), conjuntival o genital por medio del coito (Berriatua et al., 2004). A
traves del contacto con secreciones oculares, descargas nasales, saliva, orina, liquido seminal
0 heces (Garcia et al., 2019; Oguzoglu. T, 2012; Romeral. M, 2015).
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4.3.2 Transmision vertical
La transmisidn vertical tiene una participacion importante en la epidemiologia de la
enfermedad (Nettleton et al., 1998). Generalmente ocurre desde las hembras gestantes hacia
los fetos a través de la placenta (Garcia et al., 2019). Cuando el feto esta en contacto con el
biotipo no citopatogénico, se desarrolla un cuadro de infeccidn persistente, especialmente en
aquellos que se infectan prenatalmente antes del desarrollo de su sistema inmunitario
(Oguzoglu. T, 2012).

En la especie caprina, el desarrollo del sistema inmunitario del neonato durante la
gestacion ocurre durante los primeros 60 a 85 dias, sin embargo, producto de la infeccion se
puede presentar nacimientos prematuros, junto a un sistema inmune inmaduro y una alta

susceptibilidad a la enfermedad (Maclachlan N. et al., 2010).

Los animales persistentemente infectados con un cuadro de viremia e
inmunotolerancia a la cepa que circula en su organismo, tienen la capacidad de excretar el
virus constantemente por secreciones como saliva, semen, orina, leche, sangre y lagrimas
por lo que son la principal fuente de infeccion en el rebafio y su eliminacién es un factor

primordial en cualquier programa de control (OIE, 2018).

4.3.3 Transmision iatrogénica
Es poco frecuente, aunque si es posible que se produzca una transmision iatrogénica,
a través de inyecciones intramusculares, subcutaneas, endovenosas 0 vacunaciones con virus

no inactivados, contaminadas con Pestivirus (Barkema et al., 2001).

4.4 Patogenia
Las infecciones provocadas por Pestivirus en rumiantes provocan enfermedades
similares. El virus de la enfermedad de la frontera, es predominante en la especie ovina y
caprina y su patologia es semejante en muchos aspectos a los casos de diarrea viral bovina,
reportados en bovinos (Predrera et al., 2008; Rimenapf et al., 1993).

El VEF se caracteriza por producir un cuadro de viremia durante la fase aguda de la
enfermedad (Gonzélez. J, 2010). Este periodo es el tiempo en el cual el virus se encuentra
circulante en la sangre, tiene una duracion de 7 a 15 dias y un periodo de incubacion de 1 a
4 dias (Garcia et al., 2019). Junto con la viremia se presenta un cuadro ligero de hipertermia
y una leucopenia leve asociadas a una viremia de vida corta detectable entre el dia 4 y 11 dia
de infeccion (Maclachlan N. et al., 2010; Nettleton et al., 1998; Nettleton & Entrican, 1995;
Nettleton. P & Willoughby. K, 2007).
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En algunos casos se pueden observar el cuadro de viremia hasta el dia 21 post
infeccidn, al mismo tiempo que aparecen los anticuerpos neutralizantes del virus en el suero
sanguineo (Garcia et al., 2019). Transcurrido el cuadro de viremia diversos estudios
describen epizootias con elevada mortalidad en pequefios rumiantes asociadas a sindrome

hemorragico severo (Tautz et al., 2015).

El cuadro patoldgico en neonatos se ve reflejado en el nacimiento de cabritos débiles
y tiene un sistema inmune inmaduro, por lo cual cursan por infecciones persistentes. Estos
pueden presentar el denominado "sindrome del agitador peludo” (pelaje mas largo y fino)
(Righi etal., 2021). Este tipo de infeccidn persistente surge del contagio via transplacentaria
y pueden sucumbir por un sindrome parecido a la enfermedad de las mucosas en rumiantes

mayores (Kaiser et al., 2016).

4.5 Manifestaciones clinico patologicas

La infeccidn en rumiantes menores se ha descrito en su mayoria de casos en la especie
ovina y ocasionalmente en caprinos (Oguzoglu. T, 2012). El virus puede infectar al huésped
de manera transitoria o persistente, ademas de provocar inmunosupresion y aumenta la
vulnerabilidad del organismo del animal frente a otros agentes patdgenos considerados
oportunistas (Oguzoglu. T, 2012; Schweizer & Peterhans, 2014). Cuando se desarrolla el
cuadro patoldgico la enfermedad puede presentarse de forma subclinica o inaparente, se
manifiesta en animales adultos gestantes o no gestantes. En caso de las hembras gestantes el
cuadro clinico aparece mientras la gestacion se encuentra en su etapa inicial, con alteraciones

como reabsorciones embrionarias o abortos desapercibidos (Nettleton et al., 1998).

Durante la gestacion el feto puede contraer la enfermedad via transplacentaria entre
el dia cincuenta o sesenta, el contagio se desarrolla antes del inicio de competitividad
inmunologica. Después del nacimiento este puede permanecer saludable hasta una edad
madura pero constantemente excreta grandes cantidades de virus infeccioso (Dubois et al.,
2008). Otras alteraciones son los trastornos congénitos como: abortos, mortinatos,
nacimiento de corderos débiles, conformacion corporal anormal, vellon peludo,

inmunosupresion y mayor riesgo de contagio de otras enfermedades (Righi et al., 2021).

El cuadro presente en los neonatos, afecta a su estado inmunoldgico. Los cabritos
pueden nacer de forma prematura y son incapaces de mantenerse en pie acompafado de
signos neuroldgicos como temblores corporales producto de la disfuncion locomotora

reciente, convulsiones, incapacidad para mamar, opacidad de la cornea y conjuntivitis.
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Diversos estudios mencionan que los neonatos que nacen débiles y con sintomatologia
nerviosa, fallecen entre los 3 y 5 dias después de nacimiento (Abdel et al., 2013). El cuadro
clinico en especies no convencionales como los rumiantes salvajes, se desarrolla de forma
distinta, evidenciando cambios en su comportamiento natural, pasando a un estado de
docilidad en la que no escapan de la presencia del ser humano. Acompafiado de otros signos
clinicos como caquexia, deshidratacion, estado febril, pelaje débil y parasitacion abundante
por garrapatas (Ignasi. M et al., 2007).

4.6 Respuesta inmunitaria

4.6.1 Respuesta inmunitaria innata
La inmunidad innata es la primera barrera de proteccidon frente al virus, desempefia
un papel esencial en la deteccion temprana y la reaccion inflamatoria inicial. Para lograr este
proposito se generan dos rutas: la generacion de interferon (IFN) y la activacion de la

apoptosis (Oguzoglu. T, 2012).

En base a la generacion del interferon, cuando el virus infecta a un individuo
inmunoldgicamente susceptible, pueden hacer que se generen interferones (IFN) los cuales
son esenciales para eliminar la infeccion viral (Raftery et al., 2017) tienen la capacidad de
amortiguar la replicacion de diferentes biotipos y genotipos de Pestivirus (Elsheikh. A et al.,
2019; Quintana et al., 2020).

Los interferones son considerados glicoproteinas capaces de generar efectos en el
sistema inmunoldgico, ayudar en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, generar
sustitucion celular, entre otros (Fensterl et al., 2015). Biologicamente existen tres clases
principales de interferon: IFN tipo I, IFN tipo Il e IFN tipo I1l. Se agrupan en familias segun
su homologia estructural, ubicacion cromosémica y su interrelacion con los receptores
(Raftery et al., 2017).

En el organismo del animal infectado, los interferones no inactivan al agente viral
por lo contrario se encargan de la sintesis de proteinas antivirales para amortiguar la
replicacion de los virus. El mecanismo de transduccién de sefiales de IFN-I e IFN-111 es
semejante dado que ambos actuan a través de transductores que inducen a una respuesta
antiviral sinérgica (Mordstein et al., 2010; Onoguchi et al., 2007; Sommereyns et al., 2008).
En base a la actividad que realizan los (IFN) podrian clasificarse en tres tipos: aquellos que
inhiben la entrada de virus, los que inhiben la sintesis de proteinas y aquellos que inhiben la
liberacion de virus (Hong et al., 2023; Raftery et al., 2017).
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Si bien los interferones actian muy bien en cuanto a la respuesta inmunitaria en el
organismo, ciertos agentes patdgenos del género Pestivirus, poseen la capacidad de utilizar
sus proteinas auto codificadas con el fin de generar un efecto antagonista sobre la respuesta
inmune del huésped y sobrevivir durante la infeccién, lo cual facilita los procesos de
replicacion viral (Cai et al., 2017; Maldonado et al., 2020). Ademas, podrian emplear las
proteinas no estructurales N P y E ™ para contrarrestar la respuesta antiviral del hospedador
al bloquear la accion de los interferones (IFN), provocando una resistencia a los procesos de
apoptosis, controlar el proceso de mitofagia y otras vias similares (Cao et al., 2019; Fan et
al., 2021; Gou et al., 2017; Xie et al., 2021; Zhang et al., 2018).

La apoptosis 0 muerte celular programada también forma parte de la primera linea
de defensa del organismo contra las infecciones virales (Clemens, 2006). Se define como
una muerte celular fisioldgica que se genera como respuesta a estimulos enddgenos o
exogenos (Clemens, 2006; Ma et al., 2019) . Cuando este proceso se presenta por induccion
de un virus se convierte en un proceso importante para la patogénesis viral, en donde las
células huésped inician rapidamente el proceso apoptotico para restringir la replicacion y
transmision de los virus eliminando rapidamente las células infectadas (Carruthers et al.,
2007; Clarke et al., 2005; Clarke, 2009; Nordén et al., 2013).

4.6.2 Respuesta inmunitaria adquirida
La respuesta inmune adquirida tiene un desarrollo mas lento y su objetivo principal
es identificar el virus a través de células linfociticas (Tautz et al., 2015). Se genera a través
de dos mecanismos: la respuesta inmune humoral, en la cual los linfocitos B tienen un rol
crucial; y la respuesta inmune celular, en la que los linfocitos T son las células clave. Ambas
respuestas se originan con la activacion de los linfocitos en los 6rganos periféricos,

desencadenada por la célula presentadora del antigeno (CPA) (Kenneth et al., 2017).

La respuesta inmune celular se encuentra mediada por los linfocitos T - CD4+y T -
CD8+. Estas células se ubicadas en mayor proporcion en el tejido epitelial del intestino y
su principal funcidn es proteger las superficies mucosas. En los rumiantes jovenes el nimero
de linfocitos circulantes es superior al 60%, al llegar al afio de edad estos disminuyen hasta
un 30% Yy en edad adulta sélo conservan del 5 a 10% (Bruschke et al., 1998). La actividad
inmunoldgica de los linfocitos T CD4+ es secretar citocinas que permiten regular la
respuesta inmune mientras que los linfocitos T CD8+ son de caracter citotoxico, lo cual

induce a la destruccidn total de las células infectadas (Clarke et al., 2005).
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Estas respuestas surgen a partir de los estimulos captados por los receptores que se
encuentran en las superficies de los linfocitos B y T que reconocen regiones discretas de
antigenos virales, conocidos como determinantes antigénicos o epitopos (Predrera M et al.,
2008; Uriel & Moreno Nieves, 2020). Patologicamente la enfermedad puede desarrollar
cuadros de linfopenia que oscila en rangos del 50% hasta el 90% segun la cepa del virus. En
donde los linfocitos T CD8+ disminuyen mucho mas que los linfocitos T CD4+, de tal
manera que existe poca afectacion en las células T y/3 circulantes (Archambault et al., 2000;
Brodersen et al., 1999; J. A. Ellis et al., 1998). La disminucion de los linfocitos CD4+,
provoca el cuadro de viremia prolongada y ademas participa en la coordinacion de la
respuesta celular durante la fase temprana de la infeccion, desarrollando el mecanismo
inmune de control de infecciones primarias, contra las proteinas virales E2 y NS3 (Letesson
etal., 1997; Predrera M et al., 2008; Uriel & Moreno Nieves, 2020).

Por otro lado, la disminucion de los linfocitos T CD8+ o células T y/6 no causan
prolongacidn en el cuadro de viremia. La presentacion de cuadros infecciosos persistentes
en el organismo, depende de la interaccion entre la replicacion viral y el sistema
inmunoldgico del hospedador. Este proceso se ve modificado por la capacidad del virus para
evadir los tipos de respuesta inmune innata o adaptativa, lo cual permite que los virus se
repliquen en las células del huésped durante mucho tiempo sin causar dafio o aumentar la
susceptibilidad a enfermedades infecciosas a través de la represion inmunoldgica general
(Tautz et al., 2015).

Una respuesta inmunitaria mediada por celulas como los linfocitos B se produce a
causa de una respuesta inmune activa que se desarrolla después de una exposicion al
antigeno o por inmunidad pasiva mediante la ingestion de los anticuerpos presentes en el
calostro, los anticuerpos antivirales se pueden detectar en caprinos frente a enfermedades
como la diarrea viral bovina y la enfermedad de la frontera, debido a su alta especificidad y
parentesco genotipico (Benito. 2017; Ellis et al., 2001).

La adquisicién de los anticuerpos neutralizantes maternos por los animales Pl reduce
temporalmente la viremia, sin embargo, en casos en los que la enfermedad surge a causa de
un Pestivirus, estos no tienen la capacidad de suprimirla completamente por lo cual la
inmunidad humoral es insuficiente para la eliminacion de las células infectadas (Howard et
al., 1989).
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4.7 Lesiones

4.7.1 Lesiones microscopicas
Las lesiones microscopicas se evidencian en su mayor proporcion en los érganos
diana como el sistema nervioso central por medio de cambios en la morfologia de la célula,
produciéndose hipercelularidad, desorganizacion celular y disminucion del contenido de
mielina (Loken et al., 1991). La disminucidn de la cantidad de mielina en el sistema nervioso
central en la mayoria de los casos se desarrolla cuando el virus se adquiere de forma
congénita (Moller et al., 1993).

Los cambios microscOpicos mas persistentes y severos se evidencian en las regiones
periventriculares, el cerebelo, el tronco encefalico y los hemisferios cerebrales, y en
ocasiones, también en la médula espinal. Estos cambios se caracterizan por la presencia de
meningoencefalomielitis, la cual puede ser de tipo no supurativa y/o necrotizante, y con

frecuencia se asocia con hipomielinogénesis (Toplu et al., 2011).

4.7.2 Lesiones macroscopicas
Esta enfermedad se caracteriza por desarrollar lesiones macroscopicas y anomalias
en el sistema nervioso central (SNC), como hidranencefalia, hipoplasia cerebelosa, cifosis,
escoliosis, braquignatismo, artrogriposis del sistema esquelético (Mdller et al., 1993; Toplu
et al., 2011). En el caso de los neonatos se puede detectar, porencefalia y cavitaciones
subcorticales en la corteza cerebral, ademés de hidrocefalia braquignatia inferior e
hipertrofia gingival (Dincel & Kul, 2015).

Tambien se pueden manifestar lesiones en el tracto gastrointestinal, a manera de
hemorragias localizadas en el estbmago, intestino delgado e intestino grueso (W. Li et al.,
2013), enteritis hemorragica, ulceras abomasales y abomasitis hemorragica. En el higado
puede encontrarse degeneracion hepatica. Y a nivel del sistema linfatico, puede observarse
a los nddulos linfaticos ligeramente aumentados junto con un cuadro de edema subcutaneo
y ascitis (Li et al., 2013; Rosamilia et al., 2014).
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Figura 4. Proceso necrotico en el sistema digestivo de cabras con (VEF)

Hemorragia y proceso necrdtico en el intestino delgado e intestino grueso de cabras con el virus de la
enfermedad de la frontera. La necropsia corresponde a cabras enfermas de 2 a 4 meses de edad. Observe
la hemorragia y necrosis en el intestino delgado (sefialado con flechas negras).

Nota: Extraido de Li et al., (2013)

4.8 Diagnéstico de laboratorio e identificacion del agente etioldgico

4.8.1 Diagndstico directo

Para este tipo de diagnostico de manera general se pueden remitir muestras de sangre
con anticoagulante (EDTA), orina, exudado genital e hisopado nasofaringeo (Romeral. M,
2015). Para casos especificos, si es un animal vivo se puede tomar muestras de leucocitos,
piel o suero sanguineo. Si el animal es lactante, se pueden analizar muestras de leucocitos o
piel, debido a que el virus puede estar neutralizado en el suero sanguineo gracias a los
anticuerpos maternales y se puede obtener un falso negativo (Garcia et al., 2019). En el caso
de tratarse de un animal muerto, se pueden remitir muestras de 6rganos diana como el
sistema nervioso central, bazo, rifidon o placenta. También se puede incluir en las muestras
aquellos fetos abortados (Garcia et al., 2019). Independientemente del tipo de muestra

elegida, existen diversas técnicas de diagndstico directo.
a) Transcriptasa reversa- reaccion en cadena polimerasa (RT — PCR)

La técnica (RT — PCR) es altamente sensible y utilizada para el diagndstico de virus
pertenecientes al género Pestivirus. No requiere de manipulacion post PCR y sus resultados
son expresados en tiempo real (Epsy, et al., 2006). Las muestras que ueden ser remitidas
para este tipo de analisis son muestras de suero, hisopos (nasales, bucales, rectales) y organos
como linfonodos, pulmon, rifion, estomado, inestino delgado, intestino grueso y partes del

sistema nervioso (Cuello, et al., 2016).
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El fundamento de la tecnica es una enzima especifica llamada transcriptasa inversa

la cual posee polipéptidos especificos para amplificar genes del virus (Diaz. A et al., 2013)
analizando la secuencia de la estrucutra genomica en la region 5'UTR misma que estd muy
conservada y es muy similar en este tipo de virus y posibilita el diagndstico molecular y
genotipado (Diaz de Arce, 2008).

b) Aislamiento viral en cultivo celular

Esta es una técnica de diagndstico altamente sensible, el agente causal puede aislarse
por inoculacion de muestras clinicas en cultivos de diferentes lineas celulares de la especie
ovina o bovina (Sashi. 1983) Es recomendable utilizar células de ambos origenes en las
zonas donde el ovino o caprino se pueda infectar, organos como: baso, rifion, cerebro,

linfonodos o intestino son tejidos 6ptimos para el aislamiento virico (Garcia et al., 2019).
¢) Inmunohistoquimica

Esta técnica se basa en el analisis post mortem y en el estudio de relacion entre el
antigeno y anticuerpos especificos para el virus (de Dios Soler, 2018). Esta técnica es
utilizada para la deteccion de agentes virales, debido a que muchos virus tienen la capacidad
de producir cambios patoldgicos caracteristicos y cuerpos de inclusién (Ramsey, 2015). En
el caso del VEF, la técnica se desarrolla con anticuerpos antipestivirus que se puede detectar
en las biopsias cutaneas in vivo de los casos de la infeccion persistente de la enfermedad
(Garcia et al., 2019).

4.8.2 Diagnéstico indirecto
Para el diagnostico indirecto, la muestra estandar es el suero sanguineo. Si se
encuentran anticuerpos lo mas probable es que el animal sea positivo a los anticuerpos, pero
negativo al virus, debido a la neutralizacién virica por parte de los mismos. Existen 2 pruebas
serologicas mas utilizadas para la deteccion de anticuerpos, las cuales son: la prueba de

ELISA y la prueba de Neutralizacién virica (Garcia et al., 2019).
d) Analisis inmunoenzimatico (ELISA) de antigeno

La prueba de ELISA aplicada para el diagndstico es el ELISA tipo sandwich. Este
ensayo es una técnica seroldgica que se realiza por medio de una muestra de leucocitos
sanguineos (Garcia et al., 2019).El fundamento del estudio es ‘'intercalar’ un antigeno entre
dos anticuerpos (Shah & Maghsoudlou, 2016). Observando el tipo de reaccion que se

produce entre el primer antigeno presente en un pocillo que contiene anticuerpos y posterior
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reconocimiento por un segundo anticuerpo con ayuda de una anti inmunoglobulina unida a

una enzima. Lo que forma el complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo (Li et al., 2013).
e) Prueba de ELISA para deteccion de anticuerpos

La técnica de ELISA competitivo es posible desarrollar a través de kits comerciales
que tienen la capacidad de reconocer la presencia de antigenos anti-VEF (Garcia et al.,
2019). Este tipo de ELISA es un proceso de competicion en el cual inicialmente el anticuerpo
primario se incuba con una sustancia no purificada y se une a cualquier antigeno presente en
la muestra, cuanto méas antigenos presente la muestra se formardn mayor ndmero de
complejos antigeno-anticuerpo. Luego de la primera reaccion se afiaden complejos antigeno-
anticuerpo a una placa de 96 pocillos que esta previamente recubierta con el antigeno.
Cualquier anticuerpo no unido anteriormente se unira a el antigeno en el pocillo. Por tal
razén se denomina ELISA de competicion entre los antigenos de la muestra y los pre-
recubierto en el pozo para los anticuerpos (Shah & Maghsoudlou, 2016).

f) Test de ser neutralizacion virica

Es una prueba que permite identificar y cuantificar la capacidad que tienen los
anticuerpos séricos para inhibir o neutralizar el efecto citopatico de una cepa especifica
(Reinhardt et al., 2001). Esta técnica de diagndstico presenta una alta especificidad, se
fundamenta en la capacidad que presentan los anticuerpos para neutralizar la

citopatogenicidad in vitro (Edwards. 1990).

4.9 Tratamiento y prevencion
La enfermedad de la frontera es considerada una patologia de caracter exotico y no
se encuentra sometida a programas oficiales de erradicacion como es el caso de la
enfermedad de la diarrea viral bovina, por lo tanto no existe un tratamiento especifico,
estrategias de vacunacion o programa de inmunizacion para este tipo de enfermedad (Garcia
etal., 2019).

Como parte de los métodos de control algunos autores sefialan que es recomendable
el control tanto de (DVB) en rumiantes menores como en rumiantes mayores, con el objetivo
de asegurar que se minimice el riesgo de transmision de Pestivirus entre las 2 especies
(Carlsson & Belak, 1994).
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4.10 Epidemiologia
La enfermedad de la frontera es una patologia de distribucion mundial y endémica
de los pequefios rumiantes como ovejas y cabras en cualquier edad (Oguzoglu et al., 2009).
También son sensibles aquellos rumiantes silvestres que pueden infectarse e incluso llegar a
mantener la enfermedad de forma endémica entre sus poblaciones (Becher et al., 2003). Esta
patologia constituye un desafio debido a su capacidad de atravesar la barrera transplacentaria
durante la prefiez causando abortos, reabsorciones embrionarias y graves problemas en la

reproduccion (Lanyon et al., 2014).

Los virus requieren de la predisposicion de factores tanto del hospedador como del
medio ambiente, para el desarrollo de la enfermedad. En el caso del virus de la enfermedad
de la frontera (VEF) no se ha demostrado que factores como la edad, raza o sexo del
individuo influyen directamente en la manifestacién de los signos clinicos. Sin embargo, el
entorno si, debido a que el virus necesita de un abundante numero de animales para
permanecer activo mediante la transmision horizontal a través del contacto entre animales
sanos y animales con viremia aguda, primo infectados o de forma iatrogenica mediante el

uso de vacunas contaminadas (Garcia et al., 2019).

Aquellos caprinos sometidos a un sistema de produccion intensiva en donde el
nimero de animales es abundante son considerados como un espacio propicio para el
desarrollo del virus; Por otro lado, los sistemas de produccién extensivo también presentan
un riesgo de exposicion a animales primo infectados debido al vinculo que existe entre la
convivencia, la disposicion de recursos alimenticios y medioambientales (Garcia et al.,
2019).

Al ser una enfermedad de distribucion mundial, los factores del medio ambiente
también se relacionan con la ubicacidn geografica, las cepas activas del virus se ubican en
distintas areas y la seroprevalencia de la enfermedad cambia segun el tipo de produccion
animal y la ubicacién geogréafica (Kaiser et al., 2016). La enfermedad se ha reportado en
Asia Occidental con una prevalencia del 15.9% en los caprinos de la region de Mosul en Irak
(Hassan, 2020). En zonas comprendidas entre Europa y Asia, paises como Turquia presentan
una prevalencia del 2.0% para el antigeno de Pestivirus (Oguzoglu et al., 2009). En el este
de China también se encontraron cepas estrechamente relacionadas con la cepa Gifhorn
detectadas mediante andlisis filogenético (W. Li et al., 2013).
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En paises latinoamericanos, si se reportan estudios, como es el caso de México, que
para el afio 2017 demostrd un alto indice de seropositividad contra Pestivirus con una
prevalencia del 32,95% en la poblacion caprina en el estado de Nuevo Ledn (Rodriguez,
2017). En Perq, para el afio 2017 en base a estudios realizados en caprinos de la provincia
de Huaura, se comprueba que existe una seropositividad del 1,2% al virus de la diarrea viral

bovina y virus de la enfermedad de la frontera (Benito, 2017).

En la provincia de Loja a pesar de que las cabras son una especie economicamente
importante no se reportan analisis cientificos que demuestren la bldsqueda de anticuerpos
contra este tipo de agentes infecciosos. ElI panorama epidemioldgico a nivel nacional
tampoco es diferente dado que en el Ecuador hasta la actualidad tampoco se reportan
investigaciones sobre esta enfermedad. Ademas, el diagnostico patologico sanitario se apoya
en el analisis del estado sanitario, considerando pardmetros reproductivos, indices de
conversion alimenticia, nimero de servicios, entre otros factores, seguin lo propuesto por
Hurtado, B (2019).
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5.1 Area de estudio

La investigacion se realiz6 en el cantdn Zapotillo, parroquia Limones, situada en la

parte occidental de la provincia de Loja, en el sur de Ecuador. El cantén Zapotillo, se sitda

5. Material y Métodos

entre los 400 y 900 m.s.n.m, con una superficie total de 121.157,79 hectéreas. Este cantdn

posee un clima tropical semiarido y tropical sabana; la temperatura maxima promedio

asciende a entre 33 y 36 °C y la temperatura minima promedio esta entre 17 y 21 °C. La

precipitacion varia desde <300 mm hasta 1100 mm por afio. Segun los datos del plan de

desarrollo y ordenamiento territorial del Canton Zapotillo (PDOT, 2020).
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Figura 5. Mapa de la parroquia Limones y sus barrios.
Nota. Obtenido del Centro de Investigaciones Territoriales UNL (2023).

5.2 Procedimiento

5.2.1 Enfoque metodoldgico

Se adoptoé un enfoque metodoldgico de naturaleza cuantitativa. Este enfoque se

caracterizo por su estructuracion en fases especificas, las cuales se destinaron a los procesos

de recoleccion y analisis de datos, con la finalidad de someter a evaluacion las hipotesis

previamente formuladas (Sanchez. et al., 2021).
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5.2.2 Disefio de la investigacion
Este es un estudio de tipo observacional descriptivo y de corte transversal, para
identificar la presencia de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de la frontera (VEF)

y ademas, determinar los factores asociados.

5.2.3 Tamanfo de la muestra y tipo de muestreo
Se recolectaron muestras de sangre de cabras adultas (Capra aegagrus hircus)
provenientes de 19 fincas ubicadas en los barrios de la parroquia Limones. En cada finca, se
seleccionaron aleatoriamente 5 animales, totalizando asi 92 cabras. Cabe destacar que este
método de muestreo se llevo a cabo por conveniencia, dada la dificultad de acceso a los

lugares de muestreo.

5.2.4 Técnicas

Toma de Muestras de Sangre y registro de la informacion

De cada cabra, se obtuvo una muestra de 5 ml de sangre de la vena yugular mediante
el sistema de vacio y tubos vacutainer sin anticoagulante. Cada muestra fue identificada con
un cédigo asignado en la ficha de datos y transportada a una temperatura aproximada a 4 °C
hasta el Laboratorio de Diagnostico Integral Veterinario de la Universidad Nacional de Loja.

Adicionalmente, se llevd a cabo una encuesta para recopilar informacion de los
propietarios con el objetivo de conocer la presencia de alteraciones reproductivas en los
rebafios, asi como para registrar datos como la procedencia, el género y la edad de los

animales.

Procesamiento de muestras
En el laboratorio, se sometieron las muestras a centrifugacion a 1500 gravedades (g)
durante 5 minutos con el fin de obtener los sueros sanguineos. Estos sueros fueron
transferidos a tubos individuales y almacenados a una temperatura de -20 °C en las
instalaciones del Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja.
Permanecieron en esta condicion hasta su procesamiento mediante la prueba de ELISA
competitivo.
Fundamento de la técnica para diagnostico serologico de la enfermedad de la frontera
El kit de diagnostico estd disefiado para la deteccion de anticuerpos especificos
dirigidos contra la proteina p80 - 125 (también conocida como NSP2-3) del virus de

enfermedad de la frontera por ELISA de competicidn. EIl principio de la técnica se basa en
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la sensibilidad presente en la placa, cada uno de los pocillos esta sensibilizado con el
antigeno p80 del virus de la enfermedad de la frontera (ID. Vet Innovative Diagnostic).

Las muestras y los controles fueron afiadidos segln el procedimiento (Anexo 3). Si
los anticuerpos estan presentes en el suero se forma el complejo antigeno — anticuerpo que
enmascara los epitopos de la proteina p80. En base a lo observado fue posible interpretar lo
siguiente: En ausencia de anticuerpos, aparece una coloracion azul, que cambia a color
amarillo cuando se adiciona la solucion de parada y se puede interpretar como resultado
negativo cuando el resultado de porcentaje de competicion es mayor al 50%. A diferencia
de cuando se confirma la presencia de anticuerpos, no existe coloracion y se interpreta como
positivo si el resultado del porcentaje de competicion es menor o igual que el 40%. En casos
especiales se puede considerar un resultado de interpretacién dudosa cuando el porcentaje
de competicion es menor que el 40% o menor o igual que el 50% (Tabla 7).

5.2.5 Procesamiento y analisis de la informacion
La informacién obtenida del diagnéstico de laboratorio, asi como la recogida en
campo respecto a las variables consideradas como posibles factores asociados, fue
organizada en tablas de frecuencia haciendo uso de estadistica descriptiva. Mientras que se
para la determinacion de los factores asociados se habia previsto emplear el estadistico chi

cuadrado, considerando un valor de p de 0,05 como estadisticamente significativo.

5.2.6 Variables de estudio

Tabla 1. Caracterizacion de variables dependiente e independientes por individuo y aprisco.

Variables Definicion Categorias Unidades Instrumento

Dependiente

Resultados de

Resultado de . .
diagnostico en funcion

ELISA competitivo

para el virus de la Qe la deteccién'd_e Positi_vo Porcentaje Prueba E_I__ISA
enfermedad de la anticuerpos esp,ecmcos Negativo (%) competitivo
frontera (VEF) contra la proteina p80
del VEF
Independientes
Individuales
Grupo
Tiempo que ha (Etario 1)
Edad transcurrido un ser vivo 1 -3 afios  Porcentaje Encuesta
contando desde su Grupo (%) epidemioldgica
nacimiento (Etario 2)
>3 afos
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Condicién organicaque  Hembra  Porcentaje Encuesta
distingue a los machos Macho (%) epidemioldgica
de las hembras

Sexo

Aprisco

Lugar de origen de los .
. N Sectores  Porcentaje Encuesta
Procedencia individuos que forman . .
(%) epidemioldgica

parte del estudio.

Presencia o no de Presencia
Presentacion de . (Si) Porcentaje Encuesta
aborto en los apriscos . . P
aborto . Ausencia (%) epidemiologica
de estudio (No)

5.2.7 Consideraciones éticas

Previo a obtener la autorizacion de los duefios para la toma de muestras y la
recopilacién de informacion, se proporcioné informacion detallada sobre el proposito de la
investigacion y el procedimiento a seguir con el material obtenido. La manipulacién de los
animales se llevo a cabo de manera técnica y respetando los principios del bienestar animal,
con el objetivo de minimizar el estrés en las cabras. Todas estas acciones se basaron en las
regulaciones para el cuidado y uso de animales en investigacion, segun el Cédigo Organico
del Ambiente (ROS N°983, Ecuador. Art. 142).
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6. Resultados
6.1 Caracteristicas de los Animales Estudiados
De todos los animales considerados para el estudio, la mayoria de ellos son hembras
(91,3 %). El rango de edad (77,17 %) se encuentran en el grupo de edades comprendidas
entre 1-3 afios. Un porcentaje significativo de cabras proviene de la zona de Guasimal (23,91
%), seguido por Chaquiro y Cabeza de Toro, ambos con un (21,7 %). En relacion con la
incidencia de abortos en los apriscos, casi la totalidad (94,74 %) es decir 18 establecimientos,

experimentaron este problema y solo 1 (5,26%) no lo presentado (véase Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los caprinos considerados para el estudio (n = 92)

Caracteristicas N (%)
Sexo
Hembra 84 91,30
Macho 8 8,70
Edad
1 -3 afios 71 77,17
>3 ANOS 21 22,82
Procedencia (Sectores)
Guasimal 22 23,91
Cabeza de Toro 20 21,74
Chaquiro 20 21,74
Totomitos 15 16,30
Paletilla 5 5,43
Limones 5 5,43
Las Torres 5 5,43

6.2 Frecuencia de la enfermedad de la frontera y factores asociados a la presencia de
anticuerpos contra el virus de la enfermedad de la frontera.

El 100% de los animales estudiados resultaron negativos a la presencia de
anticuerpos circulantes contra el virus de la enfermedad de la frontera (VEF) mediante el
andlisis de ELISA competitivo (Anexo 2). Al no existir casos positivos no fue posible
realizar el analisis estadistico inicialmente propuesto con el fin de determinar factores

asociados.
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7. Discusién

En el presente estudio, el 100% (92/92) de los caprinos analizados fueron
seronegativos en la prueba de deteccidon de anticuerpos circulantes contra el virus de la
enfermedad de la frontera (VEF) mediante la técnica de ELISA competitivo. Estos resultados
sugieren que en el canton Zapotillo, provincia de Loja, no hay evidencia de la presencia del
virus. Esta investigacion representa el primer estudio seroldgico del Ecuador para la
busqueda de anticuerpos especificos contra el virus de la enfermedad de la frontera (VEF)
en pequefios rumiantes, por lo cual actualmente no es posible realizar una comparacion de
seroprevalencias con otras provincias del pais debido a la ausencia de datos. Sin embargo,
informes epidemioldgicos de distintas partes del mundo han demostrado que el virus se

distribuye ampliamente y su prevalencia puede variar de forma significativa .

De manera especifica el resultado seronegativo del presente estudio es interesante
cuando se compara con los datos obtenidos en paises colindantes como es el caso de un
reporte en Lima, Per donde existe una seropositividad baja del 1,2 % (9/754) de caprinos
con anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) y el virus de la enfermedad
de la frontera (VEF). Mediante la tecnica de laboratorio denominada neutralizacion viral y
una estrategia metodoldgica empleada que no corresponde a un tamarfio probabilistico puesto
que las muestras formaban parte de un programa de monitoreo de brucelosis a cargo del

Servicio Nacional de Sanidad Agraria del Per.

Es importante que para la evaluacion de conclusiones del estudio actual con lo
reportado en Per0 en el afio 2017, se consideren los aspectos de manejo en la produccion,
dado que la mayor parte de los sistemas de produccion caprina adaptados en el Ecuador
corresponden al manejo de tipo extensivo, lo cual es similar en Per( (Aguirre et al., 2022),
Donde la nutricion de los caprinos gira entorno al aprovechamiento de alimentos disponibles
en el medio al mismo tiempo que comparten espacio con especies como bovinos y ovinos,
lo cual puede constituir un riesgo de transmisibilidad de agentes patdgenos (Nagati.S et al.,
2016).

El riesgo latente de transmitibilidad de agentes patogenos toma relevancia cuando se
conoce que existen casos positivos del virus de la enfermedad de la frontera en territorio
peruano, dado la cercania fronteriza de ambas naciones representa un grave riesgo de
introduccion y propagacion de enfermedades de origen infeccioso. Por lo que, controlar el

flujo comercial y verificar el estatus sanitario de los animales antes de su ingreso a territorio
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ecuatoriano es necesario para prevenir la diseminacion de enfermedades, como la
enfermedad de la frontera, que podrian terminar afectando la produccion caprina y la salud
publica en el Ecuador.

Paralelamente que se aborda la importancia de controlar el flujo comercial de
caprinos entre Per( y Ecuador, es esencial ampliar nuestro enfoque a otras &reas geogréficas
como es el caso de Uruguay, donde un estudio realizado por Dorsch et al., (2022). Reportd
un analisis completo de 100 casos de aborto analizando muestras de fetos y/o placentas
correspondientes a ovinos mediante tecnicas patologicas, moleculares, bacteriologicas y
serologicas. Logrando la identificacion de distintos agentes patogenos entre ellos Pestivirus
causales de abortos, como el virus de la diarrea viral bovina, sin embargo no se identifico el

virus de la enfermedad de la frontera en ninguno de los casos de abortos analizados.

Desde el punto de vista epidemiol6gico, en Sudamérica no se han registrado casos
clinicos significativos en la especie caprina y tampoco se ha comprobado la asociacion
serologica directa entre los signos clinicos de aborto y el virus. Sin embargo en la especie
ovina si existen reportes de la enfermedad, siendo que en Chile, Tadich et al., (1998) reportd
una seroprevalencia del 23% (5/22) mediante la tecnica de ELISA captura de anticuerpos
monoclonales dobles. En Peru, Alvarez et al., (2002) reporto que el 10.6% (7/45) de ovinos
presentaron anticuerpos contra (VEF), bajo un sistema de crianza mixto en comunidades
campesinas. En mismo territorio peruano, mas tarde Llancares et al., (2012) report6 un 4,9%

(94/330) de ovinos reproductores con anticuerpos contra (VEF).

En Séo Paulo, Brasil, Gaeta et al. (2016) analizaron 268 muestras de suero de ovejas
con antecedentes de aborto, encontrando sélo dos (0,75%) individuos positivos para
anticuepros contra el virus de la enfermedad de la frontera a traves de la prueba de
seroneutralizacion viral (SNV).

En el otro lado del mundo, especialmente en paises de Medio Oriente donde existe
una produccidn caprina a gran escala, se han llevado a cabo investigaciones sobre la
seroprevalencia de Pestivirus en ovinos y caprinos. En la ciudad de Mosul, Irak, Dhahir et
al., (2019) reportdé una seropositividad del 16% (16/100) de animales con anticuerpos
circulantes contra el VEF. Ademads, reportaron una seroprevalencia mayor del 47%
(124/264) en ovinos. La presencia del virus en estas especies obedece, de acuerdo a los

autores, a la falta de vacunacion contra el virus. Asimismo, en la region de Rafha, ubicada
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en el norte de Arabia Saudi (Kamil Saeed, 2020), un porcentaje considerable de los caprinos

han estado expuestos al Pestivirus, ya que se reportd una seroprevalencia del 18,4%.

En resumen, la alta seroprevalencia de Pestivirus en caprinos, y los datos obtenidos

en paises de Medio Oriente resaltan la presencia extendida del virus en esta especie.

La diferencia significativa en los resultados de seroprevalencia entre diferentes partes
del mundo puede deberse a mdaltiples factores, como los sistemas de manejo caprino, la
presencia de vectores oportunistas, y la interaccion con otras especies portadoras del virus.
Estos estudios de tipo serolégico son de vital importancia para comprender la dinamica de
la infeccion y disefiar estrategias efectivas de control y prevencion. Sin embargo, el empleo
de técnicas mas sensibles para el diagndstico e identificacion del agente también son

importantes como es el caso del empleo de la técnica de reaccion en cadena de polimerasa.
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8. Conclusiones
La busqueda de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de la frontera en cabras del
canton Zapotillo reveld una ausencia total de animales seropositivos a través del método
de ELISA competitivo, por lo que no hay evidencia de circulacion del VEF
No fue posible realizar el analisis de factores asociados a la enfermedad con las variables
sexo, raza, edad y procedencia de los animales, debido a que ningn caprino de los que

formaron parte del estudio result6 positivo en la basqueda de anticuerpos.
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9. Recomendaciones

e Se sugiere extender el alcance de la investigacion a todos los cantones de la provincia
de Loja y a nivel nacional, con el propésito de enriquecer la comprension
epidemiolégica de la enfermedad y facilitar la implementacion de estrategias
preventivas y de control sanitario.

e Ademas, se recomienda colaborar con profesionales médicos veterinarios autorizados
para llevar a cabo una vigilancia integral de la enfermedad de la frontera y otros

patdgenos del género Pestivirus que afectan a diversas especies animales.
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11. Anexos

Anexo 1. Densidades optimas por muestra individual. Las celdas amarillas corresponden al
grupo control negativo y las celdas azules al grupo control positivo.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

2,595

2,511

2,606

2,465

2,685

2,462

2,542

2,444

2,090

2,105

2,578

2,510

2,480

2,335

2,394

2,021

2,366

2,167

2,098

2,173

2,329

2,190

2,249

2,447

0,150

2,322

1,756

2,160

2,391

2,210

2,082

2,578

2,287

2,261

2,479

2,438

0,113

2,066

2,157

1,905

1,559

2,422

2,017

2,268

2,314

1,988

2,259

2,212

2,273

2,193

2,063

1,980

1,816

2,373

2,132

2,282

2,166

2,281

2,123

2,168

2,302

2,216

2,221

1,773

2,380

2,203

1,845

2,076

2,145

2,356

2,140

2,099

2,142

2,146

2,504

2,309

2,227

2,258

2,408

2,518

2,291

2,305

2,254

2,440

T O MM OlO|m|>

2,193

2,408

2,025

2,456

2,216

2,199

2,481

2,436

1,923

2,225

2,352

2,454

Interpretacion: La densidad optima el control negativo es valido, si el promedio de ambos

valores es mayor que 0,7. Mientras que la densidad optima del control positivo es valido si el

promedio es menor que 0,3.

Anexo 2. Calculo del porcentaje de competicion (S/N%) por muestra individual. Las celdas
amarillas corresponden al grupo control negativo y las celdas azules al grupo control positivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 102,27 | 98,96 | 102,70 | 97,14 | 105,81 | 97,02 | 100,18 | 96,32 | 82,36 | 82,96 | 101,60 | 98,92
B | 97,73 | 92,02 | 94,34 | 79,65 | 93,24 | 8540 | 82,68 | 8564 | 91,78 | 86,31 | 88,63 | 96,43
C| 591 |9151| 69,20 | 8512 | 94,23 | 87,09 | 82,05 | 101,60 | 90,13 | 89,10 | 97,69 | 96,08
D| 445 |8142| 8500 | 7507 | 61,44 | 9545 | 79,49 | 89,38 | 91,19 | 78,34 | 89,02 | 87,17
E | 89,58 |8642| 81,30 | 78,03 | 71,57 | 93,52 | 84,02 | 89,93 | 85,36 | 89,89 | 83,67 | 8544
F| 90,72 | 87,33 | 87,53 | 69,87 | 93,79 | 86,82 | 72,71 | 81,81 | 84,53 | 92,85 | 84,33 | 82,72
G| 84,41 | 84,57 | 98,68 | 91,00 | 87,76 | 88,99 | 94,90 | 99,23 | 90,29 | 90,84 | 88,83 | 96,16
H| 86,42 | 9490 | 79,80 | 96,79 | 87,33 | 86,66 | 97,77 | 96,00 | 75,78 | 87,68 | 92,69 | 96,71

Interpretacion: Para los valores de control el resultado del porcentaje de competicion es

positivo siempre y cuando sea menor o igual que el 40%; dudoso si es menor que el 40% o

menor o igual que el 50% Yy negativo si es mayor que el 50%.
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Anexo 3. Técnica de ELISA de competicion para la deteccion de anticuerpos contra la
proteina p80 (NSP2-3) de los virus BVDV / BDV en suero.

Este kit de diagnostico esta disefiado para la deteccion de anticuerpos especificos dirigidos
contra la proteina p80- 125 (también conocida como NSP2-3) del virus de la enfermedad de la
frontera por la técnica de ELISA de competicidn. Este ensayo puede ser aplicado en sueros, o

plasmas de pequefios rumiantes para el diagnostico de la Enfermedad de la Frontera.

e Descripcion y Principio
Los pocillos estan sensibilizados con el antigeno p80 del virus BVD. Las muestras y los
controles son afiadidos a los pocillos. Si los anticuerpos estan presentes, se forma el complejo

antigeno-anticuerpo que enmascararan los epitopos de la proteina p80.

e Materiales, equipos y reactivos
Tabla 3. Materiales, equipos y reactivos (técnica ELISA competitivo)

Materiales Equipo Reactivos

Micropipeta de 10 pl Vortex Microplacas sensibilizadas con el

antigeno p80 purificado

Micropipeta de 100 pl Lector de ELISA Conjugado listo para usar (1x
competitivo
Puntas de pipetas blancas Lavador de placas Control positivo
0,5a10 ul automatico
Puntas de pipetas amarillas Incubadora de placa Control negativo
de 10 a 100 pl
Microplaca de predilucién Diluyente 19
de 96 pocillos.
Agua destilada o desionizada Solucion de lavado (20x

Solucién de revelacion (TMB)
Solucién de parada (0,5M)

e Preparacion de la solucion de lavado
Es necesario elaborar una Solucion de lavado concentrada (20X) a temperatura ambiente (21°C
+ 5°C) y agitar correctamente para obtener la disolucion de los cristales. Preparar la Solucion
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de lavado (1X) diluyendo 1:20 la Solucion de Lavado Concentrada (20X) en agua
destilada/desionizada.

e Procedimiento para muestras de suero o plasma
Inicialmente antes del desarrollo de la técnica como tal, es necesario homogeneizar las muestras

utilizando un vortex
Proceso de incubacién corta
Primera fase: Para la primera fase de la técnica se debe afiadir

1. 90 pl de Diluyente 19 en cada pocillo.

2. 10 pl de cada muestra de suero a analizar en los pocillos restantes.
3. 10 pl del Control Positivo a los pocillos Aly B1.

4. 10 pl del Control Negativo a los pocillos C1y D1.

Cubrir la placa e incubar durante 45 min £ 5 min a una temperatura de 37°C (x 3°C). Luego
vaciar los pocillos. Finalmente lavar 3 veces cada pocillo con al menos 300 pl de Solucion de

lavado.
Segunda fase: Para todos los procedimientos propuestos:

1. Andadir 100 ul del Conjugado listo para usar a cada pocillo.
2. Cubrir la placa e incubar 30 min £ 3 min a 21°C (x 5°C).

3. Vaciar los pocillos.
4

Lavar 3 veces cada pocillo con al menos 300 pl de Solucién de lavado.
Tercera fase:

5. Afadir 100 pl de la Solucion de revelacion a cada pocillo.

6. Cubrir la placa e incubar 15 min £ 2 min a 21°C (x 5°C) en la obscuridad.

7. Distribuir 100 ul de Solucion de parada a cada pocillo, en el mismo orden que en el paso
7, para parar la reaccion.

8. Leer la microplaca a 450 nm.

e Lecturade ELISA competitivo

La placa obtenida de las fases de desarrollo de la técnica, debe ser leida por el lector de ELISA,

del cual se obtienen una serie de valores que son interpretados segun lo siguiente.

e Validacion de los resultados
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Para la validacion de los resultados, se tomo en consideracion lo establecido por el fabricante
El test es valido si se cumple lo siguiente:

e Ladensidad optica media del Control Negativo (DO,,,) es superior a 0.7
e (DO >0.7

e Elvalor medio de la densidad optica del control positivo (DO.,) es inferior al 30 % del

(DOcn)

DOp/ DOgy < 0.3

e Interpretacion

Para cada muestra se calcul6 el porcentaje de competicion (S/N%):

DOmueStTa
S/ N% = ———— x 100
/NP = 00

Tabla 4. Datos para validacion de test positivo o negativo mediante la técnica de Elisa
competitivo.

Resultado Interpretacion
S/N% <40% POSITIVO
40% <S/N % <50% DUDOSO
S/N% >50% NEGATIVO

Anexo 4. Placa de ELISA competitivo, deteccion de anticuerpos contra el virus de la
enfermedad de la frontera (VEF).

§¢ 383 buw
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Anexo 5. Resultados de Equipo Lector de ELISA competitivo

A Ay

u LRR

Bio—Tek Instruments

DatesQb/29/83

i T

Times lesdd4:07 Operators
Wave Lengths 450 Tempy Flate IDs
COMMENTS
{ 2 3 4 3 b 7 B 9 10 i1 12
A
CALL
CalcOD| 2,595 2,511 2,406 2,465 2,685 2,462 2,542 2,444 2,090 2.105 2.578 2,510
Well NC NC SNPL3 SHP14 SKP29 SHP30 SNP4S SHP4b SHPéL SHP62 SHP77 SHP7B
RSLT
B
CALL
Calc0D| 2.480 2,335 2,394 2,024 2,366 2.187 2.098 2173 2,309 2.190 2,249 2.447
Kell PC FC SHP1S SHP1& SHP3L SHP32 SHP47 SHP4B 5HP63 SHP&4 SHP79 ENPEO
RSLT
C
CALL
CalcOD| 0.150 2.2 1,756 2.160 2.391 2.210 2,082 2,578 2.287 2,261 2,479 2,438
Kell SHPL SHP2 SHP17 SHP18 P33 SHP34 SHP49 SHPSO SHP6S SHP&A SHPB1 SHPB2
RSLT
]
CALL
CalcOD| 0.113 | 2,064 2,157 1.905 1,559 2,422 2,017 2.268 2,314 1,988 2,259 2,212
:ell SKPI 1| SHP4 SHP19 5HP20 EHP3S SHP34 SHPS1 SiP52 SHP&7 SHP&B SHPB3 SHPB4
LT
E
CALL
CalcOd| 2.273 2,193 | 2.083 1,980 1.816 2,373 2,132 2,282 2,166 2,281 21273 2,148
::z% SKP5 SHPS SHP21 SHP22 SHP37 SHP38 EKPS3 SHPS4 SHP&9 SHP70 SHPB3 SHPBA
F
CALL
CalcOD| 2.302 2,216 2.2 1773 2.380 2,203 1,845 2,074 2,145 2,356 2.140 2,099
:;E: SKP? SHPB SHP23 | SMP24 SHP39 SHP40 SHPSS SHPSh SHP71 SHP72 SHPB7 SHPBA
6
CALL
CalcOD| 2.142 2,14 2,504 2,309 2,221 2,28 2,408 2,518 2.291 2,305 2.254 2,440
Rell SHP9 SHP10 SHP25 SHP26 SHP41 SHP42 SHPS7 SHP3B SHP73 SHP74 SHPBY SKP90
RSLT
H
CALL
CalcOD| 2,193 2,408 2,025 2,456 2.6 2,199 2,481 2,434 1.923 2,225 2,352 2,454
Kell SHPIL SHP12 SHP27 SMP28 SHP43 SHP44 SHPS9 SHPAO SHP75 SHP76 SHP9L SKP§2
RSLT
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Anexo 6. Hoja de registro en campo

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

PROGRAMA DE MAESTRIA DE SANIDAD ANIMAL
PROYECTO DE VINCULACION CON LA SOCIEDAD

“FORTALEZIMIENTO DE CAPACIDADES EN EL MANEJO SANITARIO PREVENCION Y CONTROL DE ENFERMEDADES

PARASITARIAS Y REPRODUCTIVAS DE GANADO CAPRINO PREVALENTES DEL CANTON ZAPOTILLO”

REGISTRO DE COLECTA DE MUESTRAS

Codigo | Nombre | Identificacion del Edad Condicioén Presencia
de del animal Raza | Sexo (afios/meses) | corporal de Observaciones
animal | predio | (Numero/Nombre) P garrapatas

e Las muestras en los frascos seran rotulados segun el numero de grupo y tipo de colecta
Ejemplo:Muestra de sangre 1 del grupo 1,srgun el codigo corresonde a la muestra (S1G1)

Anexo 7. Certificado de traducion del resumen al idioma Ingles.

Loja,08 de Enero de 2024.

CERTIFICA:

Yo. Lic. Jennifer Michelle Quezada Aguilar, con cedula de identidad 1104131 121
docente del area de inglés, con registro 1031-2023-26926899. doy fe que e‘l

documento aqui compuesto es fiel traduccion del idioma espaniol ) idioma ingles
del trabajo de titulacion denominado:” DETERMINACION DE LA FRECUENCIA
DE LA ENFERMEDAD DE LA FRONTERA EN CABRAS PERTENECIENTES
AL CANTON ZAPOTILLO DE LA PROVINCIA DE LOJA”, de la estudiante
Clarisa Nayeli Carrion Jumbo, con cedula de identidad N°2100798434 .egresada

de la carrera: Medicina Veterinaria.

Lo certifico en honor a la verdad y autorizo a la interesada hacer uso de la

presente en lo que a sus intereses convenga.

AL

Jennifer M. (Z?ezada Aguilar.
Licenciada en Ciencias de la Educacion Mencion Ingles

1104131121
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