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RESUMEN

La presente investigacion se llevé a cabo en el cantén Saraguro, provincia
de Loja, Ecuador con el objetivo de determinar la prevalencia del virus de
la diarrea viral bovina (vDVB) en vacas lecheras. El nUmero de muestras
fue de 154, para la deteccién de anticuerpos contra el vDVB en leche,
mediante la prueba de ELISA indirecta. Se consider6 la frecuencia de
cada una de las variables obtenidas, en las que se determiné una
prevalencia de 27,92 % del cantdén Saraguro; la parroquia con el mayor
porcentaje de vDVB tiene un 66,67 %; las vacas = 8 afios de edad
presentaron un porcentaje de 35,71 %; entre 3 a 4 partos presentaron un
alto porcentaje de positividad con 31,75 %; las vacas Jersey presentaron
un porcentaje elevado de positividad con un 66,67 %; en sistemas de
manejo el semiextensivo obtuvo el mayor porcentaje de positividad con un
33,63 %; las granjas que contaban con normas de bioseguridad
obtuvieron un porcentaje de 40 %; las vacas sometidas a Inseminacién
artificial fueron las que mas porcentaje de positividad obtuvieron con un
40 %; en lo que refiere a signos clinicos aquellos animales que
presentaron diarrea y abortos fueron positivos a presentar anticuerpos de

DVB con un porcentaje del 100 %.

Palabras Clave: DVB, Prevalencia, ELISA, Saraguro.
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SUMMARY

This following research work was done in Saraguro canton, province of
Loja, Ecuador with the aim of determining the prevalence of the virus of
the bovine viral diarrhea (BVDV) in dairy cows. The number of samples
was of 154, for the detection of antibodies against BVDV in milk by the
indirect ELISA test. It was concidered the frequency of each of the
variables obtained, in which a prevalence of 27.92% was determined of
Saraguro canton; the parish with the highest percentage of BVDV has a
66.67 %: cows = 8 years old had a percentage of 35.71%; 3 to 4 births
showed a high percentage of positivity with 31.75%; the Jersey cows
showed a high percentage of positivity with 66.67%; in the semi-extensive
management systems it had the highest percentage of positivity with
33.63%; farms with biosafety standards had obtained a percentage of
40%; cows inseminated were the largest percentage of positivity obtained
with 40%; when it comes to clinical signs animals that had diarrhea and
abortions were positive for showing antibodies of DVB with a percentage
of 100%.

Key words: BVDV, Prevalence, ELISA, Saraguro.
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1. INTRODUCCION

La Diarrea Viral Bovina del (vDVB) es una enfermedad infecto-contagiosa
con amplia distribucion mundial y que limita la eficiencia productiva debido
a la persistencia del virus en la naturaleza. EI vDVB es endémico en
algunos hatos bovinos lecheros y de doble propésito del Ecuador,
cuantificandose a nivel de pais una prevalencia del 39,4 % (Jara, 2008).
Causando grandes pérdidas economicas debido a su presentacion clinica
con trastornos reproductivos y muerte embrionaria; entre otros. Ademas
de animales persistentemente infectados, los cuales resultan estériles o

diseminan la enfermedad (Baker, 1990).

En el cantdn Loja estudios realizados por Lavanda (2015) se encontrd

una prevalencia del 29% en vacas lecheras que tienen mas de una cria.

Considerando que el cantébn Saraguro esta constituido por pequefias
ganaderias con 3 a 10 vacas en produccidén que constituyen el sustento
de sus familias y en ellas probablemente la DVB puede ocasionar
problemas de tipo reproductivo, como nacimientos de crias débiles,
reabsorciones embrionarias, nacimiento de crias muertas, abortos,
muertes fetales e infertilidad y de tipo productivo como baja produccion de
leche, la presente investigacion satisface la necesidad de conocer cual es
la prevalencia actual de este virus en vacas lecheras ya que son las que
en mas numero se encuentran en nuestro canton, siendo un medio de

sustento para gran parte de la poblacion de Saraguro.

Es por ello que con esta investigacion se logré determinar la prevalencia
actual de la enfermedad, utilizando leche como alternativa al suero
sanguineo y como método de diagnéstico a ELISA Indirecto debido a que
existe buena correlacibn entre las concentraciones de anticuerpos

presentes en el suero y la leche con respecto a infecciones por vDVB y



otros agentes siendo la IgG la principal inmunoglobulina presente en
leche y calostro (Tizard, 2002 y Pritchrd, 2001). Para el efecto se

plantearon los siguientes objetivos:

e Calcular la prevalencia del vDVB de acuerdo a las Parroquias.

e Determinar la prevalencia del vDVB de acuerdo a la edad de los
animales.

e Calcular la prevalencia del vDVB de acuerdo a la Raza y al numero de
partos.

e Determinar la prevalencia de vDVB de acuerdo al sistema de manejo,
bioseguridad y métodos de reproduccion.

¢ Relacionar los signos clinicos que presentaron los bovinos analizados

con los resultados positivos de ELISA.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. LA DIARREA VIRAL BOVINA

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB), agente causal del complejo
diarrea viral bovina (vDVB) enfermedad de las mucosas (EM), es
responsable de la ocurrencia de diferentes cuadros clinicos, de variable
intensidad y gravedad. El caracter inmunodepresor del virus predispone al
animal a otras enfermedades causadas por agentes comensales y/o
patogenos (Duffell y Harkness, 1985).

El virus de la vDVB es un Pestivirus que originalmente fue clasificado en
la familia de los Togaviridae, pero que debido a sus caracteristicas
moleculares se reclasificé dentro de la familia Flaviviridae. Es un virus de
genoma ARN, pequefio con una envoltura lipoproteica que esta
estrechamente emparentado con el virus de la Enfermedad de Border de
los ovinos y en un menor grado con el virus de la Peste Porcina Clasica.
El vDVB puede infectar también de manera subclinica ovinos, caprinos,
cerdos y otros rumiantes. Este virus también es un contaminante comun
de materiales biolégicos, en especial lineas de cultivos celulares y sueros
gue se utilizan como promotores de crecimiento celular. Es llamativa la
heterogenicidad gendmica que se observan en los aislamientos de campo
(Duffell y Harkness, 1985).

Hasta el presente se han caracterizado dos Genotipos de virus: genotipo
1 y genotipo Il. El primero esta asociado a la enfermedad clasica vDVB
con sus diferentes presentaciones clinicas; en la naturaleza se aislan dos
Biotipos que se diferencian por su capacidad de producir efecto citopatico
en cultivos celulares: cepas citopaticas y cepas no citopaticas (vDVB CP y
vDVB NCP respectivamente). Asimismo dentro de estos biotipos existen

cepas antigénicamente homoélogas y otras parcialmente heterélogas. El



Genotipo Il fue aislado por primera vez en 1992 y esta asociado a cuadros
agudos severos y hemorragicos digestivos agudos en adultos. A este
genotipo también se lo aisla de animales infectados persistentemente y
de suero fetal. En Argentina se han aislado los dos Genotipos y los dos
biotipos del genotipo 1. Recientes estudios sobre el genoma del vDVB CP
indican que estas cepas producen un polipéptido no estructural llamado
p8O/NS3, el cual es considerado como un marcador bioguimico de las
cepas de vDVB CP. Las cepas NCP no poseen este marcador. Por otro
lado se demostré que la presencia del p80O/NS3 en el virus estimula la
replicacion del mismo e incremento la actividad enzimatica de helicasas y
proteasas (enzimas favorecedoras de la difusién del virus dentro del
organismo y la modulacion de un eficiente desarrollo viral). Las cepas CP
aisladas de Enfermedad de Border en ovinos también producen p80O/NS3
(Bolin et al., 2004).

Dado que la variabilidad de las cepas de BVD-V que se observan en
diferentes regiones del mundo afecta los valores de proteccion otorgados
por las vacunas, es importante realizar estudios gendémicos permanentes
de las cepas aisladas en el pais. Las cepas del Genotipo Il aisladas en
diferentes brotes son NCP. Las vacunas que se encuentran actualmente
disponibles en el comercio de todos los paises contienen el genotipo 1,
las cuales tienen una proteccion cruzada contra el genotipo Il. Sin
embargo esta proteccibn no alcanza para prevenir las infecciones
transplacentarias, lo cual indicaria la necesidad de incluir el genotipo Il en

las vacunas (Baker et al., 1990).

Especial importancia adquiere esta virosis cuando la infeccion ocurre en
la etapa reproductiva, ya que puede interferir con la concepcion y la
infeccion transplacental dependiendo de la edad de la gestacion y de las
caracteristicas biol6gicas de la cepa viral, puede producir muerte
embrionaria o fetal, aborto, momificacion, malformaciones congeénitas,

mortalidad perinatal, retraso en el desarrollo, respuesta inmune protectiva



o0 reconocimiento del virus como propio sin capacidad de responder
inmunoloégicamente a €l y en este caso, si el animal sobrevive, queda con
una infeccidn persistente comportandose en vida extrauterina como
portador inmunotolerante al virus y expuesto a cursar la EM que es

siempre de curso fatal (Baker et al., 1990).

2.2. ANTECEDENTES

La diarrea viral bovina (DVB) se presenté por primera vez en el afio 1946
en Estados Unidos (Olafson et al.,, 1946), y se caracteriz6 por la
presentacion de fiebre alta, depresion, diarrea, deshidratacion, anorexia,
salivacion, descarga nasal, erosiones gastrointestinales, leucopenia, y
hemorragia en varios tejidos. El agente causal de esta enfermedad fue
aislado por (Lee y Gillespie, 1957) y se denominé VDVB. Una
presentacion similar pero de mayor severidad se observé en Canada
(Childs, 1946) y Estados Unidos, manifestandose con fiebre, anorexia,
depresion, salivacion  profusa, descarga nasal, hemorragias
gastrointestinales, erosiones, Ulceras, y diarrea profusa a veces
sanguinolenta; condicion que posteriormente se denomind “enfermedad

de las mucosas” (EM) (Ramsey y Chivers, 1953).

2.2.1. Etiologia

2.2.2. Taxonomiay Estructura

El VDVB pertenece al género Pestivirus de la familia Flaviviridae (Heinz et
al., 2000). Se hizo necesaria la reclasificacion de estos virus dentro de la
familia Flaviviridae (Horzinek, 1991). La familia Flaviviridae (del latin
flavus, amarillo) actualmente esta constituida por tres géneros: los
Flavivirus, los Pestivirus (del latin pestis, plaga), y los Hepacitovirus (del

griego hepar, hepatus, higado) (Heinz et al., 2000).



Son virus envueltos, esféricos y miden 40 a 60 nm de didmetro. Se

componen de una cadena simple de ARN compactado por una capside

proteica, rodeada por una membrana fosfolipidica con tres glicoproteinas

ancladas a ella (Nettleton et al.,, 1995). Entre las proteinas mas

importantes que confarman la estructura de la particula tenemos:

Npro/p20: Es la primera proteina no estructural traducida del ORF
y cumple la funcion de autoproteasa, generado del extremo N
terminal de la proteina C/p14 Esta proteina no es requerida para la
replicacion del ARN viral (Goyal y Ridpath, 2005).

C/pl4: Es la segunda proteina generada y es la mas abundante.
Constituye la capside y antigeno del grupo viral. Su funcion es
empaquetar el ARN gendomico y proveer las interacciones
necesarias donde se anclara la envoltura del virion. Esta proteina
no provoca una respuesta de anticuerpos en el ganado (Chase et
al., 2004).

Erns/EQ/gp48: Glicoproteina bien conservada que induce altos
niveles de anticuerpos aunque con escasa capacidad neutralizante.
Es una ARNasa secretada al espacio extracelular por exocitosis
durante la replicacion viral (Chase et al., 2004).

E1/gp25: Es otra glicoproteina de envoltura que se ha encontrado
en viriones covalentemente unidos al E2/gp53 por puentes
disulfuro. Esta proteina no induce una respuesta humoral

significativa (Chase et al., 2004).

E2/gp53: Es la principal glicoproteina y objetivo antigénico de los
anticuerpos. Esta glicoproteina es muy antigénica e induce la
produccion de anticuerpos neutralizantes luego de una infeccién o
vacunacion con vacunas vivas o muertas. Ademas, esta asociada
con otras actividades biologicas, incluyendo unién al receptor de la

célula y ensamblaje viral (Chase et al., 2004).



p7: Es una proteina no estructural que parece ser esencial para la
produccion y ensamblaje de virus infeccioso. Esta proteina no es

requerida para la replicacion del ARN viral (Goyal y Ridpath, 2005).

NS2-3/p125: Es una proteina no estructural altamente conservada
entre todos los pestivirus, posee propiedades de helicasa y
proteasa, indispensable en la replicacion viral; cuenta con dos
dominios que actuan por separado, NS2/p54 y NS3/p80, cada uno
con distintas propiedades quimicas. El ganado infectado o
vacunado con virus modificado desarrolla una fuerte respuesta
humoral contra este polipéptido; mientras que la vacuna a virus
muerto produce una respuesta insignificante. Los anticuerpos
contra NS2-3/p125 producen reaccion cruzada entre VDVB, VPPC
y VEF (Chase et al., 2004).

NS2/p54: Es un producto proteolitico de la NS2-3/p125. Esta
proteina tiene una actividad de unién en el ARN. Posee un dominio
tipo Zincfinger (Goyal y Ridpath, 2005).

NS3/p80: Es un producto proteolitico de la NS2-3/pl25,
determinando el fenotipo del VDVB. Esta proteina tiene actividad
de NTPasa en el extremo amino terminal y de helicasa en el
extremo carbono terminal. La NS3/p80 es una proteina altamente
conservada en el biotipo CP, 2005) y se produce por mutaciones o
recombinaciones entre el ARN del VDVB y ARN celular o
duplicaciones del ARN viral. La proteina NS3 es un antigeno
inmunodominante en las respuestas de anticuerpo en terneros
inmunizados (Chase et al., 2004; Goyal y Ridpath, 2005).

NS4A/p10: Es una proteina no estructural hidrofobica que participa
como un esencial cofactor de la NS2-3/p125 y la serina proteasa
NS3/p80 (Goyal y Ridpath, 2005).



e NS4B/p32: Es una proteina no estructural hidrofébica. Es un
importante modulador de la citopatogenicidad de la cepa NADL del
VDVB y se encuentra asociado a la produccién del NS3/p80 del
fenotipo CP. Esta proteina es un componente de la replicasa
(Goyal y Ridpath, 2005).

e NS5A/p58: Es una fosfoproteina serina que estd intimamente
asociada con una o mas quinasas. También, es un componente de

la replicasa (Goyal y Ridpath, 2005).

e NS5B/p75: Es el ARN polimerasa dependiente de ARN viral
(RdRp). Esta proteina ha sido directamente implicada en la
morfogénesis del VDVB (Goyal y Ridpath, 2005).

Figura 1. Representacion Esquematica del Virion del vDVB; el vDVB esta
constituido por 3 proteinas de envoltura (Erns, E1 y E2) y la proteina de la
capside viral la cual empaqueta el ARN gendmico (Revista el Agro, 2013).

2.2.3. Variabilidad

La principal caracteristica de este virus ARN es su variabilidad genética y
antigénica. Los virus ARN se caracterizan por su plasticidad; ésta se
debe a la falta de una exonucleasa eficiente para corregir las bases mal

incorporadas, ocasionando una sustitucion de base de alta frecuencia (1



error por cada 10.000 nucleotidos polimerizados). El vDVB usa esta
estrategia para sobrevivir, originando cepas mutantes que escapan a la
respuesta inmunoldgica de su hospedador. El cruce de especies crea otra

oportunidad para la diversidad antigénica o envoltura (Lértora, 2003).

Otra posible causa para la variabilidad es la oportunidad para la mutacién
que ofrecen los prolongados periodos de replicacion en animales
persistentemente infectados. Sin embargo, esta ultima posibilidad no pa-
rece suceder con el vDVB (Bolin y Ridpath, 1992) demostraron que
nuevas variantes antigénicas se originan durante el pasaje del virus en
bovinos susceptibles que desarrollan una infeccion aguda. Esto sugiere
que, mientras los animales persistentemente infectados son mas
importantes como reservorios, los animales con infeccidbn aguda pueden
ser mas importantes para la generacion de nuevas variantes antigénicas
(Patén etal., 1994 y Lamberth et al., 2007).

2.2.4. Organizaciéon del Genoma Viral

El genoma de los pestivirus estd compuesto de ARN de hebra simple de
polaridad positiva de una longitud aproximada de 12,3 kb y no presenta
ARNmM subgendmicos. El extremo 5’ carece de estructura “cap”, mientras
que el extremo 3’ no se encuentra poliadenilado y termina con un corto
tracto poli C. El ORF codifica una sola gran poliproteina de cerca de 4.000
kDa, la que sera dividida, posterior a la traduccién, en proteinas
individuales mediante la accion de proteasas virales y celulares (Ridpath,
2005).

La region UTR del extremo "5 es importante para la iniciacion de la
traduccion del ORF; es una region altamente conservada y contiene el
sitio de Entrada Interno al Ribosoma (IRES) que promueve la iniciacion de
la traduccion de la poli proteina viral. EI IRES es un complejo de

elementos utilizado por la célula eucariota, como un mecanismo



alternativo para el inicio de la traduccion de proteinas reclutando la
maquinaria de traduccion celular al codon de iniciacion (AUG) en el
ARNmM como respuesta a un agudo estrés celular (Martinez-Salas et al.,
2001).

2.2.5. Clasificacion del vDVB

Segun sus efectos en los cultivos celulares y por el reordenamiento
genomico del gen no estructural, los Pestivirus se dividen en biotipos
citopaticos (CP) y no citopaticos (NCP). Los virus CP ocasionan
vacuolizacién del citoplasma mediante un mecanismo apoptético vy
muerte celular, ademas se caracteriza por la expresion separada de las
proteinas NS2 y NS3 (Donis et al.,.2003), los virus NCP no ocasionan
cambios o lesiones visibles en el cultivo celular es decir que no causa
ningun efecto en la monocapa celular que infecta y donde se multiplica
adecuadamente, es decir que la célula infectada parece normal, pero no
indica carencia de virulencia o patogenicidad en su huésped usual
(bovino); Este biotipo es el mas comun en la naturaleza y se expresa
NS2-3 como proteina fusionada (Bolin et al., 2004).Esto no implica que
los biotipos NCP sean no patogénicos. El biotipo CP se aisla Gnicamente
de animales con enfermedad de las mucosas (EM) y se origina por
mutacion a partir del biotipo NCP ya sea por depleciéon de fragmentos del
genoma viral, insercion del fragmento de ARN celular y reordenamiento
del ARN viral. Los virus NCP presentan afinidad por células linfocitarias
mientras que los virus CP infectados de manera predominante las células
epiteliales (Bolin et al., 1992 y Bolin et al., 2004).

2.2.6. Genotipificacion del vDVB

Los biotipos se refieren a diferencias fenotipicas, mientras que los
genotipos indican las diferencias en el genoma. Al virus de DVB se lo

divide en genotipos 1y 2. En un inicio los genotipos fueron reconocidos
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como especies distintas ya que la clasificacion se realizaba en funcién a
la similitud en la secuencia de la region 5 UTR, actualmente se basa en
las diferencias que presentan en distintas partes del genoma (Ridpath et
al., 2006).

El virus DVB tipo 1 es responsable de procesos leves con sintomatologia
inaparente, caracterizados por ligero aumento de la temperatura corporal
y la presencia de lesiones moderadas restringidas al aparato digestivo y a
organos del sistema Linfoide; en vacas gestantes este genotipo puede
inducir abortos y patologias reproductivas, al virus DVB tipo 2 se lo asocia
con enfermedades agudas severas caracterizadas por presentar un
cuadro hemorragico agudo, conocido como sindrome hemorragico, que
es fatal para los animales. No se ha establecido una diferencia en la
virulencia y en los mecanismos patogénicos de ambas especies (Walz et
al., 2001).

Genéticamente se han tipificado a los aislados del virus DVB tipo 1y 2 en
subgrupos o subgenotipos, dando lugar a 11lsubgenotipos para el virus
DVB tipo 1 (1a, 1b, 1c, 1e, 1f, 1g, 1h, 1i, 1, 1k,) y 2 para el virus DVB 2
(1a, 1b,) (Pedrera et al., 2007).

Segun el efecto sobre los cultivos celulares se ha tipificado dos tipos del
Virus, citopatico (CP) y no citopatico (NCP). El biotipo NCP es
responsable de la infeccion 90% de los bovinos, asi como también es uno
de los causantes de las alteraciones reproductivas, y pertenece al grupo
de virus que acttan en el complejo respiratorio bovino (Bracamonte et al.,
2006).

Los virus NCP no ocasionan cambios visibles en el cultivo celular y la
célula infectada se observa normal. El biotipo CP es el que se encuentra
mayormente en el ambiente, este puede originar infeccion persistente,
este biotipo se origina por mutacién del NCP por deplecion de fragmentos

del genoma viral, insercion del Fragmentos de ARN celular o duplicacion y
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reordenamiento del ARN viral y es aislado en animales con enfermedad
mucosa. Los virus NCP infectan células linfocitarias, los tienen

predileccion por células epiteliales (Dubovi, 1986).

El biotipo CP es aislado Unicamente en animales con enfermedades de
las mucosas, provocan efectos citopatico sobre cultivos de células
epiteliales bovinas, lo que se traduce en vacuolizacion citoplasmatica y
muerte celular. El biotipo NCP ante los cultivos celulares muestra que se
replica pero no presenta cambios morfolégicos evidentes. Actualmente se
ha surgido la existencia de un tercer biotipo linfocitopatico que no causa
muerte celular en cultivos de células epiteliales pero si en cultivos de
células linfoides (Ridpath et al., 2006).

El biotipo NCP es el Unico con capacidad de atravesar la placenta e
infectar al feto, pudiendo dar lugar al nacimiento de animales
persistentemente infectados, los cuales juegan un papel crucial en la
epidemiologia de la enfermedad. El biotipo CP en cambio, es incapaz de
establecer infecciones persistentes. Sin embargo, cuando infecta a
individuos que han sufrido una infeccidn intrauterina previa por una cepa
NCP antigénicamente homdloga, puede dar lugar al desarrollo de una
forma fatal de la DVB conocida como enfermedad de las mucosas
(Pedrera et al., 2007).

2.3. REPLICACION VIRAL

La unién y entrada de los pestivirus a la célula involucra la interaccion con
un receptor, la internalizacion y la fusibn de membranas Los receptores
de la célula para pestivirus no han sido completamente caracterizados,
pero mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se identifica a una
proteina de superficie celular de 50 kDa y a otras de 60 y 93 kDa
(Lindenbach et al., 2007).
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Las glicoproteinas E2 y E rns pueden ligarse independientemente a la
superficie celular, interactuando con distintos componentes de la
membrana celular. La glicoproteina E2 es la proteina mayoritariamente
presente en el viribn y es la principal responsable de la union al receptor
celular y del tropismo del virus en cultivos celulares, por lo menos para los
pestivirus de rumiantes; Ademas es la proteina mas inmunodominante
existente en el virion de los pestivirus, induciendo altos niveles de

anticuerpos neutralizantes (Donis y Dubovi, 1987; Ridpath, 1991).

Luego de la unidn, el vDVB ingresa a la célula via endocitosis ubicandose
en un compartimiento endocitico prelisosomal en donde un pH bajo
induce la fusion de la envoltura del virion con la membrana celular,
llevando a que la nucleocapside se libere hacia el citoplasma, lugar en
que ocurre la traduccién y duplicacién del ARN gendémico. La traduccion
del ARN es independiente del Cap y estd mediado por una secuencia
nucleotidica conocida como IRES (del inglés, Internal Ribosome Entry
Site) que estd ubicada en el extremo 5 UTR del genoma y permite
comenzar la traduccion del ARN uniéndose a la subunidad ribosomal 40S
generando la produccion de una poliproteina que posteriormente es
fraccionada en proteinas no estructurales y estructurales, iniciandose este
proceso por la proteina no estructural (Krey et al., 2005 y Lecot et al.,
2005).

El conjunto de proteinas no estructurales se ensamblan en un complejo
funcional de replicacion y ayudan a catalizar la transcripcion de ARN
sentido positivo a una hebra ARN complementaria sentido negativo, la
que a su vez sirve de plantilla para generar nuevos ARN gendémicos. Este
proceso se realiza en el citoplasma celular vecino al reticulo
endoplasmico. Las proteinas virales son procesadas por proteasas virales

y celulares para generar proteinas virales maduras (Lecot et al., 2005).

Las proteinas de la capside son liberadas de la membrana del reticulo
endoplasmico e interacttian con ARN genomicos seguido por el
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reconocimiento de dominios citoplasmaticos de proteinas de la envoltura.
Los viriones dispuestos en vesiculas se movilizan a través del citoplasma
a la superficie, donde las vesiculas se fusionan con la membrana
plasmética liberando las particulas en el medio extracelular alrededor de
las 8 horas post infeccién (Lindenbach et al., 2007).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

Segun Parra 1994, la distribucion de los anticuerpos en los distintos
grupos etarios en hatos con animales Pl y sin animales PI, determina que

existan 5 fases en el ciclo de infeccién.

e Fase A: hatos con infeccibn aguda sin animales Pl solo un
pequefio porcentaje del hato sera seropositivo.

e Fase B: hatos infectados con animales Pl menores de 3-4 meses
de edad, la mayor de los animales estan bajo una infeccion aguda,
a una velocidad variable dependiente del sistema de produccion
(Leche, Carne o doble propdsito).

e Face C: Hatos infectados con animales Pl mayores de 3-4 meses
de edad, usualmente mas del 90% del hato es seropositivo.

e Fase D: Hatos previamente infectados donde los animales PI han
sido removidos recientemente, los animales jévenes seran
seronegativos cuando pierdan sus anticuerpos calostrales a los 6-8
meses de edad, mientras que los animales adultos permanecen
seropositivos.

e Fase E: Hatos previamente infectados, donde los animales Pl han
sido removidos hace varios afios, todos los animales jévenes seran
seronegativos (excepto algunos terneros con anticuerpos

calostrales) Eventualmente el Hato se volvera seronegativo.
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2.4.1. Hospedador

Los Pestivirus infectan naturalmente so6lo a los ungulados del Orden
Artiodactila. Los Pestivirus rumiantes infectan a porcinos, bovinos, ovinos,
caprinos, alpacas, llamas, camellos, bufalos de agua y rumiantes
silvestres. Siendo su huésped preferido los bovinos (Valera, 2007).

2.4.2. Fuentes de la Infeccion

La principal fuente de infeccidbn son los bovinos persistentemente
infectados (PI), estos animales son los que se infectan antes de los cuatro
meses de gestacion (120-125 dias) con un biotipo NCP, su sistema
inmune no es capaz de reconocer al virus como invasor y se convierte en
inmunotolerante al virus en cantidades altas y continuamente durante toda
su vida el virus, mediante secrecion nasal, saliva, materia fecal, orina,
lagrimas, semen y leche; por otra parte los animales con infeccion aguda
también son una fuente importante de eliminacién del virus aunque en
menor cantidad y por cortos periodos de tiempo (Houe, 2003).

El virus también ha sido aislado de otros rumiantes incluyendo ovinos,
caprinos, y algunos de vida silvestre o en cautiverio; siendo estas
especies, consideradas fuente potencial de transmision del virus (Houe,
2003).

2.4.3. Métodos de Transmision

La transmision puede ser vertical u horizontal, por contacto directo o
indirecto. Siendo la transmisién vertical la que se da de una generacion a
la siguiente, pudiendo ésta aplicarse para los animales Pl. Sin embargo,
en muchos casos, la transmision vertical es precedida por una transmision
horizontal a la madre, y durante esta infeccion aguda de la madre
atraviesa la placenta e infecta al feto (Houe, 2003).

15



2.4.3.1. Transmisién vertical

La infeccion transplacentaria ocurre en hembras susceptibles infectadas
durante la prefiez. Se incluye la transmision al feto a través del semen
infectado de toros con infeccidn aguda o persistentemente infectados (PI).
Las hembras seronegativas pueden ser inseminadas con semen infectado
pudiendo infectarse, sin embargo, la produccion de fetos Pl raramente
ocurre por esta ruta; en caso de ocurrir la produccion de una cria PI,
entonces es una transmision vertical, aunque como ya se menciono va

precedida de una transmision horizontal (Obando y Rodriguez, 2005).

Si el feto es infectado por biotipos NCP antes de adquirir competencia
inmunologica (antes del dia 125 de gestacion, aproximadamente)
desarrollard una infeccion persistente. Pese a la eleva tasa de mortalidad
de los animales Pl en su primer afio de vida (més de 50%), muchos
alcanzan la madurez sexual y se reproducen. Hembras Pl siempre dan
terneros PIl. La transmision vertical también ocurre luego de la
transferencia embrionaria si el recipiente es PI, o la vaca donante es Pl y
no se realiza el correcto lavado del embrion (Houe, 1999).

A pesar de la alta mortalidad entre los terneros Pl , algunos pueden llegar
a adultos y reproducirse, entonces los terneros de madres Pl son también
Pl, por lo tanto, se forman lineas familiares de animales Pl y puede ocurrir

en varias generaciones (Houe, 2003).

2.4.3.2. Transmision horizontal

El contacto directo con animales PI, especialmente contacto nariz a nariz,
es el modo mas eficiente de transmision en condiciones naturales. El
contacto directo con animales que cursan una infeccion aguda también

puede transmitir el virus (Houe, 2003).

Se ha demostrado experimentalmente la transmision por via aérea a corta

distancia entre bovinos persistentemente infectados a bovinos centinelas.
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Aungue la transmisién aerégena no es la principal ruta de transmision,
puede tener consecuencias graves cuando cepas de alta virulencia
afectan a poblaciones susceptibles y con alta densidad animal (Lertora,
2002).

El semen crudo o criopreservado de toros Pl o con infeccion aguda es
una importante via de transmision horizontal. Para evitar el uso de estos
animales, en los centros de inseminacion se debe recurrir al aislamiento
viral y a un periodo de cuarentena que supere la fase aguda de la

infeccién (Lertora, 2002).

Sin embargo, un toro con infecciébn aguda puede escapar al aislamiento
viral en sangre, superar el periodo de cuarentena y seguir siendo una
amenaza. El virus puede eliminarse en semen por un corto periodo mas
alld del dltimo dia de viremia y se han detectado toros fuertemente
seropositivos no virémicos que eliminan persistentemente el virus por
semen. Esta Ultima situacion se presenta cuando la infeccion ocurre en la
pubertad, durante la formacion de la barrera inmunologica hemato-
testicular, permitiendo al virus replicarse dentro del testiculo y evadir la

respuesta inmune (Lertora, 2002).

También es posible la transmision por transferencia embrionaria. La
mayoria de las células del tracto reproductivo de la hembra son
permisibles al virus; ademas, los cultivos celulares y el suero fetal bovino
utilizados en transferencia embrionaria pueden estar contaminados. Los
embriones producidos in vivo, con zona pellcida intacta, recolectados de
vacas naturales o artificialmente infectadas, no actuarian como vectores
para la transmision de la enfermedad si se cumple con los procedimientos
de lavado o lavado y tratamiento con tripsina recomendados por la

Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (Fray et al., 2000).

Sin embargo, la presencia de una zona pellcida intacta y los

procedimientos de lavado, no garantizan que los embriones estén libres
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del virus, ya que pueden desarrollarse de oocitos infectados. Se ha
demostrado que los oocitos soportan la replicacion del vDVB, pudiendo
ingresar al oocito en forma directa o a través de las células del cumulus,
las cuales son susceptibles al virus y estan en estrecho contacto con el

oocito por medio de procesos citoplasméticos (Fray et al., 2000).

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

intrauterina (Fray et al., 2000).

Experimentalmente se han demostrado varias vias de transmision
indirecta como el uso de agujas, mocheta, palpacion rectal y la accién de
insectos hematéfagos, minutos después de haber estado en contacto con
animales PI. Sin embargo, su importancia practica ain no esta clarificada,
ya que es un virus que se inactiva facilmente. Es rapidamente inactivado
por el calor, desecacion, luz ultravioleta, detergentes, solventes organicos
y pH que exceda el rango de 5,7 a 9,3 70. Otro modo importante de
trasmision es el uso de vacunas a virus vivo modificado o vacunas

contaminadas (Houe, 2003).

2.4.3.3. Transmision entre rebafios

La principal forma de introducir el virus a un rebafio susceptible es a

través de la adquisicién de bovinos Pl o hembras que transportan fetos PI.
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Otras vias de introduccion son: el uso de vacunas vivas, semen
contaminado, cohabitacion con ovinos, transferencia embrionaria y el

contacto con bovinos con infeccion aguda (Houe, 1999 y Lértora, 2003).

2.4.3.4. Transmision dentro del rebafio

La transmision dentro del rebafio depende de la forma de introduccion del
virus al mismo. Cuando un animal PI es introducido a un rebafio, la
transmision a animales susceptibles ocurre rapidamente a la mayoria de
los animales del rebafio. Por el contrario, cuando la infeccion se inicia por
un bovino con infecciébn aguda o por alguna otra via que inicie una
infeccion aguda, la transmisién es de corta duracién y solo incluye un
pequefio porcentaje del rebafio antes que la transmision cese. El sistema
de produccién y la virulencia de la cepa también participan en la tasa de
transmision. La diseminacion es mas eficiente en sistemas de produccién
que permiten un estrecho contacto entre animales y con cepas virulentas
(Lértora, 2003 y Houe, 1999).

2.4.4. Animales Persistentemente Infectados (PI)

Los animales PI constituyen un grupo importante para la perpetuacion de
las enfermedades en las poblaciones animales, por o que son conocidos
como los unicos reservorios naturales del virus. El ternero Pl es portador
del virus mientras vive y es incapaz de montar una adecuada respuesta
inmune contra el virus presente en su organismo, estos animales son los
reservorios y los principales diseminadores del virus en el hato y pueden

desarrollar la enfermedad de las mucosas de curso fetal (Bolin, 1992).

Una vez han desaparecido los anticuerpos maternales, el Pl puede
eliminar el virus durante toda su vida. Se asume que la vida util de los PI,

es reducida por diversos aspectos, ademas de la probabilidad de
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manifestar EM la cual tiene consecuencias letales (Bolin, 1992 y Rivera,
2001).

Los Pl son mas susceptibles a otras enfermedades comunes a los
terneros, como diarrea y neumonias; estos animales permanecen en las
finca, pues los propietarios no relacionan la situacién con el vDVB y
mediante cuidados alternativos, tratan de nivelar el grupos de animales
jovenes favoreciendo la supervivencia de los PI, aunque pocos terneros
Pl puedan hacerlo. Son animales aparentemente normales, en ocasiones
tienen ganancias de peso y desarrollo menor cuando se comparan con los
otros animales del grupo. En casos donde el hato sea libre de la
enfermedad, o los niveles de inmunidad sean bajos, se pueden presentar
brotes de DVB con alta mortalidad (Parra, 1994).

Las vacas Pl siempre paren terneros PI, sin embargo, algunas vacas
seropositivas pueden producir terneros persistentemente infectados si sus
anticuerpos circulantes no tienen reaccion cruzada con el virus al cual son
expuestas. Los terneros Pl son susceptibles a numerosas enfermedades
por el feto inmunosupresor del virus. Algunas veces, sin embargo, pueden

ser aparentemente normales y saludables (Brownlie et al., 2000).

2.5. PATOGENESIS Y MANIFESTACIONES CLINICAS

El vDVB es responsable de originar un amplio rango de manifestaciones
clinicas y lesiones como resultado de la interaccién de factores tales
como: cepa Yy biotipo viral, edad y estado inmune del hospedador,
respuesta inmune inducida, factores estresantes y otros patdgenos
concurrentes (Bielefeldt, 1995). Las primeras poblaciones celulares que
soportan la replicacion viral son las células epiteliales de la cavidad bucal,
tonsilas y del tracto digestivo, células linfoides, como consecuencia el

animal puede presentar multiples expresiones clinicas como:

20



2.5.1. Infeccién Subclinica

La mayoria de las infecciones son subclinicas o de caracter moderado,
con fiebre, descarga oculonasal, leucopenia transitoria, elevada
morbilidad y baja mortalidad. Se desarrollan anticuerpos neutralizantes 14
a 28 dias postinfeccion y consecuentemente la protecciébn contra
reinfecciones por cepas homologas del virus es de por vida. En general es
raro que el vDVB cause enfermedad en animales inmunocompetentes; sin
embargo, debido a su rol inmunosupresor el vDVB puede potenciar o
favorecer el desarrollo de infecciones secundarias, sobre todo aquellas de
tipo respiratorio como el complejo respiratorio bovino (Obando, 2005 y
Baker, 1987).

2.5.2. Infeccion Aguda

Es una infeccion de severidad variable, en bovinos seronegativos e
inmunocompetentes puede dar un rango muy amplio de signos clinicos,
estando relacionados con factores como cepa del virus, edad del animal,
inmunidad y estado fisiolégico del animal y, la presencia de otros agentes
patégenos. La mayoria de las infecciones agudas estan causadas por el
biotipo NCP, generalmente ocurre en animales entre 6 meses y 2 afos de
edad (Lértora, 2002 y Baker, 1987).

El periodo de incubacion es de 5 - 7 dias; seguido de fiebre transitoria y
viremia por encima de los 15 dias. Luego del ingreso del virus se replica
en las células epiteliales de la mucosa oro nasal y tonsilas, la progenie se
disemina via sanguinea y linfatica, como virus libre o asociado a linfocitos
y monocitos. Ademas, clinicamente la enfermedad se caracteriza por:
estomatitis erosiva aguda, gastroenteritis y diarrea, leve depresion,
inapetencia, descarga oculonasal. Las infecciones agudas causan ovaritis

y producen infertilidad temporal (Vanroose et al, 1998).
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En hatos susceptibles experimentan diarrea con alta morbilidad, pero
con baja o nula mortalidad; la produccion lechera también se ve afectada.
Generalmente, los anticuerpos neutralizantes son detectados en suero 3 a
4 semanas post infeccion y persisten probablemente por afios (Vanroose
et al., 1998).

2.5.3. Enfermedad de las Mucosas

Es de baja morbilidad y alta mortalidad. La EM resulta de la infeccion de
un ternero persistentemente infectado con una cepa CP la que
probablemente ha evolucionado o mutado de la cepa NCP. La
enfermedad se caracteriza por una grave patologia digestiva con Ulceras
y erosiones por todo el tracto digestivo, severa leucopenia, diarrea
profusa lesiones en la piel y espacios interdigitales. En la EM se pueden

aislar ambas cepas CP y NCP (Obando y Rodriguez, 2005).

2.5.4. Sindrome Hemorrégico

Virus del genotipo 2 del vDVB se asocian a una condicion fatal
denominada sindrome hemorragico. Se caracteriza por mucosas
anémicas con hemorragias petequiales y equimdéticas, hipertermia,
hemorragia en mdltiples sistemas organicos, diarrea sanguinolenta,
epistaxis, sangrado constante en los sitios de inyeccion, anemia,

leucopenia, trombocitopenia y muerte (Bolin et al., 1992).

Esta signologia se atribuye a trombocitopenia y alteracion de la funcion
plaquetaria. Se ha demostrado una disminucion de la respuesta de las
plaguetas a la agregacion y, aunque se desconoce el mecanismo de
estas alteraciones, es probable que el virus actle por uno o0 mas de estos
mecanismos: 1) se ha detectado antigeno viral en los megacariocitos, lo
que podria resultar en una menor produccion de plaquetas y en un

incremento en el porcentaje de plaquetas envejecidas (los trombocitos
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viejos son menos sensibles a los estimulos de agregacion); 2) el virus se
aisla de trombocitos y una interaccién virus—plaqueta directa puede
afectar la respuesta plaguetaria a la agregacién; 3) aumento en la
produccién de sustancias inhibidoras de la agregacion plaquetaria,;
bovinos infectados con el vDVB presentan altas concentraciones de

prostaglandina E y 6xido nitrico (Baker, 1987).

Hay una fuerte correlacion entre la fase trombocitopénica y la viremia,
ademas, la recuperacion del recuento plagquetario esta estrechamente
relacionada con la aparicién de anticuerpos neutralizantes. Esto sugiriere
que este sindrome es el resultado de una alteracién y consumo de los
trombocitos periféricos, mas que una alteracion en su produccion
(Hamers, 2000).

En USA y Canada, se han reportado como severos, en estos casos se
observa diarrea con sangre, epistaxis, congestion en conjuntiva y
mucosas, hemorragias petequiales y equimoticas en mucosas, los
animales muestran pirexia, leucopenia, linfopenia y neutropenia. Este
sindrome ha sido asociado con infecciones por cepas NCP del genotipo |l
(Ridpath et al., 2010).

2.5.5. Complejo Respiratorio

El vDVB origina inmunodepresion sistematica y pulmonar, aumentando la
patogenicidad de los restantes agentes respiratorios, segun (Baker 1990),

ciertos virus de la DVB actian como agentes primarios de neumonias.

2.5.6. Infeccidn Venérea

El semen del toro infectado durante la etapa fetal o de toros con infeccién
aguda, contienen el vDVB, esto como consecuencia de la replicacion del
virus en la vesicula seminal y glandula prostatica, este semen infectado

posee espermatozoides de baja motilidad y con anormalidades
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morfolégicas, ademas es el medio ideal pata transmitir el virus a vacas

susceptibles (Kirkland et al., 1994 y Bracamonte et al., 2006).

2.5.7. Infeccion en Hembras Gestantes

El impacto del vDVB durante la prefiez se divide en cuatro periodos, en
base a las manifestaciones clinicas de la infecciobn durante estos

intervalos de tiempo especificos.

a. Etapa embrionaria (0-45 dias)

Las infecciones de hembras susceptibles proximas al momento del
apareamiento ocasionan muerte embrionaria y repeticiones de servicio
hasta que desarrollen respuesta inmune. Se desconoce como los biotipos
NCP afectan al embrion. El virus no tiene efecto sobre el crecimiento y
desarrollo de los embriones hasta el dia 8—9, momento en que pierden la
zona pelucida y se vuelven susceptibles. El resultado de la infeccion
puede ser citolitico 0 no. Ambos terminan en muerte embrionaria, aunque
la infeccion no citolitica también puede causar dafio cromosomico,
resultando en el desarrollo de malformaciones. Por otra parte, la
replicacion del virus en células oviductales puede alterar sus funciones
biolégicas, como la secrecién de factores embriotrépicos que soportan el

desarrollo embrionario (McGowan et al., 1993).

b. Dia 45 a 125 de gestacion

Este periodo comienza al finalizar la etapa embrionaria y culmina cuando
el feto adquiere competencia inmunoldgica al vDVB. El momento exacto
en que el feto adquiere competencia inmunoldgica al virus no es claro; se
han detectado anticuerpos neutralizantes contra el virus en fetos
infectados entre los dias 100 y 135 de gestacion. La infeccion con biotipos

NCP antes que el feto adquiera competencia inmunoldgica, resulta en el
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nacimiento de animales persistentemente infectados e inmunotolerantes.
Durante este periodo también se produce muerte fetal con momificacién o
aborto meses después y un pequefio porcentaje de teratogénesis
(Dubovi, 1994).

c. Dia 125 a 175 de gestacidn

Este periodo representa el comienzo de la inmunocompetencia fetal y del
estado de organogénesis, momento en el cual se presenta un gran
porcentaje de alteraciones del desarrollo. También se pueden producir
abortos, pero éstos son mas frecuentes en las etapas tempranas de
gestacion. Se pueden observar distintos tipos y grados de malformaciones
tales como hipoplasia cerebelar, microencefalia, hipomielogénesis,
hidranencefalia, hidrocefalia, atrofia o hipoplasia de timo, cataratas,
microftalmia, degeneracion de retina, hipoplasia y neuritis del nervio
optico, alopecias, hipotricosis, hipoplasia pulmonar, braquignatismo,
artrogriposis, retraso general del crecimiento y deformidades esqueléticas
(Moennig et al., 1995).

Posibles explicaciones de estas malformaciones serian el dafio celular
directo por el virus o la destruccion de las células infectadas por el
sistema inmune fetal. Este hallazgo sugiere que el virus altera el
metabolismo hormonal fetal originando trastornos del desarrollo

esquelético (Moennig et al., 1995)

d. De 175 dias de gestacion en adelante

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

mientras que los abortos son ocasionales (Moennig et al., 1995).
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2.5.8. Terneros persistentemente Recién Nacidos

Los Fetos infectados con cepas NCP entre los dias 42 y 125 pueden
sobrevivir, portar el virus y diseminarlo de por vida, siendo los principales
reservorios del VDVB. Estos animales son inmunotolerantes a la cepa ncp
infectante, aunque pueden responder con produccion de anticuerpos
contra cepas heter6logas o cepas vacunales. Las infecciones que
ocurren en el ultimo trimestre de la gestacion dan lugar a terneros con
anticuerpos especificos pero sin virus. ElI término “infectados
congénitamente” se refiere a estos animales con anticuerpos al nacer

pero sin virus detectable (Fulton et al., 2003).

2.5.9. Infeccion Persistente

Un animal persistente infectado (Pl) es aquel en que es posible aislar el
virus de la sangre o tejido en dos ocasiones sucesivas con un intervalo no
menor a dos semanas. Estos animales son virémicos durante toda su vida
y no producen anticuerpos contra la cepa que les origino
inmunotolerancia. La infeccidon persistente debe ser considerada en todo
ternero pequefio al nacimiento, con escaso desarrollo y ganancia de peso,
débil y con cuadro recurrente de enfermedad respiratoria y digestiva
(Raymond et al., 2002).

Los animales PI resultan de la infeccion fetal con DVB durante el primer
trimestre de gestacion, dado que el sistema inmune fetal infectado con
DVB antes del dia 125 de prefiez, no reconoce el vDVB como agente
infeccioso o extrafio, ademas la mayor expansion de érganos linfoides
fetales y sus poblaciones leucocitarias ocurre en el tercer trimestre de

gestacion (Raymond et al., 2002).

Solo el biotipo NCP del vDVB ha sido reportado capaz de establecer una
infeccion persistente en el feto, también se propuso que la capacidad del

virus NCP y CP para establecer la infeccion persistente esta relacionada
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con diferencias en la habilidad de inducir interferén, (IFN). Aunque se cree
que la multiplicacion considerable del virus genera diversidad, no se han
detectado cambios genéticos en aislados en diferentes momentos del

mismo animal (Raymond et al., 2002).

2.6. ASPECTOS INMUNOLOGICOS

EOQ/gp48, es una glicoproteina asociada a la envoltura viral, responsable
en parte de la induccion de los anticuerpos neutralizantes y cumple una
funcion de una ARNasa y es secretada al espacio extracelular por
exocitosis durante la replicacion viral. ElI anticuerpo es una
inmunoglobulina G2b que reacciona con un epitope de la glicoproteina
viral EQ/gp48 (Paton, 1995).

2.7. METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagnostico, es realizado con la finalidad de detectar los bovinos
persistentemente infectados, que son quienes diseminan la enfermedad.
La idea que la DVB podria ser erradicada de la poblacion bovina
comercial descansa en los progresos que se han realizado durante los
altimos afios para detectar con seguridad la infeccion el vDVB en el
ganado (Dubovi, 2013).

La biologia molecular ha aportado el desarrollo de los anticuerpos
monoclonales y la implementacion de la prueba de reaccion en cadena de
la polimerasa transcriptasa reversa. Tres acciones son importantes para
intentar el control: identificacibn 'y eliminacion de animales
persistentemente infectados, aumentar la respuesta inmune post
vacunaciéon e implementacién de medidas de bioseguridad (Duvobi,
2013).
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2.7.1. Técnicas de diagnostico

2.7.1.1. Aislamiento viral

El Aislamiento viral para el vDVB se utiliza una linea celular de rifion fetal
bovina (MDBK). Es importante esta tecnologia porque ademas puede
detectar otros virus presentes en la muestra, incluso revelar la presencia
de virus DVB como contaminante del suero fetal bovino utilizando

anticuerpos monoclonales (Duvobi, 1996).

2.7.1.2. Inmunohistoquimica

La IHQ se realiza, rutinariamente, en tejido fijado en formalina y embebido
en parafina; aventajando a otras técnicas en términos de conveniencia en
la remisién de las muestras, posibilita el estudio retrospectivo de muestras
enviadas para examen histopatologico y permite una precisa asociacion
entre el antigeno viral con tipos celulares y lesiones histolégicas (Givens
et al., 2007).

2.7.1.3. ELISA (Ensayo de Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas)

La prueba de ELISA utiliza anticuerpos monoclonales o policlonales para
“capturar” antigenos del vDVB en muestras de sangre. Comparado con el
aislamiento viral, es un método rapido y econdémico, por lo tanto, es el
método de preferencia para la deteccion a gran escala de animales PI.
Los sistemas ELISA basados en anticuerpos policlonales dirigidos contra
varias proteinas y glicoproteinas de cepas antigénicamente diferentes,
son capaces de detectar una amplia variedad de vDVB. Este sistema,
comparado con el aislamiento viral, ha demostrado una alta sensibilidad y
especificidad (97,9% y 99,7% respectivamente) y es comparable a los
sistemas ELISA que utilizan un pool de anticuerpos monoclonales. Por

otra parte, los sistemas ELISA basados en un anticuerpo monoclonal
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epitope especifico son cuestionables, debido a que su estrecho rango de

especificidad puede fallar en detectar algunas cepas del vDVB (Graham
et al., 1998).

a) ELISA Directo

Consta de las siguientes etapas:

Fijacion al soporte insoluble (“tapizado”) de antigenos especificos.
Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no
fijados.

Adicion de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una enzima;
si los anticuerpos reaccionan con los antigenos, el complejo
quedara solubilizado. Lavado para eliminar los anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado.

Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la
enzima marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

b) ELISA Indirecto

Consta de las siguientes etapas:

Fijacién al soporte insoluble de antigenos especificos para los
anticuerpos objeto de estudio. Lavado para eliminar los antigenos
fijados deficientemente o no fijados.

Adicién del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos
reaccionaran especificamente con los antigenos fijados al soporte.
Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan
reaccionado.

Adicion de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los anticuerpos especificos afladidos en el paso
anterior y que se encuentran fijados a los antigenos. Lavado para

eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.
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c)

Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la
enzima marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

ELISA sandwich (DAS)

Consta de las siguientes etapas:

d)

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patégeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados
deficientemente o no fijados.

Adicién de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero,
plasma, etc.), de tal forma que si esta presente el agente patdgeno
de diagnéstico (antigeno), reaccionara especificamente con los
anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los antigenos
gue no hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados.
Adicion de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben
tener un epitopo diferente de los anticuerpos con los que se han
tapizado el soporte) conjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los antigenos afiadidos con la muestra problema y
gue se encuentran fijados a los anticuerpos. Lavado para eliminar
los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

Adiciébn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la
enzima marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

ELISA sandwich HADAS

Consta de las siguientes etapas:

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patdgeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados

deficientemente o no fijados.
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e)

Adicion de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero,
plasma, etc.), de tal forma que si esta presente el agente patdégeno
de diagnéstico (antigeno), reaccionara especificamente con los
anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los antigenos
gue no hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados.
Adicién de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben
tener un epitopo diferente de los anticuerpos con los que se han
tapizado el soporte), los cuales reaccionan con los antigenos
afiadidos con la muestra problema y que se encuentran fijjados a
los anticuerpos.

Lavado para eliminar los anticuerpos que no hayan reaccionado.
Adicion de anticuerpos conjugados con una enzima anti-
anticuerpos empleados en el paso anterior.

Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan
reaccionado.

Adiciébn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la
enzima marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.

ELISA competitivo

Consta de las siguientes etapas:

Fijaciéon al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patdogeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados
deficientemente o no fijados.

Adicion en concentracién conocida de una mezcla de antigenos del
anticuerpo utilizado en el paso anterior, marcados con una enzima
y antigenos desconocidos objeto de estudio. Paralelamente, afiadir
Unicamente antigenos del anticuerpo usado en el paso anterior,
marcados con una enzima. Lavar para eliminar los antigenos que

no hayan reaccionado.
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e Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la
enzima marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

e Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado de
ambas pruebas y comparar los resultados. Si las lecturas de ambas
pruebas son analogas, el antigeno a estudio no tienen nada que
ver con los anticuerpos empleados para tapizar el soporte. Si hay
diferencia en las lecturas de ambos pocillos, el antigeno objeto de
estudio, esta relacionado serolégicamente con el anticuerpo
empleado para tapizar el soporte y la diferencia de densidad 6ptica,
es proporcional a la concentracién del antigeno problema en la

muestra (Soluciones de ELISA Protocolo y Técnicas, 2007).

2.7.1.4. Pruebas de deteccién de acidos nucleicos

La utilidad de la amplificacién de acidos nucleicos ha sido facilitada por el
rapido progreso en la secuenciacion de &cidos nucleicos. La
comercializacion de la reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa
reversa y su alta sensibilidad permite trabajar con “pooles” de muestras
de rebafios para detectar animales infectados en forma aguda, animales
persistentemente infectados y animales inmunizados con vacunas
preparadas con virus vivo modificado. Cabe sefialar que estas técnicas no

estan disponibles rutinariamente por su alto costo.

2.8. OTROS ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE PREVALENCIA
DE LA DIARREA VIRAL BOVINA

Diversos porcentajes de prevalencia de DVB se han reportado en algunos
paises de Sur América, tales como: Chile 25,17 % (Barrientos, 2004),
Perd 46 a 56 % (Quispe) y Colombia 29,4 % (Betancur). Sin embargo, el
hecho de que un pais reporte elevados porcentajes de seropositividad
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frente al vDVB, no implica que puedan existir areas geogréficas, en las

cuales la misma sea baja.

En un estudio de 1593 bovinos de un total de 133 hatos en Inglaterra y
Gales, se mostr6 que el 62,5 % de animales presentaron anticuerpos
neutralizantes contra el vDVB, la prevalencia entre regiones varian entre
43 %y 79 % (Houe et al., 1995).

En la provincia de Loja, se realizé un estudio acerca de la seroprevalencia
de DVB e IBR, en el que se muestreo 734 animales distribuidos en 16
cantones de dicha provincia, de los cuales 118 animales dieron positivos
a la prueba de ELISA indirecto dando como resultado una prevalencia del
16,06 %, con lo cual se demostro la prevalencia de la enfermedad en esta

provincia (Jara, 2007).

Otro estudio realizado en el cantdn Loja por Lavanda Jorge 2015,
Prevalencia de Diarrea Viral Bovina en Vacas Lecheras de las
Ganaderias del Cantdn Loja en el que se muestredé a 394 animales e los
cuales 114 fueron positivos, con una seroprevalencia total de vDVB del

29% en vacas lecheras con mas de una cria.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Materiales de Campo

e Bovinos (vacas lecheras)

e Botas

e Vestimenta

e Desinfectante

e Brete

e Guantes desechables

e Vacutainer para recoleccion de leche
e Marcadores

e Registros

3.1.2. Materiales de Laboratorio

o Espectrofotometro

e Centrifuga

e Pipeta automética multicanal de volumen ajustable
e Puntas de plastico desechables

e Vasos de precipitacion de distintos volimenes

e Papel de aluminio o adhesivos

e Papel absorbente

e Probetas graduadas

e Timer

e Casa IDEXX Kit para vDVB



3.1.3. Materiales de Oficina

e Suministros de oficina
e Computadora

e Impresora

e Camara fotografica

e Calculadora

3.1.4. Muestras Bioldgicas

e Leche

3.2. METODOS

3.2.1. Ubicacién del Area de Estudio

La toma de muestras de leche en ganado bovino se realizd en

ganaderias de produccion lechera del Cantén Saraguro y sus parroquias.

3.2.2. Métodos de Muestreo

En este trabajo se realiz6 en bovinos hembras en produccion lechera en

ganaderias del Canton Saraguro.

3.2.3. Tamafo de la muestra

Se calculé mediante la formula de proporcion de una enfermedad cuando
la poblacién con la que se pretende trabajar es conocida: ésta es de
13829 bovinos de los cuales el 50% son vacas en produccion (Censo

2014), ya que se hizo prueba con muestras de Leche.
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La formula es la siguiente:

PxQxN

(N—J)E2+PQ

N =

En Donde

N = Tamafo de la muestra.

P = Probabilidad que se cumpla (0,05).

Q = Probabilidad que no se cumpla (0,05).
E?= Constante.

K?= Constante (2).

N= NUmero de animales.

0,25 (13962)
(0.08)°

2y

3490
(13961)0,0016)+0.25
3490
n=—
22.59
n=154 Muestras

(13962-1) +0.25

3.2.4. Calculo de la Fraccion

Para ello lo hemos realizado de la siguiente forma:

n
F=5
Donde:
n= Tamafio de la muestra.
N= Poblacién total.
154 1
— =0,011

F=13962 = 90
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3.24.1.

Distribucion de la poblacion en el cantdén Saraguro

Cuadro 1. Parroquias con su respectiva poblacion y nimero de muestras

recolectadas.

Parroquias Poblacién bovina Muestra |% Recolectadas
Saraguro 1473 16 10,39
Urdaneta 1191 13 8,44
Cumbe 586 7 4,55
El Tablon 575 6 3,9
Tenta 2022 22 14,29
Celén 1083 12 7,79
Selva Alegre 683 8 5,19
Lluzhapa 1460 16 10,39
Sumaypamba 487 5 3,25
Yulldc 506 6 3,9
Manu 3896 43 27,92
Total 13962 154 100

3.2.5. Recoleccién de Muestras de Leche

Las muestras se recolectaron directamente del pezén, realizando la
respectiva antisepsia con algodoén y alcohol a 70°, que se prepard en la
siguiente proporcion: 300 ml de alcohol de 96° + 100 ml de agua
destilada, se deseché los tres primeros chorros de leche y procedié a
colectar la muestra 8 ml en tubos esterilizados con cierre hermético, los
cuales se identificd la vaca y el lugar, posteriormente se colocaba en un

vial criogénico para llevarlo al Laboratorio de la CMVZ de la UNL, para su

respectivo andlisis.

Los datos obtenidos en campo fueron anotados en un registro los cuales

se verificd si coincidian con la identificacion de la muestra en el

laboratorio.
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3.2.6. Almacenamiento de las muestras

Una vez llegada las muestras de leche se deposité en un congelador a —
15°c. La descongelacion se hizo dentro de un refrigerador la noche
anterior al analisis, para luego llevarla a temperatura ambiente. Todo ello
se hizo con el fin de conservar de mejor manera todos sus componentes

vitales para su analisis.

3.2.7. Preparaciéon de ELISA indirecto

Para ello se utilizé el kit IDEXX BVDV Total Ab, es un inmunoensayo
enzimatico indirecto necesario para detectar anticuerpos especificos de
BVDV en muestras de suero, plasma o leche. El ensayo consiste en
utilizar la técnica de ELISA indirecta donde se utilizan placas de micro

titulacion tapizadas con antigenos de BVDV.

El mismo consta de los siguientes reactivos:

Cuadro 2. Reactivos del kit IDEXX BVDV.

Reactivos. Volumen
1. Placas tapizadas con antigeno 5ul
BVDV
2. Control positivo 1,0 mi
3. Control negativo 1,0 mi
4. Conjugado 60 ml
5. Diluyente de la muestra 60 ml
A Substrato TMB n.°12 60 ml
B Solucion de frenado n.° 13 60 ml
C Solucién de lavado concentrado (10 x) 480 ml
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3.2.7.1. Preparacion de reactivos

a. Solucién de lavado

La solucion de lavado concentrada (10 x) debe alcanzar de 18-26°C y
debe agitarse para asegurar la solucién de posibles precipitados. La
solucion de lavado concentrada debe diluirse de 1 a 10 con agua
destilada/ des ionizada antes de su uso (ejemplo 30 ml concentrado + 270
ml de agua por placa a analizar). Preparandose en condiciones estériles,

la condicién de lavado puede almacenarse durante una semana.

b. Preparacion de las Muestras
Se trabajo con un numero de 154 muestras de leche las cuales estuvieron
almacenadas en congelacion, con el fin de conservarlas para después ser

analizadas con el método de ELISA.

3.2.7.2. Protocolo de ensayo

Se verificd que los reactivos hayan alcanzado 18 a 26 °C para empezar la
prueba, la leche antes fue sometida a centrifugacion, y otras muestras
fueron dejadas en refrigeracion con el fin de separar la grasa de la leche.

Se utilizé una punta de pipeta por cada muestra, sumergiendo la misma

por debajo de la capa de grasa.

Se siguio el siguiente procedimiento

1. Se tomo las placas tapizadas y se marcO la posicion de las muestras
en una hoja de trabajo.

2. Se afadié 100 ul de diluyente de la muestra solo en los pocillos
duplicados para el control negativo y control positivo.
Se afadio 25 ul de control negativo en los pocillos apropiados.

4. Se afiadi6 25 pl de control positivo en los pocillos apropiados.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.

Se afiadié 100 pul de las muestras de leche sin diluir (tomadas por
debajo de la capa de grasa) en los pocillos restantes. Se continué en
el paso 6 de la seleccion protocolo del ensayo.

Se mezclo el contenido de los pocillos mediante un agitador.

Se incubd durante 90 minutos (+- 5 minutos) a 18-26°C en la
incubadora, antes de ello las placas las sellamos firmemente para
evitar evaporizaciones o algun tipo de contaminacion.

Luego de ello se aspird los contenidos liquidos de los recipientes en
un reservorio apropiado.

Se lavé cada pocillo con aproximadamente 300 ul de solucion de
lavado 5 veces. Se aspir6 los contenidos liquidos de todos los
pocillos después de cada lavado. Tras la aspiracion final, se eliminé el
fluido de lavado residual de cada placa golpeandola firmemente sobre
material absorbente.

Se dispersé 100 pl de conjugado en cada pocillo.

Se incubd durante 30 minutos (+- 2 minutos) a 18-26 °C.

Se repitieron los pasos 8y 9.

Se dispersé 100 pul del substrato TMB n° 12 en cada pocillo.

Se incub6 10 minutos (+- minuto) a 18-26 °C en oscuridad. Se
comenzo a cronometrar después de llenar el primer pocillo.

Se coloc6 100 pl de la solucién de frenado n°3 en cada pocillo para
frenar la reaccion. Se afadi6 la solucion de frenado en el mismo
orden en que la solucién de substrato fue afiadida en el paso 13.

Se calibro el espectrofotometro y se preparé el programa Gen 5.

Se midié y se anoto la absorbancia de las muestras y controles a 450

nm.

3.2.7.3. Céalculo de los resultados

Para que el ensayo sea valido, la diferencia (M-N) entra la media de

control positivo (CPx) y la media del control negativo (CNx debe ser mayor
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o igual a 0,150 de densidad 6ptica (DO). Ademas la media del control del
negativo (CNx) debe ser menor o igual a 0,250 DO. Para los ensayos no
validos, debe sospecharse de la técnica y el ensayo debe repetirse

siguiendo una revision meticulosa del producto.

La presencia o0 ausencia de anticuerpos BVDV en la muestra se
determina mediante el cociente M/P de cada muestra. Se utilizd las

siguientes formulas.

Calculo de la media del control negativo

. CN1 A 450+CN2 A450
CNx= -

Calculo de la media del control positivo

CP1 A450+CP2 A450
2

CPx=

Cociente M/P

M/P = muestra A450 — CNx
/P= CPx — CNx

Interpretacion de resultados

e Las muestras con valores de M/P menores de 0,20 son considerados
como negativas en anticuerpos frente a BVDV.

e Las muestras con valores de M/P mayores de 0,20 son considerados
como dudosos. El animal debera analizarse de nuevo en pocas
semanas.

e Las muestras cuyos valores de M/P son mayores o iguales a 0,30 son
considerados positivos en anticuerpos frente a BVDV.

3.2.8. Registro de Datos

Los datos obtenidos se anotaron en registros de campo, para lo cual se

tomd en cuenta las parroquias del canton Saraguro; asi como numero de
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partos, razas, sistema de manejo, la bioseguridad, métodos de
reproduccion y los sintomas a la cual se le afiadio los resultados positivos

analizados en el laboratorio (Anexo 1).

3.2.9. Variables

e Prevalencia de acuerdo a las parroquias

e Prevalencia de acuerdo a la edad

e Prevalencia de acuerdo al nUmero de partos

e Prevalencia de acuerdo ala Raza

e Prevalencia de acuerdo al Sistema de Manejo

e Prevalencia de acuerdo a la Bioseguridad

e Prevalencia de acuerdo a los métodos de Reproduccién

e Prevalencia de acuerdo a los signos clinicos

3.2.10. Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante estadistica descriptiva en la
cual se consider¢ la frecuencia de cada una de las variables obtenidas en
las parroquias del cantén Saraguro, para lo cual se determind porcentajes
apoyandose en cuadros Yy figuras para una mejor comprension.
También se aplicé la siguiente formula para calcular la prevalencia de la
enfermedad en el Canton Saraguro.
Ct
P= Nt

Ci= numero de casos existentes (prevalentes) en un momento
determinado.

N: = nimero total de individuos en un momento determinado.
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS POR PARROQUIAS

Los resultados obtenidos mediante el examen de ELISA para el
diagnostico de Prevalencia de Diarrea Viral Bovina (DVB) y su
distribucion en casos positivos en el Canton Saraguro, se presenta los

siguientes cuadros.

Cuadro 3. Prevalencia de la DVB en las parroquias del canton Saraguro (%).

Parroquias N° Muestras N° Positivas Porcentaje
Saraguro 16 5 31,25
Urdaneta 13 7 53,85
Cumbe 7 4 57,14
El Tablon 6 2 33,33
Tenta 22 9 40,91
Celén 12 2 16,67
Selva Alegre 8 1 12,50
Lluzhapa 16 2 12,50
Sumaypamba 5 1 20,00
Yuluc 6 4 66,67
Manu 43 6 13,95
Total 154 43 27,92

De acuerdo con los resultados del cuadro se aprecia que la prevalencia
de la DVB del canton Saraguro es de 27,92 %; y la Parroquia de Yulluc
posee el 66,67 % siendo el mas alto de todas las parroquias estudiadas,
seguida por la parroquia Cumbe con un 57,14 %, la parroquia Urdaneta
con un 53,85 %, la parroquia Tenta con un 40,91 %. El resto de

parroquias poseen un porcentaje por debajo de estas cifras.

En la siguiente figura representamos el resultado de las parroquias con

sus respetivos (%).
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Figura 2. Resultados porcentuales de la Prevalencia del vDVB en las parroquias
del cantén Saraguro.

4.2. PREVALENCIA DE ACUERDO A LA EDAD DE LOS
ANIMALES

Se agruparon en 3 categorias: de 2 a 3 afios; 4 a 5 afios; de 6 a 7 afios y
< 8 afios.

Cuadro 4. Prevalencia de la DVB de acuerdo a la edad de los animales.

Edad delos animales N° de vacas Positivas Porcentaje
2a3 24 6 25,00
4ab 84 21 25,00
6a’7 32 11 34,38
< 8 afios 14 5 35,71

Total 154 43 27,92

En el cuadro 4 se muestra que las vacas que poseen < 8 afios son las

que tienen el porcentaje mas alto con un 35,71 %, seguido por los
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animales de 6 a 7 afios con un 35,38 %, los animalesde 2 a3y 4ab5

poseen un 25 %.

40,00

Edades

35,00
30,00

34,38

25,00

25,00

25,00

20,00
15,00

10,00
5,00

0,00

35,71

2a3

4ab

6a’7

8 o mas

Figura 3. Resultados porcentuales de acuerdo a la edad.

4.3. PREVALENCIA DE ACUERDO AL NUMERO DE PARTOS

Aqui se considerd el nimero de partos de cada bovino el cual se ha

agrupado de 1 a 2 partos de 3 a 4 partos y de 5 a 6 partos tal como se

presenta en el siguiente cuadro.

Cuadro 5. Prevalencia de la DVB de acuerdo al numero de partos.

N° de Partos N° de vacas Positivas Porcentaje
laz2 69 18 26,09
3a4 63 20 31,75
5a6 22 5 22,7
Total 154 43 27,92

En el cuadro 5 las vacas con 3 a 4 partos poseen un 31,75 %, de la?2

partos presentaron un 26,08 % y de 5 a 6 partos con un 22,7 % las

cuales estan representadas en la siguiente figura.
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Figura 4. Resultados porcentuales de acuerdo al nUmero de partos.

4.4. PREVALENCIA DE ACUERDO A LA RAZA

Se tomdé como base las razas Holstein, Brown swiss y Jersey. Cabe
recalcar que algunas de estas razas en ciertas zonas han pasado por
procesos de mestizaje los cuales consideré como Holstein mestizo, Brown
swiss mestizo y los animales propios de la zona se denominaron como

criollos.

Cuadro 6. Prevalencia de la DVB de acuerdo a las razas.

Raza N° de vacas Positivos Porcentaje

Holstein 18 4 22,22

H. mestizo 49 17 34,69

B. swiss mestizo 4 1 25,00

Criollo 80 19 23,75

Jersey 3 2 66,67
Total 154 43 27,92

De acuerdo con el cuadro seis la raza Jersey presentd el porcentaje mas
alto de positividad con un 66,67 %, el tipo Holstein Mestizo con un
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porcentaje del 34,69 %, Seguido tenemos el Brown swiss con un 25 %, en

cuanto a las criollas con un 23,75 % y la Holstein presento un 22,22 %.
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H. mestizo  B. swiss mestizo Criollo

Jersey

Figura 5. Resultados porcentuales de acuerdo a la raza.

4.5.

PREVALENCIA DE ACUERDO AL SISTEMA DE MANEJO

El sistema de manejo que se da en cada finca se describe como

semiextensivo y extensivo, el cual se presenta en el siguiente cuadro.

Cuadro 7. Prevalencia de la DVB de acuerdo al sistema de manejo.

Manejo N° Vacas Positivas Porcentaje

Semiextensivo 113 38 33,63

Extensivo 41 5 12,20
Total 154 43 27,92

Segun los resultados en el cuadro siete el manejo semiextensivo tiene el

mas alto porcentaje de positividad con 33,63 % seguido por el manejo

extensivo con un 12,20 %.
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Figura 6. Resultados porcentuales de acuerdo a los sistemas de manejo.

4.6. PREVALENCIA DE ACUERDO A LA BIOSEGURIDAD

Las normas de bioseguridad que posee cada granja son consideradas en

esta variable como cuarentena, pediluvio, rodiluvio, pudiendo tener alguna

de ellas o ninguna las cuales se presentan en el siguiente cuadro.

Cuadro 8. Prevalencia de la DVB de acuerdo a las normas de bioseguridad.

Bioseguridad N° de vacas Positivas Porcentaje

Pediluvio 10 4 40

Ninguna 144 39 27,08
Total 154 43 27,92

De acuerdo con el cuadro ocho se observa que las fincas que contaban

con pediluvio, tuvieron el mas alto porcentaje de positividad de 40 %,

mientras las granjas que no poseian ninguna norma de bioseguridad

alcanzaron el 27,08 %; cabe mencionar que las granjas en que se estudio

el virus ninguna poseian rodiluvio y tampoco a los animales los tienen en

cuarentena.
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Figura 7. Resultados porcentuales de acuerdo a las normas de bioseguridad.
4.7. PREVALENCIA DE ACUERDO A LOS METODOS DE

REPRODUCCION

Los métodos de reproduccion que utilizan en cada finca se presentan en

el siguiente cuadro con los respectivos resultados.

Cuadro 9. Prevalencia de la DVB de acuerdo a los métodos de reproduccion

Métodos de reproduccién | N° de Vacas Positivas Porcentaje

I.A 10 4 40

M.N 144 39 27,08
Total 154 43 27,92

De acuerdo con el cuadro nueve los animales que son sometidos a
inseminacion artificial (I.A) son los que obtuvieron el mas alto porcentaje

con el 40 %, seguido por la monta natural (M.N) con un 27,08 %.
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Figura 8. Resultados porcentuales de acuerdo a los métodos de reproduccion.

4.8. PREVALENCIA DE ACUERDO A LOS SIGNOS CLINICOS

Los sintomas méas comunes que presenta la enfermedad tales como
estomatitis, diarrea, abortos, secrecidon nasal, secrecibn ocular son

tomados en cuenta en esta variable, como se describe en el cuadro 11.

Cuadro 10. Prevalencia de acuerdo los signos clinicos

Signos clinicos N° Vacas Positivas Porcentaje
Diarrea 18 8 44,44
Abortos 8 4 50
Secrecion Ocular 11 4 36,36
Diarreay abortos 2 2 100
Diarrea y secrecion nasal 1 1 100
Ningln signo 113 24 21,24
Total 154 43 27,92

En el cuadro diez los animales que presentaron diarrea y abortos, diarrea
y secrecién nasal, obtuvieron el mas alto porcentaje de 100 %, seguidos

por las vacas que presentaron abortos con un 50 %; mientras que las
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vacas que tuvieron diarrea presentaron un 44,44 %. Cabe recalcar que

las vacas que no presentaron sintomas, alcanzaron un 21,24 %.

Sintomas
120,0

100,0
80,0
60,0
40,0
20,0 I I
0,0 . . . . .

Diarrea Abortos  Secrecion Diarreay Diarreay  Ninguna
Ocular abortos  secre nasal

Figura 9. Resultados porcentuales de acuerdo a los sintomas.
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5. DISCUSION

5.1. PREVALENCIA DE ACUERDO A LAS PARROQUIAS

En el cantdn Saraguro existe una seroprevalencia de vDVB del 27,92 %
en vacas lecheras que tienen entre 3 a < 8 afios y mas de 1 cria, siendo la
parroquia de Yuluc la que mas alto porcentaje obtuvo dentro del cantén
con un 66,67 %, seguida por Cumbe con un 57,14 % y la parroquia
Urdaneta con un 53,85 % estos resultados son diferentes a los publicados
por Lavanda (2015), sobre el vDVB en las ganaderias lecheras del
Canton Loja, los cuales presentaron una prevalencia para DVB del 29 %
y también fueron superiores a los estudios realizados por la UTPL Jara
(2008) sobre el VDVB en la provincia de Loja los cuales presentaron una
prevalencia para VDVB del 16,07 %.

Tomando en cuenta los resultados se atribuye a que esta enfermedad en
muchos casos es subclinica, es decir asintomatica diseminandose
facilmente siendo imperceptible para el ganadero o el mismo veterinario,
también se puede atribuir a aquellos productores quienes compran
animales para pie de cria a los grandes productores sin hacer pruebas de

diagnéstico de ninguna enfermedad reproductiva Houe (1995).

5.2. PREVALENCIA DE ACUERDO A LA EDAD DE LOS
ANIMALES

Vacas 2 a 8 afos presentaron un alto porcentaje de positividad con un
35,71% en comparaciéon con las vacas de menor edad, que tienen menor
tendencia a estar contagiadas del virus. Odedn (2001) demostré en su
estudio realizado en Argentina que existe una alta prevalencia de
anticuerpos en vacas adultas, y que un porcentaje alto de bovinos
menores de 12 meses estan expuestos tempranamente al virus DVB.

Quispe (2008), encontr6 en su estudio realizado en Perd, que los



animales mayores de 2 afios poseen mayor predisposicion a infectarse
con el virus de la DVB, esto debido a la presencia de anticuerpos en el
animal y a la posibilidad de que el animal sufra reinfecciones con el virus
de la DVB. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Betancur
(2007), en su estudio realizado en Monteria-Colombia en el que se
muestrearon animales distribuidos en 3 categorias: animales entre 3 - 4
afos, 5 - 6 afilos y mayores de 7 afios obtuvo prevalencias de 16 %, 17 %
y 11 %, respectivamente animales entre 5 y 6 afios presentaron una
prevalencia mayor, debido a que se encontraban en la edad reproductiva,
pasando ya por varios partos, esto podria causar estados de
inmunodepresion, logrando asi que tenga mas posibilidades de infectarse,
pero se demostré estadisticamente que esta enfermedad se puede

presentar en cualquier edad reproductiva del animal.

Otro autor como Cabezas (2012), reportd resultados similares en su
estudio realizado en Galdpagos, concluye que la edad si es un factor de
riesgo para la presentacion de esta enfermedad, ya que animales éntrelos
2 a 8 afos de edad presentaron el mayor porcentaje de seropositividad y
menciona que esto puede estar debido al estrés y a los multiples estados
inmuno-depresivos que se pueden presentar en esta etapa debido a las
practicas reproductivas y productivas aumentadas en esta etapa. Sin
embargo, no se realiz6 el célculo de la diferencia significativa entre los
grupos de edad. Por otro lado Jara (2008), en su estudio realizado en la
provincia de Loja, concluyo que la edad no es un factor determinante en la
presentacion de esta enfermedad, debido al muestreo aleatorio realizado

para este estudio.

5.3. PREVALENCIA DE ACUERDO AL NUMERO DE PARTOS
En vacas entre 3 a 4 partos presentaron un alto porcentaje de positividad

con un 31,75 % en comparacion con las vacas que poseen un mayor

namero de partos en el estudio realizado por la UNL Lavanda (2015), en
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el que presento un alto porcentaje de positividad. Coincidiendo con
Fredriksen (1999), en lo que destaca que las vacas de mayor niamero de
partos es decir de mayor edad pueden tener infecciones de tipo subclinica
las mismas que pudieron pasar por desapercibidas por el ganadero o el
médico veterinario. Donde se desarrollan anticuerpos neutralizantes 14 a
28 dias pos infeccibn y consecuentemente la proteccion contra

reinfecciones por cepas homologas del virus es de por vida.

5.4. PREVALENCIA DE ACUERDO A LA RAZA

Las vacas de raza Jersey obtuvieron el méas alto porcentaje de positividad
frente a anticuerpos contra el vDVB con un 66,67 % mientras que las
vacas Holstein mestizo presentaron un 34,69 % en el caso de las vacas
Brown Swis meztizo presentaron un 25 % en cuanto a las vacas Criollas
presentaron un 23,75 % vy las tipo Holstein presento un 22,22 %. Las
vacas Jersey su porcentaje de positividad fue el mas elevado debido a
gue solo se muestreo a 3 de las cuales 2 fueron positivas. Coincidiendo
con Lavanda (2015) y Houe (1995), en donde destacan que las vacas
Holstein y con sus respectivos mestizos son las que en mayor numero se
encuentran en las ganaderias lecheras, la mayoria de ellas han pasado
por procesos de mestizaje con el fin de mejorar su genética y por ende la
produccion de leche en la granja. Pudieron haber ingresado animales de
otros sitios con el fin de realizar esta actividad y sabiendo que el 70 % o
méas de bovinos infectados con el vDVB desarrollan la enfermedad
subclinica Por lo que un bovino infectado subclinicamente puede ser

transportado de un lugar a otro.

Considerando las vacas criollas ya que ellas forman en gran parte de los
hatos lecheros en donde menciona Rivera (2001) dice que un 70 % de los
animales criollos son mas susceptibles a la enfermedad. En lo que se
podria concluir que la presencia del virus, no depende 0 no esta

influenciada por la Raza o cruce del animal segun Betancur (2007).

54



En otro estudio realizado por Quispe (2008), en donde identifico el virus
de la DVB en bovinos criollos de la provincia de Melgar, Peru, se encontré
una prevalencia del 48,7 % y comparandolo con estudios realizados en
bovinos de la misma raza en Ayacucho Rivera (2001) se encontrd
prevalencias superiores al 70 %, con lo que se concluydé que al parecer
los animales criollos son altamente susceptibles, esto podria deberse al
estrés por deficiencias nutricionales e infecciones parasitarias, pero los
efectos del virus podrian pasar desapercibidos o ser confundidos con

otros problemas sanitarios.
5.5. PREVALENCIA DE ACUERDO AL SISTEMA DE MANEJO

Las vacas sometidas al manejo semiextensivo obtuvieron el mas alto
porcentaje de positividad con 33,63 % Considerando el resultado que se
obtuvo, el sistema semiextensivo es el que mayormente se utiliza en las
ganaderias del canton Saraguro , donde coincidimos con Aguilar (2006)
en la cual se dicen que los animales mas susceptibles a adquirir la
enfermedad son aquellos manejados en una crianza extensiva o0
semiextensiva constituidos por pocos animales en donde no existe el
cuidado adecuado de los mismos, con un pequefio capital de explotacién,

normalmente con areas reducidas de recursos forrajeros.
5.6. PREVALENCIA DE ACUERDO A LA BIOSEGURIDAD

Las fincas que contaban con normas de bioseguridad alcanzaron el
porcentaje mas alto de positividad; mientras que las que no contaban
obtuvieron un porcentaje no significativo. Concordando con Jara (2007),
en donde menciona a que este podria ser un factor determinante en los
ganaderos al momento de la compra de bovinos regularmente, sin una
adecuado analisis clinico y confirmacién en laboratorio, cuarentena ni
manejan registros, y control al momento de la movilizacion por lo cual no
se realizan descartes de animales Pl infectados. Teniendo asi los focos

de infeccion.
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5.7. PREVALENCIA DE ACUERDO A LOS METODOS DE
REPRODUCCION
En las fincas donde someten a sus vacas a la Inseminacion Atrtificial
fueron las que mas porcentaje de positividad obtuvieron con un 40%, y los
ganaderos que utilizan Monta Natural la positividad fue menor con un
27,08%. Odedn (2006) manifiesta que en el caso de la inseminacion
artificial, el virus resiste la temperatura de congelacién, el semen
contaminado resulta ser una fuente de diseminacion de la enfermedad a
otros animales, por lo cual se evidencia que puede ser un factor de riesgo
para la predisposicion de la enfermedad en estos hatos, Concordando con
resultados hechos por Lavanda (2015), en donde menciona que la
inseminacién artificial es un método de reproduccion en los cuales los
animales se han visto afectados. Por las industrias donde provengan las
dosis de germoplasma pueden ser potenciales medios de transmision si
provienen de toros Pl a la enfermedad, coincidiendo con publicaciones
hechas por (Lértora, 2003).

Fray (2000), destaca que el virus se puede eliminar en el semen por un
periodo corto después del ultimo dia de viremia y se han destacado toros
seropositivos no virémicos que eliminan persistentemente el virus por el
semen, esta situacion por lo general se presenta cuando el animal fue
infectado durante la pubertad, en la que se estd formando la barrera
inmunoldgica hemato-testicular, lo cual permite al virus que se replique

dentro del testiculo y que evada la respuesta inmune.

5.8. PREVALENCIA DE ACUERDO A LOS SIGNOS CLINICOS

Los animales estudiados que presentaron signos clinicos como diarrea y
abortos, abortos y secrecién oculares fueron los que mayor porcentaje
obtuvieron con un 100 %, y los animales que solo presentaron abortos
obtuvieron un 50 %, diarrea un 44,4 % Secrecion ocular un 36,36 %, y los

animales que no presentaron ningun signo clinico obtuvieron el menor
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porcentaje de prevalencia. Considerando estos resultados pudo ser
debido a que tenian una forma subclinica de la enfermedad donde los
sintomas son casi imperceptibles concordando con Baker (1987), donde
indica que 70 a 90 % del ganado adulto susceptible puede presentar la
DVB subclinico.

Por otro lado Lértora (2002) y Baker (1987) mencionan que la mayoria de
las infecciones causadas por el biotipo NCP, generalmente ocurre en
animales entre 6 meses y 2 afios de edad. El periodo de incubacion es de
5 - 7 dias; seguido de fiebre transitoria y viremia por encima de los 15
dias. Luego del ingreso del virus se replica en las células epiteliales de la
mucosa oro nasal y tonsilas, la progenie se disemina via sanguinea y

linfatica, como virus libre 0 asociado a linfocitos y monocitos.

Cabe mencionar segun Vanroose (1998), destaca que vDVB
clinicamente se caracteriza por: estomatitis erosiva aguda, gastroenteritis
y diarrea, leve depresion, inapetencia, descarga oculonasal, ovaritis y
producen infertilidad temporal, En hatos susceptibles experimentan
diarrea con alta morbilidad, pero con baja o nula mortalidad; la produccion
lechera también se ve afectada. Generalmente, los anticuerpos
neutralizantes son detectados en suero 3 a 4 semanas post infeccion y

persisten probablemente por afios.

Concordando con Lindberg (1999), en donde menciona que Las altas
prevalencias del VDVB en un hato o zona ganadera, indica la existencia
de una fuente de infeccion que son los animales Pl pero la falta de
conocimiento, causa que no se apliqguen las adecuadas medidas de
bioseguridad provocando asi un alto contagio, también un deficiente
sistema de manejo y falta de bioseguridad que promueven la transmision

de la infeccién viral.
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6. CONCLUSIONES

Considerando los estudios anteriores nos fundamentamos para expresar

las siguientes conclusiones.

e En el cantdon Saraguro se encuentra una seroprevalencia del 27,92
% en vacas lecheras que tienen mas de una cria, siendo la
parroquia Yuluc la que mas alto porcentaje posee (66,67 %),
Cumbe es la segunda con (57,14 %) y la parroquia Urdaneta con

(53,85 %). El resto de parroquias tienen un porcentaje menor.

e Las vacas = 8 afos de edad presentaron un porcentaje de 35,71
%,

e Considerando el nimero de partos las vacas entre 3 a 4 partos
presentaron un alto porcentaje de positividad con 31,75 %.

e Las vacas Jersey presentaron un porcentaje elevado de
positividad con un 66,67 %.

e Vacas sometidas a los sistemas de manejo semiextensivo tienen el

mayor porcentaje de positividad con un 33,63 %.

e Las granjas que a pesar de tener normas de bioseguridad

obtuvieron un porcentaje de 40 %;

e En cuanto al método de reproduccién la prevalencia del VDVB es

mayor en granjas donde se realiza Inseminacion artificial (40 %).

e En lo que refiere a signos clinicos aquellos animales que
presentaron diarrea y abortos fueron positivos a presentar

anticuerpos de DVB con un porcentaje del 100 %.



7. RECOMENDACIONES

Al finalizar este trabajo investigativo y respecto de los resultados

obtenidos se recomienda lo siguiente:

e Se recomienda intervencion sanitaria por parte de los organismos
encargados de velar por la salud animal, sobre los focos

infecciosos en el cantén Saraguro.

e Adquirir animales con el respectivo analisis de su perfil

reproductivo.

e Promover capacitaciones periédicas por el MAGAP vy por la CMVZ
para los ganaderos de los sectores afectados, para que conozcan

sobre el serio problema que causa a los hatos bovinos.

e Realizar un calendario de vacunacion para prevenir y combatir esta

enfermedad conjuntamente con los ganaderos.
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9. ANEXOS

Registros de los bovinos con sus respectivos datos y resultados de
acuerdo a la prueba de ELISA

M.
REPR
obucC
MANEJO | BIOSEGURIDAD | CION SINTOMAS
o
2 <
Il I
ki S o g l= ﬁ
A g g slz|sl5|glglelE 2l g/2(2]8|¢g] o
@ a 2 Ble @ G| 8lo|2|l3|3|35|2]| « 8| &12|<c| 2|5 o
— o [o] c = o © = \
2 T = Sl & &|3|8|S|5|5|2|8| 2| §] 8|8|2|e|?| »
W o g W Elg|8|3|8]|e|2]s 7| S|®|8|8 || &
) [ | o (e}
: ’ 318 | 2
Z >
Maria
1| Paque Saraguro 5 Holstein | no | si no |no |no|si |si no |[no |no|no|no|si |0,021
Maria
2 | Paque Saraguro | 4| 2 |Holstein | no |si no [no |no |si |si no [no |no|no|no|si |0,128
Maria
3 | Paque Saraguro 5 Holstein | no | si no [no |no |si |si no [no |no|no|no|si |0,276
Maria
4 | Paque Saraguro 4| 2| Holstein | no | si no|no|no|si |si no |[no |no|nofno|si |0,295
Miguel H.
5| Lozano Saraguro 7| 5| Mestizo | no |si no | Si |no |no Si no |[no [no|no|no|si |0,279
Miguel H.
7 | Lozano Saraguro | 4| 2| Mestizo |no |si no [ Si | no | no Si no | no no | no | no | 0,052
Celso Sumaypa
8 | Lavanda mba Criolla no si |no|no|no|si [si no |[no |no|no|no|si |0,049
Celso Sumaypa
9 | Lavanda mba Criolla no si |no|no|no|si |si no [no |[no|no|no|si |0,008
Celso Sumaypa
10 | Lavanda mba 3| 1 |Criolla no si |no|no|no|si |si no [no |[no|no|no|si |0,005
Maria Sumaypa
12 | Cuenca mba 6 Criolla no si |no|no|no|si |si no |[no [no|no|no|si |0,062
Isidro
13 | Guachizaca | Manu Criolla no | si no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,251
Isidro
14 | Guachizaca | Manu Criolla no | si no|no|no|si |si no |[no [no|no|no|si |0,267
Lauro
15 | Torres Manu Criolla no | si no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,270
Marlene
16 | Guachizaca | Manu 6 Criolla no | si no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,014
Marlene
17 | Guachizaca | Manu 7| 5| Criolla no | si no|no|no|si |si no |si no | no [ no | no | 0,027
Isidro
18 | Guachizaca | Manu 7| 5| Criolla no | si no|no|no|si |si no | no no | no | no | 0,162
si
Angel H.
20 | Romero Manu 4| 2] mestizo | no si |no|no|no|si |si no |si no | no |no|no (0,273
Angel H.
21 | Romero Manu 4 mestizo | no si |no|no|no|si |si no [no |[no|no|no|si |0,027
Lola B.mesti
22 | Samaniego | Manu 5 z0 no si |[no|no|no|si |si no |no |no|no no | 0,027
Lola B.
Samaniego mestizo




Lola B.mesti

25 | Samaniego | Manu z0 no si |[no|no|no|si |si no |no | no|no no | 0,027
Joaquin H.mesti

26 | Ochoa Manu 2| zo0 no si |no|no|no|si |si no |no |[no|no|no|si |0,257
Joaquin H.mesti

27 | Ochoa Manu 2| zo0 no si |[no|no|no|si [si no |si no |no | no | no |0,273
Joaquin H.mesti

28 | Ochoa Manu Z0 no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,058

H.mesti
29 | Julio Macas | Manu 5]|zo no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,216
H.mesti

30 | Julio Macas | Manu Z0 no si |no|no|no|si |si no |[no |[no|no|no|si |0,219
Angel

31 | Ortega Manu 6 | Criolla | no si |[no|no|no|si |si no [no |no|no|no|si |0,200
Angel

32 | Ortega Manu 2 | Criolla | no si |[no|no|no|si |si no [no |no|no|no|si |0,030
Angel

33 | Ortega Manu 2 | Criolla | no si |[no|no|no|si |si no |(no |[no|no|no(si |0,273
Aida

34 | Armijos Manu 5| Criolla_ | no si |[no|no|no|si |si no [no |no|no|no|si |0,118
Aida

35 | Armijos Manu Criolla__ | no si |[no|no|no|si |si no [no |no|no|no|si |0,194
Segundo

36 | Fares Manu 6 | Criolla no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,273

si

Modesto

39 | Lavanda Manu 1 | Criolla no si |no|no|no|si [si no |si no |no | no | no | 0,276
Modesto

40 | Lavanda Manu 6 | Criolla no si |no|no|no|si |si no [no |[no|no|no|si |0,046
Modesto

41 | Lavanda Manu Criolla no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,248
Modesto

42 | Lavanda Manu 5 | Criolla no si |no|no|no|si |si no |no |[nofno|no|si |0,197
Aida

43 | Armijos Manu 6 | Criolla | no si |[no|no|no|si |si no |[no |no|no|no|si |0,207
Antonio

44 | Serrano Manu 2 | Holstein | no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,159
Antonio

45 | Serrano Manu Holstein | no si [no|no|no|si [si no |si no [no [nho | no | 0,241
Antonio

46 | Serrano Manu Holstein | no si |no|no|no|si |si no |si no | no | no | no | 0,260
Antonio

47 | Serrano Manu 2 | Holstein | no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,263
Carlos

48 | Torres Manu 2| Yersey |no si |no|no|no|si [si no [no |no|no|no|si |0,273
Carlos

49 | Torres Manu Yersey |no si |[no|no|no|si |si no (no [no|no|no|si |0,443
Carlos

50 | Torres Manu Yersey |no si |[no|no|no|si |si no |si no |no |no|no|0,478
Lucia

51 | Macas Manu 2 | Criolla no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,222
Lucia

52 | Macas Manu Criolla no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,210
Lucia

53 | Macas Manu 1 | Criolla no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,071
Lucia

54 | Macas Manu Criolla no si |no|no|no|si |si no [no [no|no|no|si |0,273
Emiliano

55 | Gonzales Manu 2 | Criolla no | si no|no|no|si |si no [no |no|no no | 0,285
Miguel

56 | Yungazaca | Saraguro 2 | Holstein | no | si no |Si [no |no si no [no |no|no|no|si |0,058
Miguel

57 | Yungazaca | Saraguro Holstein | no | si no [Si |no |no si no [no |no|no|no|si |0,270
Miguel

58 | Yungazaca | Saraguro Holstein | no | si no [ Si |no |no si no |no |noj|no|no|si |0,024
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Antonio
59 | Guaman Saraguro 5 Holstein | no | si no | Si |no |no i no [no [noj|no|no 0,131

Isabel H.mesti
63 | Medina Saraguro 5 Z0 no | no Si | si no no no | 0,090

Micaela H.mesti
66 | Ramon Celen 5 Z0 0,049

Amalia
Cabrera Tenta 5| 2| Criolla i i i no | 0,055

Amalia
Cabrera 8| 5| Criolla

1
Manuel H.mesti
Beltran Z0

1

Manuel
76 | Beltran Tenta 5

I O O P Y P 5 P

Digna
1

Carlos
Pineda 5 Criolla no | si no|no|nojsi |si [no |[no |no |no|no|no 0,134
Ezequiel

82 | Cabrera Tenta Criolla no | si no|no|nojsi |si [no |[no |no |no|no|no 0,030
Ezequiel

83 | Cabrera Tenta Criolla no | si no|no|nojsi |si [no [no |no no 0,002
Ezequiel .

84 | Cabrera Tenta Criolla no | si no|no|nojsi |si [no [no |no no | no | 0,039
Maria

85 | Ramon Tenta Criolla no | si no|no|nojsi |si [no |[no no 0,267
Leonidas 0276

87 | Ordofiez Tenta 4| 2| Criolla no | si no|no|nojsi |si [no |[no |no |no|no|no '
Leonidas 0260

88 | Ordofiez Tenta 5 Criolla no | si no|no|nojsi |si [no |[no |no |no|no|no '
Jenny H.mesti 0.257

89 | Ramon Celen 6 Z0 no | si no|no|nojsi |si [no |[no |no |no|no|no '
Jenny . H.mesti

90 | Ramon Celen 3| 1]|zo no | si no|no|nojsi |si [no |[no |no |no|no|no 0,203
Jenny H.mesti .

91 | Ramon Celen 5 Z0 no | si no|no|nojsi |si [no [no |si no | no [ no |no |0,238
Rosa H.mesti

92 | Japon Celen 4] 2] zo0 no | si no|no|no|si |si [no |no |no |no|no|no 0,260
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Fanny
Ordofies

Lluzhapa

104

Fanny
Ordofies

Lluzhapa

no

Si

no

no

no

Si

Si

no

no

no

Porfirio
Lavanda

Lucas

Lluzhapa

no

Ricardo P.

93 | Pineda Celen 4| 2 |Criolla | no |si no |no|no|si [si [no |no |no |no|no|no [si |0,239
Ricardo

94 | Pineda Celen 3| 1| Criolla |no |si no |no|no|si |si [no |no |no |no|no|no |[si |0,208
Rosa H.mesti

96 | Japon Celen 4] 2| zo no |si no|(no|no|si |si |no [no |no [no|no|no(si |0,218
Bayron H.mesti

97 | Godoy Celen 5 z0 no |si no |no|no|si |si [no |no |no |no|no|no [si |0,203
Bayron H.mesti

98 | Godoy Celen 5| 2|zo0 no | si no |no |no[si |[si [no |no |no |no|no|no [si |0,246
Manue
Dociteo H.mesti

99 | Lavanda Lluzhapa 3| 1|zo no | si no |no|no|(si [si [no |no |no |no|no|no [si |0,229
Manuel
Dociteo

100 | Lavanda Lluzhapa 7| 5|Criolla | no |si no |no|no|(si [si [no |no |no |no|no|no|si |0,178
Manuel
Lavanda Lluzhapa Criolla

107 | Erreyes Lluzhapa 5 Criolla | no |si no |no|no|(si [si [no |no |no |no|no|no[si |0,234
Lucas

108 | Erreyes Lluzhapa 3| 1| Criolla | no |si no |no|no|(si |[si [no |no |no |no|no|no [si |0,226
Lucas

109 | Erreyes Lluzhapa | 4| 2 |Criolla | no |si no |no|no|(si |[si [no |no |no |no|no|no[si |0,231
Flor

110 | Pezante Lluzhapa 8| 5|Criolla | no |si no |no|no|[si [si [no |no |no |no|no|no [si |0,229
Flor

111 | Pezante Lluzhapa 5.|Criol|a no | si no [no |no|si |si {no [no |si |no|no|no|no 0,226
Rosalia

112 | Puglia Lluzhapa 5| 2|Criolla | no |si no |(no|no|si |si|no [no |no [no|no|[no(si |0,218
Rosalia

113 | Puglia Lluzhapa 6.|Criol|a no | si no |no |no|si |si |no [no |no |no|nojno|si {0,239
Rosalia

114 | Puglia Lluzhapa 3| 1| Criolla |no |si no |no|no|(si [si [no |no |no |no|no|no [si |0,239
Angel Selva H.mesti

115 | Armijos Alegre 5.|zo no |si no |no|no|si |si [no |no |no |no|no|no [si |0,226
Angel Selva H.mesti

116 | Armijos Alegre 4| 2] zo0 no | si no (no|no|si |si|{no [no |[no [no|no|no|si |0,229
Asuncion Selva H.mesti

118 | Macas Alegre 7| 5|zo no |si no |no|no|si [si [no |no |no |no|no|no[si |0,115
Asuncién Selva H.mesti

119 | Macas Alegre 6.|zo no | si no |no|no|si |si [no [no |no [no|no|no|si |0,034
Segundo Selva

120 | Gonzalez Alegre 5| 2| Criolla | no |si no |(no|no|si |si|no [no |[no [no|no|no(si |0,236
Segundo Selva

121 | Gonzalez Alegre 3| 1| Criolla | no |si no |no|no|si |si [no |no |no |no|no|no|[si |0,231
Segundo Selva

122 | Gonzalez Alegre 5 Criolla [ no |si no |no|no|(si [si [no |no |no |no|no|no [si |0,006
Gilbert

123 | Montafio Urdaneta | 4| 2| holten no | si no |no|no|si |si [no |no |no |no|no|no [si |0,064
Jilver

124 | Montafio Urdaneta | 3| 1|holsten |no |si no |no|no|(si |si [no |no |no |no|no|no [si |0,006

126

Zoila

Urdaneta

H.mesti

no

Si

no

no | no | si

Si

no

no

no

no | no | no |si

0,107
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Espinosa

Blanca
Gonzalez

Julio
Gonzalez

Urdaneta

Urdaneta

Tablon

Z0

H.mesti
Z0

H.mesti

Espinosa z0
Zoila H.mesti

127 | Espinosa Urdaneta | 3| 1]zo no | si no |(no|no|si |si |no |[no |[no |[no|no |no 0,236
Sixto H.mesti

0,011

0251

Julio
Gonzalez

Galindo
Sigcho

Tablon

S| 1aton

Tablon

H.mesti

Celida
Armijos

144 | Luis Sigcho

Tablon

Criolla

:
16| i sioro [cumne | 6| 3 crote |05 | o[ no st |5t no |no Ino |nono o5

5| 2| ciola_|nolsi | |nolnolnolsi]

s 1no [no o |nonolno

SO e P P P O S P Y 4 P P P P P P 12

Oswaldo

146 | Gonzalez

Oswaldo
Gonzalez

Cumbe

6

1 | Criolla

no

Si

no

no

no

Si

Si

no

no

si

no

no

no

no

no 0,049

Klever
Guillen

1 | Criolla
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Resultados de DO y M/P leidos mediante espectrofotdmetro con ayuda
del programa GEN 5.

Placa 1.

0,102 0,188 0,179 | 0,108 | 0,168 0,176

0,097 0,291 /0,184 | 0,108 0,169 | 0,291 | 0,182
0,116|0,185| 0,128 |0,163|0,187|0,183| 0,19|0,128|0,108 | 0,113 | 0,187
0,115|0,104 | 0,253 |0,109|0,114 0,186 | 0,118 0,7]0,213 0,182

0,106 0,102 | 0,108 | 0,108 0,186 | 0,178 | 0,24]0,185| 0,203 |0,212|0,142|0,181

0,14/0,101|0,151| 0,181|0,137 0,162 | 0,251 0,107 0,115| 0,154 | 0,109 | 0,164

0,187 (0,212]0,236| 0,186 0,161 |0,165| 0,17 0,1/0,175

I|O|mMmmM O|O|®|>

0,193|0,119|0,186| 0,118|0,186| 0,15|0,166 0,112]0,182

Placa 2.

11 | 12

0,079(0,155| 0,076 | 0,169 | 0,166

0,07]0,172 /0,214 | 0,169 0,077 0,166

0,165|0,167| 0,164| 0,1]0,199
0,145/0,164 | 0,165 0,077
0,169 0,164 | 0,166 0,094 | 0,075

0,157 0,165| 0,120,117

0,105|0,164 | 0,088 | 0,168
0,1610,163(0,161 | 0,168 | 0,079 0,091 0,088

TOQmMMmMOIO|(m|>
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES
RENOVABLES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

TESIS: “ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE DIARREA VIRAL
BOVINA EN GANADERIAS DEL CANTON SARAGURO, PROVINCIA
DE LOJA”

FOTOGRAFIAS SALIDA DE CAMPO

Foto 1. Toma de la muestra de la leche de acuerdo al nimero de

animales anteriormente establecido.
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AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES
RENOVABLES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
TESIS: “ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE DIARREA VIRAL

BOVINA EN GANADERIAS DEL CANTON SARAGURO, PROVINCIA
DE LOJA”

Foto 2. Muestras de leche colectadas en sus respectivos recipientes.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES
RENOVABLES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

TESIS: “ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE DIARREA VIRAL

BOVINA EN GANADERIAS DEL CANTON SARAGURO, PROVINCIA
DE LOJA”

Foto 3. Trabajo de laboratorio.
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10. GLOSARIO

vDVB.- Virus de la Diarrea Viral Bovina.

BVDV.- Virus de la Diarrea Viral Bovina.

EM.- Enfermedad de las Mucosas.

CP.- Cepas Citopaticas.

Pl.- Persistentemente Infectados

NCP.- Cepas no Citopéticas.

Epitopo.- es el lugar donde se le une el anticuerpo al antigeno
Cofactor.- es un componente no proteico, termoestable y de baja
masa molecular, necesario para la accion de una enzima.

Apoptotico.- La apoptosis o muerte celular programada es el proceso
ordenado por el que la célula muere ante estimulos extra o
intracelulares. La apoptosis es fundamental en el desarrollo de
organos y sistemas, en el mantenimiento de la homeostasis del
namero de células y en la defensa frente a patdégenos. Es un proceso
finamente regulado que cuando se altera produce graves patologias
como malformaciones, defectos en el desarrollo, enfermedades
autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas o aparicion de
tumores.

Citopético.- Dafio celular causado por la infeccién de un virus.



