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l. INTRODUCCION

El virus de Diarrea Viral Bovina (VDVB) es uno de los agentes de mas
prevalencia en el ganado, causa pérdidas econdmicas y posee una variedad de
manifestaciones clinicas. Esta enfermedad constituye parte de numerosos

programas de mitigacion y erradicacion alrededor del mundo.

La ganaderia de doble propdsito es un tipo de alternativa pecuaria que permite
a los productores la obtencién de leche y carne para suplir necesidades propias y/o
comerciales. El manejo de cruce de razas especializadas permite crear animales
con mayor resistencia al trépico. No obstante, el ganado de doble propdsito se

encuentra fuertemente expuesto a enfermedades que afecten su productividad.

La eficiencia reproductiva es uno de los mayores factores relacionados a la
ganancia econémica en la industria ganadera. La enfermedad de Diarrea Viral
Bovina (DVB) es una causa comun de ineficiencia en reproduccion, a su vez, se

relaciona a trastornos respiratorios y entéricos importantes en el ganado.

El control de la enfermedad se basa principalmente en la eliminacion de
animales positivos y persistentemente infectados, luego de su identificacion
mediante pruebas de laboratorio. También, las medidas de bioseguridad y

vacunacion deben tomarse en cuenta para prevenir su propagacion.

La finalidad del estudio es determinar la presencia de anticuerpos contra el
virus de Diarrea Viral Bovina en el ganado bovino de Finca San Julidn, Municipio
Patulul, Departamento de Suchitepéquez; con el propdsito de contribuir a la
deteccién de enfermedades infecciosas en el lugar y buscar la asociacion de los
resultados con los trastornos reproductivos presentes en la finca como
momificaciones, retenciones de placenta, repeticion de celo, nacimiento de terneros
muertos o débiles; los cuales son presentaciones clinicas potenciales de Diarrea

viral Bovina.



Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Contribuir al estudio de la Diarrea Viral Bovina en el hato bovino de Finca
San Julian, Patulul, Suchitepéquez.

2.2 Objetivos Especificos

e Establecer la presencia de anticuerpos contra el virus de Diarrea Viral
Bovina en el ganado de carne y de doble propésito de la Finca San Julian.
e Evaluar si existe asociacion entre el Virus de Diarrea Viral Bovina y los

trastornos de tipo reproductivo concurrentes en Finca San Julian.



. REVISION DE LITERATURA

3.1 GANADO DE DOBLE PROPOSITO

En las regiones tropicales de América Latina, el sistema de produccion bovina
de Doble Propésito (DP) se desarrolla principalmente bajo el sistema de manejo de
pastoreo extensivo y es una de las principales actividades productivas del sector
pecuario. El ganado de DP ha ganado popularidad debido a que su fin es la
obtencion simultanea de productos basicos para la alimentacibn humana (carne y
leche), y protege al productor frente a los cambios en el valor de cualquiera de los
productos ante los momentos de escasez. Estas explotaciones se establecen a
partir de ganado con diverso encaste cebu con razas europeas, y gradualmente las
hembras se sustituyen por animales cruzados con Holstein o suizo (Pech, Santos,
& Montes, 2002; Orantes, Platas, Cordova, & Cdérdova).

Muchos ganaderos se han interesado en desarrollar un animal que produzca
mMas carne roja que las reses lecheras y al mismo tiempo mas leche que el ganado
de carne. Algunos usan ganado doble propdsito en los programas de cruzamiento
para carne para obtener una mayor produccion lactea que permita un mayor
incremento del peso de los terneros al destete. Uno de los problemas que limita la
productividad de la ganaderia de doble propdsito en climas tropicales es el bajo
potencial genético de sus animales, debido a cruzamientos de forma desordenada,
dando como resultado genotipos indefinidos que tienen una gran variabilidad en
produccién (Bustamante, 2004).

3.2 VIRUS DE DIARREA VIRAL BOVINA

El término Diarrea Viral Bovina (DVB) refiere a un grupo de virus ARN, de
cadena simple, clasificados en dos especies distintas, tipo 1 y 2. El estatus global
de la enfermedad se encuentra en transicion, ya que existe un creciente
reconocimiento de asociaciones del virus, con otras enfermedades, en especies

distintas a los bovinos. La oficina Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) en



el 2007 agregd la enfermedad de DVB a la lista de enfermedades de reporte
obligatorio en bovinos. Sin embargo, este virus también puede ser agente causal de
problemas reproductivos en especies domésticas como cerdos, cabras, ovejas y
diversas especies silvestres (Ridpath, 2010).

EL primer reporte de observacion de la enfermedad de DVB data del afio
1946 cuando una enfermedad transmisible en el ganado fue observada en el Estado
de Nueva York la cual tendia a afectar a pocos animales del hato. Este padecimiento
fue caracterizado por leucopenia, pirexia, depresion, diarrea, anorexia, erosiones
gastrointestinales y hemorragias. Para el afio 1957 el agente fue aislado y nombrado
como Virus de Diarrea Viral Bovina (VDVB) (Ridpath, 2010).

El VDVB tiene dos diferentes biotipos, el citopatico y no citopatico, esta
clasificacion corresponde a los efectos que causa el virus cuando se desarrolla en
células cultivadas y no en la patogenicidad que tiene en el campo. El biotipo no
citopético esta adaptado para persistir y evitar la induccion del interferdn tipo | en el
feto, lo cual no sucede en las cepas citopaticas. La citopatogenicidad ocurre como
resultado de alteraciones genéticas. La clasificacion tipo 1y 2 es en relacion con el
genotipo; los dos tipos poseen el mismo rango de patogenicidad, pero el VDVB2 ha
sido asociado con severos brotes de infeccion aguda con alta morbilidad y
mortalidad (Lindberg, 2003).

3.2.1 Etiologia

Pestivirus, perteneciente a la familia de Flaviviridae (Ridpath, 2010).
3.2.2 Caracteristicas Fisicoquimicas

Tamafio Posee entre 40-50 nm de didmetro

Inactivacion: Solventes organicos y detergentes
Tratamiento con tripsina (0.5mg/mL a 37°C por 60 minutos)

Radiacion gamma (20-30kGy)

pH: Estable en pH bajos



Infectividad: Disminuye a temperaturas sobre 40°C
(Ridpath, 2010)

Resistencia: Resiste a la crio-preservacion en el semen y embriones
(Gard, Givens, & Stringfellow, 2007)

3.3 ENFERMEDAD DE DIARREA VIRAL BOVINA
3.3.1 Huésped

La enfermedad es infectante para un rango amplio de ungulados, tanto
domeésticos como silvestres. Existe evidencia de la replicacion del virus de DVB en
rumiantes silvestres, basado en serologia y aislamiento de virus; se encontré en
antilopes, jirafas, bafalo africano, cabras de montafia, visén (europeo y americano)
y varios cérvidos. Ha sido demostrado que el virus es agente causante en problemas
reproductivos en cabras, ovejas y cerdos (Lindberg, 2003; Ridpath, 2010).

3.3.2 Transmision

El tipo no citopatico del virus puede ser transmitido por un largo rango de
fluidos, incluyendo descargas nasales, orina, leche, semen, saliva, lagrimas y
fluidos fetales. La fuente de infeccibn mas importante del tipo citopatico son los
animales persistentemente infectados. Contacto nasal o sexual con bovinos
persistentemente infectados es la forma mas comudn de difusiébn entre animales.
También ganado con infeccibn aguda, moscas, aerosoles, comederos y equipo
veterinario contaminado se han visto implicados en la transmision del virus (Lanyon,
Hill, Reichel, & Brownlie, 2014).

Existen dos formas en las que un feto puede convertirse persistentemente
infectado, una es por medio de la transmisién del virus de una vaca persistente a su
feto; la otra forma es si ocurre una infeccion aguda a la hembra con el biotipo no
citopatico antes de los 125 dias de gestacion, transmitiendo asi la infeccion al feto.
La transmisibn de DVB proveniente de animales persistentemente infectados a
bovinos susceptibles ocurre durante el mercadeo, transporte y en pasturas o lugares

donde compartan alimento (Palomares, 2012; Larson, 2015).



El uso de semen contaminado proveniente de toros con infeccién aguda o
persistente también puede transmitir el virus a las hembras. La contaminacion viral
del semen puede darse debido a infecciones persistentes en toros por exposicion
durante la etapa fetal, infecciones agudas por exposicion después del desarrollo de
inmuno-competencia, por infeccion testicular prolongada debido a una infeccion
duradera del tejido testicular después de una infeccion aguda, y una infeccion
testicular persistente por una exposicion viral no conocida. Semen proveniente de
toros infectados crea el riesgo de transmision viral via inseminacién artificial, en
produccion de embriones in vivo, produccion de embriones in vitro y por monta
natural. La transmision a través de la transferencia de embriones nunca ha sido
comprobada, sin embargo, existe cierto potencial del virus de ser transmitido via in
vitro 0 por embriones derivados in vivo. La transmision experimental por vectores
ha sido exitosa por medio de las moscas Haematopota pluvialis y Stomoxys
calcitrans (Gard et al., 2007; Nelson et al., 2016).

Entre los factores de riesgo pueden considerarse estado inmune del ganado,
exposicidn seria 0 concurrente a otras infecciones, y compromisos fisiolégicos o
metabdlicos. Se encuentran susceptibles los animales sometidos a estrés como
transporte, ganado lechero, manejo intensivo; hembras prefiadas, etapa de
gestacion, susceptibilidad en el feto, animales en edad y actividad reproductiva;

animales de rodeo y exposicién (Martinez & Riveira, 2008; Larson, 2015).
3.3.3 Fuentes de infeccién

Los animales persistentemente infectados de DVB son el reservorio principal
del virus, ya que son transmisores mas eficientes que los animales infectados
transitoriamente, debido a que secretan niveles mucho mas altos del virus por
periodos mas largos de tiempo. El pico medio de la diseminaciéon de DVB ocurre a
los 7 dias después del enfrentamiento y terminando con una media de 12 dias
después. Los persistentemente infectados liberan el virus por medio de secreciones
y excreciones, incluyendo descarga nasal, saliva, semen, orina, lagrimas, leche y

en menos cantidad en heces. La transmision horizontal de portadores a



seronegativos se ha demostrado que ocurre después de 1 hora de contacto directo

con un solo animal persistentemente infectado (Larson, 2015).

Los fluidos, gametos y otras células, derivadas del ganado infectado,
representan fuentes de contaminacién cuando estas materias son utilizadas en la

produccion y transferencia de embriones (Gard et al., 2007).
3.3.4 Inmunosupresion asociada al Virus

El virus de Diarrea Viral Bovina (DVB) tiene efectos inmunosupresores que
interacciona con otros factores de riesgo y pueden dan lugar a un Complejo
respiratorio bovino en el ganado. La inmunosupresién que acompana a infecciones
agudas resulta de la combinacion de una completa muerte de células linfoides y en
las restantes reduce su funcién. A pesar de que los mecanismos siguen sin ser del
todo definidos, las infecciones tanto con virus de alta o baja virulencia resulta en la
reduccion de linfocitos circulantes y deplecion de tejido linfoide. La diferencia
patoldgica entre la baja y alta virulencia se encuentra en el extendido de células con
muerte o pérdida de estas, siendo mayor la reduccién de linfocitos circulantes y
deplecion del tejido en infecciones por alta virulencia (Larson, 2015).

Se ha encontrado que el CD46 es el receptor de membrana de las células
huésped de macrofagos y linfocitos donde el virus de DVB gana entrada. La
infeccion resulta en una viremia transitoria con 10 a 14 dias de duracion. Esto puede
asociarse a corto plazo a leucopenia, linfopenia y/o trombocitopenia, apoptosis en
el timo, inmunosupresion, pirexia y diarrea. La apoptosis de linfocitos y supresion
de la funcidn fagocitica de macrofagos por inactivacion de proteina caspasa-9 en
noédulos linfoides y tejido linfoide, asociado a bronquiolos e intestino, suprime la
capacidad del sistema inmune de responder permitiendo que otros agentes se

establezcan o que infecciones existentes se exacerben (Lanyon et al., 2014).

En adicion a la reduccion de células linfoides, las infecciones por DVB dafian
la funcidn de células asociadas con el sistema inmune tanto innato como adquirido.

En el sistema innato se ha reportado la supresion de respuestas en componentes,



incluyendo la produccion de interferones, fagocitosis, quimiotaxis y accion
microbicida. En el sistema adquirido se encuentran trastornos como la disminucion
de la regulacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il e interleucina-2, que
suprime a la respuesta de las células “T-helper” y la apoptosis de las células Ty B
en tejido linfoide. La habilidad del biotipo no-citopatico de inhibir la induccion en el
feto del Interferdn tipo | permite al virus sobrevivir en el huésped y establecer los

animales persistentemente infectados (Lanyon et al., 2014; Larson, 2015).

Adicional, la infeccion con el VDVB resulta en una reduccion de la respuesta
inmune innata no especifica del tracto respiratorio. Se han observado varios
defectos en los macrofagos alveolares debido al VDVB, incluyendo una actividad
reducida y reduccién de factores quimiotacticos. En estudios experimentales se
encontré que en infecciones agudas con DVB aumenta la susceptibilidad a adquirir
Herpes virus bovino 1 (BHV-1), también existen reportes que enlazan infecciones
concurrentes de patdgenos asociados al Complejo Respiratorio Bovino. Otros
estudios experimentales mostraron que el ganado sano expuesto al virus de DVB
responden de diferente manera al exponerse a Manheimia haemolytica que los

bovinos no expuestos previamente al virus (Palomares, 2012; Larson, 2015).

Otros agentes infecciosos que han sido aislados, (BHV-1), Parainfluenza-3
(PI1-3), Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis e Histophilus sumnus. La infeccién
del VDVB en los ganglios mientéricos y de la submucosa del tracto gastrointestinal,
como también la interrupcion de la funcion neural normal intestinal, pueden propiciar

a diarreas observadas en el ganado (Palomares, 2012; Lanyon et al., 2014).

3.4 DIAGNOSTICO
3.4.1 Clinico

Las severidades de las infecciones agudas dependen del estado inmunitario
del huésped y la presencia de patdgenos secundarios. Ha sido reportado
comunmente presentaciones de diarrea, respiratorias y reproductivas asociadas al
virus de Diarrea Viral Bovina (Ridpath, 2010).



Las presentaciones reproductivas se dan cuando la infeccion es directa con
el feto y su forma depende del estado de gestacion en el que la vaca se encuentre.
Generalmente las infecciones en las gestaciones tempranas son las de mayor
impacto en la reproduccion; sin embargo, se ha atribuido abortos y terneros débiles
en infecciones con gestacion tardia. La infeccion ocurrida entre los 42 y 125 dias de
prefiez resulta en reabsorcion fetal, momificaciéon, aborto, malformaciones
congénitas y establecimiento de animales persistentemente infectados (Ridpath,
2010). Tanto infecciones medias o subclinicas en hembras susceptibles pueden
causar fallos en la concepcion, pérdida embrionaria temprana, aborto o infeccién
vertical. Una infeccion fetal también puede llevar al nacimiento de terneros
normales. El estado inmunitario de la madre, el estado de gestacion al momento de
la infeccion y el biotipo viral son factores importantes en determinar el resultado de

infecciones verticales (Larson, 2015).

La infeccion temprana fetal en la gestacion de madres susceptibles con
biotipos citopaticos de DVB resulta en aborto. Sin embargo, la infeccion fetal
después del desarrollo inmuno competente con biotipo no citopatico resulta en
aborto o en cierto porcentaje de infecciones en terneros sobrevivientes que son
inmunotolerantes o persistentemente infectados en esa cepa no citopatica. La edad
de inmuno competencia en exposicion del virus es variable y ha sido reportado en
el rango de 90 a 125 dias. Las infecciones entre los dias 80 y 150 de gestacion
pueden llevar a efectos teratogénicos en el feto, en los que se incluye degeneracion
ocular, brachignatismo, ataxia al nacimiento y retardo en el crecimiento del timo,

pulmones y huesos. (Lanyon et al., 2014; Larson, 2015).

Se ha encontrado que el virus de DVB en hembras persistentemente
infectadas se encuentra en los oOvulos, esa es la razén por la cual los terneros
nacidos de esas madres son siempre igual de persistentes. Los animales
persistentemente infectados pueden parecer clinicamente sanos, pero otros pueden
verse mas pequefios, delgados y mal cuidados. Algunos muestran baja ganancia

de peso, crecimiento interrumpido y enfermedad cronica. La temperatura, y



frecuencia respiratoria y cardiaca se han reportado presentarse en el rango normal.
Sin  embargo, las concentraciones de la hormona tiroides aparecen

significativamente bajas (Lanyon et al., 2014).

La Enfermedad de la Mucosas se desarrolla solo en animales
persistentemente infectados y resulta ser fatal. Con lo que aparecen erupciones y
ulceraciones del tejido débil de la piel, cavidad oral, eséfago, rumen, reticulo y
omaso. Pérdida de fluido proviniendo de la superficie erosionada del tracto
gastrointestinal da la aparicion de diarrea y deshidratacion, mientras resulta
septicemia secundaria por infecciones bacterianas e inflamacion en los sitios
expuestos (Lanyon, Hill, Reichel, & Brownlie, 2014). El curso de esta enfermedad
puede ser agudo con duracion de 2 dias a 3 semanas o crénico. En casos tipicos,
esta presentacion se acompafa de periodos de fiebre y anorexia, en forma crénica
también puede encontrarse erosiones de piel y laminitis. La enfermedad de las
mucosas puede darse por una mutacion genética del biotipo no citopatico a uno
citopético o por la recombinacién con cepas citopaticas exdgenas para las cuales el

animal no tiene anticuerpos (Lindberg, 2003).

El sindrome hemorragico es una forma severa de infeccion aguda, asociada
al tipo 2 del virus. Se caracteriza por trombocitopenia y hemorragias tanto
petequiales como equiméticas en mucosas, epistaxis, diarrea sanguinolenta
sangrado proveniente de sitios de inyeccion o traumas, fiebre, leucopenia y muerte.
Se ha reportado alta mortalidad en bovinos persistentemente infectados debido a
defectos congénitos y a infecciones secundarias que pueden ocasionar enteritis,

neumonia y artritis (Palomares, 2012; Larson, 2015).
3.4.2 Lesiones

Los animales inmunosuprimidos por DVB pueden co-infectarse con el Virus
Sincitial Respiratorio Bovino (VSRB), desarrollando neumonia caracterizada por

caudo-dorsal y craneo-ventral e interlobar edema, enfisema y bronconeumonia en
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los 16bulos caudales del pulmén. A diferencia que los animales infectados solo por

VSRB presentan bronconeumonia solo craneoventral (Kelling & Topliff, 2013).

Cuando se presenta la enfermedad de las mucosas se da una necrosis de
queratinocitos del estrato espinoso que da lugar a la disrupcion de las uniones
intercelulares en el epitelio queratinizado de la piel, cavidad oral, es6fago, rumen,
reticulo y omaso (Lanyon, Hill, Reichel, & Brownlie, 2014). Las lesiones de dicha
patologia pueden incluir areas de erosion o ulceracion en labios, mucosa oral y
lengua. También ocurre comunmente lesiones ulcerativas elongadas en la mucosa
del es6fago. Las erosiones pueden encontrarse, a su vez, en los pilares del rumen,
reticulo y abomaso. La enteritis puede ser evidente y varia desde catarral a
hemorragica con ulceraciones. Las placas de Peyer y el tejido linfoide en el colon
proximal pueden ser hemorragicas. Atrofia del timo y agrandamiento de nodulos

linfoides periféricos son lesiones prominentes (Kelling & Topliff, 2013).

La infeccién aguda en toros sexualmente activos resulta en reduccion de la
densidad y motilidad de espermas, también se da aumento de anormalidades en los
mismos. Una infeccién persistente en toros se asocia a hipoplasia testicular. En las
hembras se ha asociado el virus de DVB con inflamacién y necrosis de las células
de la granulosa y en ovocitos en foliculos. Una infeccién aguda en las hembras
también puede afectar el dinamismo folicular, reduciendo el rango de crecimiento y
diametro de los foliculos dominantes y subordinados. Por otra parte, causa la
disminucién de secrecion de la Hormona Gonadotropica (GnRH) y hormona
luteinizante (LH) en la glandula pituitaria e hipotdlamo; esta condicién, afectara
negativamente al estro y la ovulacion como también a la produccion de estradiol y
progesterona en foliculos y cuerpo lateo respetivamente. En hembras
persistentemente infectadas existe ocurrencia de hipoplasia en ovario y ooforitis
difusa 61 dias después de una infeccion aguda (Palomares, 2012; Lanyon, Hill,
Reichel, & Brownlie, 2014).

En infecciones dentro de 80 y 150 dias de gestacion puede encontrarse

vasculitis en el cerebelo, necrosis resultante en atrofia cerebelar, hipoplasia
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cerebelar que resulta en terneros con ataxia al nacimiento. También como
consecuencia puede darse hidrocefalia e hipo-mielinizacion. En general, los
terneros infectados con baja virulencia, no citopéatica, desarrollan lesiones
microscoépicas caracterizadas por deplecion linfoide media folicular en las placas de
Peyer acompafada por apoptosis linfocitica, caracterizada por fragmentacion
celular y picnosis. Las lesiones son menos pronunciadas que las ocasionadas por

el biotipo no citopatico de alta virulencia (Kelling & Topliff, 2013; Lanyon et al., 2014).
3.4.3 Diagndsticos Diferenciales

El virus de diarrea viral bovina y la Leptospira spp., son los dos agentes
infecciosos mas comunes asociados a pérdidas reproductivas, incluyendo bajos
rangos de concepcion, nacimiento de terneros débiles y abortos. La Leptospira se
aloja en el tracto urinario, siendo la orina la fuente de infeccion para otros animales,
y en el tracto reproductivo de machos y hembras. En los diagnésticos diferenciales
también se encuentra incluido el virus de Estomatitis Vesicular, debido a las

ulceraciones de la enfermedad de las mucosas (Grooms, 2006; Palomares, 2012).
3.4.4 Diagnostico de Laboratorio

El virus de la Diarrea Viral Bovina es linfotropico y en infecciones agudas da
como resultado la reduccion de linfocitos circulantes. Existen pruebas para la
deteccion del virus, de antigeno especificos y de anticuerpos especificos. La prueba
“gold standard” para el diagndstico del virus de Diarrea Viral Bovina es el aislamiento
viral. La muerte fetal generalmente se da luego de 10-27 post-infeccion, y la
expulsion de dicho feto sucede alrededor de los 50 dias. Por el tiempo recorrido
entre la muerte y el aborto, no siempre es efectivo el aislamiento viral en el feto o
placenta (Grooms, 2006; Ridpath, 2010; Lanyon et al., 2014).

El uso de la prueba de reaccion en cadena de polimerasa transcriptasa reversa
(RT-PCR) se ha vuelto comun debido a que toma menos tiempo, es mas barata,
altamente sensible y no requiere del uso estrictamente de cultivo de células en

laboratorio como sucede con el aislamiento; también es capaz de detectar bajos
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niveles del virus en infecciones agudas. Otras pruebas utilizadas para detectar
antigenos es el Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) directo,
que muestra ser una prueba rapida y simple; y también se utiliza
Inmunohistoquimica (IH) siendo una prueba 100% sensible en detectar animales
persistentemente infectados cuando se usan muescas de tejido de oidos (Lanyon
et al., 2014).

La distribucion y depdsito de los antigenos correlaciona con las lesiones en los
tejidos. La mayor deposicion de antigenos se encuentra en las placas de Peyer,
seguido por los nodulos linfaticos del mesenterio, tejido linfatico en la porcidon
proximal del colon y en la corteza del Timo. El antigeno del virus de DVB es
localizado en las células dendriticas y macrofagos de la submucosa adyacente a los
nodulos linfaticos positivos. La deposicion de antigenos es especialmente
prominente en las células dendriticas del Timo de terneros infectados. La
distribucion sistémica extracelular del virus y su asociacion con leucocitos ocurre en

los vasos linfaticos y sanguineos (Kelling & Topliff, 2013).
3.4.4.1 Deteccidn de Anticuerpos

La deteccion de anticuerpos en el ganado es una forma de determinar el estado
inmunitario del animal y detectar exposiciones previas al virus. Un resultado positivo
en una hembra prefiada puede indicar la posibilidad que se encuentre gestante de
un feto persistentemente infectado. Una vaca no persistentemente infectada puede
cargar un feto que, si posee esa condicién, a esto el animal es coloquialmente
conocido como “Trojan cow”, en estos casos las hembras aparecen inmunes al virus
de DVB y saludables, sin embargo, encubren una potente fuente de infeccién en el
feto del ternero no nacido. Estos animales presentan un riesgo epidemiologico: una
vez que el ternero nace, hara copias del virus y representara una gran fuente de
infeccion. Un resultado negativo no confirma que el animal es libre del virus (Lanyon
et al., 2014).
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Una baja seroprevalencia, de anticuerpos, en un hato o region es sugestivo de
consecuencias severas si se diera la introduccion de la infeccion, por ello, el
resultado provee evidencia que soporta la necesidad de proteccion en la poblacion;
es decir la realizacion de vacunacién. Existen varios tipos de métodos para detectar
anticuerpos, siendo los mas comunes el test de sero-neutralizacion (TSN) y el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). El inmunoensayo se reporta
con 99.4% de sensibilidad y 98.3% de especificidad. EI TSN es altamente especifico
sin embargo es un test caro y que consume bastante tiempo por la necesidad de
cultivar tejidos, ya que se basa en la inhibicion de la replicacion viral por medio de

los anticuerpos presentes en suero (Lanyon et al., 2014).

Existen dos tipos principales de ELISA el indirecto y el competitivo. En el
indirecto los anticuerpos son atrapados por antigenos inméviles y detectados por un
conjugado de enzimas de especificas antiglobulinas y sustratos cromogénicos. En
resultado positivo la densidad Optica es mayor. En ELISA competitivo (también
llamado “blocking ELISA”) anticuerpos especificos del virus bloquean la union de
anticuerpos especificos conjugados al antigeno viral fijado, en contraste, el
resultado positivo sera mas débil que el negativo. Un animal con infeccion aguda se
convierte en seropositivo entre 2 a 3 semanas post-infeccién. La medicion de
anticuerpos varias semanas después del muestreo inicial puede distinguir entre una
infeccion aguda o una persistente. En muestreos seriados si existe un aumento de
titulos de anticuerpos progresivamente sugiere que una infeccién aguda ocurrié en

las 10-12 semanas previas (Lindberg, 2003; Lanyon et al., 2014).

Cuando una infeccion tiene lugar después de 150-180 dias de gestacion, el
feto es capaz de montar una respuesta inmune efectiva, limpia el virus y nacera
siendo positivo en pruebas de anticuerpos y negativo en detecciones virales o de
antigenos. Por lo tanto, estos animales saldran positivos en TSN o ELISA antes del
consumo calostral. Se confirma una infeccion fetal con la deteccion del virus o
anticuerpos en fetos abortados o previo a ingestiones calostrales en terneros.Los

terneros que reciben calostro conteniendo anticuerpos del VDVB acumulan una
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inmunidad pasiva que los protege de la infeccion durante los primeros meses de
vida. La duracion de esa proteccion depende de la concentracion en el calostro, la
cantidad ingerida y el desafio de campo del ternero. En general, los anticuerpos
pasivos son detectables entre 4 a 6 meses (Lindberg, 2003; Lanyon et al., 2014).

3.4.4.2 Prueba de ELISA indirecto

Es la prueba comunmente utilizada para la deteccién de anticuerpos con
conjugaciones de enzimas para virus especificos. Existen dos tipos de pruebas
indirectas, segun la actividad enzimatica, ELISA tipo competitivo donde se coloca
primero el antigeno (Ag) definido; y la otra forma es no competitivo, llamada de
“sandwich”, en la cual se coloca de primero el anticuerpo, seguido por el antigeno y
dos anticuerpos distintos. Este tipo de prueba ha demostrado ser versatil en distintas

especies con mayor sensibilidad que el test de ELISA directo (Albrechtsen, 2006).

La prueba es colorimétrica y se realiza en una microplaca de 96 pozos hecha de
poliestireno o polivinilo. A esta placa se le aflade el antigeno especifico, y cuando
los anticuerpos del suero a evaluar reconocen el Ag se forma un complejo antigeno-
anticuerpo. En el ELISA tipo “sandwich” el complejo es detectado posteriormente
por medio de un anticuerpo secundario ligado a enzima, generard color en el
sustrato y llevara a la lectura de la prueba. La cantidad de color en cada muestra es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos, se mide por un lector ELISA
y se registra en Densidades Opticas (DO). La DO de cada muestra es comparada
con el control positivo para calcular el factor SP (muestra positiva). Para el titulo de
cada muestra se calcula usando una ecuacion de regresion lineal y factor SP
(Pimentel, 2015).

Por otra parte, en la prueba de ELISA competitivo, el anticuerpo de la muestra
va a competir con el conjugado por un numero limitado de sitios de union del
antigeno; dara lugar a una ausencia de color en una muestra positiva debido a que
el sustrato no encontrara a la enzima porque el conjugado ha sido desplazado por

el anticuerpo presente en la muestra. La prueba de ELISA indirecto de tipo
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competitivo es comunmente utilizada para la deteccion de enfermedades virales
(Kohl & Ascoli, 2017).

3.5 PREVENCION Y CONTROL

El control del virus de Diarrea Viral Bovina generalmente envuelve un ataque
multiple. El primer paso es reducir la exposicién al patdgeno, lo cual involucra
identificar y eliminar animales persistentemente infectados e instalar medidas de
bioseguridad para prevenir la reintroduccion del virus. Luego instituir un programa
adecuado de vacunacion para reducir el riesgo de infeccién. El control sin
vacunacion se centra en la eliminacion del virus removiendo los animales
persistentemente infectados, los cuales son detectados por medio de la repeticién
de muestreos, el cual puede hacerse cada 2 o 3 semanas. Y certificando el ganado
libre de la enfermedad (Lindberg, 2003; Grooms, 2006).

Para la prevencion de la transmisién de DVB a través de embriones derivados
in vivo se recomienda que los embriones sean lavados con tripsina, que los
materiales de origen animal utilizados estén libres del virus, y que los dos donadores
y los receptores se encuentren protegidos ante la enfermedad. Es necesario una
deteccibn temprana de animales afectados e implementar protocolos
cuarentenarios para evitar el ingreso a un hato libre. Todos los animales que estan
por entrar por primera vez a un lugar se le deben realizar pruebas de laboratorio
para descartar la infeccion y deben permanecer 3 semanas en cuarentena. Si un
animal es encontrado seronegativo pero positivo al aislamiento viral es declarado
persistentemente infectado y debe ser eliminado del lote (Gard et al., 2007; Nelson
et al., 2016).

Los productores con crianza de especies domésticas multiples deben de tener
cuidado de la potencial diseminacién entre los animales. Por lo tanto, se deben
implementar medidas de bioseguridad incluyendo la descontaminacion de equipos
compartidos, separacion de fuentes de alimento y agua y medidas de higiene y

cambio de ropa con el personal a cargo de los animales. También, los animales que
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han estado en exhibiciones tipo shows y rodeos deben permanecer aislados antes

de reingresar al hato (Nelson et al., 2016).

El objetivo de la vacunacién es prevenir la infeccion, limitar la transmision y
disminuir la severidad de la presentacion clinica en animales infectados. Cuando un
programa de vacunacion es considerado, es importante recordar que los
anticuerpos asociados a la vacuna pueden complicar el diagndéstico de animales
persistentemente infectados. Las vacunas clésicas del VDVB son de dos tipos: con
virus inactivado y con virus vivo modificado. Esta Ultima contiene cadenas del virus
vivo pero atenuado y generalmente dan mejor respuesta inmunologica ya que
también poseen aditivos inmuno-estimulantes, sin embargo, pueden producir
infecciones transplacentarias en animales prefiados o enfermedad de las mucosas

en bovinos persistentemente infectados (Lindberg, 2003; Nelson et al., 2016).
3.6 ESTUDIOS EN GUATEMALA

Segun el estudio del Virus de Diarrea Viral Bovina en una explotacion de
Bufalos realizado por la Médico Veterinaria Adriana Gémez (2015) en la region de
Flores, Costa Cuca, Quetzaltenango, la prevalencia de la enfermedad es del 28%,
utilizando la prueba de laboratorio ELISA indirecto. Y, como fin de dicho estudio,
también se determind que el 100% de los seropositivos al VDVB también se

muestran positivos a la enfermedad Vulvovaginitis Infecciosa Bovina.

Para la contribucion del diagnostico de terneras persistentemente infectadas
por Diarrea Viral Bovina en un hato bovino lechero en una finca de Tecpan,
Chimaltenango, se muestrearon y analizaron 40 animales por medio de la prueba
serologica ELISA indirecto en etapa prevacunal y 21 dias post-vacunal. Los
resultados del primer muestreo son los siguientes 82.5% de resultados positivos y
17.5% negativos, para el segundo muestreo se obtuvo 35% de terneras positivas y
65% de animales negativos. Con el aumento de resultados negativos al segundo
muestreo se concluyd, en dicho estudio, que son Persistentemente Infectados ya

gue son portadoras y luego de la vacunacion no formaron anticuerpos sensibles a
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la prueba de laboratorio utilizada. Por lo tanto, el 65% de los animales bajo el estudio

fueron infectados por via transplacentaria (Pimentel, 2015).

En el diagndstico de Diarrea Viral Bovina en Finca San Julidn, Patulul,
Suchitepéquez realizado por la Médico Veterinaria Vivian Pineda (2018) en 27
ovejas de pelo, las cuales se incluyo 25 hembras y 2 machos, se obtuvo resultados
negativos en el 100% de las muestras por medio de la prueba serolégica de ELISA.
Siendo éste, el primer estudio de DVB efectuado en ovinos en Guatemala.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES
4.1.1 Recursos Humanos

e Estudiante Tesista.

e Dos Médicos Veterinarios Asesores.

e Personal técnico de Finca San Julian.

e Docentes del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), Universidad de San Carlos de Guatemala
(USAQC).

4.1.2 Recursos Bioldgicos

e Muestras seroldgicas del ganado bovino de Finca San Julian, Patulul,

Suchitepéquez.
4.1.3 Material de Campo
e Agujas Vacutainer®

e Tubos sin anticoagulante

e Hielera
e Hielo
e Lazos

e Hoja de Papel
e Lapicero
e Lazo
e Marcador permanente
e Alcohol
e Algodon
e Vehiculo
4.1.4 Recurso de Laboratorio
e Kit ELISA competitivo, para la deteccion de anticuerpos contra el Virus de

Diarrea Viral Bovina.
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4.1.5 Material de Escritorio
e Computadora
e Hojas de Registro
e Impresora
e Hojas de papel tamafio carta
e Tinta negray a colores
4.1.6 Recursos Institucionales
e Laboratorio de Microbiologia, de la FMVZ, USAC.

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Areade Estudio

Explotacion de ganado doble propdsito perteneciente a la Finca San Julian,
ubicada en el municipio de Patulul, departamento de Suchitepéquez. Actualmente,
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala utiliza el espacio como area de practicas y como granja experimental
exclusiva. La finca ésta compuesta por distintas areas de produccién agropecuaria
gue son: siembra de café, crianza de ovejas de pelo, crianza de ganado doble
propésito, gallina ponedora y apiario. La extension territorial de la finca es de 7

caballerias, la temperatura del lugar oscila entre 22-30°C y el clima es calido.
4.2.2 Disefio del Estudio

Estudio transversal de tipo analitico para deteccién de anticuerpos contra el
Virus de Diarrea Viral Bovina en suero sanguineo y su relacién con los trastornos

reproductivos presentes en Finca San Julian.
4.2.3 Toma de Muestra

Sujecion de los animales dentro de la manga, revision de numero de
identificacion y extraccion sanguinea en hembras en edad reproductiva que fueron
seleccionadas previamente para el estudio. La obtencidon de la muestra fue por

medio de puncién en la vena yugular o caudal utilizando agujas Vacutainer®
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llenando directamente cada tubo sin anticoagulante, el cual posteriormente se
identifico con el numero del animal muestreado y se coloco en hielera para preservar

la muestra hasta su transporte al laboratorio.
4.2.4 Calculo de Muestra

La poblacion total de bovinos es de 320 animales, distribuidos en 5 lotes como

se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Poblacién total de bovinos en Finca San Julian

Poblacidon Total

Lotes No. animales % por Lote
Terneras 42 13.13
Ordefio 38 11.88
Toros 3 0.94
Lote General 162 50.63
Novillas 75 23.44
TOTAL DE ANIMALES 320 100

Fuente: Registros Finca San Julian, Patulul, Suchitepéquez, afio 2017.

Para la obtencion de muestra se utiliz la férmula de Cannon y Roe con un nivel
de confianza del 95%, una sensibilidad de 95% y una prevalencia esperada del 16%.
Para la seleccion de los animales que formaron parte del estudio, se realizé una
base de datos comprendida entre agosto del afio 2017 a abril del 2018 en la que
por medio de observacion, palpacion, examen clinico y uso de ultrasonido
diagnéstico se determind los animales que presentaban trastornos reproductivos
como abortos, retenciones placentarias, momificaciones, deteccién de crias con
trastornos de crecimiento y hembras con repeticiones de celo. EI muestreo fue de
forma aleatoria en hembras en edad reproductiva pertenecientes al Lote General y
Lote de Ordefio. La cantidad total de animales a muestreados fue de 36; dividida la
muestra de la siguiente forma, 18 bovinos aparentemente sanos y 18 animales que
presentaron alguno de los trastornos anteriormente mencionados, al momento del

examen clinico.
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425 Procesamiento de Muestras

Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
USAC. Procesamiento de muestras por medio de la prueba de laboratorio ELISA

competitivo para la deteccion de anticuerpos contra el Virus de Diarrea Viral Bovina.

4.2.6 Andlisis Estadistico

Andlisis por medio de estadistica descriptiva, proporciones y tablas de
distribucion de frecuencias. Utilizacion de la prueba no paramétrica de Chi cuadrado
(x?) de Pearson para evaluar asociacion entre la presencia de anticuerpos contra el

Virus de Diarrea Viral Bovina y los trastornos reproductivos presentes en el lugar.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio se proceso en total 36 muestras, en las cuales se incluyen 18
animales con presentaciones clinicas de trastornos reproductivos y 18 animales
aparentemente sanos. La deteccion de anticuerpos contra el virus de Diarrea Viral
Bovina fue seronegativa en las 36 hembras en edad reproductiva evaluadas, los
resultados obtenidos por medio de la prueba ELISA indirecta de tipo competitiva se

muestran en el Cuadro 2 y se expresan de forma porcentual en la Figura 1.

Cuadro 2. Deteccion de anticuerpos contra el VDVB en Finca San Julian,
Suchitepéquez.

Categorias Frecuencia

Hembras con Trastorno Reproductivo 0

Muestras
Seropositivas Hembras sin Trastorno Reproductivo 0
Hembras con Trastorno Reproductivo 18

Muestras
Seronegativas Hembras sin Trastorno Reproductivo 18
TOTAL 36

Fuente: Elaboracion propia.

40

36 (100%)

35
30
25
20
15

10

0 (0%)

Muestras Negativas Muestras Positivas

Figura 1. Deteccién de anticuerpos contra el VDVB en Finca San Julian,

Suchitepéquez.
Fuente: elaboracion propia.
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En el Cuadro 3 se muestra la distribucion de patologias reproductivas presentes
en las 18 hembras doble propdésito evaluadas, a su vez, se presenta en la Figura 2
de forma porcentual. La determinacion de los trastornos fue por medio de examenes

clinicos con ecografia, observacion y palpacion.

Cuadro 3. Distribucién de patologias reproductivas presentes en
ganado doble propdsito en Finca San Julian, Suchitepéquez.

Categorias Frecuencia | Restantes Porcentaje
Aborto 3 15 16.7
Repeticion de Celo 3 15 16.7
Retencion de Placenta 5 13 27.8
Ternero Muerto al nacimiento 4 14 22.2
Cria con trastorno de crecimiento 2 16 111
Cria momificada, detectable por 1 17 55

ultrasonido diagnostico.
TOTAL 18 100

Fuente: Elaboracion propia.

22% ﬁ

28%

H Aborto B Repeticion de celo M Retenciodn de Placenta
Ternero Muerto M Trastorno de crecimiento B Momificacion

Figura 2. Patologias reproductivas presentes en Finca San Julian,

Suchitepéquez.
Fuente: elaboracion propia.
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Las presentaciones reproductivas debidas al Virus de Diarrea Viral Bovina
(VDVB) dependen de la etapa de gestacion en la que se dé la infeccion (Larson,
2015). Segun se muestra en la Figura 2, el mayor trastorno reproductivo presente
en las hembras evaluadas de la finca es la retencion placentaria, con 28% del total
de los trastornos recopilados, la cual es una potencial presentacion clinica de la
enfermedad.

Como se muestra en el Cuadro No.2, los 36 animales del estudio se presentaron
seronegativos a la deteccién de anticuerpos contra el VDVB, correspondiendo al
100% de las muestras segun lo expresado en la Figura 1. Por lo tanto, no se pudo
establecer la asociacion del virus con los trastornos reproductivos presentes en
Finca San Julidn debido a la seronegatividad en los resultados. Y debido a que
dentro del plan profilactico de la finca no esta incorporada la vacunacion contra la
enfermedad y segun los resultados de laboratorio obtenidos, se descarta la
presencia de anticuerpos contra el virus de Diarrea Viral Bovina en el ganado bovino
de Finca San Julian, Patulul, Suchitepéquez. Por ello, los trastornos reproductivos
presentes requieren un estudio profundo donde se evallen agentes infecciosos y
condiciones no infecciosas, para determinar su origen.

Resultados similares a los presentados en la Figura 2, fueron obtenidos en 27
ovejas de pelo en Finca San Julian por medio de la prueba serolégica ELISA
competitivo (Pineda Alvizuris, 2018). En el estudio se obtuvo seronegatividad en el
100% de las muestras contra el virus de DVB. Siendo los ovinos una especie
susceptible a la enfermedad, segun Ridpath (2010), y debido a su cercania dentro

de la finca con los bovinos, puede negarse la presencia de anticuerpos en el hato.
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VI. CONCLUSIONES

El resultado obtenido por medio de la prueba seroldgica ELISA indirecto de
tipo competitivo, fue seronegativo en el 100% de las muestras. Por
consiguiente, no existe la presencia de anticuerpos contra el virus de Diarrea
Viral Bovina en Finca San Julidn, Patulul, Suchitepéquez.

La ausencia de vacunacion contra Diarrea Viral Bovina dentro del plan
profilactico de la finca, sumado a la seronegatividad en los resultados
obtenidos, hace evidente la falta de exposicion de los animales hacia el virus.
No se pudo evaluar si existe asociacion entre el Virus de Diarrea Viral Bovina
y los trastornos de tipo reproductivo, concurrentes en Finca San Julian,
debido a la seronegatividad de los resultados de laboratorio.

Los resultados del presente estudio indican la seronegatividad contra Diarrea
Viral Bovina al igual que lo obtenido en estudios previos en otras especies

susceptibles presentes en Finca San Julian.
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Vil. RECOMENDACIONES

Determinar la causa de los trastornos reproductivos presentes en el hato de
Finca San Julidn, en las que se evallen agentes infecciosos y/o condiciones
de tipo de nutricional, genético, de manejo, entre otros.

Manejar una cuarentena estricta dentro de la finca y restringir el uso de sus
instalaciones para el movimiento y comercio de animales ajenos a ésta.
Evitar la interaccién entre las distintas especies presentes en la finca para
prevenir la propagacion de enfermedades.

Realizar peridédicamente pruebas de laboratorio para la deteccion temprana
de enfermedades tanto en el hato bovino como en las especies susceptibles
presentes en la finca. Actualmente, no se recomienda la vacunacién en Finca
San Julian debido a los resultados seronegativos.

Identificar los puntos vulnerables de ingreso de enfermedades en Finca San
Julian y realizar un andlisis de riesgo sobre los mismos.

Realizar aislamiento viral, Inmunohistoquimica o ELISA directo para
determinar la presencia del Antigeno de Diarrea Viral Bovina en los hatos.
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Vill. RESUMEN

El presente estudio buscé determinar la presencia de anticuerpos contra DVB
en el ganado bovino de la Finca San Julian, municipio de Patulul, departamento de
Suchitepéquez; debido a la existencia de trastornos reproductivos injustificados y
falta de vacunacion ante dicha patologia en la finca. El estudio fue de tipo
transversal analitico mediante un Unico muestreo conformado en total por 36
muestras de hembras en edad reproductiva (18 clinicamente sospechosas y 18
aparentemente sanas), por medio de la formula de Cannon, se utiliz6 una
prevalencia del 16% con una confianza del 95% y sensibilidad del 95%. La muestra
sanguinea se obtuvo por puncion de la vena yugular o caudal, con agujas
Vacutainer® y tubos sin anticoagulante, se identificé cada tubo con marcador
permanente y se colocé dentro de una hielera para su transporte. Se utilizd la
prueba serolégica Ensayo por Inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) tipo
indirecto competitivo siendo el método de eleccion para dicha enfermedad. El
analisis de datos se realizd6 por medio de estadistica descriptiva de proporciones y
con tablas de distribucion de frecuencias. Se obtuvo negatividad en el 100% de las
muestras. Debido al resultado y a la falta de vacunacion, se descart6 la presencia
de anticuerpos contra VDVB en Finca San Julian; y no se pudo evaluar la asociacién
entre el virus de DVB vy los trastornos reproductivos presentes en la misma. Los
resultados del presente estudio coinciden con la negatividad ante DVB en estudios

previos realizados al hato de ovinos presente en la finca.
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SUMMARY

The objective of the present study was to stablish the presence of Bovine
Diarrhea Virus (BDV) antibodies in the cattle of Finca San Julidn, in Patulul,
Suchitepéquez department. The main reason was the occurrence of unjustified
reproductive disorders and the missed vaccination program of BDV in the place. The
study was analytical cross type with a unique sampling based on 36 cow samples
which 18 were clinical suspicious and 18 in apparently healthy status. Cannon
formula was used with a prevalence of 16%, 95% of confidence and 95% of
sensibility. The blood sample was obtained by the Jugular or Caudal vein puncture
using Vacutainer® needles and not anticoagulant tubes, each tube was identified
with a permanent marker and placed in a cool box afterwards. The serums were
analyzed by the competitive indirect type of enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) being the chosen method for this disease. Statistical descriptive proportions
and frequency tables were used to evaluate the results. The 100% of the samples
were negative, on account of the results and the missed BDV vaccination program,
the presence of VBDV antibodies in Finca San Julidn was dismiss, and the
association between the virus and the reproductive disorders could not be evaluated.
The obtained results agree on with the negativity found in previews investigations on

hairy ewes of the property.
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Anexo 1. Aparecimientos clinicos potenciales seguidos de una infeccién con el virus
de Diarrea Viral Bovina segun el mes de gestacion. MET: Muerte embrionaria

temprana. (Grooms, 2006)
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Anexo 2. Ficha de Recoleccion de Datos en Campo

PROYECTO DE INVESTIGACION DEL TRABAJO DE GRADUACION

“DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE
DIARREA VIRAL BOVINA EN GANADO BOVINO DE FINCA
SAN JULIAN, PATULUL, SUCHITEPEQUEZ EN EL ANO

2018~
Estudiante Tesista: Fecha:
Hora:
Trastorno i
No. Identificacion Edad . Tipo de Lote al que
Si No trastorno pertenece

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 3. Ficha de Recoleccion de Datos en Laboratorio

PROYECTO DE INVESTIGACION DEL TRABAJO DE
GRADUACION

> “DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE
DIARREA VIRAL BOVINA EN GANADO BOVINO DE FINCA SAN
JULIAN, PATULUL, SUCHITEPEQUEZ EN EL ANO 2018”

Estudiante Tesista: Fecha:
Hora:
e, Trastorno i
No. Identificacion ; Tipo de trastorno Resultado de
Si No laboratorio

Fuente: Elaboracion propia
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