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RESUMEN

Con ¢l objetivo de determinar la seroprevalencia del virus de la diarrea
viral bovina (VDVB), se tomaron 90 muestras de sangre procedente de
vacunos, ovinos y alpacas considerando clase animal del rebafio mixto del
Centro de Investigacion y Producciéon Carolina de la Universidad Nacional del
Altiplano. Ubicado a 9 Km. de la ciudad de Puno, a una altitud de 3995 m.,
sobre la carretera Puno — Moquegua; El suero éanguineo obtenido fue
depositado en viales para su conservacion a -20°C y analizados mediante la
prueba de ELISA. Parala deteccién de anticuerpos contra el virus de la diarrea
viral bovina en el laboratorio veterinario del sur (Lavetsur) de Arequipa.

Los resultados indican que ninguna muestra de suero sanguineo de fas
especies vacuno, ovino, y alpaca fue seropositiva al VDVB por o que se
concluye que en el rebafio mixto del CiP Carblina la seroprevalencia fue del
0.00%; 1a especie animal y clase no son factores de riesgo en la presentacién

de infecciones por virus DVB en el CIP Carolina.

Palabras claves: seroprevalencia, rebafio mixto y Diarrea Viral Bobina.
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ABSTRACT

With the aim to determine the serum prevalence of the bovine viral

ovines and alpacas considering animal kind of the mixed herd of the Research
and Production Center at National University of Altiplano, situated at 9 Km from
the city of Puno, to an altitude of 3,995 masl on the highway — Puno -
Moquegua. The serum sanguineous obtained ‘was deposited in viales for his
conservation at -20° C., and analysed by means of the proof of ELISA, for the
detection of antibodies against the bovine viral diarrhea virus in the Veterinary
Laboratory South of Arequipa (LAVETSUR).

The results indicate that any sample of serum sanguineous of the
species bovine, ovine and alpaca was 0 positive to the BVDV by what
conclude that in the mixed herd of the CIP Carolina the serum prevalence was
of 0.00%; the animal specie and kind are not factors of risk in the presentation
of infections by virus BVD in the CIP Carolina.

w

Keyword: Serum Prevalence, Mixed herd and bovine viral diarrhea



INTRODUCCION

La Diarrea Virica Bovina y la enfermedad de las mucosas son sindromes
diferentes y originalmente fueron descritos como enfermedades separados,
incluso después de demostrarse que poseen una etiologia virica comin en
1959, se han utilizado dos nombres distinto para designarlas, en la actualidad
se estd de acuerdo en que la enfermedad deberia llamarse Diarrea Virica
Bovina (virus familia Flaviviridae, y género pestivirus), la enfermedad, origina
una importante morbilidad y mortalidad en todo el mundo en el ganado bovino
productor de leche y carne; los recientes avances en el diagnostico y en el
conocimiento de la epidemiologia del sindrome han permitido determinar mejor
su impbrtancia econdmica (Fenner et al., 2002).

La ganaderia bovina en el Peri es una actividad importante de la
produccion agropecuaria, existen aproximadamente 4'495,263 bovinos, siendo
640,056 bovinos de razas especializadas, 3'855,207 bovinos de la raza criollo,
el cual se encuentra mayormente en la sierra, en manos de pequefos y
medianos criadores con una crianza de tipo mixto mayoritariamente extensiva,
y en menos grado semi — intensiva. La region de Puno cuenta con el 12.2%
(547,180) de la poblacién total de vacunos del Pert, de los cuales un 90.8%
son de raza criollo y un 9.2% (50,174) son de razas especializadas, de estas el

: 95. 6% Brown Swiss, el 4.4% Holstein y otros. (INEI, 1994).

El virus de la diarrea viral bovina se trasmite facilmente de un animal a
otro y de una crianza a otra por mecanismos indirectos, a través de alimentos
contaminados‘ por orina, secreciones nasales, heces o fetos abortados y

placenta, y se trasmite de forma directa a los animales susceptibles con



bastante ineficacia a partir de animales en fase aguda de la enfermedad y de
forma muy eficaz a partir de animales persistentemente infectados, dado que la
infeccion también afecta a ovejas, cabras, cerdos, ciervos, bisontes y otros
rumiantes salvajes. El virus de la diarrea viral bobina es uno de los virus
patogenos mas importantes del ganado vacuno, el efecto inmunosupresor del
virus pueden potenciar la infeccién de otros microorganismos, traspasa la
placenta de vacas prefiadas infectadas y provoca perdidas en la reproduccion
debido a abortos, crias que nacen muertos o que tienen vida corta, las crias
que logran sobrevivir son inmuno tolerantes y eliminan grandes cantidades de
virus infecciosos durante el resto de su vida. Es fundamental identificar a los
animales portadores para interrumpir el ciclo infeccioso del rebafio. La
importancia radica en evitar la presencia de animales enfermos aplicando como
prueba de diagnostico el test de ELISA, lo que nos permite identificar a los
animales portadores de los no portadores por estas razones realizamos el
presente trabajo de investigacion en el CIP Carolina porque tiene un sistema de
crianza mixta que favorece la facil difusion del virus, siendo nuestro objetivo de
estimar la prevalencia del virus de la Diarrea Viral Bobina (Vacunos, ovinos y
alpacas) e identificar los factores de riesgo como clase y especie en la

presentacion de la enfermedad.



CAPITULO|
PROBLEMA DE INVESTIGACION

El desarrolio y mantenimiento de una industria ganadera lucrativa se
basa en una eficiente produccion. Los problemas reproductivos de etiologia
infecciosa caracterizados por fallas reproductivas, de infertilidad, muerte
embrionaria, abortos, malformaciones congénitas, o cualquier agente que
interrumpe la prefiez resultan en grandes pérdidas econémicas, por lo que es
fundamental identificar las causas que lo ocasionan. A partir de la década de
los 90 los virus se consolidan como una de las principales causas de
problemas reproductivas, siendo especialmente el virus de la Diarrea Viral
Bovina (VDVB) causante de una de las enfermedades reproductivas de mayor
significancia econémica por su presentacion en forma subclinica, donde estan
involucrados los bovinos, ovinos, camélidos sudamericanos (Rivera et al:
2000).

Estudios realizados de infecciones virales en un sistema de crianza
mixta, a través de la deteccion de anticuerpos contra el Virus de la Diarrea
Viral Bovina (VDVB), en la Comunidad de Yanque provincia de Caylloma -
Arequipa (Manchego et al .,1998), demostrd, una prevalencia de (VDVB) en

ovino de 40%, seguido de alpacas con 14% y llama 10%. Estudios realizados



en bovinos lecheros de crianza intensiva en al cuenca de Lima (Rivera ef al.
2000) sefiala una prevalencia de infeccion subclinica de 60%, y una ocurrencia

del 40% de abortos.

Cualquier agente que cause problemas reproductivos, siempre sera
fuente inagotable de investigaciéon, aun cuando sabemos que los trastornos
reproductivos en el ganado tienen multiples etnologias, el problema es que el
virus de la diarrea viral bovina es uno de los virus patégenos mas importantes
del ganado vacuno, y responsable de perdidas considerables en la industria
lactea y carnica de todo el mundo . La importancia del presente trabajo radica,
en el vacuno por ser el principal reservorio del (VDVB), la presencia de esta
especie en el CIP — Carolina de la UNA — PUNO; estaria favoreciendo la
infeccién a otros especies tales como ovino, alpacas por ser una crianza mixta,
ademas en las comunidades campesinas son de este tipo de ahi viene la
importancia de tipificar como es el grado de infeccion en estos rumiantes, en
base a esta observaciéon se podria preguntar, ;Cual de las especies, presenta

mayor seroprevalencia al (VDVB) en el rebafio mixto a la prueba de ELISA?



OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia del virus DVB en el rebafio mixto del

Centro de Investigacion y Produccion Carolina de la UNA — Puno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Estimar la seroprevalencia del virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB),

en un rebafio mixto en alpacas, vacunos y ovinos en el CIP —

CAROLINA de la UNA — PUNO.

b) Identificar factores de riesgo como, clase, especie en la presentacion de

infecciones por el Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB).
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

DIARREA VIRAL BOVINA (VDVB)
2.1.1. Antecedentes

La DVB se describié por primera vez en 1946, al estudiar una
nueva enfermedad que aparecié en el ganado vacuno del estado de
Nueva York. El nombre con el que se designa este agente microbiano es
consecuencia de que la diarrea es el principal sintoma de la enfermedad.
Unos afios mas tarde, a mediados de la década de los cincuenta del
siglo pasado, se describié otra enfermedad infecciosa en el ganado
vacuno que se denominé enfermedad de las mucosas. En 1957 se
aislaron los agentes productores de estos procesos infecciosos. La
principal diferencia que se aprecié entre ambos virus fue que el virus de
la DVB no producia efectos citopaticos en los cultivos celulares, mientras
que el virus de la EM si los originaba; posteriormente, se efectuaron
pruebas de neutralizacién virica con el objeto de establecer diferencias
entre ambos viriones; tras analizar los resultados obtenidos, se pudo
constatar que ambos microorganismos eran practicamente iguales.

Recientemente, tras someter estos virus a diferentes estudios basados



en las técnicas de biologia molecular, se han podido poner de manifiesto
diferencias entre ellos. Ahora bien, desde un punto de vista clinico,
cuando la enfermedad se presenta de forma aguda, se asocia con la
DVB, mientras que si muestra un desarrollo crénico, se relaciona con la
EM; En la actualidad, para prevenir la accién del virus de la DVB en los
animales, se recurre al uso de vacunas de virus atenuados mediante el

pase sucesivo del virion por cultivos celulares. (Vadillo et al., 2002).

2.1.2. Etiologia

El agente etiolégico es un virus clasificado dentro de la familia
Flaviviridae y el género Pestivirus, muy sensible a la temperatura, siendo
inactivado en pocos minutos a 56°c y a un pH acido; Antigénicamente se
reconocen tres serotipos: Nueva York, Indiana y Oregon de los cuales, el
ultimo se utiliza en la producciéon de vacunas, el virus DVB muestra una
estrecha relaciéon antigénica con el virus del célera porcino, relacion que
se puede demostrar con pruebas serolégicas y pruebas de reaccion
cruzada en vivo; el virus clasico de DVB entérica tiene distribucion

mundial (Lértora, 2003).

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB), morfolégicamente
corresponde a una particula esférica de 30 a 60 nm de didametro. Es un
virus envuelto con una cadena simple de ARN, compactado por una
capside proteica y rodeado por una membrana fosfolipidica, el genoma

posee proteinas estructurales y no estructurales; las proteinas.



estructurales son: gp48 (EO), gp25 (El), gp53 (E2) (Reinhardt, et al,

2002).

nucleocapsid

J glycoprotein complex I

glycoprotein complex IIT

G 1s9a- 9T MrlaRee

Figura 1: Virus de la Diarrea Viral Bobina

La glicoproteina estructural E2 es el mayor marcador para
anticuerpos neutralizantes, los cuales confieren proteccion luego de la
Infeccion o vacunacion, ademas la naturaleza altamente variable de su
region epitope sugiere que la proteina E2 es una fuente importante de
variabilidad antigénica entre las diferentes cepas del VDVB. La
glicoproteina estructural EO forma una unién no covalente con E2 en la
superficie viral. EO puede encontrarse en el suero de animales
persistentemente infectados. Las glicoproteinas no estructurales, son
NS2-3, NS2 y NS3. La glicoproteina NS3 esta asociada con la actividad
litca del virus, es una glicoproteina altamente conservada e
inmunogénica y es la base de los anticuerpos desarrollados
comercialmente. Los anticuerpos contra NS3, NS2 no son
neutralizantes, pero juegan un rol importante en la inmunidad mediada

por células ( Reinhardt et al; 2002).



2.1.3. Clasificacion viral

El VDVB puede ser clasificado en 2 biotipos: citopatico (cp) y no
citopatico (ncp), la diferencia radica en la particularidad del primero de
producir efecto citopatico (cp) en un cultivo celular susceptible, el que se
traduce en vacuolizaciéon citoplasmatica y muerte celular, ademas se
caracteriza por la expresion separada de las proteinas NS2 y NS3. El
otro biotipo (ncp) no causa ningun efecto manifiesto en la monocapa
celular que infecta y donde se multiplica adecuadamente, este biotipo es
el mas comuln en la naturaleza y expresa NS2-3 como una proteina
fusionada sobre la base de su secuencia genética, el VDVB se puede

dividir en 2 genotipos :el Tipo | y tipo Il.

ry

. lﬁ—ﬂ;’. i

Figura 2: VDVB no citopatico

Figura 3: VDVB citopatico



El VDVB tipo | causa primariamente enfermedad leve, pero en
vacas prefiadas las infecciones fetales pueden inducir abortos y otras
fallas reproductivas ademas del nacimiento de animales
persistentemente infectados (Pl). EI VDVB tipo Il estd asociado
principalmente con enfermedad respiratoria severa y un cuadro
hemorragico agudo, caracterizado por trombocitopenia, diarrea
hemorragica, epistaxis, petequias, equimosis en mucosas, anemia,
sangrado en zonas de inyeccion, pirexia, leucopenia y muerte. La
diferencia en La virulencia entre el tipo | y el tipo Il del VDVB vy los
mecanismos por los cuales el tipo 1l causa enfermedad hemorragica son

desconocidos (Lértora, 2003).

2.1.4. Manifestaciones clinicas y patogenia

La via de infeccion puede ser horizontal o vertical. En la forma
horizontal el virus penetra en forma directa por via oro-nasal, conjuntiva
o genital, a partir de bovinos clinicamente afectados o asintomaticos que
eliminan virus por secreciones nasales, saliva, sangre, semen, fecas y
orina; en forma indirecéa a través de vectores. En la forma vertical el
virus llega al feto via transplacentaria (Miller, 1994). Cuando se infécta
una vaca prefiada no inmune con VDVB se produce una enfermedad
subclinica y el virus rapidamente atraviesa la placenta. El éxito de la
infeccion fetal depende de Ila virulencia de la cepa del VDVB vy la edad
del feto al momento de la infeccion. Si la infeccion del feto ocurre
durante la gestacidon temprana antes del dia 60, puede causar

reabsorcion fetal, muerte embrionaria y aborto, lo cual se observa

10



cuando la vaca regresa rapidamente al celo. Si la infeccion ocurre entre
los 60 y 100 dias de gestacion, cuando el sistema inmune fetal esta en
desarrollo, éste no reconoce como extrarno al virus y el animal se vuelve
inmuno tolerante, siendo clinicamente normal pero portador del virus a lo
largo de su vida, los animales Pl son el principal reservorio del virus de
Diarrea Viral Bovina; Cuando la infeccion ocurre entre los dias 100 a 150
de gestacién, puede provocar el nacimiento de terneros débiles con
alteraciones congénitas, ataxia, hipoplasia cerebelar, lesiones oculares
como degeneracion de la retina, hipoplasia y neuritis del nervio éptico. Si
la infeccidon ocurre luego del dia 150, cuando el sistema inmune se
encuentra desarrollado no se produce aborto y el animal es capaz de
producir anticuerpos contra el VDVB éstos animales nacen sanos y no

son portadores del virus (Cebrian et al., 2004).
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Figura N° 4: Secrecion y congestion
mucosa vaginal

Figura N° 6: lesiones ulcerosas en las Figura N° 7: Lesiones ulcerosas de la
encias y congestion lengua

)

Figura N° 8: Lagrimeo

mucopurulenta
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La ruta principal de infeccion post natal es la oro-nasal, luego del
ingreso del virus, éste se replica inicialmente en la mucosa alrededor del
sitio de entrada lo cual lleva a ulceracién y la consecuente salivacion o
descargas nasales, posteriormente ocurre una diseminacién sistémica el
cual puede ser como virus libre o bien asociado a células, principalmente
linfocitos y monocitos. El animal enferma luego de la infecciéon debido a
que el virus de DVB dafa el tejido epitelial del sistema gastrointestinal,
respiratorio y tegumentario. El virus posee afinidad por el tejido linfoide
siendo posible detectarlo en células del timo, linfonédulos, placas de
Peyer, tonsilas y bazo, los primeros tejidos en infectarse son el epitelio
del tracto respiratorio y tonsilas desde donde se disemina a todas las

superficies epiteliales y tejido linfoide (Ridpath, 1996).

Las infecciones postnatales de animales inmunocompetentes
conducen al sindrome de DVB, luego de un periodo de incubacién de 5 a
7 dias. La presentacién va desde una forma subclinica o leve de gran
morbilidad y baja mortalidad, que se caracteriza por fiebre, leucopenia,
inapetencia, diarrea leve con curacién rapida en pocos dias y produccion
de anticuerpos neutralizantes, una forma aguda de la enfermedad,
provoca depresion, anorexia, diarrea a menudo hemorragica, disnea,
descarga oculonasal y ocasionalmente erosiones bucales, ademas hay
leucopenia, linfopenia y neutropenia, 1o que potencia la accion de otros
microorganismos patogenos bacterianos y virales. Puede presentarse
cojera, enrojecimiento e inflamacic’m de la piel y en tejidos subyacentes

de la pezufia, lo que lleva a una baja en la produccion lactea.

13



Desarrollan anticuerpos neutralizantes en 3 a 4 semanas luego de la
infeccion y se considera que persisten el resto de la vida, aunque él titulo

disminuye con la edad (Lértora, 2003).

La infeccion aguda altera también la funcidén ovarica y reduce la
fertilidad. El VDVB causa ooforitis intersticial no purulenta, con necrosis
de células de la granulosa y de oocitos. Es posible detectar el antigeno
viral en los macréfagos y células del estroma ovarico, entre los dias 6 a
60 post infeccidn, y en células foliculares y oocitos en distintos estados
de maduracién. Ademas., las infecciones agudas ocasionan un retraso
en el desarrollo de los foliculos pre ovulatorios durante dos ciclos
estrales consecutivos. En los machos el VDVB infecta el tejido testicular
estableciendo una infeccién persistente en los tibulos seminiferos, y es
excretado continuamente por un periodo de 7 a 22 meses, por lo tanto el
VDVB puede ser aislado a partir de semen, el cual es de baja calidad y
potencialmente puede infectar a hembras seronegativas (Moore et al,,

2005).

Cuando los animales se infectan por VDVB tipo I, el sindrome
puede ser hemorragico, el cuadro clinico es de alta mortalidad se
caracteriza por la presentacién de fiebre, diarrea hemorragica, epistaxis,
petequias, equimosis diseminadas en la conjuntiva, mucosa bucal, tejido
subcutaneo, peritoneo parietal y visceral, mesenterio, pared del
estomago, intestino, rifiones, vesicula biliar, bazo, vejiga, diafragma,

pleura parietal, pericardio, miocardio, nédulos linfaticos, y meninges.

14



También hay neumonia y pleuresia fibrinosa trombocitopenia,

leucopenia y finalmente la muerte (Rivera, 1993).

El VDVB es responsable de originar lesiones como resultado de la
interaccion de factores como: cepa y biotipo viral, edad y estado inmune
del hospedador, respuesta inmune inducida, factores estresantes; sin
embargo, la presencia de cepas no citopaticos es mas complicado y
obliga evidenciarlo mediante técnicas como la inmunofluorescencia o la
inmunoperoxidasa, lo que hace que el proceso sea largo, incluso demora
semanas para obtener el resultado e impide un resultado rapido

(Reinhardt et al., 2002).

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 muitiples expresiones clinicas como:

Infeccion subclinica Del 70 al 90% del ganado adulto susceptible
puede presentar la VDVB subclinico. El periodo de incubacion es de 5 a
7 dias aproximadamente luego de la cual se presenta una ligera fiebre y
leucopenia, que usualmente no es notado por el veterinario o ganadero
siendo esto seguido por una produccion de anticuerpos neutralizantes.
En general es raro que le virus de la diarrea viral bovina cause
enfermedad en animales inmunoconpetentes, sin embargo. Debido a su

rol inmunosupresor el VDVB puede potenciar o favorecer el desarrollo de

15



infecciones secundarias, sobre todo aquellas de tipo respiratorio como

el complejo respiratorio bovino.

Infeccién aguda. La infeccion aguda en animales 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 fisiol6gico del animal y la presencia de otros agentes
patogenos. La mayoria de las infecciones agudas estan causadas por
el biotipo NCP, generalmente ocurre en animales entre 6 meses y 2
afios de edad. El periodo de incubacién es de 5 a 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 oronasal y
tonsilas, la progenie se disemina via sanguinea Yy 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.

Enfermedad de las mucosas. La enfermedad de las mucosas, es
usualmente de curso fatal y esta asociado con slper infeccion del
animal Pl con el biotipo no citopatico, por el biotipo CP  del VDVB,
teniendo como condicién, que el biotipo superinfectante CP debe ser
antigénicamente homologo al biotipo NCP presente en el animal. Estos

animales desarrollan profusa diarrea, una rapida pérdida de condicién
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corporal, erosiones a nivel del tracto gastrointestinal y muerte (Tautz et
al, 1994).

Sindrome hemorragico. Virus del genotipo 2 del VDVB se asocian a
una condicion fatal denominada sindrome hemorragico. Se caracteriza
por mucosas anémicas con hemorragias petequiales y equimdticas,
hipertermia, hemorragia en multiples sistemas organicos, diarrea
sanguinolenta, epistaxis, sangrado constante en los sitios de inyeccion,
anemia, leucopenia, trombocitopenia y muerte. Esta signologia se
atribuye a trombocitopenia y alteracién de la funcioén plaquetaria; bovinos
infectados con el VDVB presentan altas concentraciones de
prostaglandina E y 6xido nitrico, hay una fuerte correlacion entre la fase
trombocitopénica y la viremia; ademas, la recuperacion del recuento
plaquetario esta estrechamente relacionada con la aparicion de
anticuerpos neutralizantes, esto sugiere que este sindrome es el
resultado de una alteracion y consumo de los trombocitos periféricos,

mas que una alteracién en su producciéon (Houe, 1995).

2.1.5. Inmunodepresion

El VDVB ocasiona leucopenia y altera las funciones de los leucocitos,
aumentando la patogenicidad de microorganismos coinfectantes, tiene
una fuerte afinidad por el tejido linforreticular, ocasionando necrosis y
atrofia de dichos tejidos; en el tejido linfoide el virus se localiza
principaimente en las células del estroma, incluyendo macréfagos y
células de soporte. Estas células elaboran citoquinas esenciales para el

normal desarrollo y maduracién de linfocitos, lo que sugiere que la
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necrosis linfoide es secundaria al trastorno del microambiente que
proveen las células interticiales y no a la acciéon directa del virus sobre

los linfocitos (Cebrian, 2004; Obando et al; 2006).

El VDVB potencia a otras infecciones virales y bacterianas como:
Parainfluenza tipo 3, rinotraqueitis Infecciosa bovina, rotavirus,
Pasteurella spp, Salmonella spp etc; produciendo un cuadro de
enfermedad respiratoria. El mayor inpacto econémico de la infeccion son
los transtornos reproductivos por el tropismo del sistema inmune, tracto
reproductivo, cuya replicacion ocasiona un conjunto de patologias que
depende de la cepa viral y el momento en que ocurre la infeccién

durante la gestacion (Contreras et al; 2000).

2.1.6. La infeccion aguda altera la funcién ovarica y reduce la
fertilidad

No esta claro de que manera el VDVB altera la funcién ovarica, aunque
es posible que actie por uno o mas de los siguientes mecanismos: 1)
inadecuado soporte gonadotréfico por infeccidén de la glandula pituitaria.
2) la leucopenia que acompaiia a la infeccién aguda puede ser el reflejo
de una deficiencia en la poblaciéon de leucocitos ovaricos, células vitales
para la dinamica folicular normal. 3) la necrosis de las células de la
granulosa de los foliculos pre-ovulatorios afecta negativamente la
secrecion de estradiol y consecuentemente suprime la liberacion de
hormona luteinizante y retrasa o impide la ovulacién. 4) la disfuncién

ovarica puede ser el resuitado de la ooforitis y de los cambios en la
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concentracion de citoquinas ovaricas; 5) la reduccién de los niveles de
estradiol durante la fase folicular puede perjudicar el comportamiento
estral e impedir la ovulacién o reducir el nimero y calidad de oocitos

liberados (Stahl et al; 2002),

2.1.7. El impacto del VDVB durante la prefiez

La elevada frecuencia con que se produce la difusién transplacentaria
.del virus al feto. Ello da lugar a cualquiera de los siguientes hechos:
dependiendo de la edad ( madurez inmunolégica ) del feto y de la cepa
virica, la infeccion puede conducir a la muerte fetal o momificacion o el
aborto, anomalias congeénitas, nacimiento de terneros pequefios débiles
o al nacimiento de un ternero clinicamente normal. La infeccién
producida antes de los 100 dias de gestacion suele dar lugar a lesiones
destructivas y retraso del desarrollo de 6érganos y tejidos, conduciendo a
la muerte 0 a un escaso peso al nacimiento. Entre los 100 y 150 dias de
gestacion, la infecciéon suele afectar.a las génesis de los ojos y del
sistema nervioso central, apreciadas en forma de hipoplasia cerebelar,
cavitacion del cerebro y displasia de la retina. Los terneros
supervivientes que se han infectado dentro del utero antes del
desarrollo de la competencia inmunolégica permanecen infectados de
por vida. Nunca desarrollan una respuesta inmune eficaz frente al virus;
se trata de una infeccion tolerante persistente. Estos terneros, que son
seronegativos frente a cualquier técnica, eliminan grandes cantidades de
virus en todas sus secreciones y excreciones corporales y son muy

eficaces en transmitir el virus a las vacas susceptibles de la crianza.
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Estos animales tienen también una elevada probabilidad de desarrollar
la enfermedad de Ilas mucosas clinicamente. Los animales
supervivientes infectados dentro del utero tras el desarrollo de la
competencia inmunolégica (hacia los 125 dias de gestacioén), presenten
‘0 no lesiones patolégicas, suelen-desarrollar anticuerpos neutralizantes y

acabar con el virus (Fenner et al, 2002).

2.1.8. Infeccién persistente

En las crianzas donde se ‘ha apreciado el virus puede ser infectado un
alto namero de terneros nacidos -en la siguiente -época de partos, 1a
mortalidad suele alcanzar el 50% en -el primer afio de vida, en los
\terneros se observa: fiebre crénica, anorexia intensa diarrea acuosa,
flujo nasal y -estomatitis erosiva o ulcerativa, el estudio histolégico
confirma 1a necrosis epitelial vista y -evidencia -una -destruccién masiva

del tejido linfoide (Lértora, 2003).

2.1.9. Enfermedad de las mucosas

La enfermedad de las mucosas es otra de las manifestaciones clinicas
provocadas por VDVB. Esta enfermedad se presenta de forma aguda
cuando un animal persistentemente infectado -durante la vida intrauterina
con un biotipo ncp se sobreinfecta con una cepa antigénicamente
homologa pero de tipo cp. El biotipo citopatico se -origina por mutacion a
partir del -bfotipo no citopatico; ya sea por depresion -de fragmentos del
genoma viral, insercion de fragmentos -de ARN -celular o duplicaciéon y

reordenamiento del ARN viral. Generalmente, ésta enfermedad se
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presenta en animales de 6 a 18 meses, aunque también se ha reportado
en temeros de 5 semanas y en vacas de mas de 5 afios de edad,
provocando un 100%  de mortalidad. Los casos pueden presentarse en el
transcurso de varios dias, 0 aparecer esporadicamente en varias

semanas a meses (Morales, 2001).

Los animales con enfermedad -de las mucosas se presentan -deprimidos,
con pirexia (40.5 — 41°C) anorexia, sialorrea, los movimientos ruminales
estan ausentes y luego de 2 a 3 dias de iniciados estos sintomas se
producen una diarrea acuosa y profusa a veces sanguinolenta; se
presentan lesiones -erosivas en la mucosa bucal, {engua, faringe, fosas
nasales y morro; generaimente hay descarga nasal mucopurulenta y a
veces lagrimeo y edema .comeal. En algunos -casos ‘hay -claudicacién
producto de la laminitis, -coronitis, y lesiones erosivas de la hendidura
interdigital. La deshidratacién y debilidad son progresivas y la muerte
ocurre 5 a 7 dias después de iniciados los signos (Zanabria et al; 2000).
‘Cuando la sobre - infeccién de un animal inmuno tolerante portador del
VVDVB -ocurre con una cepa citopatica pero antigénicamente diferente,
heteroléga, se desencadena la enfermedad de las ‘mucosas de tipo
crénica, la -que se manifiesta con inapetencia, diarrea intermitente y
emaciacién progresiva; el pelaje se presenta hirsuto, deformacion de las
ufias y lesiones -erosionadas -con -escaras a nivel del periné, escroto
orificio prepucial y vulva, -entre piernas, -en -el rodete -coronario y a nivel
de la hendidura interdigital, -que pueden hacerse extensivas al resto de la

piel. Los casos -crénicos pueden sobrevivir por varias semanas a meses
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y finalmente la muerte ocurre por inanicién cronica, neumonia y otras

enfermedades (Zacarias, 2002).

2.1.10. Epidemiologia

a. Prevalencia de la infeccion. Esta enfermedad tiene una distribucién
mundial y la infeccién tiende a ser endémica en la mayoria de las
poblaciones bovinas; la mayoria de las encuestas en los diferentes
paises alcanza niveles de 0,5 a 2% de bovinos persistentemente

infectados (Pl) y 60 a 80% de bovinos seropositivos (Houe, 1995).

b. Hospederos. Los Pestivirus infectan naturalmente sélo a los
ungulados del Orden Artiodactila. Los Pestivirus rumiantes infectan a
porcinos, bovinos, ovinos, caprinos, alpacas, llamas, camellos, btfalos,
ciervos y rumiantes silvestres, estas consideraciones deben tomarse en
cuenta a la hora de implementar un programa de control, ya que los

pestivirus cruzan la barrera de especie (Lindberg y Alenius 1999).

c. Fuente de infeccion. La principal fuente de infeccién y reservorio del
virus en la naturaleza son los bovinos PI. Elios eliminan continuamente
durante toda su vida grandes cantidades del virus en secrecién nasal,
saliva, orina, materia fecal, lagrimas, semen y leche. Los animales con
infeccion aguda también son fuente de infeccion; aunque menos
eficiente, ya que eliminan el virus en cantidades mas bajas y por cortos

periodos (Lértora, 2003).
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d. Modos de transmisiéon. La transmision puede ser vertical u
horizontal, por contacto directo o indirecto.

Transmisién vertical. La infeccion transplacentaria ocuire en hembras
susceptibles infectadas durante la prefiez. Si el feto es infectado por
biotipos ncp antes de adquirir competencia inmunolégica, antes del dia
125 de gestacion, aproximadamente, desarrollara una infeccion
persistente, que continua durante la vida post natal clinicamente
inaparente excretando el virus y diseminandolo a un amplio rango de
hospederos. La transmision vertical también ocurre luego de la
transferencia embrionaria si el recipiente es P, o la vaca donante es Pl y

no se realiza el correcto lavado del embrion. (Lértora, 2003).

Transmision horizontal. La transmisiéon puede ser por inhalacion o
ingestion de saliva, descarga oculo nasal, orina, leche, secreciones

uterinas, fluido amnidtico, placenta y animales infectados. (Lértora,2003).

Se ha demostrado experimentaimente la transmision por via aérea a
corta distancia entre bovinos Pl a bovinos centinelas. Aunque la
transmision 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 (Zanabria et al:

2000).

El semen fresco o criopreservado de toros Pl o con infeccion aguda es

una importante via de transmision horizontal, para evitar el uso de estos
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animales, en los centros de inseminacién se debe recurrir al aislamiento
viral y a un periodo de cuarentena que supere la fase aguda de la
infeccién, sin embargo, un toro con infeccion aguda puede escapar al
aislamiento viral en sangre, superar el periodo de cuarentena y seguir
siendo una amenaza. El virus puede eliminarse en semen por un corto
periodo mas alla del ultimo dia de viremia y se han detectado toros
fuertemente seropositivos no virémicos que eliminan persistentemente el
virus por semen. Esta (ltima situacién se presenta cuando la infeccion
ocurre en la pubertad, durante la formacién de la barrera inmunolégica
hemato-testicular permitiendo al virus replicarse dentro del testiculo y
evadir la respuesta inmune, por lo tanto, es esencial un examen del
eyaculado, antes que el semen sea distribuido (Lértora, 2003). También
es posible la transmisién 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,
natural o artificialmente infectadas, no actuarian como vectores para la
transmisiéon de la enfermedad si se cumple con los procedimientos de
lavado y tratamiento con tripsina recomendados por la Sociedad
Internacional de Transferencia Embrionaria; (Rivera, 1993) sefiala la
presencia de una zona pelicida intacta y los procedimientos de lavado,
no garantizan que los embriones estén libres del virus, ya que pueden
desarrollarse de oocitos infectados, se ha demostrado que los oocitos

soportan la replicacién del VDVB, pudiendo ingresar al oocito en forma
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directa y a través de las células del cumulus, las cuales son susceptibles
al virus y estan en estrecho contacto con el oocito por medio de
procesos citoplasmaticos, pese a que no se ha demostrado si estos
oocitos infectados son capaces de desarrollarse hasta la ovulacién, no
debe descartarse el potencial de las células germinales para transmitir el
VDVB. Los embriones producidos in vitro son fuente potencial de
introduccién del VDVB. La zona pelucida de embriones in vitro presenta
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 (Reinhardt et al; 2000 ).

Experimentalmente se han demostrado vias de transmisién indirecta
como el uso de agujas, mocheta, palpacion rectal y la accion de insectos
hematéfagos, minutos después de haber estado en contacto con
animales Pl. Sin embargo, su importancia practica ain no esta
clarificada, ya que es un virus que se inactiva rapidamente por el calor,
desecacion, luz ultravioleta, detergente, solvente organico y pH que
exceda el rango de 5,7 a 9,3; otro modo de transmision es el uso de

vacunas a virus vivo modificado o vacunas contaminadas (Houe, 1995).

dg. Transmisiéon entre rebafnos. La forma de introducir el virus a un

rebafio susceptible es a través de la adquisicion de bovinos Pl o
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hembras que transportan fetos PI, otras vias de introduccién son: el uso
de vacunas vivas, semen contaminado, cohabitaciébn con ovinos,
transferencia embrionaria y el contacto con bovinos con infeccién aguda

(Houe, 1995).

h. Transmision dentro del rebaiio. La tasa de transmision dentro del
rebafio depende de la forma de introduccién del virus al mismo, cuando
un animal Pl es introducido a uh rebafo, la transmision a animales
susceptibles ocurre rapidamente a la mayoria de los animales del
rebafio, por el contrario, cuando la infeccioén se inicia por un bovino con
infeccién aguda o por alguna otra via que inicie una infeccién aguda, la
transmision es de corta duracion y solo incluye un pequefo porcentaje
del rebarfio antes que la transmisién cese; el sistema de produccién y la
virulencia de la cepa también participan en la tasa de transmision

(Barrientos, 2002).

2.2.1. Diagnéstico

Puede realizarse un diagnéstico presuntivo basandose en el historial
clinico, el examen de los registros sobre reproduccion de la crianza, los
signos clinicos y las lesiones macroscopicas y microscopicas . Las
lesiones orales, cuando estan presentes, son especialmente indicativas
de esta enfermedad. El diagnéstico de confirmacion se basa en el
aislamiento del virus en cultivos celulares, la detecciéon del antigeno
virico en los tejidos y en la serologia. Entre las muestras que deben

enviarse para realizar un aislamiento virico se encuentran las heces,
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exudados nasales, sangre y tejidos recogidos en la necropsia, asi como
fetos abortados. Dado que el virus nos es citopatico en los cultivos
celulares, su presencia se determina mediante inmunofluorescencia.
Esta misma técnica puede utilizarse para detectar el antigeno virico en
los tejidos. Asimismo, los sueros pareados tomados en las fases aguda y
de convalecencia pueden examinarse mediante técnicas serolégicas,
normalmente la técnica de neutralizacion, pero debe tenerse cuidado en
la interpretacion de los resultados negativos ya que los animales
tolerantes infectados de forma persistente son seronegativos. (Fenner.ef

al ; 2002).

Las pruebas de inmunoabsorbancia fijadas a enzimas ELISA y virus
neutralizacion, son las mas cominmente usadas para la deteccién de
anticuerpos contra el virus de la DVB. La prueba de virus neutralizacion,
es altamente especifica para detectar el VDVB, aceptada mundialmente
como referencial para anticuerpos contra el virus DVB, sin embargo
varias condiciones pueden afectar el resultado de la prueba: el biotipo
del virus, linea celular , y medio para el cultivo celular. El fundamento de
la prueba radica en la capacidad de los anticuerpos para neutralizar la
citopatogenicidad o la capacidad del virus de infectar a las células en

vivo o in vitro (Rivera et al, 1993).

La inmunoabsorbancia ligada a enzimas pueden ser indirecta o de
competicion o de bloqueos utilizadas como pruebas tamiz en estudios

epidemiolégicos y en los programas de erradicacion de enfermedades
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en grandes poblaciones. Estas pruebas son muy utilizadas debido a su
independencia de cultivos celulares, pueden ser aplicadas en muestras
de leche, plasma, y suero, es factible tener el resultado en pocas horas.
Al respecto de la deteccion del acido nucleico viral, los avances que se
han producido en biologia molecuiar, han contribuido al desarrollo de
nuevas técnicas de diagnostico altamente sensibles. Técnicas de DNA
recombinante se aplican para la deteccion rapida de acidos nucleicos
viricos. La reaccion en cadena por la polimeraza (PCR),es altamente
sensible al virus de la diarrea viral bovina, es un método usado para la
amplificacién selectiva in vitro de una regién particular del genoma viral.
Estas moléculas sintéticas pueden ser utilizadas como componente de
un DNA recombinante o como sonda en un test de hibridacion. El
principio de esta técnica es que moléculas acido nucleico marcadas,
conocidas como sondas, se unen especificamente a las secuencias
complementarias de acido nucleico que se investiga, en este caso el
cDNA dél VDVB. Debido a la complementariedad entre la sonda y el
acido nucleico virico, esta union es especifica.. En el caso de la DVB, el
RNA virico debe ser purificado y transcrito a DNA complementario

(cDNA), mediante una enzima transcriptasa reversa (Sandvich, 1999).

2.2. PREVALENCIA DE DIARREA VIRAL BOVINA (DVB)

2.2.1. A nivel internacional:

La diarrea viral bovina (DVB) se describié por primera vez en el afio
1946 a partir de la fecha se encuentra ampliamente diseminada a través

del mundo en diferentes paises con poblacién bovina importante y tiende
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a ser endémica , sefialando una prevalencia del 60 al 80% en ganado
vacuno y del 1 al 2% esta persistentemente infectado y el 70 al 90%
presenta infeccion suclinica (Houe, 1999), el mismo autor sefiala para
Estados Unidos una prevalencia de 65%, Reyno Unido 62,5%, Paises
escandinavos entre 55 al 100%, Dinamarca 78%, Suecia 41%, , Espaia
43,5%. Estudios de seroprevalencia por (Barrientos, 2002) en Chile,
determina para la regién metropolitana 59,7%, IX region 77,8%, X regién
69,2% en ganado lechero y 86% en ganado de carne; para cuatro
predios de la zona de Temuco de 140 sueros analizados determina
25,17% de prevalencia. (Corrales y Garcia, 2003) hace referencia para
Finlandia y Noruega * una prevalencia del 50 al 90%, para Espafia los
animales infectados varia de 43,5% a 65,4%; (Duong Chi Mai,2004) para
Vietnam del Sur determind una prevalencia de 78,93%; Obando (2006)
en un ’trabajo realizado en el estado de Cojedes, Venezuela determiné
para el ganado vacuno adulto infeccion subclinica del 50 al 90%; (Hever,
et al; 2007) en Nueva Zelandia determina una prevalencia del 14,6% en
ganado lechero y 14% de anticuerpos en los tanques de leche; (Dieguez,
et al; 2008) al analizar 81 establos lecheros de Brasil determiné una
prevalencia de 14,8% en terneros PI; (Progranichniy et al; 2008) durante
un programa de erradicacién del VDVB en Indiana E.U. determind una

seroprevalencia del 0,3%.

2.2.2. A nivel nacional
Estudio epidemiolégico de infecciones virales en un sistema de crianza

mixta a través de la deteccién de anticuerpos contra el virus de la diarrea
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00202
viral bovina (VDVB) en la comunidad de ‘Yanque, provincia de Caylloma
- Arequipa demostr6 una prevalencia del VDVB en ovinos de 40%,

seguido de alpacas con 14% y llamas 10% (Manchegb et al; 1998).

La prevalencia varia en los diferentes paises, pero la enfermedad tiende
a ser endémica en la mayoria de paises con poblacién bovina importante
de modo que el 50 a 60% del ganado presenta anticuerpos frente al
agente y entre 1 al 2 % esta persistentemente infectado (Pl) (Houe,
1999), En una investigacion de deteccion de antiéuerpos contra el virus
de la diarrea viral bovina VDVB en muestras de leche de bovinos del
valle de Mantaro, Jauja, Concepcion y Huancayo, realizada en 18 hatos
lecheros mediante la prueba de ELISA indirecta y virus de neutralizacion,
sefiala que él 72.4% de animales muestreados presentaron anticuerpos
contra VDVB en leche, la mayor prevalencia fue para la provincia de la
Concepcion con 86.3%, seguido por Jauja 83.3% y Huancayo con 41.3%

(Contreras et al; 2001).

Al investigar agentes abortogénicos en bovinos lecheros del valle de
Lima, analizaron 29 fetos abortados y muestras de suero sanguineo
procedentes de 9 hatos lecheros, encontrando que el 20.7% de fetos
presentaban antigeno VDVB y el 69.0% de vacas que abortaron
presentaron anticuerpos contra VDVB En una investigacion de la
distribucién del virus de la diarrea viral bovina (VDVB), en tejidos de un
bovino persistentemente infectado Pl demuestra que el antigeno viral fue

detectado en el citoplasma de las células epiteliales, células del sistema

30



linforeticular de los tejidos frescos. La amplia distribucion del antigeno
viral en los tejidos del animal especialmente en el Gtero, nédulos
linfaticos y rifdn podria explicar la capacidad del virus de pasar a la
progenie y/o causar las fallas reproductivas asi como el compromiso del
tejido linfoide en la defensa del animal (Rivera et al; 2000). En su trabajo
de, detecciéon de terneros con infeccién congénita del VDVB en dos
hatos lecheros de la provincia de Arequipa encontré una prevalencia en
animales Pl del 27.8% para el establo A y para el establo B, 0.16%
(Morales, 2001), En estudios realizados en Arequipa en animales
clinicamente sanos demuestran que el 66% de vacas son positivas al
virus de la diarrea viral bovina (VDVB), lo que significa que mas de la
mitad de animales han sido expuestas al virus en algin momento de su

vida (Manrique, 2002).

SENASA 2006, reporta casos con en ganado vacuno de diarrea viral
bovina para el departamento de Puno, en el afio 2003, 7 casos, en el
afno 2004, 14 casos y para el afio 2005, 4 casos de DVB. (Manrique,
2007) en un estudio de serie historica de la DVB, realizado en diferentes
zonas zooecoldgicas: Campifia, San Isidro, San Camilo, Sta. Rita, La
Cano, Yuramayo, La Joya y el Pedregal de la regién arequipa, sefiala
para el afio 2000 (58,7%), 2001 (47,6%), 2002 (61.5%), 2003 (65,6%),
2004 (89,3%), 2005 (78,2%) de seroprevalencia; (Alfonso et al; 2006) en
terneros de 10 y 23 meses de edad de un establo lechero en proceso de
erradicacién de Santa Rita de Siguas establecio 6,6 % de prevalencia;

(Cabello et al; 2006) al estudiar un rebafio mixto de una comunidad
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campesina de Calca Cuzco determiné 81,8% de prevalencia en vacunos,
50% en ovinos y 29,9% en alpacas. (Huaman et al: 2007) al analizar
animales portadores del VDVB en 204 hatos productores de leche de la

irrigacion Majes Arequipa determiné una prevalencia de 98.0+1.9%.

2.3. DIAGNOSTICO SEROLOGICO
2.3.1. Definicion

La serologia es el estudio del liquido seroso de la sangre; suero
que es el liquido transparente que se separa cuando la sangre se
coagula, y la inmunologia es el estudio del sistema inmunolégico del
cuerpo sus funciones y transtornos. Los laboratorios de inmunologia y
serologia se concentran en lo siguiente: identificar anticuerpos (proteinas
elaboradas por una clase de glébulo blanco, linfocitos B, como respuesta
a un antigeno, una proteina extrafa al cuerpo). Investigar los problemas
inmunolégicos; como las enfermedades autoinmunolégicas, los

trastornos de inmunodeficiencia (Cabrera et al; 2000)

2.3.2. Respuesta inmune y el diagnéstico serolégico

Cuando un individuo se pone en contacto con un antigeno por
primera vez ocurren los siguientes fendmenos que se relacionan con el
diagnéstico seroldgico. Aparicién precoz de anticuerpo especifico de
clase IgM, la concentracién de este anticuerpo no es muy alta y su
persistencia generalmente es corta. Su deteccion habitualmente
identifica una infeccidbn aguda, aunque en algunas infecciones se

correlaciona no sdlo con la fase temprana de la enfermedad sino
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también con la actividad de la misma en estadios cronicos. Este
marcador no es siempre detectable en la fase aguda de la infeccion.

(Williams et al; 1999, Lindberg y Alenius, 1999).

Aparicién algo mas tardia de anticuerpo especifico de clase IgG,
la concentracién de este anticuerpo va creciendo hasta alcanzar en tres
a seis semanas una meseta que muy lentamente desciende, su
persistencia suele ser muy prolongado mucho mas alla de la curacién
del enfermo y en ocasiones es detectable durante toda la vida; este echo
de mantenerse positivo después de la curacién limita su interpretacion
cuando se detecta aisladamente, estos datos relativos a la respuesta
inmune permiten un uso mas adecuado para el diagnéstico.
Efectivamente la deteccién de IgM a unas concentraciones determinadas
faculta para realizar un diagnéstico de la infeccién aguda, por otra parte,
la observacién de un incremento en la concentracion de IgG en dos
muestras separadas una en fase aguda y otra convaleciente indica la
presencia de un estimulo antigénico en ese momento, que es lo mismo

la existencia de una infeccién aguda (Tizard, 1995).

2.3.3. Diagnéstico indirecto

Para comprender las bases del diagnéstico indirecto conviene
recordar las bases fundamentales de la respuesta inmune: distincion
entre propio y extrafio, especificidad y memoria. Mientras que la primera
hace mencién que el sistema inmune no debiera responder en

condiciones normales frente a sus propias sustancias, las otras
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propiedades son de mayor importancia para comprender el diagnéstico
indirecto.La especificidad es la propiedad que permite al sistema inmune
responder frente al agente externo que la provocd y que esa respuesta
no afecte a otros antigenos incluso a aquellos que pudiesen tener un
parecido molecular (reaccién cruzada). Cuanto mas especifica y afin sea
esa respuesta mas efectiva sera su unién al agente provocador. La
persistencia de esos anticuerpos varia con el tiempo y ello depende de
muchos factores: estimulo inicial, reinfecciones subclinicas repetida etc.;
por ello encontrar anticuerpos frente a un determinado antigeno hara
suponer de forma indirecta que el organismo tiene o ha tenido contacto

con el o con antigenos de su procedencia (Cabrera, ef al; 2000).

La memoria inmunologica permite que el sistema inmune
recuerde haber tenido contacto previo con un antigeno y responda frente
a el de forma anamnésica. Esta respuesta sera mas rapida y violenta,
uniéndose al organismo una gran concentracion de anticuerpos en muy
poco tiempo, esta propiedad es la base fundamental de la eficacia de las
vacunas. La memoria inmunolégica supone sin embargo un serio
inconveniente a la hora de utilizar la respuesta inmune para el
diagnéstico indirecto de una infeccién, en efecto el mantenimiento de
una concentracion de anticuerpos durante largo tiempo dificulta con
algunas técnicas conocer si estos anticuerpos especificos que se
encuentran en el suero del enfermo han sido provocados por una

infeccién actual y o reciente, o son restos persistentes de una infeccion
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antigua o curada, actualmente se disponen de mecanismos para poder

discriminar entre estos dos tipos de situaciones (Tizard, 1995).

2.3.4. Técnica de ELISA

La técnica ELISA (Enzyme - Linked Immuno Sorgent Assay) sé
basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida
mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una
reaccién cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido
espectofotométricamente. Este principio tiene muchas de las
propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en
su realizacién, emplean reactivos econ()micvos‘ y consigue, mediante el
uso de la fase sélida, de una separacion facil entre la fraccion retenida y
la fraccién libre. Ademas se han propuesto y desarrollado diferentes
métodos de amplificacion de la sedal (Iumiﬁfscentes, cascadas
enzimaticas) que han permitido elevar la sensibill’idad de algunos ELISA.
Este método a tenido una enorme aplicacion en aquellos campos en los
que se precisa la cuantificacion de productos mediante anticuerpos:
diagnéstico clinico, deteccidén viral, clasificacion de anticuerpos en
isotipos, busqueda de anticuerpos monoclonates etc., (Cabrera et al;

2000).

2.3.5. Fases de un ensayo ELISA

Las cuatro fases de un ensayo ELISA son las siguientes:
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a. Conjugaciéon del anticuerpo o del antigeno con un enzima
(peroxidasa, fosfatasa alcalina). El anticuerpo conjugado a la
enzima se emplea en los ensayos directos e indirectos, sandwich,
etc., el antigeno marcado se emplea en ensayos de competicion

de antigeno (Celedon, et al; 1997).

b. Unién del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La unién
de anticuerpos o antigenos se realiza con facilidad a la superficie
de plasticos tratados que tienen gran afinidad por proteinas

(Celedodn, et tal; 1997).

c. Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos. En el
caso del antigeno unido a la placa se puede detectar mediante un |
anticuerpo anti-antigeno marcado (ELISA directo) o empleando
un anticuerpo primario anti-antigeno y un secundario anti -
primario marcado (ELISA indirecto). Este segundo método
permite la amplificacion de la sefal al poderse unir uno o mas
anticuerpos ‘secundarios a cada anticuerpo primario; en el caso
del anticuerpo unido a la placa se incuba con una mezcla de
antigeno y antigeno marcado, se ensayan diferentes relaciones
de antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno marcado,

es el ensayo de competicién del antigeno (Celedén, et al; 1997).

d. Revelado de la reaccion enzimatica. Después del lavado para

eliminar todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de
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inmunocomplejos se afiade el sustrato enzimatico en solucion, se
deja reaccionar y se lee la densidad optica (D.O.) mediante

espectrofotometria. (Celedon ef al; 1997, Cabrera et al; 2000).

2.3.6. Tipos de ensayo ELISA

Se han desarrollado muiltiples variantes de ensayo ELISA que
permiten desde la cuantificacion de un antigeno en solucion, la
deteccion de un anticuerpo en una solucién (ej. clonaje de anticuerpos
monoclonales), o la determinacion de la subclase (idiotipo) de un
anticuerpo. Dentro de los mas comunes se describen: ELISA directo,

ELISA indirecto y ELISA sandwich. (Williams et al;7999).

a. ELISA Directo. Las placas de ELISA se preparan recubriendo los
pocillos con las solucioines en las que se sospecha se encuentra el
antigeno. Se incuban con anticuerpos maracados. Indican la
presencia de antigeno en la solucién analizada. Es necesario incluir
controles negativos que seran muestras del mismo tipo de las
analizadas, pero en las que se tenga la certeza de la ausencia del
antigeno buscado. Asimismo, se incluyen controles positivos
(soluciones donde se encuentra el antigeno buscado, o bien se le ha

afiadido (Williams, et al 1999).

b. ELISA indirecto. Las placas ELISA se preparan recubriendo los
pocillos con las soluciones conteniendo el antigeno, se incuban con

anticuerpos marcados que indican la presencia de antigeno en la
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24.

solucién analizada; es necesario incluir controles negativos. Los
controles positivos y negativos son los mismos, el sistema de
deteccion emplea dos anticuerpos: uno primario contra el antigeno y
uno secundario marcado contra el primario; la deteccién tiene mayor
sensibilidad por presentar una amplificacién de sefial de vida a la
unién de dos o mas anticuemos secundario por cada primario. Es el
ensayo mas empleado como lo es la inmunoflorescencia indirecta,
pues un mismo secundario marcado y un mismo sistema enzimatico
permiten cuantificar una gran cantidad de antigenos (Williams et al;

1999).

FACTORES DE RIESGO ASOCIADO A LAS ENFERMEDADES:

2.4.1. Diarrea Viral Bovina (DVB)

Observar la enfermedad en una poblacién animal supone
identificar las caracteristicas del medio ambiente en el que se
desarrollan los animales como posibles “Factores asociados” a las
enfermedades, se menciona que para estimar la importancia de una
enfermedad se debe identificar la existencia de factores asociados o
implicados, por un lado relativo al estado de salud o enfermedad y
por otro a la exposicibn de factores que se sospecha estén
implicados en la ocurrencia de la enfermedad; estos factores engloba

tres grandes grupos: (Jaramillo, 2010).
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2.4.2. Dependientes del Hospedador
Especie, raza, inmunidad natural y pasiva, sexo, edad,

estado fisiol6gico, otras enfermedades.

2.4.3. Dependientes del Agente
Virus, bacterias, hongos, parasitos y otros, hospedador,
resistencia al medio ambiente, virulencia, patogenicidad, especificidad,

sub especies.

2.4.4. Dependientes del medio en el que se desarrollan
Instalaciones, granjas, corrales, heces, téxicos, medicacion,
alimento, (composicién cantidad), clima (estacién, humedad,
temperatura), otro autor (Cebrian, ef. al; 2004) considera dos grupos
de factores de riesgo asociado: Ambientales e infeccioso; dentro de
los ambientales sefiala: Densidad de poblacibn o grado de
confinamiento, preparacién de la vaca durante el periodo seco y
durante el parto, instalaciones o alojamiento, condiciones del lugar de
paricién, condiciones de la tierra. Por otro lado (Campero, 2002)
sefiala como factores de riesgo asociado a las enfermedades bovinas:
Nimero de vacas infectadas, tipo de organismos presentes,
adquisicion de animales nuevos, transmision entre animales,
alimentacion, sistemas de crianza entre los mas importantes. Al
respecto (Betancur, etf. al; 2007) establece como factores de riesgo
para DVB: Factores de supresion relacionados al hospedador stress,

estado nutricional, status inmunolégico, enfermedades recurrentes.
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2.4.5. Factores dependientes del animal

Raza, edad, sexo, estado gestacional o reproductivo en
hembras y toros en servicio. Para (Moore, et al; 2005) los factores de
riesgo mas importantes son: Presencia de animales enfermos, manejo
de ganado por edades, condiciones de crianza, sistemas de crianza,
vigilancia y educacién. Al existir una gran diversidad y amplitud de
factores de riesgo mencionados por diferentes autores, se detallan

algunos a continuacion.

a. Raza. En las cuencas lecheras estudiadas la mayor poblacién
bovina es de la raza Brown Swiss, existiendo una reducida
poblacién de ganado bovino criollo. La raza mencionada a nivel
nacional constituye el 80%, tiene importancia por ser la poblacion
base de la actual ganaderia; dentro de sus caracteristicas es un
biotipo proveniente de la adaptacion del ganado vacuno
introducido por los espafoles hace mas de 400 afios a nuestro
medio , muy valioso por su rusticidad, adaptacion al mediov
ambiente y de usos (Leche, carne, traccién) la raza Brown Swiss
tiene aptitud de doble propésito, cruzada con vacuno criollo recibe
el nombre de “Criollo mejorado” y constituye la raza mas adaptable
a la sierra peruana. Es originaria de Suiza también conocida como
Pardo Aleman o Pardo Suizo, son animales muy fuertes de buena
talla, esqueleto bien desarrollado, piel gruesa que le confiere

mayor resistencia a los parasitos y radiacion solar, buena
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profundidad corporal que significa una gran capacidad para
aprovechar el forraje, de temperamento décil y manso, ademas de
otras cualidades como fertilidad, precocidad, partos faciles,
longevidad, amplia adaptabilidad a diferentes climas, habilidad
para pastorear en terrenos duros y pedregosos; es la alternativa

ideal de raza lechera (INIA, 2005).

En el Perl se les encuentra en la costa, sierra y el altiplano su
crianza es con énfasis en la produccién lechera, siendo la
produccion promedio de 1,500 3,500 litros/vaca/ campafia en
condiciones de altitud y alimentacion a base de pastos naturales y
cultivados; respecto a la susceptibilidad de enfermedades, se
conoce que las razas puras de origen europeo son las mas
propensas en sufrir problemas reproductivos, especiaimente el
ganado lechero por estar mas sometidos a stress (Rivera,1993); en
un trabajo realizado se determina que las vacas lecheras
presentan mayor riesgo de infeccion por VDVB comparado con

vacas de carne (Anderson ef al; 2000).

Edad. La edad como factor de riesgo varia con respecto a las
diferentes enfermedades infecciosas del ganado bovino, son mas
susceptibles hembras en estado reproductivo (hembras en
gestacion), toros en servicio y vaquillas de primer parto. La etapa
de embrién y feto es la edad de mayor riesgo durante toda la

gestacion, las tres primeras semanas para la vida del ternero son
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las mas criticas y la vaca adulta durante el ciclo reproductivo; si la
infeccion ocurre en los primeros dias antes del servicio, durante el
periodo pre-ovulatorio, se reduce la tasa de concepcién. El VDVB
induce a fallas en la ovulacién que predisponen la mortalidad

embrionaria temprana (L_értora, 2003)

El periodo de vaca seca también es un momento de alto riesgo
para la mayoria de enfermedades haciéndose evidente los signos
clinicos luego del parto. Al analizar 150 muestras de sangre de
vacunos de leche procedentes de Monteria Colombia determiné
29,4% de seroprevalencia para DVB y los factores edad, raza tipo

de crianza result6 no significativo (Betancur, et al, 2007).

2.,5. SISTEMAS DE CRIANZA

A nivel nacional se identifican tres sistemas de produccion; el sistema
extensivo que predomina en la sierra y selva, el sistema intensivo a nivel de los
valles costefios y el sistema semi-intensivo en los valles interandinos (INIA,

2005).

2.5.1. SISTEMA EXTENSIVO

Presenta bajos costos de produccidn, el capital disponible es
escaso. la tecnologia es rudimentaria y el terreno estad sometido a los
ciclos naturales. la utilizacion de mano de obra es familiar, la
alimentacion es al pastoreo con pastos naturales y cultivados, en general

el pastoreo es mixto es decir en conjunto con otras especies animales y
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no requiere de costosas instalacion como mangas de manejo, corrales
de ordefio, comederos, parideros entre otros, la produccion lechera es
baja; éste tipo de crianza representa el 15, 4% del total nacional de
sistemas de producciéon lechera con una superficie promedio de 5,2
hectareas (INIA, 2005) segan (Quevedo, et al; 2003) sefiala que en este

sistema son mas frecuente las enfermedades.

2.5.2. SISTEMA INTENSIVO

Aplica técnicas y tecnologias que les permite obtener el maximo
beneficio en el menor tiempo posible; el costo de produccion se debe al
uso de concentrados en la alimentacién, uso de instalaciones para
estabulécién, ordefio, cunas, salas de reposo, salas de maternidad y uso
de maquinarias, la mano de obra es calificada; este tipo de crianza
representa el 46.2% del total de establos lecheros y la superficie
promedio de crianza es de 9 ha. Este sistema se concentra mas en la
costa, la produccién lechera puede alcanzar hasta mas de 6,000 It / vaca
/ campaiia y predomina el sistema de reproduccién por inseminacion

artificial (INIA, 2005).

2.53. SISTEMA SEMI-INTENSIVO

El sistema esta basado en el pastoreo pero la alimentacion se
complementa con concentrados, los animales en el dia pastorean y en la
noche son llevados a confinamiento, presentan una mediana produccién
de leche y manufacturacién de quesos, la reproduccion puede ser por

inseminacioén artificial y monta natural, el sistema representa el 38,4%
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del total nacional de establos lecheros con un superficie promedio de

68,3 ha. (INIA 2005).

2.6. CONOCIMIENTO DE LAS ENFERMEDADES

Las condiciones del manejo sanitario, alimentacion, instalaciones o
cobertizos pueden influenciar en mayor o en menor proporciéon la salud del
ganado bovino, asi lo menciona (Campero, 2002). El conocimiento de las
enfermedades reproductivas y otras por parte de los productores son muy
importantes para mantener programas de medicina preventiva. Un aspecto
relevante es el conocimiento de las enfermedades basadas en examenes de
seroprevalencia que permite conocer el nivel de infeccidon de las enfermedades
involucradas en la cria y crianza del ganado bovino lechero; el desconocimiento
epidemiolégico ha tenido efecto en una amplia difusion de las enfermedades. El
manejo sanitario sefiala (Georgieva, et al; 2006) es una accién dificil pero de
extrema importancia, en el criador coexisten habitos, conductas, costumbres
que permiten conciente o0 inconcientemente la facil transmision de
enfermedades y plantea la necesidad de conocer y manejar variables sociales
antropolégicas, educacionales y comunicacionales. EI manejo sanitario es un
aspecto muy importante en la crianza del ganado bovino, los criadores deberan
aplicar medidas preventivas basicas como detectar anomalias mediante
observaciones diarias, aplicar medidas de aislamiento en animales enfermos,
aplicar tratamiento recomendado por el veterinario \y llevar registros del

tratamiento o dolencias (INIA, 2005).
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3.1.

CAPITULO Il
METODOLOGIA

LUGAR DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Centro de
Investigacion y Produccién (CIP) Carolina, perteneciente a la
Universidad Nacional del Altiplano, ubicado a la altura del Km. 8, de la
carretera Puno-Moguegua, ubicado en el distrito de Puno y provincia de
Puno, alrededor de las coordenadas U.T.M.(Marcador transversal
Universal: Localizacion uUnica y exacta basada en un sistema de
coordenadas geograficas), 389,000 longitud Oeste y 8"242,000 Latitud
sur, se halla geograficamente localizada a una altitud de 3,995 m.s.n.m.
con una extension de 144 hectareas, El clima es frigido y seco de abril a
agosto y templado de setiembre a noviembre y lluvioso el resto del ario,
tiene una precipitacion pluvial (mm) promedio anual de 642,2 y una
temperatura promedio anual: maxima 14.4, media 9.4; y minimal.0
Humedad relativa, promedio anual 56%, con vientos cuyos promedios
del Este, Noroeste y Sureste con velocidades de 11 a 15 Km./h. De

pastos naturales y recursos mineros, el capital pecuario esta conformado
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por vacunos, ovinos, alpacas. Predominan los pastos naturales de baja

calidad.

EQUIPOS Y MATERIALES USADOS
Pipetas serolégicas y portapipetas
Tubos de 10 ml, agujas N° 18 y viales
Gradillas

Alcohol yodado

Algoddn

Pipetas Pasteur

Congelador

Centrifuga

Hielo para el transporte

REACTIVOS

Placas de micro titulacién, tapizadas con antigeno de VDVB.
Control positivo 1 ml.

Control negativo 1 mi.

Conjugado peroxidasa de rabano (HRPO) 60 ml.

Diluyente de la muestra 60 ml.

Solucién de lavado 480 mi.

Solucién de sustrato TMB 60 mi.

Solucién de frenado, 1 M HCI 60 ml.
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3.2. DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES.
Los animales que se sometieron al proceso de investigacion fueron

vacunos, ovinos y alpacas que se crian en el CIP Carolina el cual se

o REE o ... Especie . ., o fee i
Clase DR e ‘Total
o Vacunos |  Alpacas ‘|~ = ‘Ovinos '

~ Crias 03 | 11| 8§ | 23
Déstetado’si | 03 16 8 27
 Aduttos 04 13 24 40

. Toal 10 40 40 90

encuentra distribuido de acuerdo al siguiente cuadro.
Cuadro N° 1. Distribucién de vacunos, alpacas y ovinos por clase animal del

C.1.P. Carolina

3.3. METODOLOGIA
3.3.1. Obtencion de muestras sanguineas

> Para la toma de muestras de sangre, primeramente fueron
rotulados los tubos con los datos del animal como son clase,
especie colocados en su gradilla para el transporte.

> Las muestras de sangre obtenidas fueron de sangre entera sin
antiéoagulante.

» El sitio de puncién elegido fue de acuerdo a la especie animal, en
el caso de vacunos y alpacas, fue por la vena yugular, y en ovinos
fue por la vena radial, para la cual se aplicé un antiséptico como
el alcohol yodado y se utilizé6 agujas N° 18 por 2.5 pulg. y tubos

de 10 ml.
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» Se dej6 los tubos de sangre a temperatura del medio ambiente
para la sedimentacion del coagulo y separacién del suero por 24
horas.

> Pasado las 24 horas, se procedi6 a coleccionar el suero, en viales
estériles previamente rotulados, para la cual se utilizé6 pipetas
Pasteur para cada muestra.

» Los viales fueron guardados en congelacion hasta ser
trasladados al Laboratorio Veterinario del Sur (LABVETSUR) de la
ciudad de Arequipa, para ser sometidos al método de diagnéstico

de ELISA.

3.3.2. ANALISIS SEROLOGICO
Prueba de ELISA para el virus de la diarrea viral bovina
PRINCIPIO
Se basa en la detecciéon de un antigeno inmovilizado del virus de
la diarrea viral bovina (VDVB) sobre una fase sélida mediante
anticuerpo que directa o indirectamente producen una reaccion,
cuyo producto, es un colorante que es medido

espectofométricamente.

PREPARACION DE REACTIVOS

> Solucién de lavado

La solucién de lavado concentrada (IOX) debe atemperarse a
temperatura de ambiente, y agitarse para asegurar la disolucion

de posibles precipitados. La solucién de lavado concentrada se
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diluye 1 a 10 con agua destilada / dionizada antes de su uso.

Preparandose en condiciones estériles.

»

PROCEDIMIENTO DEL TEST DE ELISA (KIT IDEXX-USA).

Para la ejecucion se cumplié el resumen del protocolo en forma

completa y cuidadosa del manual de instrucciones y consiste en lo

siguiente:

9,
o

R0
”"

9,
L4

)
o

)
o

El kit, los reactivos, y sueros todos deben alcanzar la
temperatura ambiente, de 187°C — 25°C antes de usarse.
Tomar las placas tapizadas y marcar la posicién de las
mueétras en una hoja de trabajo

Anadir 100uL del diluyente de la muestra a cada pocillo.
Anadir 25uL de control negativo en los pocillos apropiados
Anadir 25uL de control positivo en los pocillos apropiados.
Anadir 25 uL de las muestras de suero en los pocillos
restantes.

Mezclar el contenido de los pocillos golpeando levemente la
placa.

Incubar durante 90 minutos a temperatura ambiente, para la
cual la placa es sellada firmemente para evitar evaporaciones.
Aspirar los contenidos liquidos del recipiente en un reservorio
apropiado.

Lavar cada pocillo con 300uL de solucion lavado 5 veces.
Aspirar los contenidos liquidos, de todos los pocillos después

de cada lavado. Tras la aspiracién final eliminar el fluido de

49



lavado residual de la placa golpeandolo firmemente sobre
material absorbente.

% Dispense 100uL de conjugado en cada pocillo

% Inculcar durante 30 minutos a t° de ambiente (18° - 25°C)

% Repetir los pasos 8 y 9.

% Dispense 100 uL de la solucién TMB en cada pocillo.

< Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (18° - 25°C) en
oscuridad.

+ Dispense 100uL de solucién de frenado en cada pocillo para
frenar la reaccion.

< Calibrar el espectofotébmetro con aire

% Medir y anotar la absorbancia de las muestras y controles a
450nm.

% Calcular los resuitados:
Férmula cociente de muestra con respecto al control positivo

para cada muestra.

_ Muestra A 450 - NC X 4450
PC X A 450-NC X 4450

3.3.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
1) Las muestras con valores de M/P menores de 0.20 son
considerados como negativos para anticuerpos (VDVB).
2) Las muestras con valores de M/P mayores de 0.20 pero

menos a 0.30 son considerados como dudoso.
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3) Las muestras cuyos valores de M/P son mayores de 0.30 son
considerados positivos.
Para la prevalencia: Se ha utilizado la siguiente formula.
Numero de muestras positivas

P= x 100
Total de muestras

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

El trabajo fue conducido bajo un disefio Bloque completo al azar,
considerando como Tratamiento a las clases animales (crias, destetados
y adultos), como Bloques a las tres especies animales (bovinos, ovinos,

y alpacas), cuyo modelo aditivo lineal es el siguiente:

Y, =u+ B, +r + e
i =1,2,3
j=1,2,3,
Donde:
Y,-j = Variable de respuesta (prevalencia).
u = Media poblacién o con\stante comun.
B j = Efecto de la j-ésima tratamiento (crias, destetados y adultos).
, = Efecto de la i-ésimo bloque (bovinos, ovinos y alpacas).
€; = Error experimental no controlable ejnn (0.02).

Para el presente estudio se utilizé los cuadros de distribucion de

frecuencia y medidas de tendencia central.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SEROPREVALENCIA DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL
BOVINA (DVB) EN VACUNOS, ALPACAS Y OVINOS DEL CIP
CAROLINA.

Segun las normas vigentes, para el transito interno de animales
dispuestos por SENASA (Ministerio de agricultura), estos pueden ser
movilizados de un lugar a otro, siempre que cuenten con certificado
sanitario de negatividad a brucella, tuberculosis y fiebre aftosa, mientras
‘que el resto de las enfermedades infecciosas como la leucosis, diarrea
viral bovina y otros, por la no certificaciéon emitida por SENASA, se
pueden introducir a otras zonas con el movimiento de los animales,
procedentes de areas donde estas enfermedades como la diarrea viral
bovina son prevalentes, ya que no constituyen barreras sanitarias, estos
agentes causales de la diarrea viral bovina pueden difundirse
rapidamente al encontrar una poblacion susceptible y ante Ia-falta de

medidas de control.
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La seroprevalencia del virus de la diarrea viral bovina (VDVB) en
el rebafio mixto del “CIP Carolina” de la ciudad universitaria, de un total
analizado de 90 animales, en tres especies (vacunos, alpacas y ovinos)
y en clase de animales (crias, destetados y adultos), no mostraron
reaccion positiva al virus de la diarrea viral bovina (cuadro 1), del cual se
deduce que no se hall6 titulos de anticuerpos para este virus, que sean

superiores a 0.20 de MP.

Cuadro 1. Seroprevalencia al virus de la diarrea viral bovina en el rebaiio
mixto del ‘fCIP Carolina” segun especie animal UNA - Puno, 2010.

[~ Seroprevalenciadeivirus de laDVB

\° animales “|." N® animales . | Seroprevalencia’

seropositivos | Seronegativos | % '

Vacunos. " | 10 0.00 10 0.00

Alpacas. | 40 0.00 40 0.00
‘Ovinos. | 40 0.00 40 0.00
Total. i b 90 0.00 90 0.00

Los seronegativos hallados en el 100% de los animales que se
sometieron a la determinacién del virus de la diarrea viral bovina en
vacunos, alpacas y ovinos a distinta clase animal, no presentaron
anticuerpos neutralizantes contra el virus de la diarrea viral bovina
(agente causal de la enfermedad denominada diarrea viral bovina), lo
que indica que los animales del “CIP Carolina”, no fueron expuestos al
virus en algun momento de sus vidas; informaciones proporcionadas por

el personal del CIP Carolina, indican que no se utilizaron vacunaciones
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contra el virus de la diarrea viral bovina, razén que atribuimos que la
seroprevalencia (reactor negativo al virus de la DVB) esta presente en el
este centro de crianza ganadera, en caso que se hubiese tenido
animales seroreactores positivos se estaria atribuyendo al virus del
campo, lo cual descartamos, puesto que el rebafio mixto del CIP
Carolina mostraron sero-reaccién negativa, deduciendo que en los
animales de este centro no muestran anticuerpos para la diarrea viral

bovina en los bovinos, alpacas y ovinos.

A pesar que la diarrea viral bovina tiene distribucion mundial y
esta tiende a ser endémica alcanzando niveles de 0.5 a 2.0% en bovinos
en los diferentes paises (House, 1995), en el CIP Carolina de la ciudad
Universitaria, no se determiné reaccion alguna a la positividad al virus de
la DVB, a pesar que tiene una crianza mixta con un tipo de crianza
extensiva, de esto deducimos que la principal fuente de infeccion y
reservorio del virus de la DVB estan los vacunos (Lértora, 2003), pero
este hecho no se dio en los animales sometidos a estudio del CIP
Carolina, posiblemente no hubo introduccion de animales portadores del
virus de la DVB al centro de crianza ganadera (CIP Carolina), de la
misma manera descartamos que no se presentd transmision horizontal
del virus, especialmente por inhalaciéon, aunque la via aerégena no es la
principal ruta de difusiéon (Zanabria, et al, 2000), y si se diera este caso
las consecuencias serian graves, cuando las cepas de alta virulencia

afectan a poblaciones susceptibles.
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Cabe indicar, que el semen fresco o el criopreservado de toros,
constituyen una importante via de infeccion horizontal para el virus de la
diarrea viral bovina (Reinhardt, et al, 2000; Lértora, 2003), frente a este
punto, se debe indicar que el CIP Carolina, no se realiza inseminacién
artificial ya sea con semen fresco y mucho menos con semen
criopreservado, por lo que atribuimos que esta via de transmision
horizontal en el CIP Carolina es descartada, motivo por el cual no se
mostro reactores positivos al virus de la diarrea viral bovina, a pesar que
(House, 1995) manifiesta que experimentalmente se han demostrado
vias de transmision indirecta como es el caso del uso de agujas,
‘mochetas, palpacion rectal, pero este hecho aun no esta bien clarificado,
por lo que esta no puede ser una fuente de contagio o de transmisién

para el virus de la DVB.

El diagnéstico mediante el historial clinico, examen de registros,
signos clinicos vy Iesiones, constituyen medios de identificacion de la
diarrea viral bovina (Calderon, et al, 1997), pero este caracteristica no se
dio en el CIP Carolina, puesto que en los afios de crianza ganadera de
este centro, no se cuenta con registro alguno sobre las manifestaciones
propias de la enfermedad, razén que los resultados del presente estudio
muestra seroprevalencia negativa para el 100% de los animales

sometidos a estudio.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo frente a la

determinacion de anticuerpos para el virus de la DVB, deducimos que la
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inmunologia frente a el estudio de la identificacion de anticuerpos
(proteinas elaboradas por su clase de leucocitos — linfocitos B — como
respuesta de una antigeno) Cabrera, et al, (2000), mediante el método
de ELISA no se obtuvo seroprevalentes positivos en ningin animal
sometido a estudio, puesto que la técnica de ELISA (enzime-linked
inmuno sorgent assay), se bas6 en la deteccion del anticuerpo
inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen reaccion con coloracion determinada
espectrofotométricamente (Georgieva, et al, 2006), teniendo en cuenta
que en el presente trabajo se realizé el ensayo de ELISA indirecto
(William et al, 1999), en el laboratorio LABVETSUR de la ciudad de
Arequipa, no habiéndose hallado seroreactores positivos en ninguno de
los animales de estudio, que comparando estos resultados con los que
manifiesta SENASA (2006), para el departamento de Puno, reporta que
para el afio 2003 se hallo 7 casos, para el 2004, 14 casos y para el
2005, 4 casos de diarrea viral bovina, de ello colegimos que el
porcentaje de vacunos portadores del virus de la diarrea viral bovina es
relativamente bajo, el mismo que no permite una difusion rapida de este
virus como para poder difundirse la enfermedad en el departamento de
Puno, aseveramos que una de las causas que permite la difusiéon de la
enfermedad es la introduccion de animales portadores al hato, esta
caracteristica es descartada puesto que en el CIP Carolina no se han

introducido animales con presencia del virus de la DVB.
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4.2. FACTORES DE RIESGO, POR CLASE Y ESPECIE ANIMAL EN
INFECCION POR VIRUS DVB.

El estudio realizado en el CIP Carolina para determinar la
presencia del virus en los animales segin el factor clase animal y
especie, a la prueba de ELISA no se hallo prevalencia alguna, con ello
deducimos que en ninguno de los animales sometidos a estudio mostro
reactividad positiva al virus de la diarrea viral bovina, en crias,
destetados y en adultos, lo cual indica que este virus no esta presente

en este centro de crianza ganadera.

Cuadro 2. Seroprevalencia al virus de la diarrea viral bovina en el rebaiio
mixto del “CIP Carolina”, segun factor clase animal y especie UNA —
Puno, 2010.

Seroprevalencla del V|rus de Ia DVB

SETIE IR S A Especle ammal ) e

|5 ;_;_.";\Iéi:fjnOS.‘ o ; ) Alpacas 1 Ovmos L B

T T T S— ~ x| Seroprevalencia -

%N - I Serdpositivos.. | - N L Seropositivoé I N ‘ ,Seroposmvd?s" AL

| animales | L | amimales jo ) aeimales | S L[ e LY
<1 03 0.00 11 0.00 8 0.00 0.00
Destetados | o3 | 000 | 16 | 000 | 8 | 0.0 0.00
Adultos. 04 | 000 | 13 | 000 | 24 | 000 | 0.0
‘_T°‘a' .1 10 | 000 | 40 | 000 | 40 | 0.00 0.00

La clase animal sometida a estudio de ELISA para detectar la
presencia del virus de la DVB, indica que esta enfermedad puede estar
presente en crias y en animales destetados, puesto que las infecciones
postnatales de animales inmunocompetentes pueden conducir al

sindrome de la diarrea viral bovina (Lértora, 2003), la infeccion post natal
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(Ridpath, 1996) es una de las vias de transmisién del virus de la DVB,
descartando este hecho para el CIP Carolina, puesto que ninguno de los
animales sometidos a estudio presento reaccion positiva al virus, por lo
tanto descartamos que pudiera presentarse infeccién post natal,
deduciendo que en este centro esta ausente la infeccion vertical en el
cual el virus llega al feto por via transplacentaria (Miller, 1994), pero
frente a este punto, se debe tener presente que si en el caso hubiera un
animal con el virus de la DVB, en un inicio de la enfermedad puede
presentar sintomatologia sub clinica y en el caso que el animal estuviera
prefiada, este virus puede facilmente atravesar la infeccién por la via
transplacentaria y esta infeccion depende de la virulencia de la cepa del
DVB (Cebrian, et al, 2004), es por ello que se debe realizar la
monitorizacion periddica de los animales del hato a fin de detectar la
posible infeccién con el VDVB vy realizar los programas de control
pertinentes para que no se difunda la enfermedad, especialmente en los
machos, puesto que el virus de la DVB infecta el tejido testicular
estableciendo una infeccién persistente en los tibulos seminiferos
(Moore et al 2005), y este virus puede ser excretado en un periodo de 7
a 22 meses y de esa manera se puede difundir el virus en las hembras

seronegativas y estas producir una transmision vertical a los fetos.

Referente al ELISA utilizado por LABVETSUR de la ciudad de
Arequipa, reporta que tiene una sensibilidad de 96.3% y una
especificidad de 99.5%, que este tipo de validacion del ELISA

KITHDEXX - USA - BVDV ab, Test utilizado por esta institucion, certifica
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que los datos que se analizaron de las muestras serologicas
procedentes de animales del CIP Carolina, dio valores seronegativos en
el 100% de los animéles sometidos a estudio, de los que afirmamos que
en el CIP Carolina no esta presente el virus de la diarrea viral bovina en
los bovinos, alpacas y ovinos y los factores de clase animal, por lo tanto
no hay infeccion alguna frente a este virus; esta sensibilidad y
especificidad del Test utilizado indica que del 100% de animales
positivos el Test solo detecta el 96.3% de los animales verdaderamente
positivos al virus, y del 100% de animales verdaderamente negativos al
virus el Test solo detecta 99.5% de animales que verdaderamente son
negativos a la enfermedad, con esta prueba de ELISA deducimos que
verdaderamente no esta presente la enfermedad en el CIP Carolina, el
mismo que no da motivo a mayor discusién alguna, mas al contrario se
deben establecer programas de control que favorezcan la no
introduccién de este virus en este centro de crianza ganadera, y asi de
esta manera no contar con problemas reproductivos especialmente en

los vacunos que afecten el desarrollo productivo..

Para un mejor entendimiento de la prevalencia cero hallada en el
presente estudio, en el cuadro 3 se muestra el valor promedio M/P para
las especies animales y factor clase animal, que certifican la ausencia

del virus en el CIP Carolina — ciudad universitaria.
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Cuadro 3. Valores promedio de la densidad optica - ELISA al virus de la
diarrea viral bovina en el rebafio mixto del “CIP Carolina”, segin especie

animal y factor clase animal UNA - Puno, 2010.

T Promedio densidad
males. | * 6ptica ELISA
e i sl
Destetados. 03 0.142
" [Adultos. 04 0.148
T |crs. 11 0.112
Alpacas. . [ Destetados. 16 0111
o T TAdultos. 13 0.125
[ Crias. 08 0.120
.| Destetados. 08 0.130
et Tadultos. 24 0.142
“Promedio general- 90 0.131

Del cuadro 3 se desprende que el promedio de la densidad 6ptica
hallado dentro del limite para la negatividad a la prueba de ELISA,
puesto que el reporte de la prueba de ELISA (LABVETSUR) para el
control negativo muestra una densidad 6ptica de 0.148 y para el control
positivo muestra una densidad optica de 1.268, la densidad. dptica
hallada en vacunos adultos fue de 0.148, dato que se encuentra dentro
del limite que reporta LABVETSUR para las pruebas negativas, los datos
obtenidos para los vacunos destetados fue de 0.142, dato muy cercano‘
al limite de negatividad a la prueba de ELISA, y los vacunos crias mostré
valores de densidad Optica de 0.144, dato que se éproxima al control
negativo, que relacionandolo con la especificidad del KIT de ELISA (KIT
IDEXX-USA) con 99.5% de especificidad, indica que este Kit de ELISA

no esta detectando el 0.5% de los animales sometidos a estudio. En lo
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que se refiere a la especie ovina, los adultos muestran una densidad
Optica de 0.142, dato que esta muy cercano a la densidad éptica control
de negatividad del Kit de ELISA, de esto deducimos que estos valores
cercanos a la densidad optica del control negativo pueda ser que se
deba al 0.5% de error que muestra el KIT IDEXX — USA, que a nuestro
parecer se deberia de repetir el andlisis de estos animales a fin de
descartar la verdadera negatividad al virus de la DVB, en lo que respecta
a el resto de los animales sometidos a estudio los valores negativos de
densidad éptica se encuentran muy lejanos al valor de la densidad dptica
del control negativo, que esto atribuimos a el 99.5% de sensibilidad que

muestra el KIT IDEXX — USA.

Comentamos que no se cuenta con informaciones del estado
sanitario de los animales del CIP Carolina, por lo que la no presencia del
virus en los animales muestreados, indica que el virus esta ausente en
este centro de crianza ganadera, y si es que se presentara algin
problema respiratorio en estos animales del CIP Carolina no se deberia
a la presencia del virus de la diarrea viral bovina, mas al contrario se
deberia a problemas respiratorios bacterianos o parasitarios, puesto que
los efectos de mayor relevancia del virus de la DVB son a nivel
respiratorio como complejo respiratorio propiamente dicho y a nivel de
tracto genital pueden ocasionar reabsorcion embrionaria, muerte
embrionaria o aborto, que esta estaria influenciada por la cepa del virus

de la DVB
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA.- En el centro de investigacion y produccién Carolina de la
ciudad Universitaria, la presencia de la Diarrea Viral Bovina segun la
prueba aplicada para la deteccién de anticuerpos ELISA, el virus de la
diarrea viral bovina no esta presente en bovinos, alpacas, y ovinos,

mostrando una prevalencia cero por ciento para los anticuerpos virales.

SEGUNDA.- Segun factores de riesgo por clase animal y especie
animal, el virus de la diarrea viral bovina no esta presente en el CIP
Carolina, por haberse obtenido valores de densidad optica al KIT de

ELISA — IDEXX — USA - iguales/inferiores a 0.148.



VI. RECOMENDACIONES

PRIMERA.- Los animales que dieron valores de densidades Opticas iguales
y/o cercanas al limite control de densidad Optica negativo al ELISA, se
recomienda repetir la prueba de ELISA en estos animales, puesto que la

especificidad del KIT — IDEXX — USA es de 99.5%.

SEGUNDA.- Efectuar los programas de control en el CIP Carolina, a fin de
no introducir animales portadores del virus de la diarrea viral bovina al hato,
sin que previamente no se haya realizado con su suero la prueba de ELISA
y de como negativo a la diarrea viral bovina (DVB), recomendacion muy

importante que le hacemos extensiva a los criadores.
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ANEXOS



ANEXO 1
DIAGNOSTICO DE DIARREA VIRAL BOVINA

FECHA DE INFORME  : 15/09/2010

REFERENCIA : B22/8 - 10
DIAG : 1139
FECHA DE ENVIO : 18/08/2010
L ESPECIE | CLASE | DENSIDAD 1 RESULTADO BVD -
N A | | VALORMP e e
0 | "ANIMAL | ANIMAL | “OPTICA | . | SR.
Alpaca Cria 70,126 20,02 "Negatvo'
Alpaca Cria 0,123 -0,02 “Negativo”
Alpaca Cria 0,112 -0,03 “Negativo”
4 _ Alpaca Cria 0,108 -0,04 “Negativo”
.5 Alpaca Cria 0,087 -0,05 “Negativo”
6 Alpaca Cria 0,105 -0,04 “Negativo”
= 7 Alpaca Cria 0,105 -0,04 “Negativo”
‘8 B Alpaca Cria 0,122 -0,02 “Negativo”
-9 Alpaca Cria 0,117 -0,03 “Negativo”
10 Alpaca Cria 0.114 20,03 "Negativo’
At Alpaca Cria 0,112 -0,03 “Negativo”
—42 | Alpaca | Destetado 0,106 20,04 "Negativo’
13 Alpaca Destetado 0,092 -0,05 “Negativo”
‘ 1A-l4 Alpaca Destetado 0,107 -0,04 “Negativo”
| "15’ Alpaca Destetado 0,105 20,04 “Negativo”
1 6 Alpaca Destetado 0,112 -0,036 “Negativo”
17 ' Alpaca Destetado 0,116 -0,03 “Negativo”
18 Alpaca | Destetado 0,114 20,03 "Negativo”




I . Alpaca Destetado 0,112 -0,03 “Negativo”

: 20 Alpaca Destetado 0,109 -0,03 “Negativo”
21 Alpaca Destetado 0,094 -0,05 “Negativo”
" 22 | Alpaca | Destetado 0,112 20,03 “Negativo®

: '1 f 23 Alpaca Destetado 0,114 0,03 “Negativo”
24 | Alpaca | Destetado 0,117 0,0 “Negativo’

— % Alpaca | Destetado 0,122 20,02 “Negativo’
= 26 Alpaca Destetado 0,114 -0,03 “Negativo”
= 27 Alpaca Destetado 0,122 20,02 “Negativo"
28 < Alpaca Adulto 0,123 -0,02 “Negativo”

7 Alpaca Adulto 0,112 -0,03 “Negativo”

Alpaca Adulto 0,133 -0,01 “Negativo”

a1, T Apaca Aduito 0,125 20,02 "Negativo’

= 32 h | Alpaca Aduito 0,128 -0,02 “Negativo”
33 Alpaca Adulto 0,125 0,02 “Negativo”
= 34 Alpaca Aduilto 0,126 -0,02 “Negativo”
.35 .| Alpaca Adulto 0,123 0,02 “Negativo”
35 “ l: Alpaca Adutto 0,119 -0,03 “Negativo”
\“ 37 Alpaca Adulto 0,107 -0,04 “Negativo”
r‘:'é‘él '. Alpaca Adulto 0,140 20,01 “Negativo’

o 39 Alpaca Adulto 0,125 -0,02 “Negativo”
'\49; 1 T Alpaca Adutto 0,127 -0,02 “Negativo”




DIAGNOSTICO DE DIARREA VIRAL BOVINA

FECHA DE INFORME  : 15/09/2010
REFERENCIA : B22/8 - 10
DIAG : 1139
FECHA DE ENVIO : 18/08/2010
| ESPECIE | = CLASE | DENSIDAD | ~ | RESULTADO BVD
T Ovino —Cra | 0414 0,03 “Negativo”
-2 : Ovino Cria 0,121 -0,02 “Negativo”
3 Ovino Cria 0,116 -0,03 “Negativo”
\ 4 ‘ Ovino Cria 0,115 -0,03 “Negativo”
) ":5"' . Ovino Cria 0,103 -0,04 “Negativo”
‘ 6 Ovino Cria 0,115 -0,03 “Negativo”
7 Ovino Cria 0,146 0,00 “Negativo”
8 Ovino Cria 0,128 -0,02 “Negativo”
}' 9 Ovino Destetado 0,145 0,00 “Negativo”
: 10 | Ovino Destetado 0,154 0,01 “Negativo”
BTN T ovino Destetado 0,127 -0,02 “Negativo”
12 : Qvino Destetado 0,114 -0,03 “Negativo”
13 Ovino Destetado 0,102 -0,04 “Negativo”
| 14, - Ovino Destetado 0,130 -0,02 “Negativo”
- 15‘  Ovino Destetado 0,130 -0,02 “Negativo”
16 Ovino Destetado 0,137 20,01 "Negativo’
17 Ovino Adulto 0,145 0,00 “Negativo”
18 Ovino Adulto 0,162 0,01 “Negativo’




19 .| Ovino Adulto 0,133 -0,01 “Negativo”

- 20 Ovino Adulto 0,127 -0,02 “Negativo”
21 ) Ovino Adulto 0,127 -0,02 “Negativo”
- 22 Ovino Adulto 0,137 -0,01 “Negativo”
. :l\ 23 Ovino Adulto 0,130 -0,02 “Negativo”
24 Ovino Adulto 0,144 0,00 “Negativo”
25 Ovino Adulto 0,140 -0,01 “Negativo”
B 26 : : Ovino Adulto 0,137 -0,01 “Negativo”

,' 27 Ovino Adulto 0,142 -0,01 “Negativo”
o 28:-_' Ovino Adulto 0,134 20,01 “Negativo’
E 29 Ovino Aduito 0,130 -0,02 “Negativo”
30 Ovino Adulto 0,147 0,00 “Negativo”
31 ( Ovino Adulto 0,136 -0,01 “Negativo”
32 Ovino Adulto 0,145 0,00 “Negativo”

“ 33 Ovino Aduito 0,147 0,00 “‘Negativo”

) 34 V‘ Ovino Aduito 0,141 -0,01 “Negativo”
35 R Ovino Adulto 0,147 0,00 “Negativo”
36 | ovino Adulto 0,139 20,01 “Negativo”
 “ 37 Ovino Adulto 0,152 0,00 “Negativo”
38 . Ovino Adulto 0,163 0,01 “Negativo”
39 ” Ovino Adulto 0,141 -0,01 “Negativo”

- 40 ‘ Ovino Adulto 0,162 0,01 “Negativo”




DIAGNOSTICO DE DIARREA VIRAL BOVINA

FECHA DE INFORME  : 15/09/2010

REFERENCIA : B22/8 - 10
DIAG : 1139
FECHA DE ENVIO : 18/08/2010
T | ESPECIE | CLASE | DENSIDAD | | RESULTADOBVD
N oo L7 | VALORMIP S
S| AwmaL | awmaL | ooPmica f T SR
T Vawme | Cra 0,175 | 0,02 ““Negativo’
2 | Vawuno Cria 0,135 20,01 “Negativo’
3 ' Vacuno Cria 0,162 '0,01 “Negativo”
| 4  | Vacuno Destetado 0,118 -0,03 “Negativo”
- 5 ~. Vacuno Destetado 0,124 -0,02 “Negativo”
— v6 , ‘ : Vacuno Destetado 0,134 -0,01 “Negativo”
T - Vacuno Adulto 0,173 0,02 “Negativo”
8 | Vacuno Adulto 0,111 20,03 *Negativo"
.9 [ Vacuno Adulto 0,103 -0,04 “Negativo”
70 ) ™ Vacuno Adulto 0213 0,06 “Negativo’

. Controles |

. Defisidad Optica | Resultado - Leciura

~ Comtol() | 0148 | ‘“Negatvo’

"~ Control (V) 1.268 “Negativo”
SR e - Sero —Reactor
BVD : Diarrea Viral Bovina
M/P . : Cociente de muestra con respecto al control positivo (M/P) para cada muestra.

Material y Método empelado: ELISA indirecta, deteccion de anticuerpos, KIT IDEXX - USA




ANEXO 2

TRABAJO DE LA TOMA DE MUESTRAS

Ganado ovino seleccionado para la toma de muestras.



Toma de muestra en ovinos

Toma de muestra en alpacas.



ANEXO 3
MUESTRAS Y TRABAJO EN LABORATORIOS
: o l \ o

i i T .
Muestras tomadas de sangre

Viales con suero



Konzentrat 1 10x Cancentrate / 10% Concer®y
»

e
Eonsanrs 1ox

An N, 33-058)
R RS
\ash Coneenlrate (x10)
Waschkonzenlrat (X10)
Solation de lavage (x10).

[Ty

n de anticuerpos




Placas de microtitulacién taiadas con anﬁ'genos



