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|. INTRODUCCION

La producciéon de ganado lechero en nuestro medio se ve afectada por un gran
namero de agentes infectocontagiosos que ocasionan un serio problema en el
desarrollo fisico y productivo del hato lechero, llegando a ocasionar pérdidas

econdmicas en la produccion.

Dentro de estos agentes se encuentran los virus de los cuales el virus de la
diarrea viral bovina (VDVB), el cual ocasiona grandes pérdidas debido a los
problemas reproductivos tales como: reabsorcion embrionaria, momificacion abortos
en el dltimo tercio de la gestacion, terneras que nacen con deficiencias

inmunoldgicas y un desarrollo fisico normal.

Generalmente, el impacto econémico que ocasiona esta enfermedad virica ha

llevado a realizar estudios inmunoldgicos, fisiopatologicos y/o epidemioldgicos.

Actualmente, la importancia del recurso de pruebas de laboratorio han llegado a
ser una herramienta de gran importancia para el médico veterinario, una de ellas es
la técnica de ELISA, la cual es una prueba que se esta empleando para la deteccion
de animales seropositivos a VDVB facilitando de esta manera medir los niveles de

anticuerpos o antigenos presentes en los animales sospechosos a la enfermedad.

Con el presente estudio, se pretende determinar la presencia de diarrea viral
bovina y la presencia de hembras persistentemente infectadas con el virus en un
hato lechero de una finca del municipio de Tecpan, Guatemala. A la vez se
determinara el efecto pre y post vacunacion en terneras de remplazo por medio de la
prueba de ELISA, con la finalidad de dar a conocer el estado inmunologico y

epidemioldgico del hato lechero presente en esta localidad del pais.



Il. HIPOTESIS

Existe correlacidon positiva entre la serologia a Diarrea Viral Bovina de la madre con

la de hija.



lll. OBJETIVOS

3.1 General

Contribuir al diagnéstico de enfermedades de tipo reproductivo en ganado
bovino lechero.

3.2 Especificos

Determinar la presencia de anticuerpos al nacimiento, pre y post vacunacién
contra Diarrea Viral Bovina en terneras de remplazo por medio de la prueba de
ELISA.

Comparar el historial de vacunacion y la serologia de diarrea viral bovina en las
madres, comparando con los resultados de la serologia de las hijas, para
identificar las terneras PI.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Diarreaviral bovina
4.1.1 Definicidn

Enfermedad viral infecciosa de curso agudo, que se caracteriza por producir
hemorragias y erosiones en las mucosas oral, gastrica e intestinal, ademas de
diarrea. La diarrea viral bovina ocurre mas a menudo en ganado joven principalmente
entre los 6 a 24 meses de vida, y generalmente se acomparfa de lesiones mucosas

tipicas y con una mortalidad alrededor de 4-8%. (3, 4, 11,16)

El virus BVD (Bovine Virus Disease), causante de la enfermedad de la Diarrea
Viral Bovina, es uno de los patdgenos mas comunes de los bovinos en el mundo,
asociado a varias formas clinicas, que van desde una infeccién inaparente hasta una

fatal denominada Enfermedad de las Mucosas. (14,16)

Para comprender el mecanismo de la enfermedad es esencial dos conceptos: el
primero, existen dos biotipos del virus BVD, el biotipo citopatogénico (CP) y el no
citopatogénico (NCP); el segundo concepto, existen dos poblaciones de bovinos, los
bovinos infectados persistentemente vy, los bovinos "normales” libres de la infeccion.
(14,16)

Ambos biotipos del virus se diferencian a nivel molecular y en el laboratorio
por su caracteristica en los cultivos celulares. Los dos biotipos producen la
enfermedad de la Diarrea Viral Bovina en sus diversas formas clinicas, pero, el
biotipo NCP es el que induce la infeccion persistente, con la condicion que el virus
pase al feto a través de la placenta durante los primeros 4 meses de gestacion;
cuando esto ocurre, el feto nace infectado con el virus NCP y quedara infectado de
por vida. (14,16)



4.1.2 Agente etiolégico

Es una enfermedad viral producida por el virus BVD miembro del género
pestivirus conjuntamente con los virus del colera porcino y de la Enfermedad de la
Frontera (BD) que afectan al porcino y ovino respectivamente. Hasta hace poco, el
género pestivirus fue uno de la Familia Togavidae, pero a la luz de los conocimientos
en lo referente a la estructura molecular y modo de replicacion de su genoma
semejante a los virus de la familia Flaviridae, fue propuesto ante el Comité
Internacional para la Nomenclatura de los Virus para ser reubicado dentro de la
familia Flaviridae. (10,16)

Recientemente ha sido aceptada la propuesta y el género pestivirus ahora

pertenece a la Familia Flaviridae. (4, 14)

La clasificacion del virus de la diarrea viral bovina se menciona de la siguiente

manera:

e Familia Flaviviridae

e Género Pestivirus

e Especies: Virus de la Peste Porcina Clasica (VPPC)

¢ Virus de la enfermedad de la frontera (VEF)

e Virus de la Diarrea Viral Bovina genotipo 1 (VDVB-1)

¢ Virus de la Diarrea Viral Bovina genotipo 2 (VDVB-2). (2)

4.1.2.1 Virusy biotipos

Es un pequefio virus envuelto, con un genoma que consiste en una banda
simple de RNA. Presenta 2 biotipos citopatogenico y no citopatogenico. El virus de
DVB nc no causa efecto citopatico en los cultivos celulares, mientras que el biotipo

de virus de DVB C, si lo causa. El virus de DVB no citopatogenico persiste en la



poblacion bovina (principalmente en los terneros Pl) y da lugar luego al virus de DVB
biotipo C, a través de varios fendbmenos de mutacion. El virus de DVB biotipo
citopatogenico también puede originarse a través de la recombinacion con otras

cepas de virus de DVB por ejemplo cepas vacunales vivas atenuadas. (1, 2,16)

Figura 1. Virus diarrea viral bovina.

llustracién de r;s'o
Fuente: (2)
4.1.2.2 Variabilidad

La principal caracteristica de este virus es su variabilidad genética y antigénica.
La caracteristica principal de un virus ARN es su plasticidad y ésta se debe a la falta
de una exonucleasa eficiente para corregir las bases mal incorporadas, ocasionando
una sustitucion de base de alta frecuencia (1 error por cada 10.000 nucledétidos
polimerizados). El vDVB usa esta estrategia para sobrevivir, originando cepas
mutantes que escapan a la respuesta inmunologica del hospedador. El cruce de
especies crea otra oportunidad para la diversificacion, ya sea por adaptacion al
nuevo hospedador o por evolucion divergente. Sin embargo, el virus DVB aislado de
cerdos y ovejas tiene caracteristicas bioldgicas y antigénicas similares a los aislados
del bovino. (7)

Otra posible causa para la variabilidad es la oportunidad para la mutaciéon que

ofrecen los prolongados periodos de replicaciébn en animales persistentemente in-



fectados. Sin embargo, esta ultima posibilidad no parece suceder con el vDVB
Bolin y Ridpath (1992) demostraron que nuevas variantes antigénicas se originan
durante el pasaje del virus en bovinos susceptibles que desarrollan una infeccion
aguda. (7)

4.1.2.3 Clasificaciéon

La clasificacion del vDVB es dificil, debido a su variabilidad genética y
antigénica y a su estrecha relacion con otros miembros del género Pestivirus (virus
de la peste porcina clasica y virus de la enfermedad de la frontera del ovino). Los
hospedadores en que eran aislados los Pestivirus fueron las bases iniciales para
su subdivisién. Asi, los Pestivirus que eran aislados del cerdo, ovino y bovino se
los clasificaba como virus de la peste porcina clasica, virus de la enfermedad de la
frontera y vDVB, respectivamente. Sin embargo, este criterio de clasificacion es
poco fiable debido a que los Pestivirus cruzan facilmente la barrera de especie.
(7,16)

4.1.2.4 Genotipificacién

Es el método aceptado para clasificar a los Pestivirus. Bajo este sistema de
clasificacion el vDVB se agrupa en 2 genotipos: Genotipo 1 y Genotipo 2. El genotipo

| del vDVB puede ser dividido en al menos 11 genogrupos. (7)

4.1.3 Prevalenciay distribucién geografica

Las infecciones por VDVB tienen una amplia distribucion en el mundo, aunque
el grado de difusidon varia entre regiones y paises. La prevalencia de seropositivos,
en los paises donde ha sido evaluada, varia entre 50 y 90%. Los titulos de

anticuerpos generados por los bovinos, infectados naturalmente con el



VDVB, disminuyen lentamente y por lo comUn permanecen toda la vida del animal.
(11)

4.1.4 Epidemiologia
4.1.4.1 Prevalencia de lainfeccién

Esta enfermedad tiene una distribucion mundial, en América del sur los mas
afectados son: Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Perd y Uruguay. En América
Central: Guatemala, Costa Rica, Panama. En Europa hay paises con control sin
vacuna: Suecia, Noruega, Finlandia y Dinamarca y la infeccion 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 (PI) y 60 a 80% de bovinos seropositivos. (2, 8, 9)

A continuacién se presenta el mapa publicado por la OIE de acuerdo a la

distribuciéon de la enfermedad de la diarrea viral bovina a nivel mundial.

Figura 2. Distribucién geografica diarrea viral bovina.
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4.1.4.2 Hospedador

Los Pestivirus infectan naturalmente s6lo a los ungulados del Orden
Artiodactila. Los Pestivirus rumiantes infectan a porcinos, bovinos, ovinos, caprinos,
alpacas, llamas, camellos, bufalos de agua 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. (7,16)

4.1.4.3 Fuente de infeccidén

La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son los
bovinos PI. Ellos eliminan continuamente durante toda su vida grandes cantidades
del virus en secrecidén 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.
(7,16)

4.1.4.4 Modo de transmisién

Generalmente, la transmision puede ser vertical u horizontal, por contacto

directo o indirecto. (7,16)

° Transmision vertical

La infeccion transplacentaria ocurre en hembras susceptibles infectadas
durante la prefiez. Si el feto es infectado por biotipos NCP antes de adquirir
competencia inmunologica (antes del dia 125 de gestacion, aproximadamente)
desarrollard una infeccion persistente. Pese a la elevada tasa de mortalidad de los
animales Pl en su primer afio de vida (mas de 50%), muchos alcanzan la madurez

sexual y se reproducen. Hembras Pl siempre dan terneros Pl. La transmision



vertical también ocurre luego de la transferencia embrionaria si el receptor es PI, o la

vaca donante es Pl y no se realiza el correcto lavado del embrién. (7,16)

Generalmente, el lavado embrionario o como también se le conoce como
produccién de embriones en vivo, se define como el procedimiento en la cual la vaca
es inducida a una ovulacion mdultiple, acompafada de una serie de inseminaciones,
para luego realizar un lavado intrauterino que permite la recuperaciéon de los
embriones producidos dentro del utero de la hembra. Estos embriones son lavados,
valorados, identificados y clasificados para ser congelados y/o transferidos en fresco
a receptoras ya sincronizadas y aptas para recibir el embrion. (5, 12,16)

. Transmision horizontal

El contacto directo con animales PI, especialmente contacto nariz—nariz, es el
modo mas eficiente de transmisidon en condiciones naturales. El contacto directo con

animales que cursan una infeccion aguda también puede transmitir el virus. (7,16)

4.1.4.5 Transmisidn entre rebarfios

Generalmente, la principal forma de introducir el virus a un rebafio susceptible
es a través de la adquisicion de bovinos Pl o hembras que transportan fetos PI. Otras
vias de introduccion son: el uso de vacunas vivas, semen contaminado, cohabitacion

con ovinos, transferencia embrionaria y el contacto con bovinos con infeccién aguda.

(7)

4.1.4.6 Transmision dentro del rebafio

La tasa de transmision dentro del rebafio depende de la forma de introduccion

del virus al mismo. Cuando un animal Pl es introducido a un rebano, la trans-

10



mision a animales susceptibles ocurre rapidamente a la mayoria de los animales del
rebafio. Por el contrario, cuando la infeccion se inicia por un bovino con infec-
cion aguda o por alguna otra via que inicie una infeccion aguda, la transmision es de
corta duracion y solo incluye un pequefio porcentaje del rebafio antes que la
transmision cese. El sistema de produccion y la virulencia de la cepa también
participan en la tasa de transmision. La diseminacion es més eficiente en sistemas
de produccion que permiten un estrecho contacto entre animales y con cepas

virulentas. (7)

4.1.5 Patogenia

Después del contacto con membranas mucosas de la boca o nariz, la
replicacion ocurre en células epiteliales con una predilecciébn por las tonsilas
palatinas, especialmente células epiteliales de la cripta. El virus presenta tropismo
por células mitéticamente activas como: linfocitos, fagocitos mononucleares y células
epiteliales. Se ha especulado que el biotipo cp se replica en la mucosa nasal en
titulos mas altos que el biotipo ncp, resultando en una eficiente diseminacion en

animales susceptibles. (14, 15)

La replicacion comienza con la adhesiébn a la membrana plasmatica y
penetracién en la célula, parece ser que el receptor especifico es una proteina de
superficie de 50kD de las células, por mediacion de la proteina de envoltura E2.
Ademas ocurre fusion de la envoltura con la membrana endosomal - dependiente de
pH, el virus ingresa al citoplasma mediante endocitosis mediada por receptor y libera
su genoma en el citosol. La diseminacién ocurre a través del virus libre en el suero o
leucocitos infectados con el virus, particularmente linfocitos, monocitos, linfoblastos

circulantes y células precursoras de macrofagos. (14, 15)

4.1.5.1 Patogénesis de la presentacion aguda

La forma aguda se presenta en animales seronegativos, en especial animales
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entre 6 y 24 meses de edad y es causada, en su mayoria, por virus DVB no
citopatogenico. Puede afectar el sistema respiratorio y digestivo, resultado de la
difusién activa del virus. La infeccion secundaria o mixta con otros patdégenos es
de presentacidon comun. Se ha demostrado que el subtipo Id (VDVB genotipo |
subtipo d) induce enfermedad respiratoria primaria. Se le ha atribuido un efecto
sinérgico con el virus sincitial respiratorio bovino. Clinicamente los animales que
desarrollan la forma aguda presentan: fiebre de 41 - 42 °C, aumentada leucopenia,

descarga nasal y ocular, erosiones en la mucosa oral y a veces diarrea. (14, 15)

4.1.5.2 Infeccién neonatal

El ternero puede infectarse en la etapa perinatal, es decir en el dltimo periodo
de la gestacion o después de nacer, desarrollando luego una severa
enteritis a veces fatal; por lo tanto, es posible que BVD juegue un rol en la
presentacion de la enfermedad entérica en terneros recién nacidos. Los
anticuerpos que el ternero recibe de la madre a través del calostro y leche se
agotan entre los 105 a 230 dias de edad, después del cual el incremento del titulo
de anticuerpos puede ser debido a una infeccion natural o a la vacunacion. (14,
16)

4.1.5.3 Infeccién venérea

El semen del toro infectado durante la etapa fetal o de toros con infeccion
aguda, contiene virus BVD. En este caso, los espermatozoides tienen una
motilidad disminuida y puede también presentar anormalidades morfologicas. Sin
embargo, el virus afecta la fertilizacion y no a la concepcion, caracterizandose por
repeticiones de celo e incrementando entonces el numero de servicios por
concepcion. Este problema puede ser pasajero y eliminarse cuando la vaca

adquiere inmunidad contra el virus. (14)
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La comercializacion de germoplasma y la transferencia de embriones fueron en
sus inicios potenciales medios de transmision de BVD pero actualmente estos
riegos son minimos si el germoplasma proviene de industrias con buen control

sanitario. (14)

4.1.5.4 Infeccion transplacentaria

El impacto econdmico de la infeccion fetal por el virus BVD es de gran signi-
ficancia en el ganado lechero. Si una vaca prefiada susceptible es infectada por el
virus BVD, puede desarrollar la forma subclinica o la aguda, existiendo la gran po-
posibilidad que el virus atraviese la placenta e infecte al feto. El efecto del virus en el
feto depende del periodo gestacional y del biotipo de virus infectante. Los efectos del

virus en el feto pueden ser:

1. Reabsorcion embrionaria, si la infeccion ocurre antes de los 45 dias aproxima-
damente. (14,16)

2. Si la infeccion es entre los 50 a 100 dias de vida puede ocurrir muerte fetal
seguida por aborto o momificacion fetal y la expulsién del feto es frecuente-

mente semanas 0 meses después. (14,16)

3. Si la infeccion es entre los 100 a 150 dias de vida fetal ocurren los defectos
congénitos debido a que en este periodo de vida fetal estd completandose el
desarrollo del sistema nervioso central y la capacidad de la respuesta inmu-
nolégica del feto; algunas de las lesiones teratogénicas son microftalmia,
catarata, hidrocéfalo, hipoplasia del cerebelo, aplasia del timo, hipoplasia
pulmonar, alopecia, etc. (14,16)
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Figura 3. Catarata.

Fuente: Elaboracion propia

4. Inmunotolerancia al virus BVD (ausencia de respuesta inmune del feto), esta
condicion ocurre cuando el feto es infectado dentro de los 125 dias de la
gestacion, es decir, antes del completo desarrollo del sistema inmunolégico. La
inmunotolerancia, al virus BVD conlleva a una infeccién persistente y esta

asociada a la infeccion con el biotipo NCP. (14)

5. Una infeccién con el virus BVD puede también dar lugar a terneros con
crecimiento retardado que se manifiesta por debilidad y falta de desarrollo

corporal. (14)

6. La infeccién con el virus BVD en el ultimo periodo de la gestacion puede no
causar dafno al feto, ya que entonces es inmunocompetente y puede responder
con los anticuerpos neutralizantes. El ternero entonces, es normal y tiene

anticuerpos contra el virus BVD al momento de nacer. (14)

4.1.5.5 Infeccion persistente

La mayoria de los terneros con infeccibn persistente nacen de vacas
normales susceptibles que fueron infectadas con el biotipo NCP durante los 4
primeros meses de gestacion (120-125 dias), pero también las vacas con infeccion
persistente dan crias con la misma condicion; pudiendo generarse en un hato
clones de animales persistentemente infectados. Un ternero que nace

con infeccion persistente se caracteriza por el aspecto prematuro; estos terneros son
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vulnerables por los procesos respiratorios y entéricos, y el 50% usualmente mueren
durante el primer afio de vida. Sin embargo, algunos pueden tener apariencia normal
y llegar hasta la edad reproductiva. Estos animales son los reservorios y
diseminadores del virus y son particularmente susceptibles a desarrollar la forma
clinica de Enfermedad de las Mucosas, de caracter fatal. Afortunadamente la
ocurrencia de estos terneros no es muy frecuente; en USA por ejemplo, es de 1 a

2%, aungue puede ser mayor en algunos hatos. (14)

Los animales con infeccidon persistente pueden ser identificados mediante
pruebas serolégicas y por aislamiento del virus a partir de leucocitos y/o suero

sanguineo colectados a intervalos de 3 6 mas semanas. (14)

Aproximadamente entre el 1 y el 2% del ganado de una poblacion esta
infectado de forma permanente; muchos terneros virémicos sobreviven hasta la
madurez sexual y se retienen para reproduccion. Los terneros nacidos de estas
madres infectadas son siempre persistentemente virémicos, y a menudo son
débiles en el momento de nacer y no se desarrollan. Los animales virémicos
persistentes son una fuente continua de virus infeccioso para el resto del ganado,
y por tanto se requiere su identificacion rapida y su retirada de la manada. En los
animales para comercio, se debe comprobar la ausencia de viremia DVB

persistente. (18)

Los toros con infeccién persistente generalmente tienen un semen muy
infeccioso de baja calidad y, en consecuencia, una fertilidad reducida. Todos los
toros destinados a inseminacién natural o artificial deberian ser sometidos a pruebas
para detectar infeccion persistente de DVB. (18)

4.15.6 Malformaciones

El VDVB es capaz de cruzar la placenta asi como barrera hematoencefa-
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lica fetal, produciendo diversas lesiones en el sistema nervioso central (principal-
mente cerebelo); la severidad en las lesiones se incrementa con la edad del feto al
momento de la infeccibn. También se ha reportado deformacién esquelética
(miembros posteriores, frontales doblados, braquignatismo mandibular, alopecia y

anormalidades en cabeza y mandibula) (Figura 4). (15)

Figura 4. Deformacién congénita (deformidad craneanay braquignatismo)

Fuente: (15)

4.15.7 Enfermedad de las mucosas

La enfermedad de las mucosas es una forma de la BVD no muy frecuente y
se presenta usualmente en animales de 6 meses a 2 aflos de edad. La forma
severa se caracterizada por diarrea sanguinolenta y mucus, deshidratacion,
severa leucopenia y muerte dentro de los pocos dias de presentar los signos
clinicos. Las lesiones macroscopicas mas saltantes en este caso son las Ulceras y
erosiones de la mucosa del tracto digestivo. La mortalidad puede alcanzar al 50%.
(14,16)

Esta forma clinica ocurre cuando hay coinfeccion o superinfecciéon con el
biotipo CP. La fuente del virus CP coinfectante puede ser un virus de campo o
virus vacunal o un virus que resulta por mutacion del virus NCP (dentro del
animal), causante de la infeccién persistente. Esta condicion al parecer ocurre

cuando el virus CP coinfectante o superinfectante y el virus NCP se combinan
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perfectamente. Se debe puntualizar que no siempre las asociaciones de los biotipos
NCP y CP dan como resultado la enfermedad de las mucosas, concepto que ha sido

demostrado experimentalmente. (14,16)

Figura 5. Enfermedad de las mucosas.

BVD no

citopética BVD
citopética
Becerro tolerante, Enfermedad de
con infeccién las mucosas
BVD persistente
citopética
e Anormalidades
m congénitas
BVD
B::r‘mz citopética
B

Diarrea viral
o infeccién
persistente

Fuente: (15)

4.15.8 Diarreaviral bovina crénica

Esta forma es una secuela de la E.M. o de la forma aguda de BVD y se
caracteriza porque el animal presenta una diarrea intermitente, ulceraciones en la
cavidad buconasal, en los espacios interdigitales, debilitamiento y muerte, después

de semanas o0 meses de sufrir la enfermedad. (14)

4.1.5.9 El virus BVD Yy el complejo respiratorio bovino

El virus BVD es parte importante del Complejo Respiratorio Bovino, por ser

un agente inmunosupresor debido a la afinidad por el tejido del sistema
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inmunolégico. En general el virus produce atrofia del tejido linfoide, profunda
leucopenia, alteracion en la funcion de las células polimorfonucleares, supresion
de la produccion de interferon y otras disfunciones que favorecen la invasion y
sinergismo de otros microorganismos neumotrdpicos: Pasteurella, Herpes Bovino

1 (IBR), Mycoplasma, etc. que dan lugar a un proceso respiratorio agudo. (14)

4.1.6 Inmunopatologia

Un aspecto importante de la infeccion con VDVB es la aparente afinidad del
virus por el sistema inmune y la inmunosupresién es una de sus principales
caracteristicas. El VDVB parece inducir respuestas mediadas por células T y B;
existiendo una distincion entre respuestas humorales y mediadas por células, lo
gue sugiere la existencia de subpoblaciones de linfocitos T ayudadores 1 (Thl)
y Th2 en la regulacion de las respuestas inmunes especificas dirigidas contra el
VDVB. Esto puede deberse a la afeccion de la funcién de células presentadoras
de antigeno (APC: antigen presenting cells), llevando a una reduccion en la

habilidad para estimular respuestas de las células T. (15)

4.1.7 Signos clinicos

A menudo la enfermedad se presenta de forma subclinica, pero cuando lo hace

de forma clinica, se observa una amplia variedad de signos:

e Fiebre

e Depresion

e Salivacion (a consecuencia de las ulceras)
e Anorexia

e Descarga nasal seromucosa

e Tos

e Polipnea. (4)
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Generalmente, esto da lugar después a diarreas profusas de olor fétido que
pueden contener moco y sangre, esto también a consecuencia de las Ulceras en

estdbmago e intestino. En casos agudos, la muerte se presenta en 48 horas. (4)

La enfermedad puede durar de 3 a 7 semanas y hasta varios meses de forma
intermitente, provocando que el ganado quede anoréxico a consecuencia del dafio

causado a nivel de las mucosas, recuperandose gradualmente. (4)

En algunas ocasiones se puede complicar con infecciones secundarias como
necrobacilosis o micosis. En el 10% de los casos se presenta cojera, enrojecimien-
to con inflamacion de la piel y tejidos subyacentes de la pezufia, cursando frecuen-
temente con laminitis. En hembras gestantes lo mas notable es la presencia de
abortos. (4)

4.1.8 Diagnostico

Debido al amplio tipo y severidad de lesiones inespecificas, en ocasiones solo
evidenciadas por microscopia, el diagnéstico se basa Unicamente en el
aislamiento del virus o deteccion del antigeno viral especifico. El objetivo principal
del diagndstico es la deteccion y remocion de bovinos PI, principal fuente de

infeccion y reservorio del virus. (7)

Generalmente, el VDVB a nivel de laboratorio puede llegar a diagnosticarse

mediante los siguientes procedimientos:

Serologia

e Deteccion del virus o componentes virales

¢ Aislamiento viral

¢ Deteccion de antigenos mediante enzimo-inmunoensayo (ELISA)
e Deteccion de antigenos mediante inmunohistoquimica (IHQ)

e Deteccion del acido nucleico viral. (7)
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4.1.8.1 Detecciéon de anticuerpos contra el virus BVD (Diagnostico
seroldgico)

Las pruebas serolégicas nos indicaran la presencia de anticuerpos, sin
indicarnos la cepa involucrada. Estas pruebas son Utiles para cuantificar
anticuerpos posvacunacién, para confirmar la aplicaciéon de la vacuna y una

adecuada respuesta inmune. Entre estas pruebas tenemos:

e Deteccion directa de antigenos virales:

e Técnicas inmunohistolégicas.

e Teécnicas de Inmunofluorescencia.

e Técnica de inmunoperoxidasa.

e Seroneutralizacion en Placa y en embrién de Pollo.
¢ Inmunodifusiéon Radial

e Hemodlisis Radial

¢ Prueba de Hemaglutinaciéon (HA)

e Prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI). (10)

Cuando un animal inmunocompetente es infectado por el virus BVD responde
produciendo anticuerpos, que tienen la finalidad de neutralizar y eliminar al virus del
organismo. La distribucion de anticuerpos en los distintos grupos de edades de
rebafios con animales PI y sin animales PI, determina que existan 5 fases en el ciclo
de infeccion. (6, 14)

1. Fase A: Rebafios con infeccibn aguda sin animales Pl. Solo un pequefio

porcentaje del rebafio sera seropositivo.
2. Fase B: Rebafos infectados con animales Pl menores de 3—4 meses de edad.

La mayoria de los animales estan bajo una infeccion aguda, a una

velocidad variable dependiendo del sistema de produccion.
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3. Fase C: Rebarfos infectados con animales Pl mayores de 3—4 meses de edad.

Usualmente, mas del 90 % del rebafio es seropositivo.

4. Fase D: Rebafios previamente infectados, donde los animales Pl han sido
removidos recientemente. Los animales jovenes seran seronegativos cuando
pierdan sus anticuerpos calostrales a los 6—8 meses de edad. Los animales

adultos permanecen seropositivos.

5. Fase E: Rebafio previamente infectado, donde los animales Pl han sido
removidos hace varios afios. Todos los animales jovenes serdn seronegativos
(excepto algunos terneros con anticuerpos calostrales). Eventualmente el

rebafio se volvera seronegativo. (6, 7)

Estos estudios epidemioldgicos han permitido desarrollar diferentes métodos
serologicos para la deteccion de rebafios con infeccibn activa en bovinos

persistentemente infectados (P1) de manera simple, eficaz y econémica. (6, 7)

Se pueden cometer errores de clasificacion cuando los rebafios poseen
animales Pl muy jovenes, que no han tenido tiempo de infectar a los animales
seronegativos remanentes, cuando los sistemas de explotacion y la virulencia de la
cepa permitan una diseminacion lenta, o si se toma la muestra de animales menores
de 6 meses de edad, los cuales tendran anticuerpos calostrales. Estos problemas se

solucionan repitiendo el examen unos meses despues. (6, 7)

Medir el nivel de anticuerpos en leche almacenada en tanques también
permite determinar el status infeccioso del rebafio y es ampliamente empleado en
paises que estan controlando la enfermedad. Sin embargo, este método no
distingue entre rebafios con animales Pl y rebafios donde dichos animales han

sido recientemente eliminados, debido a que los titulos de anticuerpos en la leche
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declinan lentamente. Se recomienda el uso de este método en las fases finales de un

programa de erradicacion y en la vigilancia de rebafios libres. (6, 7)

4.1.8.2 Deteccidn de antigenos mediante enzimo—-inmunoensayo (ELISA)

La Primera vez que se utilizé ELISA para medir anticuerpos virales fue realizado
por Voller y Bidwell. Es una prueba inmunologica muy sensitiva utilizada para

detectar y medir la cantidad de anticuerpos circulantes. (10)

El nombre ELISA es una abreviacion en inglés que se describe como (Enzyme
Linked Inmuno Sorbent Assay) siendo su traduccion como Ensayo inmunoabsorben-
te ligado a enzimas. ELISA ha sido aplicada para una serie de patdégenos incluyendo
virus, bacterias, micoplasmas y parasitos. Se han sucedido muchas variaciones en la
metodologia del ELISA desde su desarrollo en los afios 60, pero el concepto basico
sigue siendo la deteccion inmunoldgica y la cuantificacién simple o multiple de anti-

genos o anticuerpos de la muestra del paciente (usualmente suero). (10,17)

La prueba de ELISA es altamente sensitiva, pero tiene baja especificidad, pero
es una excelente herramienta de diagndstico porque mide cuantitativamente todos
los serotipos de un antigeno viral determinado. La prueba de ELISA debe ser
utiizada como prueba de monitoreo y posteriormente efectuar una prueba

diagnéstica de serotipificacion. (10,17)

La prueba ELISA convencional es realizada en una microplaca de 96 pozos.
Normalmente estas placas estan fabricadas en poliestireno o polivinilo. La superficie
de los pozos es tratada con especial interés para optimizar la adhesion de la proteina

o “antigenos” a los pozos. (10)

La prueba de ELISA utiliza anticuerpos monoclonales o policlonales para

“capturar” antigenos del vDVB en muestras de sangre. Comparado con el aisla-
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miento viral, es un método réapido y econdmico, por lo tanto, es el método de

preferencia para la deteccion a gran escala de animales PI. (6, 7,17)

Fundamento de la prueba de ELISA

Los pozos en la microplaca sirven como el “fundamento” de la prueba ELISA.
Cuando el suero de prueba que contiene los anticuerpos reconocen al antigeno
agregado, estos anticuerpos se adhieren a los pozos recubiertos de antigeno.
(10,17)

La prueba ELISA deriva su nombre al uso de enzimas (peroxidasas, fosfatasas,
biotin, etc.) que estan ligadas a los anticuerpos especificos. Estos anticuerpos
ligados a enzimas (a menudo llamados conjugados) cuando se juntan a otro
anticuerpo o a un antigeno, se vuelven los “generadores de color” del ensayo.
Cuando una solucion incolora llamada substrato se mezcla con el conjugado, el
substrato transparente se colorea. La cantidad de color puede ser medida con un
lector de placas ELISA. (10,17).

Concepto béasico de la prueba de ELISA

La prueba de ELISA es una prueba colorimétrica, la cantidad de color de cada
muestra es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos
presentes en la muestra (entre mas oscuro esté el pozo con la muestra, mayor es la
cantidad de anticuerpos presentes en esa muestra de suero). La cantidad de color se
mide en un lector ELISA y registrada en Densidades Opticas (D.O.). La D.O. de cada
muestra es comparada con el control positivo para calcular el factor SP (muestra
positiva). El titulo de cada muestra se calcula usando una ecuacion de regresion
lineal y el factor SP. (10,17)

Generalmente, los sistemas ELISA basados en anticuerpos policionales diri-

23



gidos contra varias proteinas y glicoproteinas de cepas antigenamente diferentes,
son capaces de detectar una amplia variedad de vDVB. Este sistema, comparado
con el aislamiento viral, ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (97,9 %
y 99,7 % respectivamente) y es comparable a los sistemas ELISA que utilizan un
pool de anticuerpos monoclonales Por otra parte, los sistemas ELISA basados en un
anticuerpo monoclonal epitope especifico son cuestionables, debido a que su
estrecho rango de especificidad puede fallar en detectar algunas cepas del
vDVB. (6, 7,17)

4.1.9 Prevenciény control

Se debe de vacunar a los terneros entre los 6 y 10 meses de edad y a las vacas
no gestantes. Los animales que estan ya padeciendo la enfermedad deben de ser
aislados. Se deben de tomar medidas de sanitarias efectivas, como lo son
la desinfeccidn de locales, evitar visitas, asi como la eliminacion de vectores. (4)

La vacunacion es una de las herramientas de prevencién y control que da una
ventaja ante las enfermedades virales principalmente. En la actualidad existen dos

tipos de vacunas:

e Virus vivo modificado

e Virus muerto o inactivado. (14)
Vacuna a virus vivo modificado:
Esta tiene la ventaja de producir altos niveles de anticuerpos sin la necesidad
de una segunda dosis, por esta razoén es adecuada para el ganado de crianza

extensiva pero, tiene la desventaja de producir inmunosupresion predisponiendo al

animal a otras infecciones, por ejemplo en animales estresados se incrementa la
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mortalidad por problemas respiratorios; no puede usarse en animales gestantes y
puede revertir a la virulencia causando serios problemas. (14,16)

Vacuna a virus muerto:

Esta tiene la desventaja de requerir una segunda dosis para inducir los
anticuerpos a niveles protectivos, pero es segura, N0 es inmunosupresora y puede
usarse en vacas gestantes. Por las facilidades del manejo esta vacuna es
recomendada en bovinos de explotacion intensiva. En la actualidad existen muchas
marcas comerciales y la tendencia es el empleo de vacunas a virus muertos

polivalentes con dos o0 mas cepas de virus BVD. (14,16)

Entre otras medidas se menciona llegar a lotificar a los animales por edades,
vacunar a las hembras en periodo abierto y a las vaquillas que van por primera vez a

servicio. (4)

La vacunacion en hembras gestantes provoca efectos teratogénicos, las
vacunas modificadas son peligrosas si se usan en vacas gestantes. A la fecha no
se puede especificar con precision el tipo de vacuna ideal en cualquier

circunstancia. (4)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Areade estudio

El presente trabajo se realizd con 40 novillas y sus respectivas madres que se
encuentran en una finca del municipio de Tecpéan, Chimaltenango, Guatemala, el
cual se encuentra a una altura de 2,286 metros sobre el nivel del mar. Es

caracterizado por un clima frio y su espesa niebla al amanecer y el atardecer.

5.2 Materiales
5.2.1 Recursos humanos

e Estudiante investigador.
e Asesores de tesis.

e Personal de la finca donde se realizara la investigacion.

5.2.2 Recursos de campo

e Vehiculo

e Vacuna contra diarrea viral bovina

e Hiela

e Tubos sin anticoagulante color amarillo con gel para separar el suero.
e Algodon

e Alcohol

e Jeringasde 5 cc

e Jeringas de 10 cc

e Ternillera

° Lazos

e Camara fotografica
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e Botas de hule

5.2.3 Recursos de laboratorio

e Prueba de ELISA (microplaca de 96 pozos), siendo los reactivos los que se
presentan a continuacion:

Cuadro No. 1 Materiales utilizados en la prueba de ELISA
REACTIVOS CANTIDAD

Microplacas tapizadas con proteina
P80

Solucién de lavado concentrada (20x) 100 ml.

Solucién Tampén de dilucién 9 120 ml.
Solucién Tampdn de dilucion 1 120 ml.
Control positivo 2 ml.
Control negativo 2 ml.
Substrato TMB 9 60 ml.
Solucion de Frenado 3 60 ml.

Fuente: (13)

5.2.4 Recursos biolégicos

e Suero de 80 animales, 40 novillas y 40 de sus madres de ganado lechero
gue se encuentran en una finca del municipio de Tecpan, Chimaltenago.

e Vacuna contra diarrea viral bovina.
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5.2.5 Recursos de escritorio

Libreta de apuntes.
Computadora.

Impresora.

5.2.6 Centros de referencia

Biblioteca central de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Bibliotecas particulares y docentes.

Paginas de internet.

5.3 Metodologia

Se tomo6 en cuenta el historial de vacunaciéon del hato asi como de las madres

con problemas reproductivos.

La investigacién se realiz6 por medio de:

Toma de muestras de sangre de las madres con problemas
reproductivos.

Toma muestras de sangre de las terneras de una a dos semanas de
edad.

Se aplicé vacunas contra diarrea viral bovina Unicamente a las terneras de
dos meses de edad.

Se volvio a tomar muestras de sangre a las 4 semanas post vacunacion.
Los sueros obtenidos de madres y terneras se analizaron con la prueba

serologica de ELISA para detectar anticuerpos contra Diarrea Viral
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Bovina, por lo que se espero que las terneras y sus respectivas madres
obtuvieran resultados negativos a la prueba, ya que no hay presencia de
anticuerpos.

e Se compararon resultados seroldgicos pre y post vacunacion.

5.3.1 Muestra

Se sometieron a examen serolégico 120 muestras de sueros, 40 de terneras y
40 de sus respectivas madres y otra toma de muestras post vacunacion solo de las
40 terneras de una finca del municipio de Tecpan, Chimaltenango, Guatemala,
tomandose una cantidad de 5 ml de sangre, para poder llegar a repetir la prueba, en

caso sea necesario.

5.3.2 Linea de lainvestigacion

Técnicas de diagndstico y vigilancia epidemioldgica, enfermedades infecto-
contagiosas.

5.4 Técnica de diagndstico

e Prueba de ELISA (microplaca de 96 pozos)

e El titulo de cada muestra se calculdé usando una ecuacién de regresion lineal y

el factor SP, generalmente, es un método que el lector lo da.

5.5 Método estadistico

El diseiio es un estudio de caso, que fué de tipo descriptivo de corte
longitudinal y se analizé utilizando la prueba Wilcoxon para 2 muestras

independientes.
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Disefo estadistico

Estudio descriptivo de tipo longitudinal.

Analisis estadistico

Variables a analizar:

Serologia a Diarrea Viral bovina (positiva o negativa)

Se us6 una prueba de Wilcoxon para dos muestras dependientes y la prueba no
paramétrica de Friedman para la correlacion de las serologias entre madre e hija y

los resultados pre y post vacunacion.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 el total de 40 sueros sanguineos de terneras provenientes de madres
serolégicamente positivas a DVB. Los resultados se presentan en el cuadro 2 y gréfica 1. En
el cual podemos observar que 33 de las terneras dieron resultado positivo para un 82.5%, y
las 7 terneras restantes dieron negativo para un 17.5%.

Cuadro 2. Determinacion de la presencia de anticuerpos contra VDVB
mediante ELISA a 40 terneras pre vacunacion

Positivas Negativas

33 (82.5%) 7 (17.5%)

Fuente: elaboracién propia

Figura No. 6. Resultados de la determinacién de la presencia de anticuerpos
contra el VDVB a 40 terneras (2 semanas de edad), mediante ELISA

B 7 NEGATIVAS
(17.5%)

W 33 POSITIVAS
(82.5%)

Fuente: elaboracién propia
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Cuadro No. 3. Determinacion de la presencia de anticuerpos contra VDVB
mediantes ELISA a 40 terneras 21 dias post vacunacion

Positivas Negativas

14 (35%) 26 (65%)

Fuente: elaboracion propia

Figura No. 7. Determinacion de la presencia de anticuerpos contra el VDVB
mediante ELISA a 40 terneras 2 meses 21 dias de edad

W 14 POSITIVAS
(35%)

W 26 NEGATIVAS
(65%)

Fuente: elaboracion propia

Cuadro 4. RESULTADOS. GUATEMALA OCTUBRE 2,014

Post vacunacién Ante vacunacion Positivo Negativo
Positivo 10 4
Negativo 23 3
total 33 7

Fuente: elaboracién propia

Por medio de la prueba de Spearman de correlacibn no paramétrica se
determind que existe una correlacion estadistica (P<0.05) entre los resultados de la

serologia de la madre con la serologia de la hija al nacimiento.
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Sin embargo la prueba estadistica de Wilcoxon nos dio una diferencia altamente
significativa de (P<0.0015) entre los dos muestreos de las terneras ante y post

vacunacion.

Los resultados obtenidos en el primer muestreo antes de la vacunacion de las
terneras (de 2 semanas de edad) fue de 82.5% (33 terneras) positivas y 17.5% (7
terneras) negativas a la deteccion de anticuerpos contra el VDVB con la prueba de
ELISA. Los resultados positivos pueden deberse a la presencia de los anticuerpos
calostrales de Diarrea Viral Bovina y/o bien debido a que no tuvieron una debida
ingestién de calostro al nacimiento, ya que una adecuada ingestion de calostro son

trasmitidos los anticuerpos de la madre a la ternera.

Los resultados obtenidos en el segundo muestreo, realizado posterior a la
vacunacion con DVB de las 40 terneras fue 35% (14 terneras) positivas y 65% (26
terneras) negativas a la deteccion de anticuerpos contra el VDVB mediante la prueba
de ELISA.

En base a (Rivera H. 1993). Refiere que de los 120 a 125 dias de gestacion, el
embrion no tiene el sistema inmune bien desarrollado, por lo que cuando el virus de
la DVB ingresa, lo reconoce como propio, y asi la gestacion llega a término. Ademas
cuando el ternero tiene de 6 a 9 semanas de edad, se produce lo que se conoce
como “ Ventana Inmunolégica”, donde la ternera ha desarrollado su sistema inmune,
produciendo sus propios anticuerpos al existir la presencia o el ingreso de un agente

etiologico.

En el caso especifico del ingreso del antigeno vacunal de la DVB, el organismo
de la ternera lo reconoce como propio, por lo cual no produce anticuerpos en contra
del mismo, dando como resultado negativo a la deteccion de anticuerpos contra la
DVB a la prueba de ELISA.
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Al comparar los porcentajes del primer muestreo con 17.5% (7 terneras)
negativas con el segundo muestreo con 65% (26 terneras) negativas, podemos inferir
gue existio un aumento del numero de terneras negativas a la prueba de ELISA. Esto
pudo deberse a que éstas poseian el virus de la DVB al nacimiento y al ser
vacunadas no formaron anticuerpos, ya que son portadoras; por lo que no fueron
sensibles a la prueba de ELISA. Lo que nos hace concluir que son Persistentemente
Infectadas (P1).

La disminucién de la cantidad de las positivas al comparar los resultados del
primer muestreo que representa el 82.5% (33 terneras) de la poblacion y el resultado
del segundo muestreo que representa el 35% (14 terneras) de la poblaciéon, es
debido a que el sistema inmune si creo anticuerpos como consecuencia a la
introduccién del virus de DVB de forma vacunal por lo que fueron detectados a través
de la prueba de ELISA (antigeno-anticuerpo).

Se escogid la prueba de ELISA ya que, comparado con el aislamiento viral,
ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (97,9 % y 99,7 %
respectivamente), y porque por el momento en el pais no se cuenta con otro tipo de
prueba especifica para esta enfermedad.

34



VII. CONCLUSIONES

Si existe correlacion positiva (P<0.05) entre la serologia a diarrea viral bovina

(DVB) de las madres, con la de las hijas al nacimiento.

Las muestras de suero sanguineo tomadas de las terneras a las 2 semanas de
nacidas pre-vacunacion dieron resultado positivo en 82.5% (33 terneras) a la
deteccion de anticuerpos contra DVB mientras que el 17.5% (7 terneras)

resultaron negativas

Del hato de 40 terneras en estudio dieron como resultado en el segundo
muestreo un 35% (14 terneras) positivas y 65% (26 terneras) negativas a la

deteccidn de anticuerpos contra el VDVB con la prueba de ELISA.

Se puede considerar que el 65% (26 terneras) bajo estudio fueron infectadas
via transplacentaria por sus respectivas madres entre los 120 y 125 dias de

gestacion.

Aplicando la prueba estadistica de Wilcoxon se encontr6 una diferencia
estadistica altamente significativa (P<0.0015) entre los resultados de los dos

muestreos Pre y Post vacunacion.
Se puede utilizar la prueba diagnostica de ELISA para detectar animales

Persistentemente Infectados (Pl) mientras no se disponga de otra prueba

confirmativa en el pais.
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VIll. RECOMENDACIONES

Implementar un programa de vacunacion adecuado para prevencion de la
propagacion del virus de la Diarrea Viral Bovina en terneras que no estén

infectadas.

Se debe vacunar a los terneros entre los 6 y 10 meses de edad y a las vacas
no gestantes.

Poner en cuarentena a las sometidas a este estudio para observacién de

signos.

Los animales que ya estan padeciendo la enfermedad deben ser aislados.

Llevar un control estricto de ingresos y egresos de animales en el hato.

Se deben tomar medidas sanitarias efectivas, como lo son la desinfeccién de

locales, evitar visitas, asi como la eliminacion de vectores.

Que se vele por la adecuada ingestion de calostro y reducir el padecimiento de
trastornos respiratorios y digestivos a traves de la vigilancia epidemiolégica del
hato ya que ésta es fundamental para mantener limitada la enfermedad y si es

posible erradicarla.
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IX. RESUMEN

El presente estudio se realizé para determinar la presencia de anticuerpos
contra el virus de DVB en un hato lechero de 40 novillas y sus respectivas madres y
asi identificar las novillas persistentemente infectas. Dicho estudio tuvo una duracion

de 6 meses.

Se tomaron muestras de suero sanguineo a las novillas y sus respectivas
madres, se compararon las muestras de suero sanguineo de las novillas tomadas a
las 2 semanas de nacidas y 21 dias post vacunacién. Se corrié la prueba de ELISA
(alta sensibilidad 97% y especificidad 99,7%) a todas las muestras. Los resultados
positivos del primer muestreo pueden deberse a la presencia de los anticuerpos
calostrales de Diarrea Viral Bovina y/o bien debido a que no tuvieron una debida

ingestion de calostro.

Los resultados negativos del segundo muestreo pueden deberse a que al
ingresar vacunalmente el virus el cual es reconocido como propio del sistema
inmune, no produciéndose anticuerpos contra este. Ya que entre los 120 a 125 dias
de gestacion, el virus de DVB ingreso y el embrion no tenia el sistema inmune bien
desarrollado, y este lo reconocié como parte del organismo, llegando la gestacion a

término.

Por medio de la prueba de Spearman se determind que existe una correlacion
estadistica (P<0.05) entre los resultados de la serologia de la madre con la serologia

de la hija al nacimiento.
Sin embargo la prueba estadistica de Wilcoxon nos dio una diferencia altamente

significativa de (P<0.0015) entre los dos muestreos de las terneras ante y post

vacunacion.
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SUMMARY

The present study was performed to determine the presence of antibodies
against BVD in a dairy herd of 40 heifers and their mothers. And identify persistently
infected heifers. The study lasted 6 months.

Serum samples were taken to heifers and their mothers. Samples of blood
serum of heifers taken at 2 weeks old and 21 days post vaccination were compared.
ELISA (high sensitivity 97% and specificity 99.7%) was run to all samples. The
positive results of the first sampling may be due to the presence of colostral
antibodies to bovine viral diarrhea and / or because they did not had an adequate

intake of colostrum.

The negative results of the second sample may be due to the entry by vaccines,
the virus itself is recognized as own of the immune system, no producing antibodies
against this. Since between 120-125 days gestation, BVDV entry and the embryo did
not have well-developed immune system, and it recognized it as part of the body,

reaching the term gestation.
Through the Spearman test is determined that there is a statistical correlation (P
<0.05) between the results of the serology of the mother, and serology daughter at

birth.

However, the statistical Wilcoxon test gave a highly significant difference (P

<0.0015) between the two samples of calves before and after vaccination.
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Xl. ANEXOS
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Patogenia de la VDVB

Figura 8. Infeccidn en gestacion tardia

Adulticalf Pregnant
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Fuente: (2)

IMAGENES A LA NECROPSIA

Figura 9. Necrosis del epitelio Figura 10. Destruccion del tejido linfoide

Fuente: (2) Fuente: (2)
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Figura 11. Placas de Peyer activadas Figura 12. Hiperemia intestino

Fuente: (2) Fuente: (2)

Figura 13. Ulceras en lengua.

Fuente: (2)
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