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Resumen y Abstract IX

Resumen

El virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV) es uno de los patégenos mas importantes que
afectan la salud de los bovinos, manifestando signos clinicos no especificos en animales
infectados como bronconeumonia, diarrea y pérdidas reproductivas. Se realiz6 un estudio
de identificacion de animales persistentemente infectados (Pl) y seroprevalencia en 930
terneras menores de un afio de 31 fincas de la Sabana de Bogota. Se disefi6 e implement6
una encuesta epidemiolégica para identificar algunos de los factores asociados a la
infeccion persistente y exposicion viral. Se diagnosticaron 7 animales Pl (0,8%) en 31
fincas (22,6%) y una seroprevalencia de anticuerpos promedio del 27,1% (0-90%) los
factores asociados a la exposicion del virus fueron edad, el histérico de aborto de la madre
y de presentacion de diarreas. La presencia de animales Pl reafirma la necesidad de
identificarlos como parte de un programa de control y prevencién eficiente contra BVDV,
Seroprevalencia y diagndstico de animals Pl fueron confirmadas y nos enfocan hacia

algunos factores que pueden ser la clave en la prevencién y control de la enfermedad

Palabras clave: Diarrea Viral Bovina, Prevalencia, Persistentemente Infectados,

Exposicion Viral, Factores Asociados.
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Abstract

Bovine Viral Diarrhea virus (BVDV) is one of the most important pathogens affecting
cattle’s health, showing nonspecific clinical signs in infected animals as
bronchopneumonia, diarrhea and reproductive illness. A study was realized to identify
Persistent infection and seroprevalence in 930 calves less than one year old, in 31 herds
in la Sabana de Bogota. In addition, one epidemiological survey was implemented an
epidemiological survey to identify some of the associated factors with the persistent
infection and the viral exposure. seven animal were diagnosed as persistently infected Pl
(0,8%) in seven of thirty-one herds (22.6%) and a seropositivity to antibodies of the 27,1%
(0 —90%), the main factors associated with the exposure were the age, the historic of cattle
abortion and the diarrhea were related with the exposure to the BVDV. We confirmed the
presence and seroprevalence of Pl animals in the Sabana de Bogota, and we identified

risk factors that might be key to prevention and control of the disease.

Keywords: Risk, Bovine Viral Diarrhea, prevalence, Persistent infection, viral exposure,

associated factors.
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Introduccidn

El virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV) es uno de los patégenos mas importantes que
afecta la salud de los bovinos en el mundo y ocasiona pérdidas econdmicas a nivel de finca
(Stahl e Alenius, 2012). Pertenece al género Pestivirus, familia Flaviviridae, de él, se han
reconocido tres genotipos (1, 2 y 3) y dos biotipos (citopatico y no citopatico) (Peterhans et
al., 2010). Afecta clinicamente a los animales dada su capacidad de variabilidad antigénica
y las diferentes formas de transmision que posee. La presencia del virus es endémica en
la mayoria de poblaciones, estudios reportan seroprevalencia del BVDV que van desde
el 40% hasta el 80 % (Kobrak, 1997). sin embargo, la prevalencia de animales
persistentemente infectados (producto de exposicién al virus no citopatico entre el dia 25
a 140 de gestacién) varia entre 0,1 — 1,5 % (Houe, 1995). La identificacion y eliminacién
de los animales persistentemente infectados (PI) son el fundamento de los programas de
control y erradicacion de la enfermedad dado que son estos los principales diseminadores

de particulas virales en los hatos.

En Colombia la enfermedad se conoce desde 1975, afio en el cual un lote de novillas
Holstein, importadas de Holanda, desarrolld el cuadro clinico de enfermedad entérica
(Borda, 1975). Los estudios acerca de la epidemiologia de la enfermedad en el pais son
escasos y se basan en su mayoria en seroprevalencia (determinacién de exposicion viral).
Existe un reporte de diagnéstico de persistentemente infectados en 1996 a través del
cultivo de células polimorfonucleares y deteccién de virus por inmunoperoxidasa en

animales de la sabana de Bogota (Jaime et al, 1996).

Con el fin de contribuir al conocimiento epidemiolégico del virus de la Diarrea Viral Bovina,
se realiz6 un estudio de identificacion de animales persistentemente infectados y
seroprevalencia en 930 bovinos entre 0 y 12 meses de edad provenientes de la Sabana
de Bogota, asi como una encuesta epidemioldgica que identifico algunos de los factores

de riesgo asociados a la seropositividad del virus y con la infeccion persistente. Los datos
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fueron analizados por estadistica descriptiva, andlisis univariado y regresion logistica
binaria, asi como estimadores de riesgo para determinar la fortaleza de la asociacion entre
la seropositividad y los diferentes factores asociados.

Este estudio busca resaltar la importancia del diagndstico de los principales diseminadores
de virus que son los animales Pl y la identificacion de algunos factores asociados a su
presentacion en los hatos, de esta manera generar politicas de control y prevencion contra
la enfermedad. Asi mismo, sirve como referencia para continuar investigando la
epidemiologia del virus, conocer el verdadero status infeccioso en nuestras regiones y
reconocer la importancia de este tipo de metodologias de investigacién en el conocimiento

de las dinamicas de la enfermedad.



Capitulo |

Aspectos epidemiologicos de la infeccion con el Virus de
la Diarrea Viral Bovina

1.1 Generalidades

La Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad de distribucién mundial que se considera
endémica para la mayoria de poblaciones bovinas y que provoca importantes pérdidas
econdémicas en las explotaciones bovinas afectadas (Stahl e Alenius, 2012). En animales
infectados se presentan signos clinicos no especificos compatibles con bronconeumonia,
diarrea y pérdidas reproductivas (Grooms, 2006). La enfermedad es causada por el virus
de la Diarrea Viral Bovina (BVDV), un virus RNA perteneciente al género Pestivirus y que
ha sido incluido dentro de la familia Flaviviridae. De él, Se han reconocido tres genotipos
(4, 2 y 3) y dos biotipos (citopatico y no citopatico) (Birk et al, 2008). En 2007, la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) adiciondé este virus a la lista de
enfermedades reportables para el ganado bovino, sin embargo, no es reportable para otras
especies. Esto puede llevar a confusiones dado que el virus también se replica y causa
enfermedad en antilopes, jirafas, cerdos, rumiantes domésticos y silvestres (Ridpath,

2015). Dentro de este mismo género se encuentran el virus de la enfermedad de las
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fronteras de ovinos y la peste porcina clasica con los cuales se encuentra antigénica y

genéticamente relacionado (Paton, 1995).

Los distintos BVDV pertenecen a un grupo serolégicamente relacionado sin diferencias
antigénicas suficientes como para clasificarlos en serotipos (Netleton et al, 1995). Los 2
biotipos del BVDV han sido clasificados segun su comportamiento en cultivos celulares
(Bolin et al, 1985, Borwnlie et al, 1984). El biotipo no citopatico (NCP) no ocasiona cambios
en la morfologia de las células mientras que el biotipo citopatico (CP) evidencia la
presencia de vacuolizacion citoplasmatica y dafios a la arquitectura de las células en
cultivo; se cree que las cepas CP surgen por una alteracion genética a partir de cepas NCP
(Birk, 2008). La importancia de los biotipos de BVDV radica en que el NCP puede generar
animales persistentemente infectados (PI). Estos, inmunotolerantes al virus y principal
fuente de infeccion que ocasionan manifestaciones clinicas y subclinicas (Deregt D, 1995)

con la consecuente disminucion de la produccion y pérdidas econdmicas a nivel de finca.

Los signos clinicos de la infeccion generalmente son compatibles con afecciones del tracto
respiratorio y gastrointestinal, aunque el término diarrea es prominente por el nombre de
la enfermedad, las alteraciones reproductivas asociadas con el virus son mas cominmente
reportadas. La presentacion clinica de la enfermedad reproductiva depende de la cepa

viral y el momento de la infeccién en la hembra gestante (Grooms 2006).

1.1.1 Transmision

Existen dos formas de transmisién del virus, vertical y horizontal, que generan diferentes
manifestaciones de la enfermedad por cepas CP y NCP (Fredriksen et al., 1999). En la
trasmisién vertical, el biotipo NCP puede infectar hembras durante cualquier etapa de la
gestacion. Si ésta ocurre entre el dia 25-120, momento en que el sistema inmunitario del
feto no tiene aun la capacidad de montar una respuesta inmune efectiva, se desarrolla
inmunotolerancia produciéndose el animal Pl, considerado la principal fuente de infeccién
dentro de las fincas (Baker, 1995). Estos animales también pueden generarse
consecuencia de gestaciones de vacas PI. Ellos, eliminan durante toda su vida particulas

virales a través de secreciones nasales, saliva, orina, materia fecal, lagrimas y leche (102
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a 10° TCIDso/ml). La mayoria mueren antes del primer afio de vida debido a problemas
clinicos asociados con trombocitopenia o enfermedades sistémicas; algunas veces pueden
llegar a ser adultos y se convierten en constantes diseminadores del virus (Baker, 1995;
Fulton, 2000).

Los toros Pl eliminan virus de forma intermitente (10* a 107 TCIDso/ml) (Barlow et al., 1986),
este semen puede ser de calidad aceptable con baja fertilidad por la presencia de
anormalidades espermaticas y baja motilidad. Estos toros pueden engendrar
descendencia clinicamente normal o pueden originar descendencia Pl por recirculacion
viral en vacas susceptibles (persistencia viral en el tracto reproductivo) (Meyling et al,
1988).

El virus puede ser trasmitido de forma horizontal entre un animal infectado y uno
susceptible, por contacto directo o a través de aerosoles (Fredriksen et al., 1999). Los
animales con enfermedad aguda eliminan el virus en cantidades mas bajas y por cortos
periodos de tiempo (Houe, 1995). El riesgo de infeccion aumenta cuando circulan cepas
de alta virulencia y en hatos con alta densidad animal. En toros con infecciones agudas se
ha aislado el BVDV de las glandulas sexuales accesorias, testiculos y semen, excretando
titulos bajos de virus y por cortos periodos de tiempo. Se han reportado animales
Seropositivos no virémicos que excretan virus constantemente en el eyaculado, esta
situacion puede ocurrir si los toros se infectan durante la pubertad, es decir, durante la
formacion de la barrera hematotesticular permitiendo asi que el virus se replique

constantemente dentro de los testiculos y evada la respuesta inmune (Voges et al., 1998).

La trasmision indirecta por semen, transferencia de embriones, contaminaciéon adventicia
de vacunas, cohabitacién con ovinos, agujas, palpacion rectal y la accién de insectos
hemato6fagos depende del estado inmunitario y los titulos infectantes que incrementan el

potencial de trasmision de la enfermedad (Lindberg et al, 2005).

En términos de colecta y transferencia de embriones (TE) en bovinos la IETS (Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones) concluye que la correcta manipulacion es

suficiente para eliminar el BVDV de los embriones y que se pueden obtener terneros libres
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de infeccién de donadoras PI (Smith e Grimmer, 2000). Otro factor de importancia es la
contaminacién adventicia con el uso de suero fetal bovino utilizado en procedimientos de
manipulacién embrionaria y cultivos in vitro dado que el virus se adhiere fuertemente a la
zona peldcida, aumentando notoriamente la posibilidad de trasmision cuando estos

embriones son transferidos a receptoras sanas (Gard et al, 2007).

La tasa de transmisioén dentro de los bovinos en una finca depende de la forma de entrada
del virus al mismo. Se han descrito cinco fases en el ciclo de la infeccion que muestran la
respuesta serolégica del hato en relacion a la presencia de anticuerpos en los individuos
consecuencia de la presencia 0 no de animales Pl y su relacion con el tiempo de
exposicién. Cuando un animal Pl es introducido a una ganaderia, la transmision a
animales susceptibles ocurre relativamente rapido, entre 1y 3 meses (Tinsley et al, 2012).
El principal rol del animal Pl es mantener la infeccion en finca. Esto es soportado por la
evidencia del modelo escandinavo de control del virus BVDV al mostrar que la circulaciéon
viral disminuye cuando los animales Pl son eliminados de las fincas, considerando que el
90% de las infecciones por BVDV en los bovinos se deben a cepas NCP (Lindberg et al.,
2006). Por el contrario, cuando la infeccidn se inicia por un bovino con infeccién aguda o
por alguna otra via que inicie una infeccidon aguda, la transmisién es de corta duracién y
solo incluye un pequefo porcentaje de animales (Houe., 1999). Los titulos de anticuerpos
generados por los bovinos infectados naturalmente con el BVDV disminuyen lentamente y

por lo comin permanecen toda la vida (Stahl et al, 2012).
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1.1.2 Manifestaciones clinicas

Las diferentes formas de transmisién y el momento en que se infectan los animales por
BVDV generan distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad. La cepa viral, el
hospedador, el estado inmune, la edad y las infecciones concurrentes con otros patégenos

van a determinar la sintomatologia en los animales (Moerman et al., 1994).

Para la mayoria de poblaciones bovinas la presencia del virus es endémica. La infeccién
se presenta tras la exposicion de animales seronegativos al virus. Luego de un periodo de
incubacion entre 5y 7 dias la presentacion es subclinica de leve a mediana severidad en
el 70% a 90% de los casos. Los signos clinicos se caracterizan por fiebre, anorexia,
leucopenia, inapetencia, secrecion en nasal y ocular. Los bovinos, Pueden llegar a sufrir
episodios de diarrea o neumonia dada la capacidad del virus para establecer una infeccién
primaria en tracto gastrointestinal y pulmén, lo que ha sido demostrado por inoculacion
experimental de terneros con el virus. Los animales desarrollan anticuerpos 3 a 4 semanas
después de la infeccion y pueden persistir por toda la vida, aunque tienden a disminuir con
la edad (Fray et al, 2000).

Otro tipo de manifestacion clinica es desencadenada por el genotipo 2 del BVDV.
Trombocitopenia y disfuncion plaquetaria causante de anemia, hemorragias petequiales,
melena y hemorragia en multiples érganos son caracteristicas de esta infeccién que

generalmente cursan con un cuadro severo de enfermedad (Bolin et al, 1992).

El BVDV favorece las infecciones concurrentes de enteropatdégenos y desencadenan
signos clinicos de enfermedad digestiva manifestados en diarreas que pueden variar en

severidad y causar hasta la muerte (Baker, 1995).

El biotipo citopatico emerge del no citopatico. En animales persistentemente infectados, la
presentacion de dos cepas homélogas BVDV (CP y NCP) se asocia a un cuadro letal de
infeccion denominada “ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS” (Baker, 1995).
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En algunos casos se ha reportado en vacas, ooforitis intersticial no purulenta y en toros
semen de fertilidad reducida por baja motilidad y anormalidades espermaticas (Meyling A,
1988). Esto representado en repeticion de calores, ciclos estrales anormales y alteraciones
en el mantenimiento de la gestacién. La presentacion clinica de enfermedad reproductiva
sucede através de la infeccién directa o hacia el feto dependiendo la edad gestacional, y
se manifiesta con la presentacién de mortalidad embrionaria, abortos, presentacion de
lesiones congénitas, persistentemente infectados, infeccion aguda fetal con nacimiento a
término o nacimientos de terneros débiles (Grooms, 2006) Figura 1.

Figura 1. Efectos clinicos reproductivos tras la infeccién con el BVDV

|
N | Infeccion congénita Normal/Anormal
F
E . .
R ‘ Defectos congénitos
T
I Inmunotolerancia — Cepa NCP Animal PI |
L
I | Aborto
D
A ‘ Mortalidad embrionaria |
D
0 1 2 3 4 5 5] 7 8 g

Meses de Gestacién

Adaptado de (Grooms 2006).

Un estudio en dos fincas asocidé la presencia de Neospora Caninum y BVDV con
incremento en los dias por concepcién. Mientras que la presencia de Leptospira 'y BVDV
fue asociada con incremento en el tiempo a la primera inseminacion, segun esto, el efecto
de la infeccién subclinica en la fertiidad de novillas puede ser un complejo de
interrelaciones entre multiples afecciones que dependen del tipo y tiempo de infeccion con

el desarrollo de eventos reproductivos (Muiioz-Zanzi, 2004).
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La estimacion exacta de pérdidas econdmicas por la infeccion del BVDV por finca no ha
sido bien definida; algunos modelos de presupuestos calculan el impacto de la enfermedad
en un afio para fincas de 100 vacas. Este estudio determind pérdidas econémicas para
una infeccion media y severa en términos de produccion lactea, mortalidad de terneros y
gastos de tratamiento de enfermedades como diarreas y neumonias entre 10,7 a 19 euros
por cada 1000 litros de produccion. Este impacto fue muy similar a las pérdidas
econOmicas reportadas en otras enfermedades como la mastitis, donde las pérdidas
alcanzan 11 euros por cada 1000 litros producidos. En casos severos de infeccion, las
pérdidas fueron estimadas en 9 casos para la incidencia de aborto, 55 casos en repeticion
de celo, 29 casos de muertes perinatales, 40 casos de animales enfermos tratados, 57
casos en incidencia de mastitis clinicas y 19 en retenciones de placenta (Fourichon et al.,
2005).

1.2 Aspectos epidemioldgicos

Existen numerosos estudios que reportan la distribucion mundial del virus, sus genotipos
y las especies que afecta (Tabla 1). Las comparaciones de las prevalencias entre los
diferentes estudios son dificiles entre ellos dadas las diferentes metodologias de muestreo,
procedimientos diagnésticos utilizados, diferencias del manejo de las fincas y el
movimiento de animales entre regiones. Sin embargo, se estima una prevalencia
serolégica mundial de la enfermedad entre 40% y 80 % (Kobrak, 1997). Adicionalmente,
se ha establecido que la prevalencia de animales Pl oscila entre 0,1% — 1,5 % (Ridapth,
2015) y la proporcién de hatos diagnosticados con animales Pl varia entre 1% y 50%
(Tinsley, 2012).
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Tabla 1. Distribucion geografica mundial del BVDV y sus huéspedes.

GENERO PESTIVIRUS (BVDV)

GENOTIPO DISTRIBUCION GEOGRAFICA HOSPEDADOR
BVDV 1 Mundial: cerca de la erradicacion Rumiantes domésticos y
algunas regiones europeas salvajes, cerdos y conejos

Mundial: aunque mas prevalente en

norte y sur américa; cerca a la

BVDV 2 erradicacion en algunas regiones de Rumiantes domésticos y
Europa salvajes, cerdos y conejos
BVDV 3 Mas prevalente en Suramérica y Sudeste Africano

(Adaptado de Ridpath 2010, 2015).

Los estudios de prevalencia relacionan la presencia del BVDV con otras entidades como
Neospora, Leptospira, Pasteurella Hemolitica, Herpesvirus bovino tipo 1 (BHV 1) y el Virus
Sincitial Bovino (parra et al, 1994, Gongora et al, 1995; Fulton et al, 2000). Un estudio
realizado en california tuvo como objetivo determinar la prevalencia y los efectos de la
infeccién por Neospora Caninum Yy la infeccién persistente con el BVDV en terneros
castrados ubicados en un corral de engorde. Se demostré6 que para 900 terneros, la
prevalencia de la infeccién por Neospora Caninum fue de 16,7% y la prevalencia del BVDV
asociada Pl fue de 0,2%. (Hietala, 2007).

1.2.1 Situacion en Europa

La enfermedad ha sido endémica para las poblaciones bovinas en los paises europeos
donde no se ha iniciado un control de la misma. Reportan que aproximadamente el 50%
de las fincas posee animales Pl con una prevalencia entre 0,5 y 1,5%; el 90% de la
poblacién presenta anticuerpos hacia el BVDV (Lindberg et al., 2006). En zonas endémicas
existe una correlacién directa entre elevadas prevalencias y la densidad animal. EI BVDV

tipo 1 existen en al menos 90% de los paises europeos, mientras que el BVDV tipo 2 ha
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sido aislado en Alemania, Bélgica, Austria, Holanda, Eslovaquia, Italia y Reino Unido.
(Lindberg et al., 2006).

En los diferentes estudios se pueden encontrar paises con una prevalencia relativamente

baja como el caso Eslovenia (17%) o alta de hasta 86 % en el caso de Polonia (Tabla 2).

Tabla 2. Estudios de seroprevalencia BVDV en algunos paises europeos.

~ . TIPO DE
ANO PAIS PREVALENCIA AUTOR
ESTUDIO

n= 773 fincas _
2010 BELGICA 32,9% (Sarrazin et al., 2013)
n= 5246 Animales

- n= 28 Fincas (Mainar-Jaime et al.,
1997 ESPANA _ 21%
n=529 Animales 2001)
n= 274 Fincas
1996 SLOVENIA 17% (Kobrak, 1997)

n= 6892 Animales

n= 95 Fincas
1994 SUIZA _ 84% (Braun et al., 1997)
n= 2892 Animales

1995 POLONIA n=175 Animales 86% Polak e Zmudzinski, 1999)

El plan de erradicacion escandinavo implementado entre 1993 y 1994 para el control del
BVDV en Noruega, Finlandia, Suecia y Dinamarca se basé en el control de las rutas de
infeccién, en la determinacién del estado de infeccibn por medio de la evaluacion
serolégica, asi como en la identificacion y eliminacién de animales PIl. Los resultados
evaluados cinco afios después mostraron que todos estos paises son libres o casi libres

de la presentacion del BVDV.

En Dinamarca el programa de erradicacion demostro que en areas de alta prevalencia éste
programa no es eficaz, ya que no existen medidas que controlen las vias de transmision,

la erradicacion de los Pl en todas las fincas, la movilizacién de animales; la introduccion
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de animales externos a las fincas es la principal via de reintroduccion del virus a las mismas
(Bitsch et al, 1995).

Austria ha seguido el esquema escandinavo y después de siete afios el plan se ampli6 a
todo el pais obteniendo como resultados que cerca del 30% de las fincas estan certificadas
como libres de la infeccién al BVDV (Rossmanith, Janacek e Wilhelm, 2005). En Alemania
han realizado esquemas de erradicacion con inmunizacion debido a la elevada
prevalencia de la infeccion (mas del 80%) y la alta densidad animal (Makoschey et
al., 2001).

Cabe sefialar que las estrategias de erradicacion que han tenido mayor éxito en la
reduccion del impacto de la infeccién por BVDV son las que enfatizan en: 1) identificacion
de los rebafios con infeccion activa; 2) eliminacién de animales Pl del rebafio; y 3) medidas
de bioseguridad o mantener rebafios cerrados para evitar la infeccion de rebafios libres
(Brownlie, 2013).

1.2.2 Situacion en Suramérica

La seroprevalencia en Suramérica muestra variaciones entre paises, aunque en general

se considera alta (40% — 70%) (Rweyemamu et al., 1990).

Varios estudios seroldgicos han confirmado la existencia de la infeccion por el BVDV en
seis paises (Argentina, Brasil, Chile, Ecuador, Colombia, Peri y Uruguay) con una
prevalencia individual oscilando entre 36 y 96% del ganado de las areas encuestadas
(Tabla 3).
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Tabla 3. Estudios de seroprevalencia del BVDV en diferentes paises de Suramérica.

. PREVALENCIA
. PAIS TIPO DE ESTUDIO AUTOR
ANO %
2011 CHILE n= 19635 animales 96 (Felmer, 2009)
_ (Guarino et al.,
2008 URUGUAY n= 6358 animales 69
2008)
n= 60 fincas
2002 o
Tanques de Leche 96 (Stahl et al., 2002)
PERU
2006 n= 66 animales 90
(Huaman G. et al.,
2007 n= 286 animales 47,2 2007)
_ (Obando et al.,
1999 VENEZUELA n= 123 fincas 42
1999)
n= 2367 animales 36,2
2012 ECUADOR _ (Saa et al., 2012)
n= 256 fincas 74
n= 2184 animales 25,6
2001 ARGENTINA n= 2936 animales 41,9 (Odeon, 2001)
n=1290 animales 45,6

En Perd, se reportd un estudio donde el objetivo era identificar animales con infeccién

persistente en 57 hatos lecheros de Arequipa (n=286). Se identificaron 4 animales Pl

(2,7%) en los hatos, relacionando las altas prevalencias con la existencia de mayor

circulacion viral (Huaman G. et al., 2007).
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1.2.3 Situacion en Colombia

Aunque para Colombia los estudios sobre el BVDV son escasos, han ocurrido una serie
de eventos relacionados con el mismo que se describen de manera cronolégica (Tabla 4).

Tabla 4. Cronologia del estado de BVDV en Colombia.

ANO EVENTO AUTOR

1975 Primeros reportes de BVDV tras el ingreso al pais de (Borda, 1975)
terneros enfermos importados desde Holanda.
“Enfermedad de las Mucosas*

1992 Identificaron en biotipo NCP del suero fetal bovino (vera, 1992)
usado en laboratorios.

1994 Caracterizacion proteica de cepas colombianas (Mendigaiia, 1994)
citopaticas y no citopaticas del virus de la Diarrea Viral
Bovina

1996 Un estudio de metodologias para deteccién de PI,
cultivo de células polimorfonucleares y deteccién de _
virus por inmunoperoxidasa. (Jaime, 1996)

2006 Deteccién de biotipos del BVDV a través de RT-PCR (Burbano, 2006)

Los estudios realizados en el pais se enfatizan en prevalencias del virus como evidencia

epidemiolégica de exposicion al virus, descritos en orden cronolégico en la Tabla 5.
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Tabla 5. Estudios de seroprevalencia del BVDV en Colombia.

ANO ESTUDIO PREVALENCIA AUTOR
%
1980 - Cordobay Sucre, animalesy 56 — 46 (Otte, 1985)
1984 predios
1982  Sabana de Bogot4, animales 'y 47 - 82 (Griffiths, 1982)
predios
1994 Sabana de Bogota, animales 50 — 88 (Parra, 1994)
1995 Sabana de Bogotda, animales 83 (Gongora, 1995)
1996 Sabana de Bogota, animales 59 (Jaime, 1996)
2007 Cérdoba 29,4 (Betancur, 2007)
2011 Cesar, animales 46 (Pefia, 2011)
2011 Pasto, animales 32,7 (Quevedo, 2011)
2012 Caquetd, animales 35,5 (motta, 2012)
2014 Boyac4, animales 55,1 (Cruz, 2014)

Existe un reporte de diagndstico de animales Pl en Colombia. El estudio se realiz6 en 3
fincas de la Sabana de Bogota con un total de 71 animales; diagnosticando 1 animal Pl en
todos los animales muestreados. El diagndstico fue realizado a través del cultivo de células
Polimorfonucleares y posterior deteccidén por inmunoperoxidasa indirecta. Este es el primer
reporte de la presencia de Pl en la Sabana de Bogota con diagndéstico de Pl entre 1 a 2%

de la poblacién estudiada (Jaime, 1996).

Estudios a nivel nacional frente a los factores de riesgo son escasos. En 1994 un estudio
en la sabana de Bogota asocié la edad de los animales con la presentacion de la
enfermedad siendo las vacas adultas las de mayor predisposicion a la infeccion (Parra,
1994). En 2011 se realiz6 un estudio cuyo objetivo fue determinar la seroprevalencia de
anticuerpos contra BVDV vy los factores de riesgo asociados en 10 hatos lecheros del
municipio de Pasto, Narifio. En un cuestionario se recolectd la informacion en cada finca,

donde se incluyeron variables relacionadas al ganado, salud y practicas de manejo.
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Variables como tipo de reproduccion (monta natural o inseminacion artificial), origen de los
animales reemplazo, eliminacion de fetos abortados y placentas, programas de
desparasitacion, programas de vacunacion, fuente de agua y presencia de animales como
ovejas, caballos, cerdos, gatos, perros fueron descartados como factores de riesgo. Se
establecié asociacion con la presencia de abortos (OR= 22.70, IC 4.21, 122.42, P<0,0001)
y la adquisiciéon de nuevos animales (OR=34.90, IC 6.30, 193.43. P<0,0001) (Quevedo,
2011) (Tabla 6).

Tabla 6. Factores asociados con la seropositividad a BVDV

FACTOR CATEGORIA  OR 95 %IC VALOR P
Aborto Si 22,7 4,21 -122.42 < 0,00001
Origen externo de Si 34,9 6,3 -193 < 0,00001
reemplazos
Intervalo de confianza para OR 95%
Odds ratio
P < 0,05

A pesar de las investigaciones sobre BVDV en el pais, aln se desconocen aspectos
fundamentales de su epidemiologia y su impacto en nuestro medio. Las estrategias de
vigilancia y control a nivel mundial estan dirigidas hacia la identificacion y eliminacion de
animales PI, en Colombia son reducidos los estudios y pocas las herramientas para la
identificacion de los mismos. Ademas, la correcta evaluacion de factores asociados con la
presentacion de la enfermedad surge como una estrategia especifica para el control de la

misma.
1.3 Factores de riesgo

El principal factor de riesgo es la adquisicién de animales o hembras gestantes con fetos
PIl. Algunos estudios han encontrado que variables como la edad, el origen del animal y la
no realizacién de cuarentenas previas al ingreso de animales son factores de riesgo para
la transmision del BVDV (Mainar-Jaime et al., 2001; Saa et al., 2012) (Tabla 7). Otros
factores de importancia incluyen, el sexo del animal, el tipo de ganaderia (leche, carne o
de doble propdsito), densidad animal, tamafio de la finca, la edad al destete (terneros), el
tipo de alimentacién de los terneros (leche vs lactoreemplazadores), el tipo de ordefio, la

sala de ordefio, establos, participacion en ferias, presencia de otros rumiantes, fincas
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ganaderas adyacentes, abortos anuales y las tasas de diarrea (Wittum et al., 2001).
También estan descritas algunas vias de trasmision consideradas como factores de riesgo
como lo son: uso de vacunas vivas, semen contaminado, transferencia embrionaria y
cohabitacion con animales que tienen infeccion aguda (Houe, 1995).

Tabla 7. Estudios de factores asociados con la seropositividad a BVDV

FACTOR CATEGORIA OR 95 % IC VALORP  AUTOR
2 a5 afos 3,3 0,68-16,90 (Mainar-
Edad 5 a 8 afos 75 1,53-57,10 0,01 Jaime et al.,
> de 8 afos 9,3 1,84-4725 0,007 2001)
Origen externo Si 3,9 19-73 < 0,001 (Mainar-
de reemplazos Jaime et al.,
2001)
Altitud de la > 2338 mts 2,3 1,4-39 0,002 (Saaetal.,
finca sobre el 2012)
nivel del mar
Densidad 2794 % 1,9 1,21-3,2 0,011 (Saaetal.,
animal en 2012)
fincas
Cuarentenas No 11 1-25 0,031 (Saaetal.,
2012)

Intervalo de confianza para OR 95%
Odds ratio P < 0,05

1.4 Diagndstico

La medicién de anticuerpos mediante pruebas serolégicas demuestran la exposicion al
BVDV, ya sea por infeccién natural o por un proceso de vacunacion; ésta es reconocida
como la medicion estandar para estimar la exposicion a la enfermedad. Las pruebas de
laboratorio usadas en la identificacion de anticuerpos son los ensayos inmuno enzimaticos
ELISA (Se: 96.3%, Sp: 99,5%) y las pruebas de seroneutralizacion (Se: 66%, Sp: 100%).
Su uso ha sido limitado dada la interferencia de estas pruebas por la generacion de
anticuerpos postvacunales tanto de vacunas muertas como de vacunas vivas modificadas.
Estas pruebas serolégicas se pueden utilizar para evaluar la eficacia de la vacuna en la
produccion de anticuerpos, evaluar la exposicion a BVDV y la asociacion con signos

clinicos (Laureyns, Ribbens e de Kruif, 2010).
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El diagndstico de animales Pl se basa en el aislamiento del virus o en la deteccion del
mismo; el primero es 100% especifico (Dubovi, 2013), se utilizan cultivos celulares del
suero problema y la presencia del biotipo NCP se detecta con el empleo de anticuerpos
anti—-BVDV conjugados con peroxidasa o fluorocromos (Sandvik, 1999). El método de
ELISA es muy versatil y esta disefiado para capturar antigenos del BVDV en suero
sanguineo individual o en pool (Sandvik, 1999; Bedekovi¢1 et al., 2012). Este sistema,
comparado con el aislamiento viral, ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad
(97,9% y 99,7% respectivamente) (Bitsch e Rgnsholt, 1995).

Para la identificacion del BVDV en tejidos, el examen inmunohistoquimico provee un
diagnostico mas especifico que la extraccion de antigenos en sangre. Sin embargo, las
muestras en tejidos para inmuhistoquimica son mas dificiles de obtener en animales vivos
gue la sangre, haciendo de este un método mas efectivo para el diagndstico postmorten y
en fetos abortados. Existe un nimero significativo de resultados falsos positivos y falsos
negativos con la inmunofluorescencia (sensibilidad: 77%, especificidad: 83%), y un nimero
significativo de falsos negativos con el aislamiento viral (sensibilidad: 83%, especificidad:
100%), mientras que la Inmunohistoquimica posee el mejor desempefio (sensibilidad: 97%
y especificidad: 97%) (Dubovi, 2013).

Eluso de RT-PCR (PCR transcriptasa reversa) para la amplificacién del genoma del BVDV
ha ofrecido la mejor sensibilidad diagnéstica, esta permite detectar el virus en pool de
muestras de sangre y leche de tanque. Las muestras adecuadas incluyen la sangre de los
terneros Pl donde se neutraliza el virus por los anticuerpos maternos, la sangre de los
animales infectados de forma aguda, asi como de sus 6rganos. Otra aplicacion util de
diagnéstico de la RT-PCR es el diagndstico en cultivos celulares y suero fetal bovino usado
en laboratorio como suplemento de medios, ambos, pueden estar contaminados con BVDV

(contaminacion adventicia) (Nickell et al., 2011).

Un estudio realizado en el 2004 buscaba evaluar las técnicas diagnosticas de ELISA Ag y
RT PCR para el diagnéstico de animales Pl en presencia de anticuerpos maternosy a su
vez compararlo con las técnicas diagnésticas de aislamiento. Se infectaron 25 madres al

dia 85 de gestacion con una cepa NCP de BVDV. Se tomaron muestras para aislamiento
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viral 30 minutos después del nacimiento y antes de ingerir calostro de los terneros; de ellos
el 100% fue positivos al virus y se confirmo el diagndéstico de infeccion persistente a las 10
semanas de edad. A los terneros se les suministré calostro ad-libitum de las madres
serol6gicamente positivas y se tomaron muestras al dia 7 de vida para aislamiento viral,
PCR y ELISA Ag. Para aislamiento viral se detectaron cuatro terneros positivos y para
ELISA 10 terneros; mientras tanto, la prueba de RT PCR fue la méas confiable detectando
el virus en los 25 animales muestreados. Es decir, en presencia de altos niveles de
anticuerpos maternales el aislamiento viral y el ELISA captura de Ag son pruebas no
confiables para detectar la presencia de infecciones con el BVDV, mientras que la RT PCR
mostré idoneidad ante la presencia de elevados niveles de anticuerpos maternos siendo

importante la técnica para procesos de erradicacion (Zimmer et al., 2004).

1.5 Control y erradicacion

Los programas de control varian de acuerdo a la regién, la incidencia, densidad de
poblaciones animales, movimientos animales, contacto con poblaciones susceptibles y
nivel de variacion entre cepas circulantes de BVDV. Los métodos de control mas efectivos
recomiendan un muestreo inicial para la deteccion de anticuerpos con el fin de determinar
el estado de infeccion en fincas; posteriormente es necesario identificar y eliminar los
animales PIl, muestreando todos los animales de la finca. Una vez eliminados los animales
Pl, cada recién nacido debe ser muestreado hasta un afio posterior al Ultimo
diagnéstico.(Laureyns, Ribbens e de Kruif, 2010). Esta fue la base del control sistematico
sin vacunaciéon implementado entre 1993 y 1994 para el control del BVDV en Noruega,
Finlandia, Suecia y Dinamarca que llevaron a ser libres o casi libres de la presentacion del
BVDV (Brownlie, 2013).

La bioseguridad constituye el elemento central para el control de la Diarrea Viral Bovina.
Se refiere a todas las medidas adoptadas para prevenir la reinfecciéon en fincas; no solo
incluye las medidas esenciales para reducir la introduccion del virus, sino también romper
la transmision entre fincas y disminuir el riesgo por contacto entre Pl (Lindberg et al.,
2006). Como los animales Pl son los principales diseminadores dentro y entre fincas, éstos

deben identificarse y eliminarse. Las vacas que llevan un feto Pl son particularmente



20 Determinacién de la prevalencia de animales Persistentemente Infectados con el virus de diarrea Viral Bovina
(DVB) y factores de riesgo asociados con la exposicion al virus en terneras de hatos lecheros de la Sabana

de Bogota

problematicas y aumentan el riesgo de la reinfeccién en las fincas, ya que muchas de ellas
presentan anticuerpos al BVDV pero gestan fetos PIl. Las medidas de bioseguridad
recomendadas para reducir el riesgo de infeccion con el BVDV incluyen comprar animales
en fincas negativas para la enfermedad, comprar en fincas certificadas, diagndstico a la
compray venta de animales, realizar cuarentenas de todos los animales nuevos en la finca

y establecer linderos separados de las otras fincas (Lindberg et al., 2006).

Algunos autores sostienen que es necesaria una legislacion rigurosa para poder establecer
programas efectivos de control contra el BVDV, donde los ganaderos que quieran vender
animales deben asegurarse de declararse libres de la enfermedad, dado que el
abastecimiento de fincas con vacas prefiadas y el estatus desconocido frente a la infeccién
de BVDV incrementa significativamente el riesgo de brotes de la enfermedad (Gates et al.,
2013).

Los programas de erradicacion pueden no ser efectivos dados eventos naturales como la
propagacion local del virus por malas estrategias de control y el pobre compromiso de los
propietarios con la bioseguridad y eliminacion de PIl. Un estudio en Escocia analizé datos
de forma retrospectiva de 334 fincas respecto a la influencia del movimiento de animales,
la propagacion local y bioseguridad y su impacto en el control de la diarrea viral bovina. Se
identificé que el movimiento de ganado incrementd en 3 veces el riesgo para la entrada del
BVDV en estas fincas (Gates et al., 2013). Paises como Alemania dada su elevada
prevalencia ha optado por estrategias de control y erradicacion basadas en un plan
esquemadtico de vacunacion animal con el objetivo de evitar la reinfeccién viral, donde el
propésito de la vacunacién es reducir los signos clinicos, la incidencia de abortos, de
muertes embrionarias y la produccion de animales P1 (Greiser-Wilke, Grummer e Moennig,
2003).

En Colombia se implementa un control del BVDV no sistematico, donde los métodos de
control en su mayoria se basan en vacunacidn con biolégicos inactivados o a virus vivo
modificado del BVDV, desconociendo las cepas y el estado de infeccion de las fincas. No
existen métodos establecidos de control con respecto a la bioseguridad y solo se hacen
diagnosticos de Pl esporadicos y de forma individual, en animales con signos clinicos de

enfermedad (Vargas, 2009). La mayoria de estudios diagnostican exposicion viral al
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detectar la presencia de anticuerpos, pero faltan estudios de los aspectos fundamentales
en su epidemiologia, diagnéstico de animales Pl e impacto bajo condiciones ambientales
especificas (Lindberg et al, 2005). Es importante determinar que la identificacion de los
factores de riesgo asociados con la presentacion de la enfermedad, es necesaria para
poder implementar estrategias especificas de control en nuestro medio.
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Capitulo Il

Determinacion de la prevalencia de animales
Persistentemente Infectados con el virus de Diarrea Viral
Bovina (DVB) y factores de riesgo asociados con la
exposicion al virus en terneras de hatos lecheros de la
Sabana de Bogota

2.1 Introduccion

La Diarrea Viral Bovina (BDV) es una enfermedad de distribucién mundial gue se considera
endémica para la mayoria de poblaciones bovinas, provoca pérdidas en la salud animal
por inmunocompromiso de los bovinos afectados. Se presentan signos clinicos no
especificos en animales infectados compatibles con bronconeumonia, diarrea y pérdidas
reproductivas (Grooms, 2006; Stahl e Alenius, 2012).

La enfermedad es causada por el virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV), un virus RNA
perteneciente al género Pestivirus y a la familia Flaviviridae. De él, se han reconocido tres

genotipos (1, 2 y 3), y dos biotipos (citopatico y no citopatico) (birk et al, 2008). Dentro de
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este mismo género se encuentran el virus de la enfermedad de las fronteras de ovinos y
la peste porcina clasica con los cuales se encuentra antigénica y genéticamente
relacionados. Los distintos BVDV pertenecen a un grupo seroldgicamente relacionados sin
diferencias antigénicas suficientes como para clasificarlos en serotipos (neetleton, 1995).
Los dos biotipos del BVDV han sido clasificados segin su comportamiento en cultivos
celulares. El biotipo no citopatico (NCP) no presenta cambios en la morfologia de las
células y el biotipo citopatico (CP) evidencia la presencia de visualizacién citoplasmatica y
dafos a la arquitectura de las células en cultivo . Se cree que las cepas CP surgen por una
alteracion genética a partir de NCP (Birk et al 2008, lang 2006). La importancia de los
biotipos del BVDV en los programas de control de la enfermedad radica en que el NCP
puede establecer una infeccidon persistente a nivel fetal convirtiéndolo en un animal
inmunotolerante al virus y en la principal fuente de infeccion a nivel de finca, ocasionando
manifestaciones clinicas por el desarrollo de enfermedades, disminucion de la produccion

y pérdidas econdémicas a nivel de finca (Peterhans et al., 2010; Ridpath, 2010).

La prevalencia serolégica de la enfermedad en fincas se estima entre 40 y 80 % (Kobrak,
1997). Los signos clinicos de la infeccion generalmente son compatibles con
bronconeumonia, lesiones ulcerativas en el tracto gastrointestinal y aunque el término
diarrea es prominente por el nombre de la enfermedad, las alteraciones reproductivas
asociadas con el virus son mas comunmente reportadas (Moerman et al., 1994). La
presentacion clinica de enfermedad reproductiva sucede a través de la infeccidn directa o
hacia el feto dependiendo la cepa viral y el momento de la infeccién en la hembra gestante.
Se manifiesta con la presentacion de abortos, mortalidad embrionaria, lesiones congénitas,
infeccién persistente, infeccidn aguda fetal con nacimiento de fetos normales o débiles. El
virus NCP puede infectar hembras durante cualquier etapa de la gestacién. Si ésta ocurre
entre el dia 25-140, momento en que el sistema inmunitario del feto no tiene aun la
capacidad de montar una respuesta inmune efectiva, se desarrolla inmunotolerancia
produciéndose el animal persistentemente infectado (PI) (Baker, 1995). Se ha establecido
una prevalencia de animales con infeccion persistente que oscila entre 0,1 — 1,5 % (Houe,
1995), mientras que la proporcion de hatos diagnosticados con animales PI varia entre 1%
y 50%. Estos animales eliminan durante toda su vida particulas virales a través de
secreciones nasales, saliva, orina, materia fecal, lagrimas, semen y leche. La mayoria

mueren antes del primer afio de vida debido a problemas clinicos asociados con
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trombocitopenia o enfermedades sistémicas (Fulton, 2000); algunas veces, éstos pueden
llegar a ser adultos y se convierten en constantes diseminadores del virus (Baker, 1995).
Los animales con infeccion aguda también son fuente de infeccién, aunque menos
eficiente, ya que eliminan el virus en cantidades mas bajas y por periodos cortos de tiempo
(Houe, 1995).

Estudios en el continente europeo describen la prevalencia de anticuerpos a BVDV entre
17 y 86%. El plan de erradicacién implementado para el control de la DVB en Noruega,
Finlandia, Suecia y Dinamarca ha sido exitoso, este se baso6 en el control de las rutas de
infeccidn asi como en la identificacion y eliminacion de animales PI. Los resultados de una
evaluacion, cinco afos después, mostraron gue todos estos paises son libres o casi libres
de la presentacion del BVDV (Bitsch e Rgnsholt, 1995).

La seroprevalencia en Suramérica muestra variaciones entre paises, aunque en general
se considera alta (40% — 70%) (Rweyemamu et al., 1990). A nivel de finca paises como
Chile, Perd y Uruguay muestran prevalencias de 83%, 96% y 100% respectivamente
(Meléndez e Donovan, 2011) (Stahl et al., 2002a); (Guarino et al., 2008). Mientras que a
nivel individual se reportan seroprevalencias en Venezuela 42% (Obando et al., 1999),
Argentina 45% (odeon, 2001) y Ecuador 36,2%. (Saa et al., 2012) han sido reportadas.

La enfermedad en Colombia se reconoce desde 1975, tras el ingreso al pais de novillas
Holstein importadas desde Holanda con enfermedad de las mucosas (Borda, 1975). Los
diferentes estudios a nivel nacional enfatizan en la prevalencia del BVDV; Sabana de
Bogota 50% y 59% (Parra, 1994; Gongora, 1995), Cérdoba sucre 56% (Betancur, 2007),
Cesar 46% (Pefia, 2011), Pasto 32,7%(Quevedo, 2011). Existe un reporte de diagndstico
de un animal Pl en Colombia, un trabajo realizado en 3 fincas de la Sabana de Bogota con
un total de 71 animales analizados. El diagndstico fue realizado a través del cultivo de
células PMN vy posterior deteccién por inmunoperoxidasa indirecta. Este es el primer
reporte de la presencia de Pl en la Sabana de Bogota con diagnéstico de Pl entre 1 a 2%

de la poblacién estudiada (Jaime, 1996).
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Estudios a nivel nacional frente a los factores de riesgo son escasos. En 2011 se realiz6
un estudio cuyo objetivo fue determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra BVDV y
los factores de riesgo asociados a esta infeccion en 10 hatos lecheros del municipio de
Pasto, Narifio. En un cuestionario se recolectd la informacion en cada finca, donde se
incluyeron variables relacionadas al ganado, salud y practicas de manejo. Variables como
tipo de reproduccion (monta natural o inseminacion artificial), origen de los reemplazos,
eliminacion de los fetos y placentas, desparasitacion, vacunacion, fuente de agua y
Presencia de animales como ovejas, caballos, cerdos, gatos, perros fueron descartados
como factores de riesgo. Se determinaron la presencia de abortos (OR= 22.70, IC: 95%
(4.21, 122.42), P=0,0001) al igual que la adquisicion de nuevos animales (OR=34.90, IC
95% (6.30, 193.43). P=0,0001) (Quevedo, 2011).

A pesar de las investigaciones sobre DVB en el pais la cuales han confirmado su
presencia, aun se desconocen aspectos fundamentales de su epidemiologia y su impacto
en nuestro medio. Las estrategias de vigilancia y control a nivel mundial estan dirigidas
hacia la identificacion y eliminacién de animales PIl, mientras que en Colombia estos
estudios son reducidos y son pocas las herramientas para la identificacion de los mismos.
Ademas, la correcta evaluacion de factores de riesgo asociados con la presentacion de la

enfermedad surge como una estrategia especifica para el control de la misma.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Objetivo general

Estimar la prevalencia de animales persistentemente infectados (PI) con el Virus de la
Diarrea Viral Bovina (BVDV) y determinar algunos factores de riesgo asociados con la

infeccion y la exposicion.
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2.2.2 Objetivos especificos

Estimar la prevalencia de animales Pl menores de 1 afio e identificar algunos factores
asociados a la infeccion persistente a nivel individual y de hato. Asi mismo, Estimar la
seroprevalencia del BVDV en animales menores de 1 afio e Identificar algunos factores

asociados a la exposicion (seroprevalencia) a nivel individual y de hato.
2.2.3 Criterios de inclusion

Hembras bovinas menores de un afo, provenientes de predios de lecheria especializada
de la Sabana de Bogota, que lleven registros de los eventos clinicos y reproductivos de los

animales.

2.2.4 Seleccion de animales

La poblacion en estudio fueron hembras bovinas menores de un afio dada la mayor
probabilidad de encontrar animales Pl en grupos etareos jévenes y considerando este

grupo de animales como un estimador poblacional a nivel de finca.

2.2.5 Tamano de muestra

Se utiliz6 un programa epidemioldgico (epitools) que se basa en estimar prevalencias o
demostrar ausencias de enfermedades a través de procedimientos analiticos
estructurados. El tamafio muestral se estimé con base al censo bovino departamental de
FEDEGAN-ICA del segundo semestre del 2012 donde se registraron 26.026 hembras
bovinas menores de un afio en 8.299 predios. La muestra obtenida fue de al menos 925
animales en un minimo de 12 predios, considerando un 5% de precision y un intervalo de

confianza del 95%. Se asumi6 una seroprevalencia del virus a nivel de finca del 50% y a
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nivel de individuos del 1 %. El estudio fue realizado en 31 hatos ubicados en 18 municipios
de la sabana de Bogota para un total de 930 animales muestreados.

2.2.6 Seleccion de predios

Se invitd a participar a través de una carta a ganaderos y médicos veterinarios interesados.
El estudio fue realizado en 31 hatos ubicados en 18 municipios de la sabana de Bogota,
entre 2000 y 2600 msnm con temperatura promedio de 13.5 °C. Fueron seleccionadas
fincas de lecheria especializada con vacas en pastoreo, alimentadas con kikuyo,
suplementadas con concentrado y sal mineralizada. Todas, con registros de los eventos

clinicos y reproductivos de los animales.

2.2.7 Tomay recoleccion de muestras

Se tomaron muestras en 930 terneras menores de un afio. De cada animal se obtuvo 10
ml de sangre de la vena yugular o coccigea, las cuales fueron depositadas en tubos con
activador de la coagulacion y gel separador. La sangre fue transportada al laboratorio en
refrigeracion a 4 °C, los sueros fueron separados por centrifugacion a 2000 gravedades

durante 10 minutos y almacenados en congelador a — 70 °C hasta su procesamiento.
2.2.8 Recoleccion de lainformacion

Se realizaron dos encuestas epidemioldgicas donde incluian la informacion individual de
cada animal muestreado, asi como la informacion de ubicacién, manejo e historia sanitaria
del hato. Esto, con el fin de establecer las variables que podrian ser posibles factores
asociados a la exposicion e infeccion al BVDV. Las variables que fueron incluidas en el
analisis epidemiolégico fueron divididas en variables individuales, manejo de hato,
asociadas a pardmetros reproductivos y de conocimiento de la enfermedad. Las variables
incluidas fueron categéricas en su mayoria, casi todas dicotomas (0=NO y 1=SI) descritas

a continuacion.
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2.2.8.1 Variables individuales

Las variables incluidas contenian informacién tomada a cada animal muestreado,
incluyendo datos de ubicacién (municipio) asi como el registro individual de los eventos
clinicos sucedidos; Animal vacunado (si - no), tipo de vacuna (muerta — virus vivo
modificada), historia de enfermedad respiratoria (si - no), historia de signos de diarrea (si -

no), histérico de aborto en la madre (si - no), procedencia (criado o comprado).
2.2.8.2 Variables asociadas al manejo del hato

Las variables asociadas eran en su mayoria de caracteristica dicotoma y relacionaban
preguntas con la bioseguridad y manejo interno del hato. Variables con respuesta de Si o
No incluian informaciébn como: Movilizacion de animales entre fincas, vacunacion en
terneras, novillas, toros y terneros, cria de reproductores, venta y compra de hembras para
reproduccion, asi como el nacimiento de animales con defectos al nacimiento, otras
variables eran tipo de hato (abierto — cerrado) o tipo de vacuna utilizada (virus muerto —

virus vivo modificado).

2.2.8.3 Variables Asociadas a Parametros Reproductivos

Las variables asociadas a parametros reproductivos a nivel de hato fueron categorizadas
en porcentajes desde 0 hasta 100 % e incluian informacion de los eventos clinicos
reproductivos presentes en los hatos. Concepciones por monta natural, vacas en el hato
gue abortan antes y después de 50 dias, tasa de prefiez por inseminacién o por monta
natural, animales concebidos a través de monta natural, inseminacion o transferencia de
embriones, nacimiento de animales prematuros o mortinatos, momificaciones fetales y

retencion de placenta fueron las variables asociadas incluidas en la encuesta.
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2.2.8.4 Variables asociadas al conocimiento del BVDV

Las variables asociadas al conocimiento del BVDV incluian preguntas como: Sospecha de
tener DVB en el hato, diagndstico de BVDV durante el dltimo afio, cuando adquiere
animales realiza pruebas para diagnostico de enfermedades infecciosas y realiza pruebas

para diagnoéstico de enfermedades infecciosas en sus propios animales.

2.2.9 Pruebas diagndsticas utilizadas

Para la identificacion de animales Pl se utiliz6 el ensayo inmuno enzimatico (ELISA) para
la deteccion del antigeno del Virus de la Diarrea Viral Bovina a partir de muestras de suero
mezcladas en pool de 3 individuos (HerdChek*BVDV Ag/Suero Plus — IDEXX).
(Bedekovic1 et al.,, 2012) con una sensibilidad y especificidad de 99.6 % y 100%
respectivamente. Cada pool positivo fue evaluado individualmente para identificar el animal
Pl. Esta prueba diagnéstica emplea un anticuerpo monoclonal especifico para el antigeno
E™ de los pestisvirus como anticuerpo detector, combinado con un conjugado del HRPO-
estreptavidina. La Glucoproteina E™ constituye una diana Optima para la deteccién del
BVDV en muestras de suero (Kampa et al, 2007) y también de tejido (Kuhne et al, 2005),
ya que existe tanto en formas secretadas como intracelulares en las células infectadas
(Rumenapf el at, 1993). El status de infeccion persistente fue confirmado con un muestreo
posterior y analisis por TR - PCR en los animales sobre los cuales se logré hacer

seguimiento.

Para la estimacion de la seroprevalencia de Ac contra BVDV p80 la prueba diagnéstica
gue se uso fue: ELISA para la deteccidn de anticuerpos del Virus de la Diarrea Viral Bovina
a partir de muestras de suero (IDEXX BVDV p80 Ab Test), con una sensibilidad y
especificidad de 99.7% y 100% respectivamente. Cabe mencionar que la prueba
diagnéstica detecta anticuerpos frente la proteina p80, esta basado en el principio de
competicion entre el anticuerpo bovino y una peroxidasa unida a un anticuerpo monoclonal
anti-p80 “WB 112”. En ningln caso, tiene la capacidad de detectar los anticuerpos

consecuencia de la vacunacion a virus muerto.
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En el caso de HerdChek*BVDV Ag/Suero Plus — IDEXX la reaccién es valida, cuando los
valores medios de densidad Optica del control negativo DO (450nm) < 0,200 y la media
control positivo — media control negativo (P-N) P-N = 0,300; La presencia o ausencia del
BVDV se determina calculando el cociente del resultado de la muestra sobre el control
positivo para cada muestra y el resultado es considerado positivo cuando el cociente es

> 0,15 y negativo cuando el cociente < 0,15.

La validacién de la prueba de deteccién de anticuerpos IDEXX BVDV p80 Ab Test esta
dada si la media del control negativo (CNx) tiene un valor minimo medio de OD 450 de
0,800 vy si el porcentaje M/N del control positivo es inferior al 20%. Considerando los

animales positivos con M/N > a 40% y los animales negativos con resultados M/N > 40%.

2.2.10 Analisis estadistico

La informacion recolectada fue analizada a través de estadistica de frecuencias y
estadistica descriptiva. El andlisis de los factores asociados con la presentacion de
animales Pl y aquellos asociados con la exposicion y la seroprevalencia se realizo
inicialmente a través de un andlisis univariado, para establecer la asociacion de cada
variable con el resultado de las pruebas diagnésticas utilizando tablas de contingencia de
2x2. Se reportaron los Odds Ratios con sus respectivos los intervalos de confianza del
95%. Se utilizé el criterio de Hosmer-Lemeshow (p<0,25) para seleccionar las variables
gue entraron al modelo final de regresion logistica binaria, Se reportaron los intervalos de
confianza del 95%. Adicionalmente todo valor de p <0.05 fue considerado como

estadisticamente significativo.

Una vez seleccionadas las variables se incluyeron en un modelo de regresion logistica
binaria donde se evaluaron factores de confusion a través de la comparaciéon entre los
Odds Ratio (OR) crudos y ajustados, también se incluyeron posibles términos de
interaccion como la edad y la vacunacion previa. La fortaleza de la asociacidon se estimo

a través del célculo del OR con sus intervalos de confianza del 95%, en todos los casos
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un valor p < 0,05 se consider6 como estadisticamente significativo. Los datos fueron
analizados utilizando SPSS versién 20.0 (IBM, statistics).

2.3 Resultados

2.3.1 Caracteristicas de los hatos

El estudio se realiz6 en 31 hatos lecheros ubicados en 18 municipios de la Sabana de
Bogota, entre 2000 y 2600 msnm con temperatura promedio de 13.5 °C. Todos los
animales fueron mantenidos en condiciones de pastoreo, alimentadas con pasto Kikuyo,
suplementadas con concentrado y sal mineralizada. La mayoria de hatos con inventario
menor a 200 animales por predio (71%) y con poblaciones animales distribuidas en
terneras, levante, novillas de vientre, vacas de produccion y horro. Algunos hatos incluian

toros como reproductores o repasadores (48,4%).

Todos los hatos contaban con un sistema de registro de la informaciéon del manejo de los
eventos clinicos y reproductivos de los animales. Se pudo establecer que el porcentaje de
hatos abiertos fue de (48,4%) o cerrados (51,6%), que movilizan animales entre hatos
(61,3%), que compran de animales para reproduccion (25,8%), que venden animales para
reproduccion (54,8%), que vacunan contra BVDV (77,4%) con virus muerto (67,7%) o con
virus vivo modificado (9,7%), que realizan pruebas diagnésticas de enfermedades
reproductivas en los animales de las fincas (80,6%), asi como la obtencion de informacion
frente a eventos reproductivos, el 90,3% de los hatos con el porcentaje animales
concebidos por inseminacién artificial entre 50 y 100% y con porcentaje de perdidas
embrionarias entre 0 y 25%, el 87,09 % de hatos con retenciones de placenta reportada

entre 0y 25% y el 45,2% reportaron animales con defectos al nacimiento (Tabla 8).

Las terneras eran manejadas en grupos dependiendo la edad. Normalmente, durante los
4 primeros 4 meses eran manejadas amarradas por separado en estacas en un potrero o

en salacuna, después de los 4 meses lo comun era agruparlas en potreros.



Determinacién de la prevalencia de animales Persistentemente Infectados con el virus de diarrea Viral Bovina

(DVB) y factores de riesgo asociados con la exposicion al virus en terneras de hatos lecheros de la Sabana

de Bogota

Tabla 8. Estadistica descriptiva del manejo a nivel de hato en 31 predios analizados

Variable Categoria n Porcentaje %
Fincas positivas a la prueba de Antigeno de
DVB Si 7 22,6
No 24
Fincas positivas a la prueba de deteccion de
Anticuerpos contra DVB Si 26 83,9
No 5
Numero total de animales en la finca > 200 animales 9 29
< 200 animales 22
Toros para reproduccion Si 15 48,4
No 16
% Concepcion por monta natural 0 - 50% 29 93,5
50 - 100% 2
Tipo de hato Abierto 15 48,4
Cerrado 16
Fuente de agua de bebida Acueducto 16 51,61
Pozo profundo 10
Vallado 3
Rio 2
Movilizacién de animales entre fincas Si 19 61,3
No 12
Vacunacion contra BVDV Si 24 77,4
No 7
Vacuna terneras y novillas Si 24 77,4
No 7
Vacuna toros y terneros Si 24 77,4
No 7
Tipo de vacuna No aplica 7 22,6
Muerto 21 67,7
Virus vivo
modificado 3
[0)
Perdida gestacional antes del dia 42 0a50% 28 90,3
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50 a 100% 3
Cria de reproductores Si 11 35,5
No 20
0,
% Compra de animales el Gltimo afio 0 a50% 26 83,9
50 a 100% 5
Vende hembras para reproduccién Si 17 54,8
No 14
Compra hembras para reproduccion Si 8 25,8
No 23
Realiza pruebas para diagnéstico de
enfermedades infecciosas en sus propios
animales Si 25 80,6
No 6
% Animales concebidos por Monta Natural 0 a 50% 29 93,5
50 a 100% 2
% Animales concebidos por IA 50 a 100% 28 90,3
0 a 100% 3
% Animales concebidos por Trasferencia de 0 a 50%
Embriones 0 30 96,7
50 a 100% 1
Diagndstico de BDV durante el dltimo afio de
su Hato Si 10 32,2
No 21
Sospecha de tener BDV en el hato Si 20 64,5
No 11
Pérdida gestacional antes 50 dias 0 a25% 28 90,3
26 a 50% 3
Pérdida gestacional antes 270 dias 0 a25% 28 90,3
26 a 50% 3
Retencién de placenta 0 a 25% 27 87,09
26 a 50% 4
Nacimiento de animales con defectos Si 14 45,2

No 17
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2.3.2 Caracteristicas individuales de los animales

En los 31 hatos enrolados en esta investigacién se muestrearon un total de n = 930
animales, a cada animal se tomé informacion individual respecto a la vacunacion contra
BVDV (29,7%), historico de diarrea (15,6%), neumonia (8,4%) o informacion acerca de la
madre como aborto historico de la misma (15,8%). A partir de esta informacion, se
realizaron andlisis estadisticos con el fin de identificar algunos factores asociados con la

infeccion persistente y con la exposicion al virus de DVB (Tabla 9).

Tabla 9. Prevalencia de los eventos clinicos de las terneras menores a 12 meses
muestreados (n=930)

Evento Clinico Categoria Frecuencia Prevalencia

(n) (%)

Vacunada contra DVB Si 276 29,7
No 654

Historia de Neumonia Si 78 8,4
No 852

Historia de Diarrea Si 145 15,6
No 785

Madre con Historia de aborto Si 147 15,8
No 783

2.3.3 Diagndstico de infeccion persistente con el virus de
Diarrea Viral Bovina (Animales PI)

Se detectaron 7 grupos (pool) Ag positivos provenientes de 7 hatos diferentes, estos
sueros fueron nuevamente evaluados a nivel individual obteniendo el diagnéstico individual

de los animales Ag positivo.

De un total de n= 930 se identificaron 7 animales positivos a la prueba de antigenos. El
status de infeccion persistente fue confirmado con un muestreo posterior y analisis por TR
- PCR en los animales sobre los cuales se logré hacer seguimiento. Esto corresponde a
una prevalencia individual de animales Pl de 0,8% en 7 de 31 fincas muestreadas,

prevalencia a nivel de hato de 22,6% (Tabla 10).
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Tabla 10. Resultados de la prueba de ELISA para la deteccion de Ag contra BVDV en
terneras menores a 12 meses en hatos de la Sabana de Bogota
Persistentemente

Infectados N Positivos Prevalencia %
Individuos 930 7 0,8
Hato 31 7 22,6

2.3.4 Factores asociados con la infeccion persistente de
BVDV a nivel de hato

Algunas variables de manejo a nivel de hato pueden ser de consideracién al momento de
conocer sobre la epidemiologia de los animales PI. Todos los hatos incluidos en el estudio
que tuvieron animales PI, evidenciaron exposicion al virus y presentaron una prevalencia
serolégicas de Ac entre 2 -26 %, mientras en los hatos que no tuvieron diagndstico de
animales PI (77,4%), presentaron una prevalencia de anticuerpos al BVDV p80 que varié
entre 0- 90%. De los 21 hatos que vacunaban con virus muerto contra BVDV, 6
presentaron animales positivos a Pl, los 3 hatos que vacunaban con virus vivo modificado
no presentaron diagnostico de animales Pl 'y en 7 que no vacunaban hubo 1 diagndstico
de PI.

En los 7 hatos con diagnostico positivo de animales Pl hubo reportes de ocurrencia
mortalidad embrionaria en las vacas hasta un 50% y de aborto hasta un 25 %, En el
estudio no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el manejo de hatos en los
gue se diagnostico animales Pl versus manejo de hatos que no tuvo este diagnéstico (P >
0,05) (Tabla 11).



Determinacién de la prevalencia de animales Persistentemente Infectados con el virus de diarrea Viral Bovina

(DVB) y factores de riesgo asociados con la exposicion al virus en terneras de hatos lecheros de la Sabana

de Bogota

37

Tabla 11. Resultados del andlisis univariado del manejo de hato con animales Pl versus

hatos sin animales PI.

Hato con

Hato sin

Variable Categoria . . OR IC95% valor P
animal Pl animales PI
Presencia de 7
anticuerpos No 0
Si 7 17 0,7 061-29 0,166
Seropositividad de > 26% 0 6
Ac en hatos
<26% 7 18 0,7 0,61-2,96 0,166
Tipo de hato Cerrado 3 13
Abierto 4 11 13 024-74 0,742
Moviliza Animales No 3 9
Vacuna No 1 6
Si 6 18 0,85 0,57-1,26 0,484
Mortglldaq 0 - 50% 7 21
embrionaria
50 -100 % 0 3 09 0,73-1,02 0,302
Aborto 0 -25% 6 22
25 - 50% 1 2 16 0,12-21,7 0,694
Vende hembras para 11
. No 3
reproduccion
Si 4 13 1 049-214 0,927
Compra hembras 17
- No 6
para reproduccion
Si 1 7 2,2 0,32-151 0,366
Diagnostico BVDV en No 5 18
el ultimo afio
Si 2 6 0,9 0,24-3,7 0,947
Defectos de animales No 2 15
al nacimiento
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2.3.5 Factores asociados con la infeccion persistente a
BVDV a nivel individual

De los (n=7) animales PI diagnosticados, 2 eran menores de 4 meses, de estos, 1 era
criado amarrado en estaca y otro en salacuna, los demas, eran manejados en grupos de
animales sueltos en potrero. Tres de los animales Pl eran mayores de 5 meses y fueron
vacunados con virus muerto, los otros 4 no tenian reporte de vacunacion previa al
muestreo, en los hatos que vacunaban con virus vivo modificado no hubo diagnéstico de
animales PI (Figura 2).

Figura 2. Distribucion de animales con infeccién persistentes (PI) al virus de DVB con
relacion al momento de vacunacion, sistema de manejo y a la edad
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En el presente estudio, seis de los 7 hatos en los que se diagnosticaron animales Pl

vacunaban con virus muerto, tres de los animales diagnosticados como Pl habian sido
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vacunados hacia menos de 4 meses y los otros 4 no habian sido vacunados al momento
del muestreo. (Figura 3)

Figura 3. Distribucion de animales con infeccién persistente (PI) al BVDV con relacion al
momento de vacunacion, tiempo de vacunacion y a la edad
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En el andlisis univariado de las variables individuales asociadas a la infeccion persistente
a DVB no se observaron variables asociadas con la infeccién persistente al BVDV en el

presente estudio p>0.05 (Tabla 12).
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Tabla 12. Analisis univariado de la informacion individual para estimar las variables
asociadas a la infeccién persistente a BVDV en terneras menores de 12 meses en la
sabana de Bogota

, , Animales
Variable Categoria |, gypy.p; OR IC 95% Valor P

Resultado Anticuerpos No 678 0
Si 252 7 0,7 0,09-0,35 0,105

Edad < 4 meses 540 5
>4 meses 390 2 1,8 0,35-9,39 0,472

Vacunacion No 654 4
Si 276 3 1,7 0,39-8,03 0,444

Madre con Historia de No 783 7
Aborto Si 147 0 0,8 0,81-0,86 0,25

Historia de Diarrea No 785 7
Si 145 0 0,8 0,82-0,86 0,25

Historia de Neumonia No 852 1
Si 78 6 1,8 0,2-154 0,57

IC=Intervalo de confianza del 95%
OR=0dds ratio
P < 0,05

Los resultados del modelo de regresion logistica binaria no mostraron variables asociadas
a la infeccion persistente al BVDV a nivel individual, tampoco se observaron términos de

interaccion presentes en el modelo (Tabla 13).
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Tabla 13. Resultados de la Regresion logistica, variables individuales asociadas a la
infeccion persistente a DVB en terneras menores de 12 meses en la Sabana de Bogota

Variable Categoria OR IC95% Valor P
Edad < 4 meses 0.9 0.13 - 6.58 0.051
> 4 meses
Madre con si 0 T 0,000 0,996
Historia de No
aborto
Historia de si 0,000 0,996
Diarrea No

IC=Intervalo de confianza 95%
OR=0dds ratio
P < 0,05

2.3.6 Prevalencia de anticuerpos al BVDV

Se incluyeron un total de 930 animales, provenientes de 31 hatos lecheros en la Sabana
de Bogotd, de estos, fueron positivos a la prueba diagnéstica (IDEXX BVDV p80 Ab) 252
animales en 26 fincas, reflejando una prevalencia de anticuerpos en individuos promedio
de 27,1% (rango entre 0- 90 %) y en hatos de 83,9% (Tabla 14).

Tabla 14. Resultados a la prueba de ELISA para la deteccion de Anticuerpos contra
BVDV

Resultado Ac N Positivos Prevalencia %
Individuos 930 252 27,1
Hato 31 26 83,9
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2.3.7 Distribucion de anticuerpos BVDV y la relacion con

la vacunacion y la edad

El diagndstico de animales positivos esta dado por exposicion viral, anticuerpos maternos
0 vacunacion a virus vivo modificado. Este ultimo, es el menos probable ya que solo 17 de
930 animales fueron vacunados con este tipo de vacuna, la prueba diagnéstica identifica
anticuerpos P80 y no detecta los anticuerpos producto de vacunaciones a virus muerto

realizada en el 67,8% de los hatos.

Los hatos vacunados y no vacunados presentaron una prevalencia de anticuerpos al

BVDV, con un rango entre 0 al 90% (Figura 4).

Figura 4. Distribucién de Prevalencia de anticuerpos contra BVDV p80 en hatos
vacunados con virus muerto, vivo modificado y en hatos que no vacunan
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24 (77,4 %) de los 31 hatos vacunaban como medida de prevencion contra los signos
producidos por BVDV, de estos, 3 hatos vacunaban con virus vivo modificado (12,5%), y

21 hatos lo hacian con vacunas a virus muerto (87,5%). De los 930 animales muestreados,

654 (70,3%) no estaban vacunados al momento del muestreo y 276 (29,7%) animales
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fueron vacunados, de estos, 238 (86,2%) fueron con vacunas a virus muerto y 38 (13,8%)

con virus vivo modificado (Figura 5).

Figura 5. Distribucion de anticuerpos BVDV con relacion con el tipo de vacunay la

edad a

la cual se vacunaron
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390 animales muestreados eran menores de 4 meses, 298 animales estaban entre 4y 7,9

meses y 242 eran mayores de 8 meses, cada grupo resulté en una seropositividad del

42,56 %, 21,47 % y 9 % respectivamente. La seroprevalencia de BVDV en el estudio

evidencié una proporcién (42,56%) de animales positivos a anticuerpos mas elevada

durante los primeros 4 meses de edad (Figura 6).



44 Determinacion de la prevalencia de animales Persistentemente Infectados con el virus de diarrea Viral Bovina
(DVB) y factores de riesgo asociados con la exposicion al virus en terneras de hatos lecheros de la Sabana
de Bogota

Figura 6. Distribucion de los Resultados de la Prueba de Anticuerpos a BVDV con relacion
a la edad.
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2.3.8 Factores asociados con la seroprevalencia de Ac al
BVDV a nivel de hato

En el estudio no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el manejo de hatos
en los que se diagnosticd Ac contra el BVDV p80 versus el manejo de hatos que fueron

negativos a la prueba diagnéstica (P > 0,05) (Tabla 15).
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Tabla 15. Resultados del analisis univariado del manejo de hato con diagndstico positivo
versus hatos con diagnostico negativo a la prueba de Ac BVDV

Hato con

i 1 0,
Variable Categoria Ac BVDV Ac BVDV OR IC95% valor P
Animales positivos a
la prueba de No 19 1,4 1,08-1,72 187
antigeno (DVB-PI)
Si 7
Tipo de hato Cerrado 14 0,6 0,08 -4 0,570
Abierto 12
Moviliza Animales No 9 2,8 0,39-20,1 0,286
Si 17
Vacuna No 5 2,8 0,36-214 0,309
Si 21
Mortalidad 0 - 50% 23 1,1 098-129 (424
embrionaria
50 - 100 % 3
Aborto 0 -25% 23 1,1 0,98-1,29 0,424
25 - 50% 3
Vende hembras para 0,3 0,025-25 (217
i No 13 ,
reproduccion
Si 13
Compra hembras
para reproduccion No 19 15 0114-151 0,746
Si 7
Diagnostico BVDV en 0,7 0,93-479 0686
- o No 18 ,
el ultimo afio
si 8
Sospecha de tener No 9 1,3 017-89 0,818
BVDV en el hato
si 17
Defectos de animales 0,5 0,069-34 0476
e No 15 '
al nacimiento
si 11
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2.3.9 Factores asociados a
anticuerpos contra BVDV a nivel individual

la seroprevalencia de

cuatro variables fueron asociadas con la exposicion al BVDV en el andlisis univariado: La
edad — menores de 4 meses (OR= 3,9, IC:95% (2,88 — 5,31) P=0,001), vacunacién (OR=
1,6, IC: 95%(0,35 — 0,7) P=0,001), historia de diarrea (OR= 2,4, IC: 95%(1,62 — 3,37) P=
0,010) y el histérico de aborto en la madre (OR= 5,6, IC: 95%(3,9 — 8,16) P=0,001) (Tabla

16).
Tabla 16. Andlisis univariado de las variables individuales asociadas a la exposicion al
BVDV
Variable Categoria OR IC 95% Valor P
Individual
Resultado de la Negativo
prueba de .
Antigeno Positivo 3.0 0,37 242 0,105
Edad >4 meses
< 4 meses 3.9 288 —531 0,0001
Vacunacion No
contra DBV
Si 0,5 0,35 - 0,70 0,0001
Tiempo desde < 6 meses
que fue > 6 meses 0,80
vacunado 0,88 0,31-2,24
Madre con No
Historia de Si 5,6 3,9-8,16 0,0001
aborto
Historia de No
Diarrea Si 2,4 1,62 — 3,37 0,0001
Historia de No
Neumonia Si 0,8 0,52 — 0,132 0,44

IC=Intervalo de confianza
OR=0Odds ratio P <0,05

95%

Los resultados del modelo multivariado de regresion logistica mostraron que la edad en
los animales menores de 4 meses (OR=4,9, IC: 95% (2,52 -9,56) P: 0,001), aborto histérico
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de la madre (OR: 6,4, IC: 95% (3,91 —10,46) P: 0,001) y la diarrea (OR= 2,6, IC: 95% (1,58
—4,46) P=0,010), resultaron asociados con la exposicién al BVD; tampoco se observaron

términos de interaccion presentes en el modelo (Tabla 17).

Tabla 17. Factores asociados con la exposicion al BVDV en terneras menores de 12
meses provenientes de la Sabana de Bogota

Variable Categoria OR IC95% Valor P
Edad > 4 meses

< 4 meses 4,9 2,52 -9,56 0,0001
Madre con No
Historia de )

aborto Si 6,4 3,91 - 10,46 0,0001
Historia de No

Diarrea Si 2.6 1,58 — 4,46 0,010

IC=Intervalo de confianza 95%
OR=0dds ratio
P < 0,05

2.4 Discusion

Considerando que la identificacion y eliminacion de animales DVB-PI es fundamental para
el control efectivo de la enfermedad y aunque su prevalencia es elativamente baja, su
impacto en la patogénesis y la trasmisién del BVDV es de suma importancia. Es esencial
para el pais reconocer e identificar estos individuos con fines de control y prevencién de la
enfermedad. La prevalencia de animales Pl en el estudio fue de 0,8 %, diagnosticados en
el 22,6 % de los hatos incluidos en el estudio, ratificando lo reportado en la literatura de
0,5 - 1,5% para individuos (Houe, 1995; Tinsley, 2012) y hasta el 50% para hatos (Tinsley,
2012). Estos resultados demuestran la presencia de animales Pl en la poblacion estudiada
y apoyan los resultados de investigaciones anteriores como el diagnéstico de animales Pl
realizado a través del cultivo de células PMN y posterior deteccion por inmunoperoxidasa
indirecta reportado en la Sabana de Bogota (Jaime, 1996). El diagndstico positivo a la
prueba de Ag contra BVDV en cualquier caso podria indicar infeccién viral aguda en cada

uno de los animales, esto podria ser descartado realizando un segundo muestreo con un



48 Determinacién de la prevalencia de animales Persistentemente Infectados con el virus de diarrea Viral Bovina
(DVB) y factores de riesgo asociados con la exposicion al virus en terneras de hatos lecheros de la Sabana

de Bogota

intervalo minimo de 4 semanas, tiempo en el cual un animal con infeccion aguda ha
disminuido la secrecion de particulas virales, contrario al animal Pl donde la secrecion viral
es de manera continua. En el estudio se logré hacer seguimiento en animales positivos a
la prueba de deteccion de Ag (ELISA) y su estado de infeccion persistente fue confirmado
a través de la prueba de TR - PCR. Los animales Pl son conocidos como los Unicos
reservorios naturales del virus, y cobran importancia en la epidemiologia de la enfermedad
ya que una vez han desaparecido los anticuerpos maternos o calostrales ellos pueden
eliminar grandes cantidades del virus durante toda su vida a través de sus secreciones
(Houe, 1995;). Aunque los animales Pl pueden ser fenotipicamente normales y llegar a la
madurez, se ha estimado una probabilidad de supervivencia del 50%, asumiendo que ellos
mueren antes del primer afio de vida por ser susceptibles a patologias tipicas de edades
tempranas en terneros como diarrea y neumonia (Baker, 1995). En el estudio no se
observaron animales Pl enfermos al momento del muestreo, hubo un reporte histérico de
signos de neumonia en 1 de los 7 animales PI. Con estos resultados, no se pudo establecer
una relacion causal con la presentacion de estas entidades clinicas en el estudio, debido
guizas al reducido numero de animales diagnosticados, lo cual resulté en que el modelo
de regresion logistica no logré identificar asociaciones causales con el resultado positivo

a la prueba de antigeno para identificar animales PI.

Los animales PI fueron diagnosticados a través de la deteccion de antigeno E™ del BVDV
por medio de una de prueba de ELISA utilizando grupos de sueros de 3 animales, donde
el resultado positivo debia ser confirmando individualmente a través de correr todas las
muestras de un grupo. Un estudio reportdé que era posible y seguro el uso de ELISA para
captura de Ag en grupos de hasta 5 sueros, este resultado permite incrementar la cobertura
de muestras a la vez que disminuye los costos asociados al diagnéstico, sin afectar el valor
diagnostico de la prueba (Bedekovi¢1 et al.,, 2012). De otro modo, es conocido que la
sensibilidad de la prueba de Elisa deteccion de Ag es afectada por los anticuerpos
maternos (Zimmer et al., 2004), sin embargo, 2 de los 7 animales diagnosticados como Pl,
eran menores de 4 meses, El hecho de detectar persistentemente infectados de forma
temprana permite prevenir los efectos a largo plazo de la presencia de la principal fuente

de infeccion a nivel de hato.
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En todos los hatos incluidos en el presente estudio que tuvieron animales PI (n=7), se pudo
observar exposicion al virus de los animales ya que presentaban anticuerpos contra el
BVDV. Sin embargo, y de manera sorpresiva, la presencia de animales Pl no resulté
asociada a la prevalencia serolégica (P > 0,05), debido quizas a la baja prevalencia de
animales Pl (0,8%), lo cual afecté el tamafio de la muestra utilizada en el analisis
estadistico. Sin embargo, ha sido reportado que la presencia de un animal Pl aumenta el
riesgo de transmision viral dependiendo de la posibilidad de que se realicen contactos
eficientes con animales Pl (Greiser-Wilke 2003), esta situacién no fue observada en el
estudio, ya que en los hatos donde se detectaron animales Pl se observé una prevalencia
seroldgica mas baja (2-26%) que en aquellos hatos sin diagnéstico de animales Pl y donde
la prevalencia serolégica alcanz6 hasta el 90%, esto, pudo haber sucedido por el poco
tiempo de exposicion al animal Pl o el diagnéstico de estos antes de los 4 meses de edad
ya que se ha reportado la presencia de Ac maternos puede disminuir la cantidad y el tiempo
de excrecion de particulas virales por parte de estos (Zimmer et al., 2004; Fux e Wolf,
2012). Adicionalmente, pudo influir el tipo de manejo y la baja posibilidad de contacto con
los animales Pl al momento del muestreo ya que los animales estaban manejados
amarrados individualmente en estaca o en salacuna o recientemente reunidos con otros
animales en potrero. En los hatos que tienen elevada prevalencia de anticuerpos y no se
detectaron animales PI, se debe sospechar de la circulacion viral producto de exposicion
directa al virus y no se podria descartar la presencia de Pl en los demas grupos etareos
ya que estos pueden llegar a la madurez sin mostrar signos clinicos de la enfermedad
(Greiser-Wilke, 2003). Otras caracteristicas de manejo de los hatos con diagnéstico de
animales PI fue que en todos se reportd mortalidad embrionaria en un 50 % de las vacas,
abortos hasta un 25% y en 5 de 7 hatos reportaron el nacimiento de animales con defectos
y aunque no fueron estadisticamente significativas (P > 0,05) deben ser tenidas en cuenta
en términos del conocimiento de la presentacion de la enfermedad, ya que similares
efectos negativos de la infeccion con BVDV sobre la reproduccion han sido reportados
(Blanchard et al., 2010).

A diferencia de la mayoria de estudios reportados en el pais, el presente estudio fue
realizado utilizando muestras provenientes de animales menores de un afio y los

anticuerpos detectados pueden sugerir exposicion viral a nivel de campo, presencia de
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anticuerpos maternos trasmitidos por el calostro o el efecto de la vacunacién con virus vivo
modificado (Zimmer et al., 2004), este ultimo, es el menos probable ya que solo el 1,8 %
de los animales (17/ 930) fueron inmunizados con este tipo de vacuna. La prueba
diagnostica utilizada detecta la proteina P80 del virus, la cual es una proteina no
estructural, presente en el biotipo citopatico y que se expresa cuando hay exposicion o
replicacion viral, no detectando los anticuerpos provenientes de vacunacion a virus muerto
(Jimmy, 1993; Lambot et al., 1997). La prevalencia promedio de anticuerpos a nivel de
individual en el estudio fue de 27,1 %, resultado menor en comparacion con los estudios
realizados a nivel nacional en animales adultos donde se han reportado resultados en la
Sabana de Bogota de 50%, 59% y 83% (Parra, 1994; Gongora, 1995; Jaime, 1996),
Cérdoba sucre 56% (Otte, 1985), Cesar 46% (Pefia, 2011), Pasto 32,7% (Quevedo, 2011),
Caqueta (Cruz, 2014) 35,5% (motta, 2012), Boyaca 55,1%(Cruz, 2014). Asi mismo, el
83,87% de los hatos analizados en el estudio tuvieron diagnoéstico positivo de Acs, similar
a lo reportado en diferentes estudios donde la prevalencia va desde 40 % hasta 80 %
(Kobrak, 1997). Pudo suceder ya que se estimé prevalencias en animales jévenes menores
de un afio, ademas, la prueba diagndstica no detecta anticuerpos vacunales de virus

muerto.

La edad en animales menores de 4 meses como factor asociado a la prevalencia
serolégica al BVDV en el estudio (OR= 4,9, IC 95% ( 2,52 - 9,56), P= 0,001), puede
atribuirse a una exposicién viral o con la presencia de anticuerpos maternos como
consecuencia de exposicién de la madre al virus (Mufioz-Zanzi et al., 2002), estos pueden
ser trasmitidos a través del calostro y permanecer en hasta los 4 - 6 meses de vida en la
mayoria de los casos (Zimmer et al., 2004). Sin embargo, otros autores reportan que
pueden persistir hasta los 8 a 12 meses meses (Mufioz-Zanzi et al., 2002;). En el presente
estudio, esta tendencia se mantuvo y por ello, los animales menores de 4 meses
estuvieron asociados con una mayor proporciéon de animales positivos a la prueba de
anticuerpos. Posterior a este tiempo se observd una disminucion en la proporciéon de
animales positivos lo cual que puede estar relacionado con la disminuciéon de los
anticuerpos calostrales (Mufioz-Zanzi et al., 2002). Algunos autores sugieren que la
seguridad de la deteccion de animales con o sin infeccion siendo estos jovenes debe ser
entre 8 a 12 meses, ya que a esta edad son normalmente libres de anticuerpos maternos

contra BVDV y estan expuestos a una infeccion aguda (Houe, 1995; Sandvik, 1999). Ya
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sea por anticuerpos maternos o por contacto directo con el virus, los resultados de
seroprevalencia de anticuerpos demostraron exposicion de los animales en los hatos al
BVDV.

Los animales seropositivos provenientes de una madre con histérico de aborto estuvieron
asociados con la exposicion al virus de la BVDV, con mas posibilidades de presentar
anticuerpos comparados con animales sin esta historia (OR= 6,4, IC 95% (3,91 — 10,46)
P =0,001). El aborto es una consecuencia reproductiva de la infeccion aguda por BVDV ).
Algunos autores han demostrado los efectos negativos de la infeccion viral y su impacto
en términos de reproduccion dependiendo del momento de infeccién representado en
mortalidad embrionaria, abortos, presentacion de lesiones congénitas, infeccion aguda
fetal con nacimiento a término o nacimientos de terneros débiles, ademas de la infeccion
persistente (Moerman et al., 1994; Grooms, 2006; Blanchard et al., 2010).

La historia presentacién de diarrea en los animales fue uno de los factores asociados con
la exposicion al BVDV que incrementa la posibilidad de presentar anticuerpos contra el
virus, comparados con los que no presentan este histérico de diarrea (OR= 2,6, IC 95%
(1,58 — 4,46), P=0,010). Algunos autores sugieren que el BVDV posee relacion directa con
la enteritis en terneros, causando atrofia de las vellosidades duodenales e inflamacion de
la mucosa en el intestino. Asi mismo, reportan que su interaccion con el rotavirus bovino
puede resultar en una enfermedad entérica mas severa (Brodersen et al, 1998; Kelling et
al., 2002). Aunque se ha reportado la diarrea como una caracteristica clinica de la
enfermedad (Ridpath, 2010), se debe profundizar la investigacién sobre la asociacion con
el BVDV ya que existen multiples agentes etiolégicos que pueden ser responsables de la
presentacion de esta entidad clinica y que no fueron evaluados en el presente estudio.
(Baker, 1995).

Los programas de vacunacion tienen como objetivo aumentar la inmunidad a nivel del hato,
reducir el impacto de las manifestaciones clinicas de la enfermedad y la circulacién viral
(Newcomer et al., 2015), En el estudio se observé una variacion en la prevalencia de
anticuerpos en los hatos vacunados desde 0 - 90%, mientras que la prevalencia en hatos

no vacunados estuvo entre 0 - 83%,(P>0.05) las comparaciones son dificiles dada la
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importancia del manejo de la bioseguridad en cada hato pero en cualquier caso la
exposicion viral puede ser causada por contacto con animales que poseen infeccién aguda
0 con animales Pl. Hatos no vacunados y vacunados con virus muerto y negativos a la
prueba diagnéstica contra BVDV p80 pueden sugerir ausencia de infeccion (Houe, 1995;
Sandvik, 1999),

Es muy importante anotar que debido a que este es un estudio de prevalencia, los
resultados deben ser interpretados con precaucion dado que son un Unico muestreo sin
seguimiento en el tiempo, pero pueden servir como base para el disefio de un estudio de
cohorte que permita de manera mas precisa estimar factores de riesgo para la enfermedad.
El estudio permitié establecer una prevalencia de animales Pl individual y de hato de 0,8
%y 22,6 % respectivamente. Ademas sugiere la posibilidad de realizar grupos de muestras
de varios animales en pool sin afectar los resultados de la prueba, maximizando las
posibilidades de diagnéstico y reduciendo los costos asociados. Finalmente, se observaron
los siguientes factores asociados con la exposicion: la edad en animales menores de 4
meses (OR=4,9 IC: 95% (2,52 -9,56), P= 0,001), aborto histérico (OR= 6,4 IC: 95% (3,91
—10,46) P=0,001), prevalencia mayor al promedio de seropositividad en hato (OR= 17,3
IC: 95% (11,32 — 26,50) P=0,001) y la diarrea (OR= 2,6 IC: 95% (1,58 — 4,46), P= 0,010),

En Colombia no existe un programa de control oficial o de erradicacién del BVDV. Por ello
es importante avanzar en el estudio de la epidemiologia e identificacién del estado
infeccidbn y exposicion para ejecutar medidas efectivas y asi disminuir las pérdidas

econdmicas por las consecuencias clinicas de la enfermedad.



Conclusiones y recomendaciones

1.1 Conclusiones

La distribucion mundial de la Diarrea Viral Bovina, la prevalencia del virus en la
mayoria de estudios realizados y su impacto negativo en las ganaderias, hacen de
este un patégeno de importancia en la salud de los bovinos. El primer requisito para
planear un programa de erradicacion y control es el conocimiento del status
infeccioso a nivel regional. Para el estudio la prevalencia de animales Pl en la
Sabana de Bogota fue de 0,8 % (7/930) en el 22,6% de las fincas analizadas (7/31).
Esto demuestra la circulacion viral en nuestro medio y fortalece la importancia del
diagndstico de animales Pl ya que son considerados la principal fuente de infeccion

en las fincas.

Este estudio establecié factores asociados al riesgo de exposicion al BVDV
dependiendo de un Unico resultado (prevalencia de antigenos y anticuerpos). Para
el caso de los animales PI, La identificacion de factores asociados fue dificil dada
su baja prevalencia (0,8%), haciendo que el andlisis estadistico fuera no

significativo en las variables analizadas.

La presencia de anticuerpos contra la proteina P80 del BVDV es consecuencia de
la exposicidn viral, la presencia de anticuerpos maternos o la vacunacion con virus
vivo modificado. La prevalencia de estos en el estudio fue de 27,1 % diagnosticados
en el 83,9 % de fincas analizadas, demostrando asi exposicion viral en los animales

de la mayoria de las fincas incluidas en el estudio.

Para evaluar los factores asociados a la exposicién viral se uso la respuesta de
anticuerpos al BVDV por parte de los animales, La edad en animales menores de

4 meses presentan asociacion a la presencia de anticuerpos contra BVDV p80



54

Determinacion de la prevalencia de animales Persistentemente Infectados con el virus de diarrea
Viral Bovina (DVB) y factores de riesgo asociados con la exposicion al virus en terneras de hatos
lecheros de la Sabana de Bogota

(OR=4,9, IC: 95% (2,52 -9,56) P=0,001), esto puede obedecer a la presencia de
infeccion viral o la presencia de anticuerpos maternos consecuencia de exposicion
de la madre al virus, estos Ultimos pueden ser trasmitidos a través del calostro y
permanecer en el animal en promedio hasta los 4 a 6 meses de vida en la mayoria

de los casos.

Los efectos negativos de la exposicion en términos de alteraciones reproductivas
estuvieron asociadas en el estudio. El hecho de que la madre del animal
muestreado hubiera presentado historial de aborto incrementé 6,4 veces el riesgo
de presentar Ac al virus (OR= 6,4, IC: 95% (3,91 — 10,46) P= 0,001). mostrando
que donde hay mayor circulacion viral puede haber asociacién con los efectos

negativos en reproduccion.

La historia de presentacion de diarrea en los animales es un factor asociado a la
exposicion al BVDV e incrementa la posibilidad de presentar anticuerpos al virus
(OR: 2,6, IC: 95% (1,58 — 4,46), P= 0,010), comparados con los que no presentan
este historico de diarrea. Existen multiples agentes etiolégicos que pueden ser
responsables de la presentacion de esta entidad clinica, condiciones de atencién
al neonato y de salud de hato pueden prevenir esta patologia y no necesariamente

estar relacionada con BVDV.

Se evidencio en el estudio menor seroprevalencia de anticuerpos en animales
vacunados, esto puede reflejar la disminucion de la circulacion y exposicion viral en
las fincas donde se realiza vacunacion como método para aumentar la inmunidad

del hato y disminuir las manifestaciones clinicas de la enfermedad (P= 0,001).
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1.2 Recomendaciones

Este estudio epidemiolégico se basé en el diagndstico de animales Pl y seroprevalencia
de anticuerpos relacionando variables de manejo como posibles factores asociados a su
presentacion. El conocimiento de la epidemiologia de la Diarrea viral Bovina y de nuestro
status infeccioso es vital para ejecutar planes que permitan establecer programas de
control, y erradicacion, por esto, es necesario realizar mas investigaciones en diagnostico

y factores asociados a la presentacion de la enfermedad.

Continuar con el estudio sobre el virus de la Diarrea Viral Bovina, especificamente en el
diagnostico y eliminacion de animales Pl es necesario para reducir el impacto en fallas
reproductivas y pérdidas economicas para las fincas infectadas, teniendo en cuenta que
los factores de riesgo asociados a la enfermedad pueden ser puntos criticos en el control

de la misma.

Conocer los factores que pueden estar asociados a la exposicion del BVDV, nos puede
permitir tomar medidas de control y mitigacion del impacto por la infeccion de la misma, los
resultados del presente pueden servir como base para el disefio de un estudio de cohorte

gue permita estimar de manera mas precisa factores de riesgo para la enfermedad

Realizar estudios donde se pueda estimar el costo beneficio del diagndstico y eliminacién
de animales PI, asi como el efecto de la vacunacién en el control de la disminucién del

impacto negativo de la enfermedad.
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