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RESUMEN

La DVD en ganado es una enfermedad infectocontagiosa que genera severas y grandes
pérdidas al ganadero y se caracteriza por trastornos respiratorios, diarreas, abortos y una
caida brusca en la produccién de leche pudiendo llegar hasta la muerte, el objetivo del
trabajo fue determinar la prevalencia de Diarrea Viral Bovina en la zona de San Fernando
provincia del Azuay en diferentes hatos ganaderos, la toma de muestras de sangre se
realizd en la vena coxigea del animal para su posterior examinacion, consideramos que
es un lugar donde la produccion ganadera y lechera, es practicamente la principal fuente
de ingresos econdémicos de sus habitantes. El presente trabajo corresponde a un estudio
de tipo transversal descriptivo prospectivo, que pretende establecer la prevalencia de
Diarrea Viral Bovina en dicho cantdn, por tal razon se realizo esta investigacion en varias
zonas de San Fernando con un muestreo al azar de 182 bovinos sin discriminar sexo, raza,
edad y tipo de hato ganadero, mediante un analisis seroldgico con la técnica de ELISA
Sandwich, esto se realizd en los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana.
Dandonos como resultado una prevalencia del 3,30% (6/182) animales positivos y con un
96,70% (176/182) de animales negativos. Incluidos estudios de diferentes investigaciones
realizadas dentro y fuera del pais, el nivel de prevalencia se ajusta a las cifras descritas
por aquellos autores, tomando en cuenta la edad de los animales, su estado reproductivo

y la eficacia en el control de la vacunacion.



ABSTRACT

DVD in cattle is an infectious disease that generates severe and large losses to the farmer
and is characterized by respiratory disorders, diarrhea, abortions and a sudden drop in
milk production that can even lead to death, the objective of the work was to determine
the prevalence of Bovine Viral Diarrhea in the area of San Fernando province of Azuay
in different cattle herds, blood samples were taken from the animal's coccygeal vein for
subsequent examination, we consider that it is a place where livestock and dairy
production is practically the main source of income for its inhabitants. The present work
corresponds to a prospective descriptive cross-sectional study, which aims to establish
the prevalence of Bovine Viral Diarrhea in said canton, for this reason this investigation
was carried out in several areas of San Fernando with a random sampling of 182 bovines
without discriminating sex. , race, age and type of cattle herd, by means of a serological
analysis with the Sandwich ELISA technique, this was carried out in the laboratories of
the Salesian Polytechnic University. Resulting in a prevalence of 3,30% (6/182) sampled
animals and 96,70% (176/182) of negative animals. Including studies of different
investigations carried out inside and outside the country, the level of prevalence is
adjusted to the figures described by those authors, taking into account the age of the

animals, their reproductive status and the efficacy in vaccination control.
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1. INTRODUCCION

La diarrea viral bovina (DVD), es una enfermedad que afecta principalmente al
ganado bovino. Es una enfermedad que en varios paises esta afectando tanto en el tema
reproductivo como productivo, lo cual estd generando pérdidas econémicas a los
productores, ya que la enfermedad antes mencionada se est& considerando como un virus

relevante en el mundo ganadero.

La Diarrea Viral Bovina del (DVB) es una enfermedad infecto-contagiosa con
amplia distribucion mundial y que limita la eficiencia productiva debido a la persistencia
del virus en la naturaleza. EI DVB es endémico en algunos hatos bovinos lecheros y de
doble proposito del Ecuador, cuantificandose a nivel de pais una prevalencia del 39,4 %.

(Jara, 2008)

Causando grandes pérdidas econdmicas debido a su presentacion clinica con
trastornos reproductivos y muerte embrionaria; entre otros. Ademas de animales
persistentemente infectados, los cuales resultan estériles o diseminan la enfermedad

(Baker, 1990)

En 1946, cuando BVD fue descrito por primera vez, esta fue la forma mas
prevalente y uno de los signos mas saltante fue la diarrea, de alli el nombre de diarrea
viral bovina, aunque, en la actualidad se estima que solamente 1 a 5% de los animales de

6 meses a 2 afios de edad pueden presentar esta forma clinica. (Rivera H. , 1993)

Esta enfermedad principalmente se presenta por signos y sintomas caracteristicos

como: depresion, fiebre alta, diarrea, anorexia, deshidratacion, salivacion, descarga
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nasal, hemorragia en varios tejidos, erosiones gastrointestinales, y leucopenia

hemorragia en varios tejidos.

Fue aislado desde un inicio por Lee y Gillespie en el afio de 1957 y se denomind
VDVB. Una presentacion similar pero de mayor severidad se observé en Canada por el
microbidlogo Childs en 1946 y Estados Unidos, manifestandose con fiebre, anorexia,
depresion, salivacion profusa, descarga nasal, hemorragias gastrointestinales, erosiones,
Ulceras, y diarrea profusa a veces sanguinolenta; condicion que posteriormente se

denominé “enfermedad de las mucosas” (Gonzales Carbajal, 2016).

1.1.  Problema

La Diarrea viral bovina implica un problema muy importante en la industria
ganadera, debido a que afecta principalmente a la salud e integridad del ganado ya que
en un gran numero de hatos o vacas lecheras estd comenzando a surgir con fuerza en el
canton de San Fernando, en la actualidad no existen estudios con respecto a la prevalencia
de diarrea viral bovina en esta zona, por tal motivo es un problema los animales infectados

ya que generan un riesgo de infeccién a los animales sanos al contacto.

Por consecuente la presente investigacion tiene la finalidad de demostrar la
prevalencia de diarrea viral bovina en varios hatos ganaderos o lecheros del canton de
San Fernando mediante pruebas seroldgicas y un Kit de Elisa lo cual nos van a garantizar
varios resultados para poder determinar la prevalencia, teniendo en cuenta que debemos

Ilevar un control para obtener resultados.
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1.2. Delimitacion

1.2.1. Espacial

La investigacion se realizo en el canton de San Fernando y todos sus alrededores,
tiene una poblacién de 3.961 habitantes de los cuales 3.256 son habitantes de la zona
rural, su altitud es de 2600 msnm y su clima es templado en la parte baja y frio en la parte
alta, tiene una extension de 140,51 kmz?, representando un 1,75% del porcentaje total de

la provincia.

1.2.2. Temporal

Este proceso investigativo tuvo una duracion de 400 horas, distribuidas en el

proceso experimental y la redaccion final del documento.

1.2.3. Académica

Este estudio cubre un area importante de las profesiones veterinarias y zootécnicas
como lo es la epidemiologia, por lo que este estudio permitird profundizar en el
conocimiento de este tema en beneficio de profesionales, estudiantes y personas
interesadas en el tema al comprender la prevalencia de DVB derivada del ganado bovino

del sector de San Fernando.

1.3.  Explicacion del problema

La presente investigacion estd enfocada en diagnosticar y evaluar la prevalencia
de Diarrea Viral Bovina en el sector de San Fernando , provincia del Azuay, ya que esta
enfermedad genera signos clinicos que tienen similitud a otras enfermedades de tipo

reproductivo, gastrointestinal y respiratorio, por lo que podria existir una equivocacion
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en el diagndstico, la enfermedad de DVB segun las diferentes investigaciones que se han
realizado esta presente en la mayoria de los hatos ganaderos ya sea produccién de leche
o de carne, por lo que se llegan a generar grandes pérdidas econémicas, por lo que se
necesita un ente de control, o capacitaciones para un claro diagndstico y de manera que
esto se vea reflejado en los diferentes hatos de los ganaderos, y asi se pueda prevenir y
controlar de mejor manera, evitando menores perdidas en la Zona de san Gerardo, asi

como también en las diferentes producciones fuera del mismo.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Determinar la prevalencia de Diarrea Viral Bovina en bovinos, en la provincia del

Azuay, Cantén Girdn, zona San Fernando.

1.4.2. Objetivos Especificos

Determinar la presencia de anticuerpos dirigidos para DVB en bovinos

nediante el método de ELISA sandwich.

Determinar la prevalencia de Diarrea viral bovina en bovinos del Cantén San

Fernando.

1.5.  Hipbtesis

1.5.1. Hipétesis alternativa

Es alta la prevalencia de Diarrea viral bovina en ganado bovino del cantén San

Fernando
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1.5.2. Hipdtesis nula

Es baja la prevalencia de Diarrea viral bovina en ganado bovino del cantdn San

Fernando.

1.6. Fundamentacion tedrica

El presente trabajo de investigacion se baso en determinar la prevalencia de
diarrea viral bovina en hatos ganaderos y lecheros en la zona de San Fernando. Ya que
esta es una enfermedad infecto-contagiosa que afecta principalmente al ganado bovino y
por lo tanto como medicos veterinarios debemos informar, aportar informacion y

proyectos de capacitacion a los ganaderos tanto como pequefios y grandes productores.

Los resultados obtenidos servird como informacion adicional para productores y
ganaderos en general, proporcionando asi como también programas tales como
vacunacion, desparasitaciones, prevencion en la aparicion de animales Pl, cuarentenas y

demaés protocolos para el manejo y prevencion de la enfermedad.
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2. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMENTO.

2.1. Introduccién

La enfermedad conocida como Diarrea Viral Bovina como su nombre lo indica es
un virus que ataca la salud del ganado bovino, este es un virus RNA de cadena simple
que pertenece al género Pestivirus afectando todos los rumiantes sin tener en cuenta edad,
es una enfermedad a nivel mundial que afecta a muchos ganaderos con grandes pérdidas
de sus animales como también en la parte econémica, se requiere tener un control del hato
ganadero realizando pruebas seroldgicas o moleculares para la deteccién a tiempo de esta

enfermedad. (Carrillo Correa, 2019)

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad endémica en las
poblaciones de ganado en la mayor parte del mundo. La alta prevalencia en combinacion
con los efectos negativos sobre la reproduccion y el estado general de salud en los rebafios
afectados dan como resultado grandes pérdidas economicas significativas para la

industria ganadera a nivel mundial. (Velasquez, 2022)

Este patdgeno de origen viral, es responsable de una amplia variedad de
manifestaciones clinicas que varian desde infecciones inaparentes o subclinicas hasta una

enfermedad aguda y muchas veces fatal. (Paredes Galarza, 2022)

Estas manifestaciones clinicas afectan directamente en la produccion y
reproduccion bovina, generando graves perjuicios observados en pérdidas en produccion
lechera, bajos indices de la tasa de concepcidn, abortos, momificacion fetal, nacimiento
de terneros débiles y aumento de la tasa de mortalidad neonatal. EI VDVB se perpetua en

la naturaleza y en la ganaderia bovina por la presencia de bovinos aparentemente sanos
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infectados congénitamente denominados Persistentemente Infectados (Pl) (Gomes

Fernandes, y otros, 2018)

A medida que los sistemas de produccion animal se intensifican cuantitativa o
cualitativamente se hace necesario implementar medidas de bioseguridad en las fincas,
ya que los factores de riesgo para las enfermedades de origen infeccioso se incrementan
en la misma proporcidn que aumenta la densidad poblacional por unidad de superficie.
En América Latina carece de analisis sobre el grado de incidencia y el impacto de las
patologias reproductivas en hembras de ganaderia bovina, lo cual ha impedido adoptar
medidas sanitarias para controlar dichas enfermedades, que inciden en un elevado indice
de mortalidad en bovino, y baja produccion de leche y carne. La mayoria de las unidades
de produccién no disponen de un calendario de manejo sanitario de los animales. (Medina

Leiva & Saballos Soza, 2017)

2.2. Etiologia

Es causada por un Pestivirus de la familia Flaviviridae, de los que se reconocen
dos genotipos: vDVB tipo 1y vDVB tipo 2, éste Gltimo estd asociado con cuadros agudos
graves e induce enfermedades respiratorias severas, que en ocasiones se ven complicadas

con un cuadro hemorragico agudo, a menudo mortal. (SAG, 2022)

2.2.1. Genotipos
Hay dos genotipos de virus que causan diarrea infecciosa en las vacas, pero no
difieren en virulencia. Anteriormente se pensaba que los virus con el genotipo BVDV-1

causan formas maés leves de la enfermedad que el BVDV-2. Estudios posteriores no
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confirmaron esto. La Unica diferencia: los virus del segundo tipo estdn menos extendidos

en el mundo. (GARDEN Decorexpro.com, 2015)

El virus DVB tipo 1 es responsable de procesos leves con sintomatologia
inaparente, caracterizados por ligero aumento de la temperatura corporal y la presencia
de lesiones moderadas restringidas al aparato digestivo y a 6rganos del sistema Linfoide;
en vacas gestantes este genotipo puede inducir abortos y patologias reproductivas, al virus
DVB tipo 2 se lo asocia con enfermedades agudas severas caracterizadas por presentar
un cuadro hemorragico agudo, conocido como sindrome hemorragico, que es fatal para
los animales. No se ha establecido una diferencia en la virulencia y en los mecanismos
patogénicos de ambas especies. (Walz, y otros, 2001)

Figura 1. Estructura del virus.
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Fuente: (Boehringer Ingelheim, 2021)
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2.2.2. Biotipos
2.2.2.1.  No Citopatico

En la clasificacion de los biotipos de la VDVB, el biotipo no citopatico NCP es
considerado una cepa in-vitro la cual se caracteriza por no lisar la célula en el proceso de
replicacion, en cuanto al biotipo citopatico CP en menor grupo se desarrolla a partir del
biotipo NCP mediante un proceso molecular de una proteina N2/ 3 propia del virus, las
dos cepas pueden infectar al ganado bovino proporcionandole un estado de gravedad
dependiendo la vulnerabilidad del mismo; se debe tomar en cuenta que existen ciertos
factores muy importantes que permiten una evolucion de la enfermedad y la gravedad de
la misma, por ejemplo gestacidn, las defensas del animal si estan altas o bajas, entre otras.
La cepa no citopatico CNP es la mas peligrosa al momento de infectar al animal, es decir
es la més patogénica, la cual reacciona en el animal atacandolo de forma directa causando
un estado de salud clinico, segun estudios en Estados Unidos se encontrd animales con

procesos hemorragicos graves y cuadros de trombocitopenia. (Carrillo Correa, 2019)

2.2.2.2.  Citopatico
De acuerdo a lo detallado antes se sabe que entre los dos biotipos la cepa citopatico
puede llegar a matar células que son infectadas, en cambio la cepa no citopatica no lo
hace, de acuerdo a la infeccion persistente, la responsable es la cepa no citopatico, la cepa
citopatica se desarrolla a partir de una cepa no citopatica ya sea por secuencia de ARN o

por una duplicacion de la proteina NS3 propiamente. (Carrillo Correa, 2019)

2.3.  Propiedades del virus

El Virus de la Diarrea Viral Bovina 1 (DVB-1), Virus de la Diarrea Viral Bovina

2 (DVB-2), virus de la Peste Porcina Clasica (CSFV) y virus de la Enfermedad de las
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Fronteras (BDV) comprenden las cuatro especies reconocidas dentro del género
Pestivirus y pertenecen a la familia Flaviviridae. Los miembros del género Pestivirus
poseen viriones esféricos de forma icosaédrica de 40 a 60 nm de diametro, contienen un
nucleocapside que externamente se encuentra revestido por una envoltura lipidica que
contiene tres importantes glicoproteinas virales denominadas, ERNS, E1 y E2. (Paredes

Galarza, 2022)

Figura 2. Propiedades del virus.
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Fuente: (Vargas, Jaime, & Vera, 2009)

2.4.  Patogenia

Después del contacto con membranas mucosas de la boca o nariz, la replicacion
ocurre en células epiteliales con una predileccion por las tonsilas palatinas, especialmente
células epiteliales de la cripta. El virus presenta tropismo por células mitéticamente
activas como: linfocitos, fagocitos mononucleares y celulas epiteliales. Se ha especulado
que el biotipo cp se replica en la mucosa nasal en titulos méas altos que el biotipo ncp,
resultando en una eficiente diseminacion en animales susceptibles. La replicacion
comienza con la adhesién a la membrana plasmatica y penetracion 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. (Morales & Siever, 2002)



25

Ademas ocurre fusion de la envoltura con la membrana endosomal - dependiente
de pH -, y el virus ingresa al citoplasma mediante endocitosis mediada por receptor y

libera su genoma en el citosol. (Rondon, 2006, pag 695)

Este virus tiene afinidad por las células y érganos Diana (monocito-macrofago,
linfocitos, células dendriticas). Esta enfermedad causa la supresion de la inmunidad del
animal lo que provoca que sean mas susceptibles a la presencia de la enfermedad. (Garcia

Bocanegra & Zafra Leva, 2019)

Los animales Pl pueden presentar enfermedad de las mucosas (EM) cuando existe
una mutacion del biotipo ncp que produjo la infeccion fetal a un biotipo cp, o cuando el
animal sufre una supe infeccion posnatal por un biotipo cp antigénicamente homologo al

biotipo ncp que dio lugar a la inmunotolerancia. (Garcia Bocanegra & Zafra Leva, 2019,

pag. 24)

2.5.  Sintomatologia y lesiones

El virus se caracteriza por una amplia gama de formas clinicas, desde formas
subagudas que se presentan de manera imperceptible hasta formas caracterizadas por el

desarrollo de leucopenia, trombocitopenia y sangrado intenso.(Pedrera, y otros, 2007)

Se calcula que alrededor del 90% son casos del tipo subclinicos (sin sintomas
externos) en vaquillas o vacas prefiadas. Lo que quiere decir que la hembra no mostrara
signos clinicos de la enfermedad pero lo que causa el problema es el embrién o feto. Los
terneros nacidos con "infeccion persistente™ se mezclan con animales susceptibles y
pueden contagiar a todo el lote. En los cuadros clinicos la enfermedad puede producir:

fiebre, depresion y diarrea con sangre, también puede asociarse con otras bacterias
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integrandose al Complejo Respiratorio Bovino. En cuanto a la presentacion clinica, la
infeccion en vacas prefiadas puede ocasionar muerte embrionaria, abortos o terneros

nacidos muertos. (Medina Leiva & Saballos Soza, 2017, pag 11)

2.6. Manifestaciones clinicas

La infeccion del ganado con el VDVB puede dar como resultado la aparicion de tres
sindromes como tal. Diarrea viral bovina (o infeccion postnatal primaria), la infeccion
persistente y la enfermedad de las mucosas que va a desarrollar una infeccion respiratoria,
digestiva. En la Infeccion postnatal, el reproductiva con sintomatologia subclinica o
severa animal se puede infectar con un biotipo cp o ncp y con alta mortalidad (Walz, y
otros, 2001)

Figura 3. Patogenia del virus.
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Fuente: (Vargas S., Jaime, & Vera, 2009)
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2.6.1. Infecciones subclinicas:

La mayoria de las infecciones son subclinicas o de caracter moderado, con fiebre,
descarga oculonasal, leucopenia transitoria, elevada morbilidad y baja mortalidad. Se
desarrollan anticuerpos neutralizantes 14 a 28 dias post infeccidén y consecuentemente la
proteccion contra reinfecciones por cepas homologas del virus es de por vida. (Velasquez

Quinaluisa & Toro Molina , 2022)

2.6.2. Infeccién aguda:

La totalidad de las infecciones agudas estan causadas por el biotipo NCP,
generalmente ocurre en animales entre 6 meses y 2 afios de edad. El periodo de incubacion
es de 5-7 dias; seguido de fiebre transitoria y viremia por encima de los 15 dias. Luego
del ingreso del virus se replica en las células epiteliales de la mucosa oro nasal y tonsilas,
la progenie se disemina via sanguineo y linfatica, como virus libre o asociado a linfocitos
y monocitos. Ademas, las infecciones agudas causan y producen atrofia ovarica e

infertilidad temporal. (Velasquez Quinaluisa & Toro Molina , 2022)

La enfermedad produce multiples expresiones clinicas; mortalidad embrionaria o
fetal, abortos, malformaciones congénitas, mortalidad perinatal, retraso del desarrollo,
patologias respiratorias y digestivas variadas. En ocasiones el problema de DVB es
subestimado, y su diagnaostico erroneo o diferenciado por que las lesiones son variables y
los sintomas se asocian con otras enfermedades como por ejemplo el Complejo

Respiratorio Bovino, Fiebre del Transporte y Fiebre indiferenciada. (Glauber, 2013)

Las infecciones de las hembras reproductoras pueden dar lugar a fallos en la

concepcién o a infecciones embrionarias y fetales, que provocan abortos, animales
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nacidos muertos, anomalias teratogénicas o el nacimiento de terneros infectados de forma
persistente. (OIE, 2023)

Figura 4. Animal persistentemente infectado.
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Fuente: (Gobierno de Esparia, 2023)

2.6.3. Infeccidn persistente

Unicamente el biotipo ncp del VDVB puede establecer infecciones persistentes.
La mayoria de los terneros con infeccion 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. (Rivera H. , 1993)

La capacidad de este biotipo por inhibir la produccion de interferon tipo 1 en el
feto, posibilita la supervivencia del virus dentro del huésped y establezca la infeccion

persistente. Los fetos infectados dentro de este periodo desarrollan inmunotolerancia
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innata y adaptativa a la cepa infectante del VDVB. El organismo del bovino jamas lograra

erradicar el virus y el animal nacera infectado de manera persistente. (Rivera H. , 2008)

Por esta razon en los bovinos PI, la vida util es significativamente corta y
generalmente los terneros mueren durante los primeros meses de vida y tan solo el 28%
de estos animales logra sobrevivir hasta los dos afios de edad. Cuando estos bovinos
logran sobrevivir hasta la etapa reproductiva, transmiten el virus a su progenie, de esta
forma los machos enfermos transmiten el virus a través del semen y las hembras Pl

gestantes generan el nacimiento de terneros PI. (Paredes Galarza, 2022)

2.6.4. Enfermedad de las mucosas

Los animales con viremia persistente pueden sucumbir posteriormente a la
enfermedad de las mucosas. Se ha observado que este sindrome es consecuencia de la
infeccion de un animal IP por un virus citopatico antigénicamente similar, que puede tener
lugar por sobre-infeccion, recombinacién entre biotipos no citopaticos, o mutacion del

biotipo persistente. (OIE, 2007)

Se caracteriza por ser una enfermedad progresiva que genera diarrea incontrolable
y maloliente, deshidratacion y enflaquecimiento progresivo, descarga nasal y
ulceraciones en las mucosas de la cavidad oral y el tracto gastrointestinal. Una leucopenia
severa se puede presentar en los primeros estadios de la enfermedad. (Mora Zapata &

Salgado Vargas, 2013, pag. 4)
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2.7. Lesiones

La mayoria de las infecciones son subclinicas, presentando solo lesiones
moderadas en aparato digestivo y sistema linfoide. En las hembras puede producir
infertilidad temporal y en prefiadas causa aborto a partir de los 4 meses de gestacion.
Afecta con mayor frecuencia a animales de 6-24 meses de edad, cursando con una
morbilidad generalmente alta y una baja o nula mortalidad. La forma aguda grave de DVB
es poco frecuente, presenta elevada morbilidad y mortalidad, afecta a animales de todas
las edades. Se caracteriza por un cuadro de fiebre alta (de 40 a 41°C), agalaxia, diarrea
acuosa y alteraciones respiratorias intensas. A menudo se produce la muerte del animal a
las 48 horas del comienzo de la sinologia. Sindrome hemorragico, con una mortalidad
cercana al 25%, presenta pirexia, diarrea sanguinolenta, congestion en conjuntiva y
mucosas, hemorragias petequiales y equimosis en mucosas. Los animales
permanentemente infectados (PI) estan predispuestos a desarrollar una forma letal
denominada enfermedad de las mucosas, que se caracteriza por la aparicion de diarreas
sanguinolentas, erosiones, ulceraciones y hemorragias en las superficies mucosas de la
cavidad oral, es6fago, pre-estomagos, abomaso e intestino y muerte a las dos o tres

semanas de la aparicion de los signos clinicos. (SAG, 2022)

2.8. Diagnostico

El diagndstico se basa Unicamente en el aislamiento del virus o deteccién del
antigeno viral especifico. Serologia, Aislamiento viral, Deteccion de antigenos mediante

ELISA, Inmunohistoquimica, PCR. (SAG, 2022)
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El diagnotico se puede realizar basdndose en el historial clinico de los niamales,
registros de reproduccién, signos clinicos, lesiones macroscopicas y microscépicas. El
diagnostico de confirmacion se basa en el aislamiento del virus en cultivos celulares, la
deteccion del antigeno virico en los tejidos y en la serologia. Entre las muestras que deben
enviarse para realizar un aislamiento virico se encuentran las heces, exudados nasales,
sangre Y tejidos recogidos en la necropsia, asi como fetos abortados. Dado que el virus
no es citopatico en los cultivos celulares, su presencia se determina mediante

inmunofluorescencia. (GARDEN Decorexpro.com, 2015)

2.8.1. Serologia

La mejor forma de confirmar la infeccion aguda por el VDVB es la observacion de
seroconversion en muestras pareadas secuenciales, tedricamente de varios animales del
grupo. Las muestras pareadas (tomadas en las fases agudas y de convalecencia) deben
tomarse con un intervalo minimo de 21 dias y los analisis deben realizarse en paralelo
empleando la misma prueba. Las mas utilizadas son el enzimoinmunoanalisis y la prueba

de neutralizacion del virus. (OIE, 2023)

2.8.2.  Aislamiento Viral

Para realizar el aislamiento viral, se requiere mano de obra calificada para trabajar
con celulas, equipamiento y disponibilidad de cultivos celulares. El procedimiento lleva
como minimo tres semanas de trabajo debido a la necesidad de realizar multiples pasajes
en lineas celulares susceptibles al VDVB. A través de estos pasajes celulares se logra

aumentar la concentracion del virus y el ultimo paso implica el 15 revelado a través de la
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deteccion del antigeno viral en las células infectadas con anticuerpos policlonales o
monoclonales marcados con fluorocromos (inmunoflorescencia) o bien detectar el
genoma viral por RT-PCR. (Reaccion de transcriptasa reversa seguido de reaccion en

cadena de polimerasa). (Pecora & Perez, 2017)

2.8.3.  Deteccion de antigenos mediante ELISA.

El diagndstico de animales persistentemente infectados (PI) es clave para la
erradicacion, se debe utilizar una prueba con alta sensibilidad y alto valor predictivo
negativo (VPN) para evitar dejar animales falsos negativos en el rebafio para que la
infeccion persista. La técnica de ELISA de captura (ACE) sobre muestras de piel de oreja
es la que demuestra mayor sensibilidad y mayor VPN. En los animales detectados como
positivos, se deberia repetir el ensayo tres semanas después para corroborar la infeccion
y el estado de PI. Esta técnica se puede utilizar con muestras de piel de la oreja, sangre
con anticoagulante, también suero o plasma. (Combessies, 2016)

La muestra de piel de oreja tiene la ventaja que, el resultado, no es afectado por la
presencia de anticuerpos calostrales ni de infeccion natural, asi que se recomienda el
muestreo en terneros a partir de los tres meses de edad, aprovechando el momento del
caravaneado, utilizando un sacabocado o un sefialador. Los terneros son la categoria con
mayor probabilidad de encontrar los PI e, indirectamente, estamos controlando la madre,
ya gque se asume que un ternero Pl negativo proviene de una madre Pl negativa.

(Combessies, 2016)

- ELISA tipo sandwich, para deteccion de antigeno.
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- ELISA para deteccion de anticuerpos, del cual hay dos Kits distintos:

- ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos totales.

- ELISA competitivo para la deteccion de anticuerpos contra la proteina no
estructural P80 (NSP2-3). Esta prueba es capaz de detectar la infeccion activa de
DVB aun si estan vacunando, siempre y cuando la vacuna sea inactivada, ya que
este tipo de vacunas no inducen la produccion de anticuerpos anti-P80. (Serrano,

2019)

2.8.4. Inmunohistoquimica

El vDVB infecta varios 6rganos y tejidos del animal. A través de biopsias se ha
obtenido éxito para detectar el vDVB ganglios linfaticos, encéfalo, abomaso y placenta.
En el caso de animales vivos, se realiza biopsias de piel de preferencia del pabellon
auricular, las cuales son utiles para la deteccion de animales persistentemente infectados.

(OIE, 2007)

2.8.5. PCR

Las pruebas de diagnéstico molecular detectan directamente el ARN gendémico
viral. Estos métodos tienen ventajas sobre el aislamiento del virus porque no interfieren
con los anticuerpos neutralizantes y, por lo tanto, no afectan la sensibilidad y
especificidad de la prueba. No obstante, es necesario normalizar pruebas moleculares
como el RT-PCR, ya que esto haria posible la realizacion de un diagnéstico con una muy
alta sensibilidad y especificidad que incluiria a los animales PI, haciendo posible la
realizacion de programas de control y prevencion detectando dichos individuos. Asi

mismo, hace posible el desarrollo de futuras investigaciones en cuanto a genotipificacion
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viral, que permitirian la caracterizacion molecular de cepas colombianas. En el presente
estudio se describe el proceso de normalizacion de la prueba de RT-PCR para deteccidn

del VDVB. (Burbano C., Vera A., & Ramirez N, 2006)

2.9. Tratamiento

“No hay un tratamiento especifico, pero pueden ayudar las terapias de sostén a
base de astringentes digestivos y de soluciones parenterales de electrolitos. Se tratan son
las enfermedades secundarias que se generan por la inmunosupresion” Se requiere tomar
medidas preventivas especificas como la vacunacion, para evitar y controlar la aparicion
de sintomas derivados de la enfermedad. Aplicar virus vivo en novillas de levante, y en
vacas vacunar con virus muerto para evitar la reactivacion viral y produccion de abortos.
Asi se controlara la sintomatologia en el hato ya que no hay tratamientos para esa oleada

viral. (Cuervo, 2017)

2.10. Control y Erradicacion

Para el control en la aparicion de esta enfermedad se requiere de pruebas
diagnosticas en los programas de control, permitiendo asi la vigilancia o monitoreo de la
prevalencia a nivel del hato ganadero, asi como también a nivel regional; establecer el
estatus del hato frente a la enfermedad, e identificar animales Pl para su posterior
eliminacion. Los métodos de diagndstico incluyen: deteccion de antigenos, deteccion de
anticuerpos y deteccion del genoma viral. Por ahora, estas vacunas deberian usarse como
una medida de bioseguridad adicional en lugar del concepto clasico de control. Ademas,
el principal objetivo de la vacunacion es prevenir el pasaje del virus al feto para evitar las
fallas reproductivas causadas por el virus. (Vargas, Jaime, & Vera, 2009)

A la fecha, se tiene suficientes datos de la biologia del virus, patogenia, y
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epidemiologia de la enfermedad, asi como las técnicas diagnésticas necesarias para
considerar la erradicacion de la DVB basadas en la bioseguridad, eliminacion de animales
Pl y vigilancia, como lo demuestran los resultados de los exitosos programas de control
que estan efectudndose en muchos paises europeos. (Rivera H. , 2008)

El programa también implementa medidas de bioseguridad como controlar el
movimiento de ganado entre fincas, aislar el ganado nuevo que ingresa a la finca, utilizar
semen certificado y libre de enfermedades, controlar el movimiento de empleados al
rebafio, entre otros. EIl diagndstico de los animales Pl es de gran importancia debido a
que ellos constituyen los principales diseminadores de la enfermedad representando entre

el 1 al 2% de la poblacion bovina afectada. (Vargas, Jaime, & Vera, 2009)

2.10.1. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas — ELISA

Su fundamento se basa en la cuantificacién de un antigeno inmovilizado sobre
una superficie s6lida mediante el empleo de un anticuerpo especifico ligado a una enzima
de forma covalente, con el fin de detectar la respuesta inmunoldgica de la muestra a
evaluar. La cuantificacion del anticuerpo unido al antigeno es proporcional a la cantidad
de antigeno presente, su determinacién se realiza por espectrofotometria al medir la
transformacion de un sustrato transparente en un producto de color a través de la enzima
enlazada. (Abbas, Litchman, & Pillai, 2015)

Los test de ELISA pueden ser competitivos 0 no competitivos; en el ELISA
competitivo el anticuerpo de la muestra compite con el conjugado por los sitios de unién
al antigeno, una muestra es positiva cuando no hay color, ya que el sustrato no encontrara
la enzima porque el conjugado ha sido desplazado por el anticuerpo presente en la muestra,

es decir, cuantifica el antigeno presente en la muestra; mientras tanto, en el ELISA no
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competitivo se enfrenta la muestra con el antigeno o anticuerpo que esta en la fase solida,
la positividad de este test es dado cuando al formarse el complejo antigeno-anticuerpo y
al agregar el conjugado estos reaccionan con el sustrato y generan color, dentro de estos
se encuentran dos tipos: los directos detectan antigeno y los indirectos detectan

anticuerpos. (Abbas, Litchman, & Pillai, 2015)

2.10.1.1.  Principios de la técnica ELISA

El concepto y procedimiento para la deteccion de anticuerpos o antigenos por
ELISA es exactamente el mismo. Comience por obtener la proteina objetivo (antigeno o
anticuerpo). Las proteinas individuales requieren un proceso separado para obtener una
concentracion purificada de esa proteina en particular. Determinar a qué proteina o
proteinas apuntar es un proceso cientifico complejo. (Ramirez, 2022)

Idealmente, una prueba que se dirija a una proteina que sea exclusiva del patégeno
de interés (no presente reacciones cruzadas con otros patdgenos), sea inmunogénica (para
detectar anticuerpos) o esté presente en altas concentraciones (para la deteccion de
antigenos); se dirige a una proteina que se sabe que esta estrechamente asociada con la
prevencion de enfermedades y siempre estara presente. Desafortunadamente, la mayoria
de estos criterios son desconocidos y se puede obtener facilmente una sola proteina y
encontrarla en una muestra o mezcla de multiples proteinas (virales o bacterias completas)
utilizadas. Aunque el uso de virus o bacterias enteras pueda ser facil, es mas probable que

produzcan reacciones cruzadas con otros patdgenos. (Ramirez, 2022)

2.10.1.2. Pasos generales del proceso.

Paso 1. Se recubren previamente los micropocillos con los antigeno(s) objetivo
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(para detectar anticuerpos) o anticuerpos (para detectar antigenos).

Paso2. Se afiaden las muestras a analizar e incubar para permitir la union entre los
antigenos y los anticuerpos.

Paso 3. Se retira la muestra y se afiaden los anticuerpos especiales que se adheriran
al lado opuesto de los anticuerpos (parte inferior de la “’Y” del anticuerpo en la deteccion
de anticuerpos) o de los antigenos (parte superior de la “Y” en la deteccion de antigenos).
Entonces se incuba la muestra para permitir la union y se lava para asegurarnos de que se
eliminan los anticuerpos o antigenos que no se hayan adherido (es decir, los no objetivo).

Paso 4. Se afade el anticuerpo que estd marcado con un detector que emite
fluorescencia y se adheriré a los anticuerpos especiales del paso 3 (se adhieren a la parte
inferior de la “Y” del anticuerpo; es el mismo objetivo tanto para la deteccion de antigen0s
o0 de anticuerpos). En ese momento la muestra se incuba de nuevo para permitir la union
y se vuelve a lavar para asegurarnos de eliminar los anticuerpos marcados que no se hayan
adherido.

Paso 5. Se afiade el reactivo que desencadenaré la fluorescencia de los anticuerpos
marcados que se hayan adherido y luego se incuba para asegurar la unién.

Paso 6. Se lee la muestra, normalmente usando una maquina especial calibrada a
una longitud de onda especifica para cuantificar el cambio de color (referido como
absorbancia). Hay algunas ligeras variaciones en este proceso dependiendo de si es un
ELISA directo, indirecto o sdndwich; cada tipo tiene sus ventajas y desventajas (que no
exponemos aqui) pero, al final, todas obtienen los mismos resultados; cuanto mayor sea
la absorbancia, o cambio de color, mayor sera la concentracion esperada del antigeno o

anticuerpo objetivo en la muestra analizada. (Ramirez, 2022) sacado de la misma pagina
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Figura 5. Pasos generales del proceso.
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1 recubiertos 2 muestra y el de deteccion 4 i directa yla
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el anticuerpo de anticuerpo de une al analito enzimatica son
captura. captura. inmovilizado. proporcionales
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Competitivo
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Fuente: (Ramirez, 2022) adaptado de Ghaffari et al. 2020.
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2.10.2. ELISA indirecto

ELISA indirecto corresponde a una configuracion de inmunoensayo en la que el
antigeno estdndar o comercial se une a los pocillos de la placa para detectar o “cribar"
anticuerpos en muestras de suero. Estas pruebas a menudo se denominan pruebas
seroldgicas o, en este caso, ELISA seroldgicas. Luego, el complejo inmunitario se detecta
mediante un anticuerpo secundario conjugado con una enzima catalitica. (Gan & Patel,
2013)

En la interpretacion del ensayo se debe tener en cuenta que, la concentracion de
antigeno especifico presente en el suero se correlaciona directamente con la intensidad
del color que resulta de la accion de la enzima sobre su sustrato. Una desventaja principal
del ELISA indirecto es que el método de inmovilizacion del antigeno no es especifico.
Cuando se utiliza suero como antigeno de prueba, todas las proteinas de la muestra pueden
adherirse a los pocillos de una placa de microtitulacién. Esta limitacion, sin embargo, se
puede superar utilizando un anticuerpo de captura Unico para el antigeno de prueba
especifico para seleccionarlo del suero, como se ilustra en la técnica sandwich a

continuacion. (Gan & Patel, 2013)

2.10.3. ELISA directo.

Los antigenos de los virus unidos a una fase solida plastica se detectan mediante
la adicion de un anticuerpo conjugado. (Ramirez, 2022) El ensayo directo corresponde a
un tipo de formato en el cual, el antigeno presente es una muestra clinica de interés, es la
molécula que se adhiere a la placa para reaccionar posteriormente con un anticuerpo
especifico dispensando en los pozos y que esta conjugado directamente con una enzima

reveladora. Este tipo de ensayos se usa generalmente para la valoracion de un antigeno
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especifico en una muestra, este tipo no es muy usado. (Abyntek, 2019)

2.10.4. ELISA competitivo

El evento clave en ELISA competitivo es la reaccion competitiva entre el antigeno
en la muestra y el antigeno unido a los pocillos de la placa de microtitulacion del
anticuerpo primario. En primer lugar, el anticuerpo primario se incubé con el antigeno de
la muestra y el complejo antigeno-anticuerpo resultante se afiadio a los pocillos
recubiertos con el mismo antigeno. Después del periodo de incubacién, los anticuerpos
no unidos se eliminan por lavado. Cuantos mas antigenos haya en la muestra, mas
anticuerpos primarios se uniran a los antigenos de la muestra. Como resultado, habra
menos anticuerpos primarios para unirse al antigeno recubierto en el pocillo. Se agrega
un anticuerpo secundario conjugado con enzima, seguido de un sustrato para obtener una
sefial cromogénica o de fluorescencia. La ausencia de color indica la presencia de

antigeno en la muestra. (Gan & Patel, 2013)

2.10.5. Elisa sdndwich en la prevalencia de la enfermedad.

El formato ELISA Sandwich hadas, es utilizado para identificar un antigeno
especifico en una muestra, usando anticuerpos especificos contra diferentes epipotes del
mismo antigeno, lo que le confiere una muy alta especificidad a la prueba. En este caso a
diferencia del anterior, el inmunocomplejo (sandwich) es reconocido por un anticuerpo

secundario conjugado con una enzima catalizadora. (Gan & Patel, 2013)

Las pruebas, llamadas ELISA de sandwich, utilizan dos anticuerpos especificos

contra un antigeno para capturarlo como un sandwich en una placa de deteccion. En el
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primer paso, el antigeno de interés se agrega al anticuerpo primario montado en la placa.
Durante la segunda incubacidn, el anticuerpo secundario se agrega al complejo antigeno-
anticuerpo primario formado en el primer paso. Los anticuerpos secundarios pueden
conjugarse directamente con la enzima, lo que requiere solo la adicion de un sustrato, o
pueden unirse a un marcador, lo que requiere la adicion de un segundo compuesto que

reaccionard directamente con el sustrato.(Leon, 2019)

Cuando se agrega un sustrato cromogénico a un ensayo de desarrollo de color, las
muestras antigénicas altas producirdn mas sefiales que las muestras antigénicas bajas,
produciendo una sefial proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra. Para estimar
la concentracion de antigeno presente en la muestra, la medida se extrapola utilizando
una curva estdndar. Sandwich ELISA es altamente especifico porque utiliza un par de
anticuerpos para la captura y deteccion, en lugar de inmovilizar directamente el antigeno
en una placa de pléastico como en ELISA directo. Esto permite que el antigeno de interés
se concentre en la superficie de la placa, incluso si esta presente en concentraciones muy

bajas en la mezcla inicial. (Leon, 2019)

2.11. Resumen del estado del arte del estudio del problema

Mediante el trabajo de investigacion realizado se puede dar a concluir que no existen
proyectos de investigacion relacionados de la Universidad Politecnica Salesiana y el

grupo de investigacion GLOBAGEN, en cuanto al tema de ELISA Sandwich..
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MATERIALES Y METODOS

3.1.Materiales

3.1.1. Materiales fisicos de campo.

Tabla 7. Equipos fisicos de campo.

42

DESCRIPCON CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Bretes 1 Unidad
Narigueras 1 Unidad
Sogas 2 Unidad
Agujas vacutainer 20G 200 Unidad
Guantes 2 Caja
Algoddn 1 Caja
Alcohol 1 Litro
Tubos vacutainer — 200 Unidad
Etiquetas 200 Unidad
Cooler 1 Unidad
Overol 1 Unidad

3.1.2. Material biologico de campo.

Tabla 8. Equipos bioldgicos de campo.

DESCRIPCION

CANTIDAD

182




43

3.1.3. Material de laboratorio.

Tabla 3. Equipos fisicos de laboratorio.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Papel 1 Rollo
Tubos eppendorf 1 Caja
Gradilla de laboratorio 3 Unidad
Temporizador 1 Unidad
Botella de lavado 1 Unidad
Pipetas 2 Unidad
Jeringas 1 Unidad
Lector de ELISA 1 Unidad

Tabla 9. Equipo personal de laboratorio.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Mandil 1 Unidad
Cofia 1 Unidad
Guantes 2 Caja

Mascarilla 1 Unidad
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3.14. Material quimico.

Tabla 10. Material quimico de laboratorio.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Kit ELISA 1 Unidad
Alcohol etilico 1 Litro

Tabla 11. Material biolégico de laboratorio.

DECRIPCION CANTIDAD

Sangre de bovinos 182

3.1.5. Materiales de oficina.

Tabla 12. Materiales de oficina.

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Hojas de papel bond 1 Resma
Esferos 1 Unidad
Hojas de registro 1 Unidad
Carpeta 1 Unidad
Cinta adhesiva 1 Unidad
Laptop 1 Unidad

Tinta de impresion 1 Unidad
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3.2. Metodologia

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio epidemioldgico
causal, descriptivo, prospectivo, transversal que determina la presencia de anticuerpos
contra un patégeno en el primer ingreso y luego calcula la prevalencia de la enfermedad

en la poblacidn de estudio.

Dicho proceso experimental tendra como objetivo 182 muestras de sangre
extraidas de bovinos del canton San Fernando este proceso experimental se llevara a cabo

en los laboratorios de ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana

3.3.Proceso de la investigacion.

3.3.1.  Seleccién de los animales

Los animales seran elegidos en fincas y pequefios productores que son
pertenecientes al canton San Fernando, teniendo en cuenta la edad, el sexo y el sector a
la que pertenecen. Los animales seleccionados seran aquellos que demuestren sintomas

clinicos a la cual corresponda aparentemente a Diarrea Viral Bovina.

3.3.2. Recoleccion de las muestras

- Limpiezay desinfeccion del area.

- Extraccion de sangre a través de la vena coccigea/yugular aproximadamente
5 ml por bovino con aguja calibre 16G con la ayuda de personal capacitado
y personas del lugar.

- Se colocara la muestra en tubos vacutainer sin anticoagulante y

posteriormente se dejara a temperatura ambiente hasta la formaciéon del



coagulo. - Identificaremos cada muestra con su respetivo nimero, la edad
del animal, sexo y el sector.
- Posteriormente se refrigerara las muestras en un cooler con geles a

temperatura de aproximadamente 5°C.

3.4.Analisis estadistico

En este proyecto de investigacion, el disefio estadistico empleado en la
misma sera un analisis descriptivo-prospectivo de corte transversal y causal, este
proyecto tendra para evaluar la prevalencia de diarrea viral bovina en muestras de
sangre tomadas con suero bovino del area de San Fernando y alrededores. La
poblacién a muestrear es de un total de 182 animales bovinos denominados
unidades experimentales obtenidos a partir de un muestreo aleatorio simple (MAS)
que corresponde a un muestro simple para poblaciones no identificadas. Para el
analisis de los resultados de esta enfermedad se debe considerar parametros tal
como, edad, sexo, raza, estado de desarrollo, tipo de reproduccidn, antecedentes de

abortos, nimero de partos y estado de vacunacion.
3.5.Poblacion y muestra
3.5.1. Poblacion de datos
El estudio se realizara en las fincas, criaderos y ganaderias que existe dentro
del cantén San Fernando y sus alrededores, tomando en cuenta pardmetros tales

como edad, sexo, raza, estado de desarrollo, tipo de reproduccién, antecedentes de

abortos, nimero de partos y estado de vacunacion.. Para realizar el presente estudio
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se utilizard un anélisis estadistico descriptivo seguido de diferentes gréficos de

comparacion.

Para el disefio estadistico se establecerd un muestreo aleatorio simple,
considerando un tamafio minimo de la muestra, con un célculo de prevalencia
estimada de un 13% con un margen de error de 5% y un nivel de confianza de 95%
en cada uno de los campos respectivos. Dandonos como resultado un total de 182

muestras a obtener.
3.5.2. Muestra

La muestra sera de 182 sueros de bovinos que corresponden al célculo del
TMM, tomando en cuenta la prevalencia esperada de 13% de acuerdo con el
historico de prevalencias en investigaciones similares en condiciones geogréficas y
ambientales similares al Canton San Fernando. Para el calculo de la prevalencia de
Diarrea Viral Bovina se utilizara la formula de MAS (muestreo aleatorio simple)

para poblaciones infinitas o0 no conocida.

_ Z a’apxq
in2

N

Donde:
Z: nivel de confianza 95%: (1.96)2
P: probabilidad de prevalencia 13%: (0.137)
Q: 1-p: (0.87)
D: error estimado 5%: (0.05)

N = (1:992:(0.137)(086) _ 40,
0.052
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Para el célculo del TMM el nimero de animales a evaluar sera de un total de
182 bovinos, para el trabajo de estudio se tomara en consideracion la validez de
incorporar 2 animales mas para un muestreo total de 184, asi mismo para el

aprovechamiento del total del kit de diagndstico.

3.5.3. Procedimiento de la muestra

Colocar todos los reactivos a temperatura ambiente 21°C antes de ser utilizados
y homogenizarlos por vortex o por inversion.

Muestras de suero o plasma

1. Distribuir:
- 50 ul de Diluyente 2 en cada pocillo.
- 20 pl de Control negativo en los pocillos Aly B1.
- 20 pl de Control positivo en los pocillos C1y D1
- 50 ul de cada muestra a analizar en cada uno de los pocillos restantes.
2. Cubrir la placa, agitar con un agitador de placas por 1 minuto (a 500 rpm) e

incubar 60 min £ 6 min a 37C ( 2°C).

Pasos comunes a todo tipo de muestras

1. Vaciar los pozos, lave cada pocillo 5 veces con al menos 300ul de la solucién
de lavado evitar el desecado de los pocillos entre los lavados

2. Preparar el conjugado 1x diluyendo el conjugado concentrado 10x al 1-10 en
diluyente 12.

3. Distribuir 100 ul del conjugado 1x a todos los pocillos.

4. Cubrir la placa e incubar 30 min a 37C.
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. Vaciar los pocillos lavar 3 veces cada pocillo con aproximadamente 300 ul de
solucién de lavado

Distribuir 100 ul de la solucion de revelacion a cada pocillo

Cubrir la placa e incubar 15 min en oscuridad

. Agregar 100 ul de solucion de parada a cada pocillo para detener la reaccion.

Leer a una D.O a 450 nm.

3.5.4. Interpretacion de los resultados.

Validacion

- La prueba se valida si el valor medio de la densidad optica de los
controles positivos es superior a 0.500
- El cociente entre la media de los controles positivos y la media de los

controles negativos es superior a 3.3

Interpretacion

- S/P %- DOmuestra— Docn / DOcp — Docn *100

- Las muestras que presenten un S/P% inferior al 35% son
considerados negativos

- Superior o igual a 35% son considerados positivos. (ID. Vet. BVD

P80 Antigen Capture. 2020)
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3.6. Operalizacion de variables

3.6.1. Variable Independiente

Tabla 8. Variable Independiente: Suero de origen Bovino

Concepto Categorias Indicadores Variables
Unidad Fisico - Ndmero de - Numérico
hembras - ml
experimental que - Cantidad de - Numeérico
sangre
facilitara los Bioldgico - Cantidad de
suero
indicadores. - Positivo
- Negativo

3.6.2. Variable dependiente

Tabla 9. Variable dependiente: ELISA para DVB

Concepto Categorias Indicadores Variables
Método analitico Biologico Cantidad uniones - Numérico
que depende de la Ag-Ac mediante kit

reaccion Ag-Ac ELISA sandwich

3.7. Consideraciones éticas

Para llevar a cabo el trabajo de investigacion se contemplara los aspectos éticos en

cuanto a Bienestar animal como prioridad. Al tratar de encontrar el agente causal de la



o1

molestia que presenta el paciente, evitando al maximo el estrés, fatiga u otras acciones

que puedan deprimir ain mas al paciente.

Etica profesional: la blsqueda constante de nuevas técnicas y actualizaciones en la
profesion de Medicina Veterinaria es vital para el mantenimiento de la competencia
técnica profesional, la mejora continua de su practica y bienestar animal y con ello nos

lleve a férmanos como unos grandes profesionales de la salud. (Ulloa, 2018)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Prevalencia total

Tabla 10. Prevalencia total.

Prevalencia total Frecuencia Prevalencia L195% LS 95%
NEGATIVO 176 96,70% 92,96% 98,78%
POSITIVO 6 3,30% 1,22% 7,04%
TOTAL 182 100,00%

De acuerdo con el trabajo de investigacion realizado en la zona de San Fernando,
de las 182 muestras obtenidas para determinar la prevalencia de diarrea viral bovina,
mediante la técnica de ELISA SANDWICH, como se puede observar en la tabla 10, se

obtuvo 3,30% (6/182) de casos positivos y el 96,70% (176/182) de animales negativos.

Datos cercanos al lugar de la investigacion nos dice (Yanzaguano, 2022) en un
estudio realizado en la Zona de San Gerardo, ha obtenido un 44,62% de casos positivos
y el 3,23% de animales dudosos. De igual forma (Pacheco, 20221) en la comunidad de
San Pedro de Cafar obtuvo un 31,52% de casos positivos y un 67,39% de animales

negativos a la enfermedad.

En comparacion con los resultados obtenidos en la evaluacion de la enfermedad
segun (Gonzales Carbajal, 2016) se aprecia que la prevalencia de la DVB del cantén
Saraguro es de 27,92% a comparacién con la prevalencia del canton San Fernando que es
de un 3,30% siendo menos que en dicho cantdén. Segin (Moreno Pefia, 2019) su

investigacion dio como resultado un total de 16 animales positivos a la presencia de
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anticuerpos de diarrea viral bovina representando el 11,04% del total muestreado,
considerado como positivo mientras que los Negativos son de 129 animales representados
con un 88,97%. De igual manera en el canton de Santa Rosa (Carrillo Correa, 2019) nos
dice que la poblacion muestreada fue un total de 100 animales tomados de 3 fincas del
Canton Santa Rosa, cuyas muestras fueron trabajadas con la técnica molecular PCR y
arrojaron un 100% de Negativos a la presencia del virus de DVB. Dandonos a entender
que la prevalencia de DVB en estos sectores es relativamente baja, pero debemos tener

en cuenta el nmero de animales muestreados, el lugar y el método de evaluacion.
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4.2.Prevalencia por procedencia

Tabla 11. Prevalencia por procedencia total (negativo — positivo)

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
PROCEDENCIA Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia L195% LS 95%
Acumulada Acumulada
SAN
FERNANDO 168 95,45% 92,31% 91,24% 98,02% 6 100,00% 3,30% 54,07% 100,00%
SAN PABLO 8 4,55% 4,40% 1,98% 8,76% 0 0,00% 0,00% 0,00% 45,93%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182
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De acuerdo con la tabla 11, el lugar con mayor prevalencia de diarrea viral bovina
es en San Fernando con un 3,30% (6/182), siendo que, en comparacién con el sector de
San Pablo, no existe prevalencia de la enfermedad. Dado que los positivos de este lugar
son nulos, la informacion de esta nos aporta para generar una informacién atil para los
ganaderos y profesionales veterinarios que trabajan en esta zona, asi también para que se
recomiende el establecimiento de calendarios sanitarios que permitan el control de esta

enfermedad.
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4.3.Prevalencia por sexo

Tabla 12. Prevalencia por sexo.

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
SEXO Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI195% LS 95%
Acumulada Acumulada
HEMBRA 176 100,00% 96,70%  97,93% 100,00% 6 100,00% 3,30% 54,07% 100,00%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182,00
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Con respecto a los resultados de la tabla 12, de acuerdo al sexo nos dice
que, de los 182 animales muestreados, 6 hembras (6/182) es decir el 3,30% de
la poblacion muestreada resulta positivo a la prevalencia de la enfermedad, y
por tanto el 97,93% es decir (176/1782) permanecen negativos a la presencia de

la enfermedad.

Igualmente en los datos investigados de (Pacheco, 20221) se encuentra
una mayor prevalencia en hembras con un total de 98,28%, mientras que en
machos solo existe el 1,72%, seguido de (Yanzaguano, 2022) con una
prevalencia de 100% siendo en hembras el contagio mas comun. Segun los
datos descritos, toda la poblacion muestreada representa totalmente por
hembras, ya que por la descripcién de la enfermedad, prevalece y afecta
principalmente a las hembras, de igual forma en el estudio de (Moreno Pefia,
2019) nos dice que a las hembras y los machos no tiene una igualdad en el
muestreo debido a que solo existen 2 animales machos con el 1,4% vy el resto

son hembras 98,6% por lo tanto realizan una estadistica descriptiva.
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4.4.Prevalencia por edad

Tabla 13. Prevalencia por edad.

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
EDAD Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95%
Acumulada Acumulada
3 50 28,41% 2747%  21,88% 35,68% 1 16,67% 0,55% 0,42% 64,12%
4 91 51,70% 50,00%  44,06% 59,29% 4 66,67% 2,20% 22.28% 95,67%
5 35 19,89% 19,23%  14,26% 26,56% 1 16,67% 0,55% 0,42% 64,12%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182
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En latabla 13, los resultados de la prevalencia de esta enfermedad de acuerdo a
la edad nos dicen que, en la edad de 3 afios existe Unicamente un animal positivo a la
enfermedad (1/6) con una prevalencia del 0,55%, en la edad de 4 afios existe 4 (4/6)
con una prevalencia acumulada de 2,20% animales positivos y en la edad de 5 afios de
igual manera existe un animal positivo a Diarrea Viral bovina (1/6) con un 0,55%. Esto
dandonos como resultado total de 3,30% de animales positivos a la enfermedad. En
esta investigacion nos da que entre los animales de 4 afios de edad puede presentar una

mayor prevalencia de la enfermedad a comparacion con las otras edades.

(Gonzales Carbajal, 2016) Menciona que en su estudio de investigacién Vacas > a 8
afios presentaron un alto porcentaje de positividad con un 35,71% en comparacion con
las vacas de menor edad, que tienen menor tendencia a estar contagiadas del virus. Sin
embargo (Moreno Pefia, 2019) en su trabajo de investigacion los animales que tienen
un porcentaje mayor de positivos y sospechosos son los que estan en los rangos de 1 a
4 afios debido a su mayor porcentaje 5,52%. Igualmente (Pacheco, 20221) nos dice que
mayores de 25 meses con un total de 84,48% (49/58), seguido de vaconas entre 3 a 24
meses 13,46% (8/58), se encontrd 1 caso positivo en torete de 7 a 12 meses de edad,
mientras que en terneros de 0 a 6 meses y toro de 1 a 5 afios no se encontré ningun
caso positivo de VDVB, (Jara, 2008) También menciona que con respecto a la presencia
de DVB por edades, tenemos que existe una mayor presencia de la misma en animales
desde los 1 a los 4 afios, sin descartar la presencia en animales con mayor o menor edad
y prevalencia, hay que recalcar que animales de hasta 6 meses de edad pueden ser
positivos por anticuerpos maternos, Y finalmente (Yanzaguano, 2022) reporta que los

animales muestreados presentaban edades desde los 3 -5 afios, obteniéndose casos
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positivos en 83 de los 186. Teniendo en cuenta que en edad de 4 afios es la que mas

prevalencia presenta con un 51,81%(43/83) casos positivos.
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4.5.Prevalencia por estado de desarrollo

Tabla 14. Prevalencia por estado de desarrollo.

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
DESARROLLO Frecuencia Prevalencia LI195% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI95% LS 95%
Acumulada Acumulada
GESTANTE 2 1,14% 1,10% 0,14%  4,04% 0 0,00% 0,00% 0,00%  45,93%
LACTACION 174 98,86% 95,60%  95,96% 99,86% 6 100,00% 3,30% 54,07% 100,00%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182
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Con los resultados obtenidos de acuerdo al estado de desarrollo en la tabla 14, nos dice
que en el estado de lactacion presenta el total de positivos en este estudio (6/176) que
corresponde al 3,30% de la poblacién muestreada. Debemos tener en cuenta que la mayoria de
los animales muestreados en el estudio se encuentra en estado de lactacion, por lo tanto, la
prevalencia de esta enfermedad esta relacionada con la mayoria de casos positivos. Con el dato
maés cercano al lugar de estudio (Yanzaguano, 2022) dice en el grupo de lactacién tenemos una

prevalencia del 98,80% (82/83) de casos positivos.



4.6.Prevalencia por antecedentes de abortos

Tabla 15. Prevalencia por antecedentes de abortos.

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
ABORTOS Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI195% LS 95%
Acumulada Acumulada
NO 172 97,73% 9451% 94,28% 99,38% 6 100,00% 3,30% 54,07% 100,00%
Sl 4 2,27% 2,20% 0,62% 5,72% 0 0,00% 0,00% 0,00% 45,93%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182

63
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De acuerdo a la tabla 15, la prevalencia por antecedentes de abortos de esta enfermedad,
nos dice que de los 6 animales que resultaron positivos, (6/176) ninguno de ellos ha presentado
abortos (0/6). Teniendo en cuenta los resultados de la tabla 14, podemos deducir que la existen
animales persistentemente infectados y probablemente al ser una enfermedad que el
comportamiento sintomatico es ondulante, al momento de este estudio probablemente
reaccionaron como falsos negativos por sus cargas de anticuerpos bajas para la enfermedad.
Segun (Pacheco, 20221) se puede comprobar que de los 58 animales que resultaron positivos
solo 14 de ellos presentaron abortos lo que corresponde a 24,14%, mientras que 44 no
presentaron correspondiente a 75,68%. De igual manera (Yanzaguano, 2022) nos dice que de
los 83 animales positivos, solo 1 animal presento abortos, determinando una prevalencia de

1,20% del total de animales positivos.
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4.7. Prevalencia por tipo de reproduccion

Tabla 16. Prevalencia por tipo de reproduccion.

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
REPRODUCCION Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI95% LS 95%
Acumulada Acumulada
INSEMINACION 57 32,39% 31,32%  25,54% 39,84% 3 50,00% 1,65% 11,81% 88,19%
MONTA
119 67,61% 65,38% 60,16% 74,46% 3 50,00% 1,65% 11,81% 88,19%
NATURAL
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182
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Con respecto a la evaluacion de esta enfermedad, en la tabla 16 nos describe la
prevalencia de acuerdo con dos tipos de reproduccion, ddndonos como resultado que de los
6 animales que resultaron positivos (6/176), 3 animales (3/6) dieron positivos a la
enfermedad por el método de inseminacion, mientras que los otros 3(3/6) nos dan positivo
mediante la monta natural. Segun (Pacheco, 20221) los animales que tienen una
reproduccion de tipo monta natural presentan una prevalencia de 63,79%(37/58) siguiendo
la reproduccién de tipo mixta con 24,14(14/58) y por altimo la de tipo inseminacién
12,07%(7/58). De igual manera (Yanzaguano, 2022) nos dice que por monta natural, existe
una prevalencia de 67,47%(56/83) de casos posiivos, asi como también en reproduccion
mixta con Con respecto a la evaluacion de esta enfermedad, en la tabla 16 nos describe la
prevalencia de acuerdo con dos tipos de reproduccion, dandonos como resultado que de los
6 animales que resultaron positivos (6/176), 3 animales (3/6) dieron positivos a la
enfermedad por el método de inseminacion, mientras que los otros 3(3/6) nos dan positivo
mediante la monta natural. Segin (Pacheco, 20221) los animales que tienen una
reproduccion de tipo monta natural presentan una prevalencia de 63,79%(37/58) siguiendo
la reproduccién de tipo mixta con 24,14(14/58) y por altimo la de tipo inseminacién
12,07%(7/58). De igual manera (Yanzaguano, 2022) nos dice que por monta natural, existe
una prevalencia de 67,47%(56/83) de casos posiivos, asi como también en reproduccion
mixta con una prevalencia de 21,69%(18/83) casos positivos y por ultimo por inseminacion

tenemos una prevalencia de 10,84%(9/83) casos positivos.

En base a estos resultados, podemos deducir que en los dos tipos de reproduccion no
existe una seguridad como tal, esto puede ser debido a la falta de bioseguridad con la
presencia de los machos y la falta de evaluacién para la monta o inseminacion. Es por eso

que en este estudio los resultados nos dan a la par.
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(Gonzales Carbajal, 2016) Describe que, en su investigacién, las fincas donde
someten a sus vacas a la Inseminacion Artificial fueron las que mas porcentaje de positividad
obtuvieron con un 40%, y los ganaderos que utilizan Monta Natural la positividad fue menor

con un 27,08%.

(Odeon, 2001) Manifiesta que, en el caso de la inseminacion artificial, el virus resiste
la temperatura de congelacion, el semen contaminado resulta ser una fuente de diseminacion
de la enfermedad a otros animales, por lo cual se evidencia que puede ser un factor de riesgo
para la predisposicion de la enfermedad en estos hatos. Concordando con resultados hechos
por Lavanda (2015), en donde menciona que la inseminacion artificial es un método de

reproduccion en los cuales los animales se han visto afectados.



4.8. Prevalencia por raza

Tabla 17. Prevalencia por raza.
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NEGATIVOS POSITIVOS
] _ Prevalencia ) _ Prevalencia
RAZA Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia LI95% LS 95%
Acumulada Acumulada
BROWN
11 6,25% 6,04% 3,16% 10,91% 1 16,67% 0,55% 0,42% 64,12%
SWISS
HOLSTEIN 38 21,59% 20,88% 15,76% 28,41% 2 33,33% 1,10% 433% 77,72%
HOLSTEIN
£t 113 64,20% 62,09% 56,65% 71,28% 2 33,33% 1,10% 433% 77,72%
JERSEY 14 7,95% 7,69% 442% 12,99% 1 16,67% 0,55% 0,42% 64,12%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%
TOTAL 182,00
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De acuerdo con la tabla 17, el estudio de la prevalencia de esta enfermedad se evalud
en cuatro razas diferentes, siendo Bronw Swiss, Holstein, Holstein F1 y jersey. Los
resultados obtenidos en esta tabla describen que, en la raza Brown Swiss existe un solo
positivo (1/11) de los animales muestreados, en la raza Holstein prevalece la enfermedad en
dos animales (2/38), en Holstein F1 igualmente prevalece en dos animales (2/113)
estudiados, seguido de Jersey que igualmente un solo positivo (1/14) prevalece la
enfermedad de esta raza. Segun estos datos, la raza que mas prevalencia obtiene es en la raza
Holstein y Holstein F1, ya que en el cantdén Santa Rosa la mayoria de los animales existentes
corresponden a esta raza siendo estos los que han presentado mayor susceptibilidad a la

prevalencia de esta enfermedad.

(Gonzales Carbajal, 2016) Menciona que la raza Jersey presento el méas alto de
positividad con un 66,67%, el tipo Holstein mestizo presento una prevalencia de 34,69%,
seguido de la raza Brown Swiss con un 25%, en cuanto a las criollas con un 23,75% vy la
raza Holstein presento un 22,22%. De igual manera (Pacheco, 20221) nos dice que la
prevalencia en vacas de raza Holstein con 77,59%(45/58) seguido de la raza Jersey con una
prevalencia de 18.97%(11/58). De la misma manera (Yanzaguano, 2022) nos comenta que
la raza Holstein tiene una mayor prevalencia siendo esta de 90,36%(75/83) casos positivos,
seguido de la raza Jersey con una prevalencia de 7.23%(6/83) casos positivos y por Gltimo

la raza Brown Swiss con una prevalencia de 2,41%(2/83) casos positivos.

Coincidiendo con (Labanda Gonzales, 2015) en donde destacan que las vacas Holstein
Yy CON sus respectivos mestizos son las que en mayor nimero se encuentran en las ganaderias

lecheras, la mayoria de ellas han pasado por procesos de mestizaje con el fin de mejorar su
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genética y por ende la produccion de leche en la granja. Pudieron haber ingresado animales
de otros sitios con el fin de realizar esta actividad y sabiendo que el 70 % o mas de bovinos
infectados con el vDVB desarrollan la enfermedad subclinica Por lo que un bovino infectado

subclinica mente puede ser transportado de un lugar a otro.
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4.9. Prevalencia por numero de parto

Tabla 18. Prevalencia por nimero de parto.

NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
PARTOS Frecuencia Prevalencia L195% LS 95% Frecuencia Prevalencia L195% LS 95%
Acumulada Acumulada
1 58 32,95% 31,87%  26,07% 40,43% 0 0,00% 0,00% 0,00% 45,93%
2 80 45,45% 43,96%  37,95% 53,12% 6 100,00% 3,30%  54,07% 100,00%
3 35 19,89% 19,23%  14,26% 26,56% 0 0,00% 0,00% 0,00% 45,93%
4 3 1,70% 1,65% 0,35%  4,90% 0 0,00% 0,00% 0,00% 45,93%
Total 176 100,00%  96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182
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Con los resultados obtenidos de la tabla 18, nos dice que para el estudio
de esta enfermedad se ha evaluado desde 1 a 4 partos en las que nos da a interpretar
que en latabla 17, que por dos partos nos da una prevalencia del 3,30% de animales
positivos a la enfermedad (6/6) de los casos positivos en este proyecto de

investigacion.

Esto nos puede dar a entender que, se puede presentar un riesgo debido a
que la presencia de los animales persistentemente infectados puede producir un
aumento de la Diarrea Viral Bovina. Hay que tener en cuenta que el factor edad
estaria relacionado directamente con el nimero de parto, ya que a mayor edad
mayor cantidad de partos y por consiguiente mayor susceptibilidad de la

enfermedad.



4.10. Prevalencia por vacuna

Tabla 19. Prevalencia por vacuna.
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NEGATIVOS POSITIVOS
Prevalencia Prevalencia
VACUNA Frecuencia Prevalencia LI 95% LS 95% Frecuencia Prevalencia L195% LS 95%
Acumulada Acumulada
Si 176 100,00% 96,70%  97,93% 100,00% 6 100,00% 3,30%  54,07% 100,00%
Total 176 100,00% 96,70% 6 100,00% 3,30%

TOTAL 182,00




Con latabla 19, la prevalencia por vacuna nos indica que la presencia de la enfermedad se
presenta en 6 animales muestreados (6/176) es decir que la prevalencia de DVB, es de un 3,30%
de casos positivos, y una 96,70% de casos negativos a la presencia de la misma. Con esta tabla
podemos indicar que la presencia de la enfermedad es casi nula debido a la eficiencia de la
vacuna por lo cual, si el hato ganadero presenta su calendario de vacunacién, la evolucion del
virus seré casi imperceptible. (Moreno Pefia, 2019) En su investigacion menciona que existen
animales previamente vacunados en contra del virus, pero se toma en cuenta el periodo de
inmunizacion del animal y la vacunacién con virus muerto y por lo tanto existe un 61,38% de
animales no vacunados, obteniendo 7,59% y 3,45% de animales positivos y sospechosos
respectivamente. Considerando que la vacuna formaria parte de la bioseguridad del hato
ganadero en si (Jara, 2008) menciona a que este podria ser un factor determinante en los
ganaderos al momento de la compra de bovinos regularmente, sin una adecuado analisis clinico
y confirmacién en laboratorio, cuarentena ni manejan registros, y control al momento de la
movilizacién por lo cual no se realizan descartes de animales Pl infectados. Teniendo asi los

focos de infeccion.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

- De los 182 animales muestreados en el cantén de San Fernando, el 96,70% (176/182)
resultaron negativos a la presencia de la enfermedad y solo 6 animales 3,30% (6/182)
fueron positivos.

- Segun el estudio realizado en la prevalencia de la enfermedad de acuerdo al estado de
desarrollo, los 6 animales que resultaron positivos se encontraban en estado de
lactacion.

- De acuerdo con el tipo de reproduccion; de los 6 animales que resultaron positivos, es
decir, el 3,30% de ellos tuvieron la presencia del virus tanto por monta natural, como
por inseminacion artificial.

- En base al estudio de la prevalencia del virus por vacuna nos da como resultado que, de
los 182 animales muestreados, 176 fueron negativos a la enfermedad y solo 6 positivos,

indicandonos que un plan regulado de vacunacién previene la presencia del DVB.

5.2.Recomendaciones

- Realizar camparias de bioseguridad a productores para determinar la importancia de la
enfermedad y el dafio que genera la presencia en un hato ganadero.

- Amplificar la importancia del calendario de vacunacién para que en los hatos ganaderos
del canton no se propague el virus.

- Adquirir animales con el respectivo analisis de su perfil reproductivo. Ya que la
presencia de la enfermedad de acuerdo al tipo de reproduccién puede ser una variable

alta para la evolucion del virus.
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7. ANEXOS

Figura 6. Obtencion de las muestras




Figura 7. Analisis de las muestras
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Figura 8. Interpretacion de las nuestras mediante el método de ELISA sandwich.
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Figura 9. Seleccion de los animales.
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