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Introduccion

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es uno de los agentes involucrados en los
complejos respiratorio y reproductivo bovino y ocasiona importantes pérdidas econo-
micas a nivel mundial. EI VDVB pertenece al género Pestivirus, dentro de la familia
Flaviviridae y se clasifica en dos genotipos denominados VDVB-1 y VDVB-2, segun
su secuencia génica. Dentro del VDVB-1 se han descripto 15 subgenotipos diferentes
(a-p) (Nagai et al., 2008; Yilmaz et al., 2012) y dentro del VDVB-2 hay 3 subgenotipos
(a-c) (Flores et al., 2002).

El VDVB es endémico en casi todo el mundo, prevaleciendo diferentes genotipos se-
gun las distintas regiones geograficas (Yesilbag, 2017).. Recientemente, una nueva
variante, denominada VDVB-3 o “Virus HoBi-like”, ha sido aislada en paises como Bra-
sil, Italia, Tailandia e India, entre otros (Pecora et al., 2016); este patdgeno no ha sido
aislado en Argentina hasta el momento. Sin embargo, a partir de muestras bubalinas
del noreste argentino se ha encontrado evidencia seroldgica de la circulacién de esta
variante viral (Pecora et al., 2016).



Capitulo 1

Manifestaciones clinicas

Cuando los animales se infectan, los signos generados por el VDVB pueden ser muy
variables, pudiéndose observar cuadros respiratorios o gastrointestinales de gravedad
variable, o inclusive pueden pasar desapercibidos (asintomaticos) (Ridpath, 2005). Por
un lado, una particularidad importante de destacar del VDVB es que inmunosuprime al
animal infectado, por lo cual este sera mas susceptible a contraer infecciones secunda-
rias. Por este motivo, ha sido reportado que algunas enfermedades ven incrementada
su frecuencia en los rodeos en los que esta presente el VDVB, algunos ejemplos son:
Rotavirus, Coronavirus, Salmonella, Pasteurella, Herpesvirus Bovino, etc.

Por otro lado, existen algunas cepas de alta patogenicidad pertenecientes al genotipo
2 del VDVB, que pueden producir infecciones agudas graves, con altas tasas de morta-
lidad, caracterizadas por signos tales como: hipertermia elevada, diarrea profusa, alta
incidencia de abortos, reducciones significativas en la produccién de leche y cuadros
de muerte subita. Existe también otro cuadro grave de enfermedad asociado este ge-
notipo del VDVB, denominado Sindrome Hemorragico, que se caracteriza por la pre-
sencia de hemorragias en multiples 6rganos, diarrea sanguinolenta, epistaxis, anemia,
leucopenia y trombocitopenia y alta tasas de mortalidad.

Aun existiendo estos casos de mayor gravedad clinica, la mayoria de las presenta-
ciones del VDVB a nivel de los rodeos es de alta morbilidad y baja mortalidad. En la
literatura se ha destacado su participacion junto con otros agentes infecciosos en dos
entidades sindromicas muy estudiadas, el complejo respiratorio bovino y el complejo
reproductivo bovino.

El complejo respiratorio bovino es descripto como una de las enfermedades mas costo-
sas para la industria ganadera a nivel mundial. Se describe como una entidad multifac-
torial en la cual los virus (Herpesvirus Bovino 1, Parainfluenza Bovina 3, Virus Sincicial
Respiratorio Bovino o VDVB) actuan como los agentes infecciosos primarios, generando
lesiones de la mucosa y comprometiendo la integridad del tracto respiratorio, ocacionan-
do a continuacion una inmunosupresion y por lo tanto predisponiendo la colonizacién
de las mucosas por bacterias que actian como invasores secundarios agudizando la
severidad del cuadro clinico (Grissett et al., 2015). Las bacterias especificas que agra-
van el cuadro son: Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis, Pastuerella multocida,
Histophilus somni y Tuerperella pyogenes. Esta enfermedad se evidencia sobre todo en
sistemas intensivos como los sistema de crianza artificial de terneros y los feedlot.




Pero sin lugar a dudas, el mayor impacto del VDVB en un rodeo se debe a su rol den-
tro del complejo reproductivo bovino, afectando los parametros reproductivos de este.
El tipo de consecuencia esta determinado principalmente por la edad gestacional del
feto en el momento de producirse la infeccién con el VDVB, pudiendo generar muerte
embrionaria en etapas tempranas, observandose como repeticiones de celo, asi como
también abortos a lo largo de toda la gestacion. La infeccion durante la gestacion tam-
bién puede desencadenar malformaciones congénitas, que se presentan en distintos
tipos y grados, entre las que se describen mas frecuentemente la hipoplasia o degene-
racion cerebelar, microencefalia, deformidades esqueléticas, retraso general del creci-
miento, demielinizacidon espinal, entre otras (Ridpath, 2005).

Una caracteristica fundamental del VDVB es la capacidad de generar animales persis-
tentemente infectados (PIl). Estos animales se generan cuando las hembras prefiadas
se infectan con el VDVB entre los dias 30 y 150 de gestacién. Estos terneros nacen
inmunotolerantes al VDVB, sin signologia aparente, pudiendo pasar inadvertidos a sim-
ple vista, pero en realidad estaran excretando el virus permanentemente a través de
todos los fluidos corporales (orina, mucosidades, saliva, leche, semen y materia fecal).
Si bien la literatura reporta que el 80 % de los animales Pl no supera los dos afios de
vida, considerando que esta reportado que estos animales eliminan entre 1 y 10 millo-
nes de particulas virales infecciosas por mililitro de fluido corporal por dia, y sabiendo
que se estima que solo se requieren 10 particulas para infectar a otro animal, es indis-
cutible la eficacia de estos animales en perpetuar la infeccién en los rodeos.

Asociada a estos animales, existe otra presentacion clinica denominada enfermedad
de las mucosas. Esta ocurre cuando en un ternero Pl el VDVB que tiene en su cuerpo
sufre mutaciones especificas o cuando este animal se sobreinfecta con otra cepa de
VDVB. Esta enfermedad cursa con hemorragias y culmina con la muerte del animal a
las pocas semanas de contraerla. Las vacunas no son utiles sobre los animales Pl y no
existe tratamiento para la enfermedad de las mucosas (Bolin, 1995; Lindberg, 2003).
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I Figura 1

Consecuencias de la exposicion al VDVB en bovinos en general (izquierda) y en hembras
gestantes (derecha).




Capitulo 2

Situacién en Argentina

En Argentina, relevamientos seroldgicos realizados en distintas regiones, arrojaron va-
lores de seroprevalencia individual que van desde el 32 % al 100 % (tabla 1).

Robles, 2008 (3) 2004 Neuquén 74,6 % # -
Pérez
Aguirreburualde, 2012 Chubut 77,89-81,76 % 92,51- 100 %
2014 (4)
Pérez
Aguirreburualde, 2015 CricheadeliSalan. 61,9-67,3 % 70,3-85 %
Buenos Aires
2016 (5)
Pecora, 2017 (6) 2015 Noreste Argentino 32 %# -—-
Il Tabla 1

Estudios de seroprevalencia realizados para VDVB en Argentina. # IC no informado.

A su vez, en nuestro pais se ha reportado la presencia de VDVB de genotipos 1a, 1b
y 2. En los ultimos estudios filogenéticos realizados se observé el siguiente orden de
frecuencia de los genotipos: 1.° VDVB-1b, 2.° VDVB-1a, 3.° VDVB-2 (Pecora et al.,
2014; Pecora et al., 2017), tanto en un estudio de caracterizacion de 30 aislamientos
obtenidos a partir de casos clinicos en bovinos de la Pampa humeda como en otro
estudio de caracterizacion de 50 cepas de VDVB a partir de lotes de suero fetal bovino
(figuras 3a y b).




(6)
7/12 rodeos
Prev:32%

z Prev 25 6%
80/1 03 rodaos

Prev:64,6%
(3)

3/3 rodeos
Prev: 74,6%

(4)
80/83 rodeos
Prev: 79,8%

I Figura 2

Media de prevalencias individuales de VDVB en rodeos bovinos de la Ar-
gentina 2001-2017. #: Rango de media de prevalencias segun rango etario,
Cat. A-C (Odeon et al., 2001). ##: Rodeos bubalinos. Lo nimeros entre
paréntesis corresponden a los reportes citados en la tabla 1.

A su vez, en nuestro pais se ha reportado la presencia de VDVB de genotipos 1a, 1b
y 2. En los ultimos estudios filogenéticos realizados se observé el siguiente orden de
frecuencia de los genotipos: 1.° VDVB-1b, 2.° VDVB-1a, 3.° VDVB-2 (Pecora et al.,
2014; Pecora et al., 2017), tanto en un estudio de caracterizacion de 30 aislamientos
obtenidos a partir de casos clinicos en bovinos de la Pampa humeda como en otro
estudio de caracterizacion de 50 cepas de VDVB a partir de lotes de suero fetal bovino
(figuras 3ay b).




VDVB-2 9% VDVB-2 5%

VDVB-1b 79% VDVB-1b 82%
VDVB-1a 13% VDVB-1a 13%

0% 100% 0% 100%
I Figura 3

a) Genotipificacion de aislamientos de VDVB (n=30) aislados en la region de la Pampa
himeda a partir de los laboratorios de diagndstico AZUL e INTA Balcarce, Argentina,
en 2014 (Pecora et al., 2014). b) Genotipificacion de aislamientos de VDVB (n=50)
provenientes de lotes de suero fetal bovino de Buenos Aires (Pecora et al., 2017).

Ademas de ser el que mas circula en Argentina, una caracteristica importante del sub-
genotipo 1b del VDVB es que es altamente heterogéneo desde el punto de vista an-
tigénico. Esto significa que las cepas que agrupan en este subgenotipo no siempre
cruzan antigénicamente’ entre ellas. Lo contrario ocurre entre las variantes VDVB-1a 'y
VDVB-2, que parecen ser mas homogéneas “intragrupo”.

" Un animal expuesto a una cepa de VDVB desarrolla anticuerpos especificos para esa variante viral, que
pueden ser insuficientes para proteger al animal si este se expone a otra cepa diferente desde el punto de
vista antigénico.
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Capitulo 3

Impacto econémico

En el contexto del VDVB, muchos criterios deben ser tenidos en cuenta a la hora de
evaluar el impacto de la infecciéon en un rodeo. La existencia de animales infectados
puede ser un buen indice para determinar la ocurrencia de la enfermedad en la pobla-
cion; aun asi, el amplio espectro de manifestaciones clinicas debe ser considerado a la
hora de estimar el real impacto econémico.

Las estimaciones de las pérdidas que provoca la infeccién por el VDVB sobre la indus-
tria ganadera varian significativamente segun distintos autores, y en la mayoria de los
casos, los calculos solo incluyen pérdidas directas, por lo que deben ser consideradas
estimaciones de caracter conservador.

Segun el tipo de establecimiento, el VDVB impacta de distintas maneras en los rodeos:

» Tambo: el VDVB reduce todos los indices reproductivos, pero en este caso el
eje del problema no es el aborto en si, sino la disminucién de la produccion futura de
leche. Para el afio 2013, se calculaba una pérdida de $156 + 51,49 por vaca lechera en
su ciclo anual reproductivo (Sabatini et al., 2013).

> Feedlot: en estos establecimientos, dado la corta duracion del ciclo productivo,
el mayor impacto se describe en la disminucion de ganancia de peso de los animales
que cursan con la infeccion clinica o subclinica. Se calcula una pérdida promedio de
140 g/dia/animal, considerando una ganancia promedio de 1200 g/dia/animal (Camara
Argentina de Feedlot, 2016). El ingreso de animales de diferentes origenes al feedlot,
el estrés asociado a un cambio de dieta abrupto y el hacinamiento, entre otras variables
de manejo, generan un escenario ideal para la diseminacién del VDVB. Los animales
que se infectan con VDVB y que sufren la inmunosupresion concomitante, presentan
un mayor riesgo de desarrollar infecciones por patégenos bacterianos de las vias res-
piratorias, mencionadas en el capitulo 1. De este modo, el complejo respiratorio bovino
se presenta clinicamente, lo cual suele requerir tratamiento con antimicrobianos, su-
mandose el costo de estos a las pérdidas econdmicas.

En este tipo de establecimientos en particular, se ha comprobado que las pérdi-
das generadas por el VDVB disminuyen dramaticamente cuando los animales que
ingresan han sido vacunados previamente a ser transportados al establecimiento (se
recomienda vacunar tres semanas previas al transporte), esta practica promueve que
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los bovinos monten una respuesta inmune eficiente antes de ser expuestos al virus
(Ridpath, 2005). Desafortunadamente la practica habitual en una gran cantidad de es-
tablecimientos de nuestro medio, contrariamente a esta recomendacion, opta por inmu-
nizar a los animales cuando llegan al feedlot, reduciendo notoriamente la utilidad de la
vacunacion contra el VDVB.

» Cria: el VDVB impacta fundamentalmente en los parametros reproductivos del
rodeo y generando una disminucién en la ganancia de peso de los animales enfermos.
En el caso de establecimientos que realicen reposicion con la compra de animales, los
animales que ingresan al establecimiento deberian ser controlados para VDVB para
descartar que sean PI, siendo recomendable que permanezcan apartados del resto del
rodeo (cuarentena) hasta obtener los resultados confirmatorios de laboratorio.

» Establecimientos de reproductores: el semen es una fuente de contaminacién
con VDVB, por ese motivo los toros deben ser indefectiblemente controlados. En el sis-
tema reproductivo de los toros, el VDVB puede generar una infeccién transitoria o que-
dar alojado en los testiculos de manera persistente, diseminando el virus a través de
semen de forma intermitente o durante toda su vida (figura 4). En los establecimientos
de reproductores, las pérdidas econémicas asociadas al VDVB también estan dadas
por los problemas gestacionales causados por el virus. Pero, fundamentalmente, el im-
pacto esta dado por las restricciones al comercio del semen ya que tanto la normativa
internacional como regional requieren la ausencia de VDVB o de su material genético
en las partidas de semen para exportacion (Resolucién Mercosur 32/14).

Pl

Infeccion
aguda

Pl en
testiculos

I Figura 4
Posibilidades de infeccién por VDVB en toros.
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El indiscutible y comprobado impacto econémico de la DVB en los distintos tipos de
establecimientos ha llevado a varias regiones del mundo a iniciar planes de erradica-
cion, que en algunos casos han funcionado y en otros estan aun en desarrollo (tabla 2).
Estos planes, en algunos casos voluntarios y en otros obligatorios, se han basado y se
basan en la eliminacién de los animales PIl, acompafiado o no de vacunacion segun el
caso (Sandvik, 2004; Szabara et al., 2015).

Pais Inicio del plan Estatus actual Reintroducciones
Finlandia 1994 (voluntario) Erradicado No reportado
1993 (voluntario) .
Noruega Erradicad N rt
& 2001 (obligatorio) fradicado RIipAuAR
Suecia 1983 (vellintarto) Erradicado 3 brotes: 2010-2011
2002 (obligatorio)
Dinamarca 1994 (voluntar!o) Erradicado 2 brotes: 2013
1996 (voluntario®)
Austria 1997 (volfmtan?) . 4
2004 (obligatorio) Erradicado
Suiza 2008 (obligatorio) Erradicado Brote: 2014
Alemania 2011 (obligatorio) - #
Escocia e Irlanda 2011-2012 (voll.Jntarlc.J) ) #
2012-2013 (obligatorio)
Francia (Voluntario) - #
Holanda (Voluntario) - #
Bélgica 2012 (volluntarit.:)) ) 4
2015 (obligatorio)
I Tabla 2

Ejemplo de planes de erradicacién en distintos paises. Tabla adaptada de: Sandvik et al.,2004; Stahl et al.,
2012. #: Informacion no disponible. *: con restriccion de movimientos. Para todos los paises que lograron el
estatus de erradicacion, la DVB se convirtié en una enfermedad de reporte obligatorio.
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Capitulo 4

Diagnéstico

El uso de las técnicas diagnosticas para VDVB requiere de un conocimiento y com-
prension de la patogenia de la enfermedad. De lo contrario, la interpretacién correcta
de los resultados es dificil. Es importante tener una buena comprension del VDVB o
trabajar con un veterinario que entienda las complejidades del virus, y de ese modo
decidir los ensayos que se deban realizar.

Por un lado, los diagnésticos de VDVB se realizan por dos razones. La primera razon
es para identificar si el virus es la causa o parte de un problema clinico que ha sido
identificado. Se dispone de una variedad de ensayos para identificar al virus en sangre
o hisopados tomados de animales enfermos o muestras de tejido tomadas en necrop-
sia (tabla 3). Por otro lado, la deteccién de una respuesta inmune contra el VDVB (titu-
los de anticuerpos) puede ser Util en situaciones en las que se dispone de informacion
previa sobre el estado inmunitario de un animal (tabla 5).

El segundo uso de los ensayos de diagndstico de VDVB -y el mas importante en un
programa de control del virus— es para la identificacion de bovinos Pl. Mediante la iden-
tificacion y eliminacion de los animales P, el riesgo de transmision del VDVB dentro y
entre los establecimientos se reduce significativamente. Los animales Pl pueden ser
identificados mediante la deteccion de virus en muestras de sangre o de tejido.
Técnicas diagnésticas disponibles:

» Para determinar la presencia del VDVB (deteccién de animales PI o infeccién agu-
da) (tabla 3) se cuenta con las siguientes metodologias:

e Aislamiento Viral,
e Detecciodn del antigeno viral,
e Deteccion del genoma viral.

e Aislamiento Viral. Esta técnica permite detectar virus infeccioso en muestras
clinicas.
Para realizar el aislamiento viral, se requiere mano de obra calificada para trabajar
con células, equipamiento y disponibilidad de cultivos celulares. El procedimiento
lleva como minimo tres semanas de trabajo debido a la necesidad de realizar mul-
tiples 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
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revelado a través de la deteccién del antigeno viral en las células infectadas con
anticuerpos policlonales o monoclonales marcados con fluorocromos (inmunofluo-
rescencia) o bien detectar el genoma viral por RT-PCR (reaccién de transcriptasa
reversa seguido de reaccion en cadena de la polimerasa).

Para realizar el aislamiento viral, se puede partir de diversas muestras como hi-
sopados nasales u oculares, sangre entera (fresca sin congelar), suero, plasma
semen, organos obtenidos de necropsias: preferentemente aquellos que tengan
alta concentracion de células linfoideas: placas de Peyer, lleon, bazo, timo (fetos),
pulmoén e higado (Grooms, 2012).

e Deteccion del antigeno viral: ELISA de antigeno. Estos analisis se basan
en la deteccion de proteinas conservadas del virus (Erns o NS3/p80). Existen kits
comerciales importados que utilizan muestras de suero, sangre entera o leucocitos
y en los cuales se siembran en placas las muestras individuales de cada animal que
se quiera evaluar. El procedimiento lleva 2 o 3 horas. Una variante de esta técnica
es el Ear-notch (kit importado). Se extraen muestras del tejido de 1x2 cm del mar-
gen inferior de la oreja con un dispositivo de corte y se almacena congelado o en
formalina al 10 %. Luego las muestras son procesadas por ELISA.

e Deteccion de genoma viral: RT-PCR y RT-PCR en tiempo real. Estas técni-
cas detectan material genético del VDVB. El procedimiento abarca una extracciéon
de ARN viral a partir de la muestra seguida por una reaccién de retrotranscripcion,
y finalmente, la PCR propiamente dicha. Por un lado. en el caso de la PCR conven-
cional, el resultado se obtiene mediante la corrida de un gel de agarosa para visua-
lizar una banda especifica. Todo el proceso requiere aproximadamente 1-2 dias de
trabajo, dependiendo del laboratorio de diagndstico. Por un lado, en el caso de la
PCR en tiempo real, el resultado se obtiene directamente a través del software aso-
ciado al equipo utilizado. Se puede trabajar con muestras de suero, sangre entera
o leucocitos. Algunas variantes de la PCR en tiempo real permiten realizar pooles
de hasta 50 sueros por determinacion, lo que reduce significativamente el costo de
la técnica. En el mercado hay kits comerciales, pero también algunos laboratorios
de diagndstico veterinario realizan la técnica estandarizada por ellos mismos y va-
lidada con cepas aisladas en nuestro pais. Cuando se decide trabajar con pooles
de muestras, si hay algun resultado positivo, es necesario abrir los pooles volver a
analizar cada muestra individual para encontrar al animal que esta cursando una
infeccion aguda o al PI.
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Técnica

Aislamiento Viral

Qué detecta
o cuantifica

VDVB infeccioso

Ventajas

-Muy sensible

-Es el Unico método para
“aislar’una cepa

Desventajas

-Alto costo

-Lleva mucho tiempo
el procesamiento

ELISA Proteinas -Facil de realizar -No se pueden
para antigeno especificas -Rapido poolear muestras
delVDVB -No requiere - Alto costo
aparatologia sofisticada - Importacion
RT-PCR ARN del VDVB -Rapido - Alto costo
-Rapido -Costo mas bajo si
EJ:SORrZZI ARN del VDVB SarEiE se poolean muestras
-Permite poolear muestras | -Aparatologia costosa
Il Tabla 3

Técnicas diagndsticas para detectar al VDVB, a su antigeno o a su material genético.

» Para determinar niveles de anticuerpos contra VDVB (generados por vacunaciéon o
exposicion al virus) (tabla 4):

e ELISA de anticuerpos. Existen diversos ELISAs comerciales para la detec-
cion de anticuerpos dirigidos contra el virus completo o contra proteinas del VDVB,
como Erns o NS3 (p80), que son conservadas, por lo cual detectan anticuerpos
contra cualquier variedad de VDVB. Estas técnicas utilizan suero o plasma vy el re-
sultado se puede obtener en unas pocas horas (tabla 5).

e Neutralizacion viral. Esta técnica es considerada el método Gold Standard
para determinar niveles de anticuerpos neutralizantes contra VDVB en muestras de
suero o plasma. Requiere mano de obra calificada para trabajar con células, equi-
pamiento y disponibilidad de cultivos celulares. La técnica lleva 3 dias aproximada-
mente y el resultado obtenido es dependiente de la cepa de VDVB utilizada en el
ensayo. Es decir, un titulo de anticuerpos neutralizantes obtenido por neutralizacion
con una cepa de subgenotipo 1a no es “absoluto” dado que no sera el mismo para
diferentes cepas cepas de otra variante viral, como VDVB-2b o 2, ya que los sub-
genotipos y genotipos... ya que los subgenotipos y genotipos de VDVB no cruzan
siempre entre ellos. Por eso, el analisis de anticuerpos neutralizantes contra un solo
tipo de VDVB conduce en muchos casos a la subestimacion de la circulacion de la
enfermedad o a informar resultados falsos negativos.

Algunos laboratorios presentan los resultados como titulos de anticuerpos neutrali-

zantes, que son el logaritmo base 10 de la inversa de la maxima dilucion en la cual
el suero mostré neutralizacion contra el VDVB. Con la metodologia de titulaciéon de
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punto final, utilizada frecuentemente para informar resultados de neutralizacion viral,
el valor 0,30 (logaritmo de la inversa de la dilucion %2 de suero o muestra analizada)
significa que el animal no posee anticuerpos neutralizantes contra la cepa de VDVB

Dilucién Titulo

del suero  (Log10)
<8 0,3
8 0,9
16 1,2
32 1,5
64 1,8
128 2,1
256 2,4
512 2,7
1024 S

Técnica diagndstica Qué detecta o cuantifica

Il Tabla 4

Diluciones seriadas en
base 2 de sueros evalua-
dos por neutralizacién viral
y sus correspondientes
titulos segin el método
de punto final. Los titulos
varian en funcién de la
cantidad de réplicas que
se siembre de cada mues-
tra. El manual de la OIE
recomienda llevar a cabo
el ensayo utilizando entre
2y 4 réplicas por muestra
(Vallat, 2008).

A\EETES

utilizada en el ensayo, o sea, es sero-
negativo. Los valores de anticuerpos
neutralizantes mas altos, generalmente
obtenidos en animales infectados o va-
cunados con formulaciones de éptima
calidad, corresponden a un titulo neu-
tralizante de 3, que es el logaritmo en
base 10 de la inversa de la dilucién de
1/1024. Otros laboratorios de diagnosti-
co optan por informar los valores serolo-
gicos directamente como la dilucion final
del suero en la cual el animal posee anti-
cuerpos neutralizantes (tabla 4).

Desventajas

Todos los anticuerpos

ELISA Comercial :
: neutralizantes o no) Qi
basadlo te" elvirus | contra todas las :lmplle , -Menor sensibilidad
LOMPEtO proteinas virales. getolionice
Anti t -Simple
ELISA basado enla | /' cuetPos contra -Econémico

proteina NS3 o Erns

una proteina
conservada del virus

-Detecta todas las
variantes virales

-Alta sensibilidad y especificidad

Neutralizacion viral

Il Tabla 5

Mide los anticuerpos
neutralizantes contra
el virus

-Muy Sensible
-Gold Standard

- Genotipo-especifico
- Sensibilidad Cepa-dependiente

Técnicas diagndsticas para detectar serologia contra VDVB.
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Capitulo 5

Vacunas

La vacuna para el control del VDVB es una herramienta ampliamente utilizada en mu-
chas regiones del mundo, de la que hay multiples presentaciones disponibles. Las
primeras vacunas contra el VDVB en la Argentina fueron ingresadas a mediados de la
década de los ochenta. Actualmente, las vacunas utilizadas en nuestro pais contra el
VDVB son de elaboracion nacional y por regulatoria todas son a virus muerto, es decir,
quimicamente inactivadas.

Los dos objetivos primordiales para la utilizacién de vacunas contra la DVB son:

e Generar una cobertura inmunitaria poblacional que limite el impacto de la dise-
minacion de la infeccién por VDVB en el rodeo y que reduzca la severidad de los
signos clinicos.

o Impedir la transmision vertical del VDVB, evitando asi la generacion de animales PI.

En forma genérica, a las vacunas contra el VDVB se las clasifica de acuerdo a su
eficacia en lograr los dos objetivos mencionados: el primero, lograr establecer una
respuesta inmune suficiente para evitar o reducir significativamente la signologia de la
infeccion aguda, y por ende la concomitante pérdida productiva. El segundo es el obje-
tivo de maxima, pero a su vez el que exige mucho mas de la respuesta evocada por la
vacuna; este debe generar una respuesta inmune lo suficientemente sélida para evitar
la transmision vertical del virus en una hembra gestante, evitando cualquier tipo de con-
secuencia reproductiva como asi también la generaciéon de un animal PI. Es importante
destacar que en muchos paises, como por ejemplo Estados Unidos, por normativa de
la autoridad sanitaria oficial, las etiquetas de las vacunas deben detallar el objetivo para
el cual dicha vacuna fue testeada y validada.

Comunmente, las vacunas comercializadas en Argentina que contienen el VDVB en
su formulacién pertenecen al conjunto de “vacunas combinadas” las cuales son poli-
valentes e incluyen otros patégenos virales y bacterianos asociados a los complejos
respiratorio y reproductivo del bovino. En el mercado hay mas de una veintena de
formulaciones registradas que contienen VDVB (Registro de Biolégicos, SENASA). La
mayoria de las formulaciones esta constituida por cepas de referencia de VDVB del
subgenotipo 1a y en algunos casos incluyen VDVB de genotipo 2. A su vez, estas va-
cunas pueden ser formulaciones acuosas u oleosas. El tipo de adyuvante no afecta per
se la eficacia de la formulacion.
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Llamativamente, el subgenotipo 1b del VDVB, que se ha comprobado es el de mayor
circulacién, por ahora, en Argentina, no esta incluido en las formulaciones comerciales
nacionales (figura 5). Este punto es de gran importancia, ya que las diferencias anti-
génicas entre las distintas variantes del VDVB pueden ser causantes de falla vacunal
(Littledike et al., 1993).

FRECUENCIA DE GENOTIPOS OPCIONES DE VACUNAS

SEGUN ESTUDIOS RECIENTES / NACIONALES \

Subgenotipo 1a  Genotipo 2 Subgenotipo1a  Genotipo 2 Subgenotipo 1a
12-13% 5-9 %

Q

TR i

Subgenotipo 1b

I Figura 5
Frecuencias de genotipos de VDVB obtenidos en estudios realizados (ver tabla 1a'y b) y geno-
tipos representados en las vacunas nacionales.

Evaluacion de eficacia vacunal

En Argentina, las vacunas que se comercializan, al momento de ser registradas deben
presentar pruebas de inmunogenicidad. En los ultimos afios se han logrado importantes
avances en el control de dichas formulaciones ya que en diciembre de 2012 el SENASA
elaboro la resolucion 598/2012 que regula, entre otras cosas, la evaluacién de potencia
de las vacunas virales no vesiculares para bovinos. Esta resolucion determina que las
series vacunales deberan someterse a un control de inmunogenicidad en el Modelo
Cobayo INTA, modelo desarrollado y validado estadisticamente por investigadores de
INTA frente a la especie de destino. Brevemente, para evaluar la calidad inmunogénica
de las vacunas, por tratarse de formulaciones a virus inactivado o a subunidades, se
inmunizan a los cobayos con dos dosis de vacuna correspondiente a 1/5 de las dosis
bovina, con un intervalo de 21 dias y luego se evalua el titulo de anticuerpos neutra-
lizantes en suero a los 30 dias posprimera dosis. Los resultados obtenidos hasta el
momento indican que vacunas que inducen titulos de anticuerpos neutralizantes pro-
medios iguales o mayores a 1,37 en cobayos se asocian con titulos de anticuerpos de
1,54 o mayor en bovinos y se clasificarian como de calidad satisfactoria a la luz de su
relacion con el grado de proteccion frente al desafio viral en el modelo ternero privado
de calostro (Malacari, 2014; Pecora, 2014). De esta manera, se garantiza a los pro-
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ductores contar en el mercado con vacunas que inducen una apropiada respuesta de
anticuerpos neutralizantes al aplicarla en bovinos (Parrefio et al., 2016).

El punto de corte de la validacion realizada establece que un grupo de bovinos vacu-
nados con una vacuna de calidad satisfactoria debe desarrollar un titulo de anticuerpos
neutralizantes promedio no menor de 1,54, medido por seroneutralizacion, que equi-
vale a una dilucion del suero bovino de 1/32 luego de la vacunacion y del refuerzo. Se
espera que en los proximos anos, el control sea punitorio y las vacunas que no cumplan
con este requisito deban ser mejoradas para poder comercializarse.

Mas alla del logro del Modelo Cobayo en el area de control de las vacunas virales bovi-
nas, que es un herramienta rapida y econémica para evaluar la calidad de las series de
vacunas, hasta el dia de hoy en Argentina no se evalla a las formulaciones en cuanto
a su capacidad de reducir la signologia clinica de la enfermedad, lo cual solo puede
realizarse mediante pruebas de desafio viral en la especie de destino. Estas pruebas
son muy complejas y costosas y resultan poco practicas para analizar a todas las for-
mulaciones comerciales. No obstante, el INTA ha desarrollado un modelo de desafio de
terneros privados de calostros con las cepas prevalentes a campo, que podria ser una
herramienta adecuada para el control de registro de las vacunas que contienen VDVB
en su formulacién (Malacari et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, con la vacunacion se intenta aumentar la inmunidad
poblacional de los rodeos, y de esta manera trabajar en la extincidon de la diseminacion
del agente en la poblacién. Por esto es critico lograr la mayor cobertura vacunal posible
para que la estrategia sea eficaz. En nuestro pais la vacunacién contra el VDVB no
es obligatoria ni tampoco existe un plan oficial voluntario de control. Basandose en la
relacion entre las dosis vacunales producidas afo tras ano contra el VDVB vy el stock
ganadero nacional, es evidente que los bovinos no estarian recibiendo una inmuniza-
cion recomendada y efectiva.

De todos modos, el control del VDVB no se puede lograr por medio de la vacunacion
solamente, independientemente de la calidad de las vacunas, basicamente porque no
elimina a los animales portadores del virus (PI). Por ello, al momento de utilizarlas, hay
que tener en cuenta el rol relativo de las vacunas en el control del VDVB y la importan-
cia critica de iniciar un saneamiento racional de animales Pl en los rodeos.
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Capitulo 6

Deteccion y eliminacion de animales Pl

La deteccion y eliminacién de los animales Pl es fundamental para el control del VDVB.
Las técnicas que pueden emplearse para ello fueron mencionadas en el capitulo 4 y
utilizan como muestras: sangre, suero, semen, hisopados nasales u oculares o tejido
de oreja.

Luego de la primera toma de muestra, el resultado puede ser positivo y no tratarse de
un animal PI, sino ser una infeccion aguda producida recientemente. Por lo que se re-
comienda realizar otra determinacién a las 3 0 4 semanas posteriores para poder con-
firmar o descartar la infeccion persistente. Si la segunda determinacion de un animal
también es positiva, significa que es PI (tabla 6).

Lo contrario ocurre para la deteccion de anticuerpos en los animales no PI: luego de 3
0 4 semanas posinfeccidon o posvacunacion los animales seronegativos seroconvierten
alcanzando altos niveles de anticuerpos. Los titulos alcanzados por los animales que
sufrieron infecciones agudas suelen ser mas elevados que los titulos alcanzados luego
de las vacunaciones. Esta situacion no se replica en los animales PI, ya que por lo ge-
neral estos son seronegativos durante toda su vida. Por ultimo, las madres gestantes
de terneros PI presentan titulos muy elevados de anticuerpos. Dos puntos importantes
para tener en cuenta para la deteccion y eliminacion de PI son:

e Cualquiera sea la técnica elegida para la busqueda de animales PI, es fundamental
apartar a los animales que sean positivos en las dos determinaciones realizadas,
distanciadas de 3 o0 4 semanas entre si.

e Prestar atencioén a los terneros de menos de 6 meses: estos animales pueden
presentar anticuerpos calostrales que enmascaran al antigeno de VDVB, por
lo cual podria obtenerse un falso negativo si se utiliza la técnica de ELISA. Este
inconveniente se evita si se trabaja con técnicas moleculares como PCR o PCR en
tiempo real.
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PRIMERA
DETERMINACION

SEGUNDA |
DETERMINACION

INTERPRETACION

ANIMAL P! - jjjAPARTARLO!!!

INFECCION AGUDA (NO PI)

INFECCION AGUDA (NO PI)

Il Tabla 6

ANIMAL NO INFECTADO

Posibilidades de resultados de las técnicas para la detecciéon de antigeno o ARN

del VDVB.



Capitulo 7

En qué situaciones sospechar de VDVB:
factores asociados y riesgos a la vista

Se aconseja sospechar de diarrea viral bovina cuando se observan abortos, muerte
embrionaria, cuadros gastrointestinales con o sin hemorragias o cuadros respiratorios
incluyendo neumonia.

Cuando ingresa hacienda a cualquier tipo de establecimiento bovino es un momento
en el que puede introducirse el VDVB, por lo cual hay que chequear a los animales que
ingresan.

Asimismo, hay que prestar especial atencién a la convivencia de los bovinos con otras
especies animales, como ovejas, cabras, ciervos, bufalos, cerdos, etc., que pueden ser
reservorios de VDVB en particular y de otros pestivirus.

Durante el manejo de tecnologias reproductivas, no habria que desestimar la posibi-
lidad de tener inconvenientes vinculados al VDVB. Este virus, al igual que los demas
pestivirus, es un contaminante muy comun de productos bioldgicos como suero fetal
bovino no irradiado, utilizado comunmente en técnicas de laboratorio y en la prepara-
cion de vacunas. Asimismo, el semen puede ser fuente de diseminacion del VDVB, por
lo cual habria que analizar este antes de la inseminacion.
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Conclusiones

La diarrea viral bovina muchas veces no es diagnosticada por los veterinarios y hay
falta de concientizaciéon con respecto a sus implicancias econémicas. Es indiscutible
que la aplicacion de vacunas no alcanza para solucionar el problema generado por el
VDVB, pero muchas veces sigue siendo la unica estrategia de control utilizada para
minimizar su impacto productivo, aunque los veterinarios deberian pensar en incor-
porar nuevas estrategias, principalmente de diagndstico, para el manejo integral de la
infeccion en los rodeos.

Si bien llevar a cabo un plan de saneamiento a nivel rodeo requiere una alta inversién
inicial, estd ampliamente reportado que si se acompafia posteriormente dicha decision
con herramientas de bioseguridad en el establecimiento, el analisis costo-beneficio te-
niendo en cuenta las pérdidas asociadas al VDVB evitadas, es ampliamente favorable
(Stanl, et al., 2012; Odedn et al., 2016; Weir et al., 2010).
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El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) es un patdogeno que genera cuadros
respiratorios o gastreoentéricos de alta morbilidad y baja mortalidad, impactando en
la productividad de todos los tipos de explotaciones ganaderas. EI VDVB se agrupa con
otros agentes infecciosos en dos entidades sindrémicas muy estudiadas: el complejo
respiratorio bovino y el complejo reproductivo bovino. La infeccion con VDVB durante
la gestacion puede desencadenar muerte embrionaria, malformaciones congénitas o
el nacimiento de animales persistentemente infectados (Pl). Si bien la mayoria de estos
animales muere joven, ellos son los principales disesminadores de VDVB, perpetuando
lainfeccion en los rodeos.

En Argentina, se ha reportado la presencia de VDVB de genotipos 1a, 1b (el de mayor
frecuencia) y 2. Asimismo, se han reportado estudios que indicaron valores de
seroprevalencia que varian entre 37y 90,7 %.

La vacuna para el control de la diarrea viral bovina es una herramienta ampliamente
utilizada en muchas regiones del mundo para aumentar la inmunidad poblacional de
los rodeos, y de esta manera reducir el impacto de la presentaciones clinicas de la
enfermedad en la poblacion. En nuestro pais la vacunacion contra el VDVB no es
obligatoria ni tampoco existe un plan oficial voluntario de control.

En general, los diagnésticos de VDVB se realizan por dos razones: para identificar si el
virus es la causa o parte de un problema clinico que ha sido identificado y para
identificar bovinos Pl. Mediante la identificacion y eliminacion de los animales PI, el
riesgo de transmision del VDVB dentro y entre los establecimientos se reduce
significativamente.

Este breve manual esta dirigido a veterinarios que enfrentan el desafio cotidiano de
interpretar el comportamiento del VDVB en los rodeos, y poder tomar medidas
criteriosas basadas en evidencia. Este no pretende reemplazar la literatura técnica
especializada, sino que busca ser una breve actualizacion acerca de la situacion del
VDVB en Argentina, del impacto econdmico de la enfermedad en nuestros rodeos, y
de las herramientas profilacticas y diagnosticas con las que contamos en la actualidad.
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