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RESUMEN

En la presente tesis se trabajo en invernadas del Valle 16 de Octubre, provincia de Chubut, con
terneros de entre 6-8 meses de vida. Los objetivos fueron desarrollar conocimientos sobre la
dindmica de circulacion y caracteristicas moleculares de Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV1),
Virus de Parainfluenza Bovina 3 (BPI3V) y Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV), estudiar
el rol de los mismos en la ocurrencia de casos clinicos de Complejo Respiratorio Bovino (CRB)
y evaluar estrategias sanitarias para el control de CRB. Se realizaron 4 actividades. La primera
fue evaluar el rol de posibles factores de riesgo correspondientes al animal y a medidas de
manejo en la ocurrencia de casos clinicos de CRB. La segunda actividad se centraliz6 en conocer
la dindmica de circulacion de BoHV1, BPI3V y BVDV a partir de estudios seroldgicos y
viroldgicos. La tercera se relaciond con la deteccidn de casos clinicos de CRB y la evaluacion
del rol de los virus durante los mismos. Por ultimo, se evaluaron diferentes esquemas de
vacunacion en bovinos vacunados con inmundégenos formulados a partir de aislamientos locales.
No se identificaron factores de riesgo asociados a la ocurrencia de casos de CRB en este estudio,
aunque el clima humedo y frio caracteristico de la zona durante el invierno, podria actuar como
un potencial factor de riesgo. Los tres virus circularon en las invernadas estudiadas, BoHV1 lo
hizo asociado a un cuadro de queratoconjuntivitis, BPI3V lo hizo desde el momento de ingreso a
las invernadas y BVDV asociado a la mezcla de animales de diferentes origenes. En los casos de
CRB no se pudo confirmar que los virus estudiados hayan estado involucrados. Como estrategia
de control se concluye que serian necesarias 2 dosis de vacuna para alcanzar niveles
satisfactorios de inmunidad, la primera dosis puede ser aplicada al momento del ingreso de los

terneros a las invernadas y la segunda dosis entre 21-28 dias posteriores al mismo.



ABSTRACT

In the present thesis was worked in feedlot of the Valley October 16, province of Chubut, with
calves between 6-8 months of life. The objectives were to develop knowledge about the
dynamics of circulation and molecular characteristics of Bovine Herpes Virus type 1 (BoHV1),
Bovine Parainfluenza 3 Virus (BPI3V) and Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV), to study their
role in the occurrence of clinical cases of Bovine Respiratory Complex (BRC) and evaluate
sanitary strategies for the control of BRC. To achieve them, 4 activities were carried out. The
first was to evaluate the role of possible risk factors for the animal and management measures in
the occurrence of clinical cases of BRC. The second activity was focused on knowing the
circulation dynamics of BoHV1, BPI3V and BVDV from serological and virological studies.
The third was related to the detection of clinical cases of BRC and the evaluation of the role of
the viruses during them. Finally, different vaccination schemes were evaluated in cattle
vaccinated with immunogens formulated from local isolates. No risk factors associated with the
occurrence of CRB cases were identified in this study, although the humid and cold climate
characteristic of the area during winter could act as a potencial risk factor. The three viruses
circulated in the feedlot periods studied, BoHV1 was associated with cases of
keratoconjunctivites, BPI3V did so from the time of arrival to feedlot and BVDV associated with
the commingled of calves from multiple sources. In the cases of BRC, it could not be confirmed
that the viruses studied were involved. As a control strategy it is concluded that 2 doses of
vaccine would be necessary to reach satisfactory levels of immunity, the first dose can be applied
at the time of the arrival of the calves to the feedlot and the second dose between 21-28 days
later.
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1; Virus Parainfluenza Bovina 3; Virus de la Diarrea Viral Bovina; Estrategias de control.
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Introduccion

1. Sistemas intensivos de produccion de carne bovina

Los sistemas de produccion de carne bovina intensivos como encierres a corral o feedlots
y sistemas semi-intensivos con suplementacion sobre pasturas, generan nuevas exigencias de
manejo. Estos sistemas favorecen el movimiento de animales a través de diferentes regiones
geogréficas y con ello la posibilidad de transmision de enfermedades entre regiones. A su vez, la
mayor concentracion de animales por unidad de superficie, genera un aumento en la tasa de
contacto y aumenta la posibilidad de transmision de agentes patdgenos. A esto se suma un
cambio cualitativo en la dieta ofrecida, lo que aumenta el riesgo de ocurrencia de enfermedades
causadas por errores en la alimentacién (Rossanigo et al., 2009). El término invernada se emplea
en Argentina, y en particular en este trabajo, como sinénimo de engorde de terneros a corral o
sobre pasturas con o sin suplementacion, hasta su terminacion y posterior envio al mercado
(Bavera, 2012).

A nivel pais, la informacion sanitaria sistematizada sobre los sistemas de invernada es
escasa. Costa et al. (2003), en un trabajo realizado por un periodo de un afio en un feedlot en La
Plata, encontraron que las bronconeumonias constituian la tercera causa de muerte. Segun un
trabajo elaborado por el Grupo de Sanidad Animal del INTA San Luis (Rossanigo et al., 2010),
entre las enfermedades mas comunes en feedlots de tipo profesional y de tipo casero se
encuentran las enfermedades del sistema respiratorio. Segun un relevamiento de casos del Grupo
de Sanidad Animal de INTA Balcarce (Spath y Becker, 2012), identifican a las neumonias como
la segunda patologia diagnosticada en la categoria de novillitos. De Yaniz et al. (2018),
diagnosticaron un 45% de casos de neumonia en las necropsias realizadas en feedlots de los

partidos de Tandil, Balcarce y Ayacucho de la provincia de Buenos Aires.

2. Complejo Respiratorio Bovino

Las enfermedades respiratorias que habitualmente se presentan en los terneros que se
encuentran en sistemas intensivos (Rossanigo et al., 2010) se denominan de manera general
como Complejo Respiratorio Bovino (CRB), debido a la dificultad en diferenciar las diversas
formas de presentacion de estas afecciones en las condiciones a campo (Martin y Bohac, 1986).

A nivel mundial, el CRB se considera la principal condicion que afecta los indices
productivos y econdmicos en los sistemas intensivos bovinos (Smith, 1998). La muerte por CRB
es la consecuencia mas preocupante a nivel econémico, sin embargo las mayores pérdidas se

deben a los gastos en medicamentos y mano de obra necesarios en el tratamiento de los animales
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Introduccion

enfermos (Galyean, 1999). A esto se suma la ineficiencia productiva debido a la mala conversion
alimenticia, pérdida de peso e inferior calidad de la carcasa en la faena de los animales afectados
(Odeon, 2008).

2.1.- Causas

Las enfermedades respiratorias que se definen bajo el nombre de CRB, estan
determinadas por la participacion en forma simultanea de distintos agentes infecciosos, factores

de indole ambiental y factores propios del individuo (Odedn, 2008).

2.1.1.- Agentes infecciosos

Entre los agentes involucrados en el CRB en Argentina, las bacterias frecuentemente
aisladas son Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica e Histophilus somni (Odeon,
2008). Estas bacterias son comensales en la nasofaringe y tonsilas de los animales (Rowe et al.,
2001; Narayanan et al., 2002). Agentes virales como el herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV1),
(actualmente alphaherpesvirus bovino-1, ICTV 2015), el virus de la parainfluenza 3 (BPI3V)
(actualmente respirovirus bovino 3, ICTV 2018), el virus de la diarrea viral bovina (BVDV)
(actualmente pestivirus A y B, ICTV 2018) y el virus sincitial respiratorio bovino (BRSV)
(actualmente orthopneumovirus bovino, ICTV 2018) se han identificado como agentes
involucrados en los casos de neumonia en el pais (Bagnis et al., 2006; Odedn, 2008). Estos virus
acttian predisponiendo a infecciones bacterianas o en forma concurrente con las mismas (Taylor,
2010) al afectar el parénquima pulmonar (BRSV y BPI3V) y/o al alterar el sistema inmune
(BVDV y BRSV) o las defensas locales (BoHV1) del sistema respiratorio (Babiuk et al., 1988;
Stillwell et al., 2008).

2.1.2.- Factores ambientales

El riesgo de ocurrencia de cuadros de CRB es mayor poco después del destete, el
transporte y la llegada de los animales a los lugares de invernada (Taylor et al., 2010). De hecho,
la mayor cantidad de casos clinicos se observan durante los primeros 45 dias post arribo a las
invernadas (Smith, 1998; Thompson et al., 2006; Babcock et al., 2009). Entre los factores ya
estudiados que generan riesgo, se encuentran la adquisicion de animales en remates o ferias, la

mezcla de animales de diferentes origenes con condiciones sanitarias desconocidas, el manejo
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previo al destete, el tipo de transporte y distancia recorrida, el cambio en la alimentacion, el
hacinamiento y los factores climéaticos (Martin et al., 1982; Ribble et al., 1995; Cusack et al.,
2003; Sanderson et al., 2008).

2.1.3.- Factores del animal

El peso de los animales jovenes es una variable que se relaciona con la edad de los
mismos (Sanderson et al., 2008). En este sentido, Galyean (1999) y Nostrom et al. (2000)
plantean que animales que ingresan a los sistemas intensivos con menos de 200 kilogramos de
peso vivo (kgPV) tiene mayor incidencia de CRB.

Los animales mas jovenes tienen menor capacidad de respuesta frente al contacto con
potenciales patdgenos debido a que poseen una nula o incipiente inmunidad adquirida
(Sanderson et al., 2008). A esto se suma que responden con una mayor intensidad de estrés
frente a situaciones novedosas (Grandin et al., 1998), lo que se traduce en un efecto negativo en
el sistema inmune (Blecha, 1984). Este compromiso de su capacidad de defensa al ingreso a las
invernadas, se suma al momento de mayor exposicion y variedad de agentes infecciosos

(Galyean, 1999), lo que resulta en un aumento en la susceptibilidad al CRB (Taylor, 2010).

2.2.- Diagnostico, prevencion y control

El diagndstico de CRB se realiza en base a la observacion y deteccion de signos clinicos
caracteristicos (Duff y Galyean, 2007; Taylor 2010; McGuirk y Peek, 2014) como hiperpnea,
anorexia, tos e hipertemia, y otros cuya presencia es variable como secreciones nasales, de tipo
serosa 0 mucopurulenta, ruidos respiratorios, hipersalivacion y/o conjuntivitis (Yates, 1982; Jubb
etal., 1990).

El diagndstico temprano de los animales con CRB permite intervenir con estrategias de
control adecuadas tendientes a minimizar las péerdidas (Fulton y Confer, 2012). Sin embargo, la
limitacidn en este punto esta en la subjetividad del método diagndstico (Galyean 1999, Duff y
Galyean, 2007), que conduce a la subdeteccion de casos (Gardner et al., 1999) y por ende al
inadecuado control de la enfermedad (Fulton y Confer, 2012).

El control de la enfermedad debe ir més alla de la identificacion y tratamiento de los
casos clinicos. Segun Cusack et al. (2003), debido a la caracteristica multifactorial del CRB, su
control debe combinar medidas de manejo tendientes a evitar situaciones de estrés (Cusack et al.,

2003) con herramientas que les permitan a los animales responder al contacto con los agentes

4



Introduccion

patdgenos (Peters et al., 2004; Salt et al., 2007).

Las vacunas comerciales contra CRB son inactivadas (SENASA, 2012) y contienen
BoHV1, BPI3V, BVDV y BRSV vy bacterias como Pasteurella multocida, Mannheimia
haemolytica e Histophilus somni (Parrefio et al., 2010a). Debido a la naturaleza de estas vacunas
se necesitan dos dosis para generar un nivel de proteccion adecuado (Odedn, 2008). Segun
Engelken et al. (1997) la primera dosis debe administrarse tres semanas antes del destete y la
segunda al momento del destete. En el pais, es comdn utilizar una sola dosis de vacuna y cuando
se utiliza doble dosis, la primera se aplica al ingreso de la invernada y se repite a las 3 0 4
semanas (Odedn, 2008), lo que deja una ventana sin proteccién en el momento en que los
animales son mas susceptibles al CRB (Poe et al., 2013).

3.- Sistemas de produccién de carne bovina en el Valle 16 de Octubre

A nivel productivo en la Patagonia, la ganaderia bovina se divide en dos sistemas en
funcién de las condiciones agroecoldgicas de los ambientes. Asi, en las zonas de bosques y
esteparia, se desarrolla la etapa de cria extensiva mientras que en la zona de valles la actividad se
ha orientado a la recria y terminacion de los terneros provenientes de las areas de cria (Guitart
Fité, 2008, Plan Ganadero Prov. Chubut, 2017).

Dentro de esta ultima zona se sitla el Valle 16 de Octubre, ubicado al noroeste de la
provincia de Chubut (Figura 1). En este valle, las mayores superficies ocupadas corresponden a
pasturas naturales e implantadas y produccion de granos, principalmente cebada y avena. Toda la
produccion de forraje, ya sea bajo la forma de pastoreo directo o la confeccidn de reservas como
heno (fardos y rollos), silaje (silo bolsa) y granos, esta dirigida la alimentacion de bovinos de
carne (Guitart et al., 2004).

Este valle concentra la mayor cantidad de cabezas de ganado bovino de la provincia, con
el 19% del total, lo que equivale a 45.500 animales (Antufia et al., 2010; Rossanigo et al., 2011;
Guitart, comunicacion personal) y, si bien no se cuenta con datos sobre la existencia de animales
en invernadas, teniendo en cuenta a Guitart et al. (2004), Antufia et al. (2010) y datos del
Sistema de Informacion Secundaria de INTA (SIS, 2015), se puede inferir que en el valle hay
aproximadamente 18.000 animales en estos sistemas.

Los terneros se destetan en los meses de abril y mayo y son trasladados desde las zonas
de cria hacia el valle. Ingresan a las invernadas con 7 a 8 meses de edad aproximadamente y con
160-250 kgPV. Las razas predominantes son Hereford, Aberdeen Angus y sus cruzas (Guitart
Fite, 2008).



Introduccion

Figura 1. Esquema catastral y fluvial del VValle 16 de Octubre en relacién a la provincia de
Chubut y a la Republica Argentina.

—  Cursos de agua.

De acuerdo a Guitart et al. (2004), las invernadas pueden clasificarse como (Tabla 1):

- recria a campo con o sin suplementacion o a corral con aumentos diarios de peso vivo
promedio de 500 gramos. Luego en noviembre los animales se alimentan con pasturas naturales
para aprovechar el crecimiento compensatorio. Los animales recriados a campo con
suplementacion se terminan en febrero-marzo del afio siguiente, mientras que los animales
recriados a campo sin suplementacion o a corral, se terminan en abril-mayo del afio siguiente.

- engorde intensivo a corral o feedlot con aumentos diarios de peso vivo promedio de
1.000 gramos, con dietas a base de alimentos balanceados que finaliza en los meses de agosto-
noviembre

Tanto en recria como en engorde a corral, los animales son terminados con un peso de
320-360 kgPV (Guitart Fite, 2008).

Tabla 1: Tipos de Invernadas en el Valle 16 de Octubre, provincia de Chubut.

Invernada Tipo Fecha ingreso Fecha salida
A campo Abril - Mayo Abril — Mayo afio siguiente

Recria A campo con suplementacion  Abril- Mayo Febrero — Marzo afio siguiente

A corral Abril - Mayo Abril — Mayo afio siguiente

Engorde A corral Abril - Mayo  Agosto —Septiembre mismo afio

El Valle 16 de Octubre presenta, como el resto de la region patagonica hacia el sur del
Rio Colorado, un estatus sanitario especial al ser reconocido como zona libre de Fiebre Aftosa

sin vacunacion (MAGYP, 2013). Esta calificacion genera la imposibilidad de incorporar a la
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region carne con hueso proveniente del norte de la barrera zoofitosanitaria, por lo que es
necesario en la region el autoabastecimiento de carne bovina (INTA, 2015). Sin embargo este
objetivo no se alcanza, generando un desfasaje entre oferta y demanda que se traduce en precios

de comercializacion un 25% superior al que reciben en el resto del pais (INTA, 2018).

4.- Antecedentes de CRB en Patagonia argentina

En la Patagonia argentina, estudios previos demuestran evidencia serologica en bovinos a
la exposicion a BoHV1, BPI3V y BVDV. En la comunidad Millain Currical, ubicada en
cercanias de la localidad de Loncopué, en la provincia de Neuquén, sobre 350 animales de una
poblacién total de 817 bovinos, se registré un 54% de serologia positiva para BoHV1, 74% para
BVDV y 99% para BPI3V aun cuando no se pudieron comprobar casos clinicos de enfermedad
relacionados con estos virus (Robles, 2008). Durante el afio 2011, un estudio serolégico en vacas
de 83 campos de cria de los departamentos del noroeste de la provincia de Chubut demostré
seroprevalencias individuales de 52,3% para BoHV1 y 76,6% para BVDV. A nivel rodeo se
detect6 una seroprevalencia de 50% para BoHV1 y 96,3% para BVDV (Pérez Aguirreburualde,
2014a).

Durante el afio 2013 se llevaron a cabo muestreos en establecimientos de invernada en el
Valle 16 de Octubre. En ninguno se utilizaban vacunas que tuvieran antigenos de los virus
involucrados en el CRB. Los resultados seroldgicos de las muestras tomadas al ingreso a las
invernadas mostraron en promedio 62,1% de animales positivos para BPI3V (Apostolo et al,
2016) y un 14,8% para BoHV1 (Apdstolo, dato inédito). Ademas, se aislaron 4 cepas de BPI3V
de animales sin sintomas respiratorios (Apostolo et al., 2016) y 10 cepas de BoHV1 de animales
con y sin sintomas (Apdstolo et al, 2017).

Teniendo en cuenta que el CRB es el principal cuadro clinico que afecta los indices
productivos y econémicos en los sistemas intensivos bovinos a nivel internacional, que su
presentacion es variable en distintas regiones del pais, que la zona de estudio propuesta
concentra la mayor cantidad de ganado bovino de la provincia y que hay evidencias de
exposicion y circulacién de BoHV1, BPI3V y BVDV, resulta necesario determinar la presencia y
dindmica de las infecciones por estos virus y las implicancias que tendrian las mismas en las
invernadas. Ademas, es importante caracterizar molecularmente los aislamientos virales locales
para poder formular vacunas efectivas y establecer los esquemas de vacunacién que resultarian

estratégicos  para el control del CRB en la  region en  estudio.
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Hipotesis

En base a los antecedentes presentados, es posible plantear las siguientes Hipotesis:

a) Los virus involucrados en el CRB que circulan en el Valle 16 de Octubre, son

molecularmente similares a los que circulan en otras regiones del pais.

b) La aparicién de casos clinicos de CRB en los sistemas intensivos bovinos del Valle 16
de Octubre esta relacionada principalmente con factores correspondientes al animal y a las

medidas de manejo propias de la zona.

c) El uso de vacunas inactivadas formuladas con aislamientos locales como estrategia
para controlar la circulacion y prevenir la infeccién debe considerar la administracion de dos

dosis, aplicadas la primera previo al destete y la segunda al momento del destete.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar conocimientos sobre la dinamica de circulacién y caracteristicas moleculares de los
virus involucrados en el Complejo Respiratorio Bovino en invernadas del Valle 16 de Octubre,
provincia de Chubut, y evaluar estrategias sanitarias para su control.

OBJETIVOS PARTICULARES

a- Evaluar el rol de factores correspondientes al animal y de medidas de manejo en la
ocurrencia de casos clinicos de Complejo Respiratorio Bovino

b- Conocer la dinamica de circulacion del Herpes Virus Bovino 1, Virus Parainfluenza 3

Bovino y Virus de la Diarrea Viral Bovina

c- Caracterizar virologicamente y molecularmente los aislamientos obtenidos de

secreciones y/o tejidos de animales con y sin sintomas de Complejo Respiratorio Bovino

d- Evaluar esquemas de vacunacion en bovinos vacunados con inmundgenos formulados a

partir de aislamientos locales.
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ESTABLECIMIENTOS

El relevamiento y el estudio de casos clinicos de CRB se llevo a cabo en 9 invernadas del
Valle 16 de Octubre (Figura 2 y Tabla 2).

Figura 2: Ubicacion de los establecimientos relevados dentro del Valle 16 de Octubre.
(Elaboracion propia: Quantum Gis 1.8.).
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EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacién; RC: Recria a corral; =—:Cursos de agua

ANIMALES

Este estudio se realiz6 con terneros de destete durante las temporadas de ingreso a las

invernadas (abril-mayo) en los afios 2014 y 2015 (Tabla 3).
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Tabla 2: Establecimientos relevados: nombre, codigo de identificacion, tipo de invernada,
superficie total expresada en hectareas y coordenadas geograficas.

Establecimiento  Cédigo  Tipo de invernada Su?ﬁ;f)icie %%%;?g?i‘;gs
El Principio EC1  Engorde a corral 28 ;‘13:27921036 S
Los Pinos EC2 Engorde a corral 400 71?‘10216” fg ‘;g
Peny Bryn EC3 Engorde a corral 80 7‘{‘202‘; fg gg
Ei:)ne??mental INTA RS suggz;if:c?én 3042 4;312 225228
ST R R
El Malacara RC1 Recria a corral 262 ‘;310 ; 7:,5 %ig
El Horizonte RC2 Recria a corral 300 . 1‘!325‘} 3‘; 178
La Elena RC3 Recria a corral 175 43°8°15,9” 8

71°2928,3” O

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral

Tabla 3: Cantidad, raza y peso promedio de los animales al ingreso en los establecimientos de

invernada relevados.

Cantidad I’EI‘?]S: dio
Establecimiento de Raza pr¢
. al ingreso
animales
(kg)
EC1 40 Hereford 173
EC2 78 Hereford y cruza Aberdeen Angus y Charolais 200
EC3 27 Hereford 130
RS1 71 Hereford, Aberdeen Angus y su cruza 153
RS2 48 Hereford, Aberdeen Angus y su cruza 140
RS3 80 Hereford 180
RC1 50 Hereford, Aberdeen Angus y su cruza 140
RC2 120 Aberdeen Angus 180
RC3 78 Hereford 190
TOTAL 592 165

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral; kg: kilogramos.

14



Materiales y Métodos: Generalidades

MUESTRAS

e Sujecion de animales
La inmovilizacién de los terneros se realizé en forma mecénica mediante el uso de cepo
(de madera o metal). A posterior se sujet6 la cabeza del animal hacia un costado, manualmente o
con el uso de mocheta. La maniobra por animal duré aproximadamente 1 minuto para la
obtencion de muestras de sangre y aproximadamente 2 minutos cuando se tomaron muestras de

secreciones.

e Obtencidén de suero sanguineo
El suero se obtuvo a partir de 8 ml de sangre extraidos de la vena yugular utilizando
sistema Vacutainer® con tubos sin aditivo de 10 ml (16 x 100 mm) y agujas 20Gx1,5” (Figura 3).
Al dia siguiente de la extraccion, la sangre se centrifug6 por 10 minutos a 1200 revoluciones por
minuto y luego se separ6 el suero en microtubos tipo Eppendorff (Deltalab®) de 1,5 ml, los que

fueron conservados a -20°C hasta su procesamiento (Zbrun et al., 2011).

Figura 3: Toma de muestra de sangre para obtencion de suero sanguineo.

e Obtencidn de secreciones nasales y oculares
Las secreciones de la mucosa nasal y de la conjuntiva ocular fueron tomadas con hisopos
de dacrén estériles (Deltalab®) (Zbrun et al., 2011) de 15 cm de largo. Para secreciones nasales
se introdujo el hisopo en una de las narinas (generalmente la izquierda atendiendo a la sujecion

de la cabeza del animal) y se lo friccion6 de manera enérgica por aproximadamente 10 segundos
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(Figura 4). Para las secreciones oculares se frotd el hisopo en la conjuntiva del canto medial y el
tercer parpado del ojo izquierdo (Figura 5).

Cada hisopo fue colocado en criotubos de 1,8 0 2 ml (NEST®) conteniendo 0,5 ml de
medio de cultivo minimo esencial con sales de Eagle (MEM-E) (Gibco®), suplementado con
penicilina 5000 Ul/ml, estreptomicina 2500 pg/ml y anfotericina B 10 pg/ml. Una vez
introducido el hisopo en el criotubo se cortd el remanente del hisopo. Por ultimo, las muestras se

conservaron en nitrogeno liquido hasta su procesamiento (Romera et al., 2001).

Figura 4: Toma de muestra de secreciones nasales.
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

e Determinacion de anticuerpos totales para BoHV1y BPI3V

La determinacion de anticuerpos totales contra BoHV1 y BPI3V en muestras de suero se
realizd mediante dos tests de ELISA indirecto (Bratanich et al., 1990; Romera et al., 2001;
Maidana et al., 2013).

En ambos casos se utilizaron placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos
(Thermo Scientific - NUNC®, Modelo IMMULON 1B).

- Sensibilizacién de las placas
Para BoHV1 se sensibilizaron placas con antigeno purificado preparado a partir de
cultivos de células MDBK infectadas con BoHV1 (MDBK+BoHV1) (Romera et al., 2001,
Parrefio et al., 2010a). Como control de antigeno se utilizaron cultivos de células MDBK sin
infectar (MDBKneg). Ambos se diluyeron en una relacion 1:400 en buffer carbonato pH 9,6
(Anexo 1) y se colocaron 50 ul por pocillo de cada solucion de manera alternada en las columnas
de las placas (Anexo ).

Para BPI3V se sensibilizaron placas con antigeno purificado preparado a partir de
cultivos de células MDBK infectadas con BPI3V (MDBK+BPI3V) (Maidana et al., 2013).
Como control de antigeno se utilizaron cultivos de células MDBK sin infectar (MDBKneg).
Ambos se diluyeron en una relacion 1:200 en buffer carbonato pH 9,6 (Anexo I) y se colocaron
50 pl por pocillo de cada solucidn de manera alternada en las columnas de las placas (Anexo I).

En ambos casos las placas se incubaron selladas con tapas de poliestireno durante 12
horas a 4°C para lograr el pegado del antigeno. Cumplida la incubacion, se descartaron los
indculos invirtiendo las placas y aplicando movimientos enérgicos hacia abajo. Luego se lavaron
manualmente tres veces con buffer fosfato salino (PBS) conteniendo 0,05% de monolaurato de
polietilenglicol sorbitan (Tween® 20, Promega) (PBS-T) y se secaron aplicando golpes suaves a
las mismas en posicién invertida sobre un papel absorbente. Para su conservacién se sellaron con

tapa de poliestireno y se mantuvieron a -80°C hasta su uso.

- Desarrollo de la prueba
Las placas sensibilizadas se descongelaron a temperatura ambiente. A fin de evitar la
unién inespecifica de biomoléculas a la superficie de los pocillos que no fue ocupada por

MDBK+BoHV1 o BPI3V y MDBKneg, se procedié a bloquear los sitios de enlace desocupados
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con 50 pl por pocillo de ovoalbumina diluida al 5% en PBS-T (PBS-T OVA) durante 1 hora a
37°C, en agitacién constante y con las placas selladas con tapas de poliestireno.

Cumplida la incubacion, se descartd la solucion de bloqueo invirtiendo las placas y
aplicando movimientos enérgicos hacia abajo. Luego las placas se secaron.

Los sueros problemas, previamente descongelados a temperatura ambiente, se diluyeron
en PBS-T OVA en una relacion 1:40 y se sembraron 50 pl de cada muestra diluida en un pocillo
con células infectadas (MDBK + BoHV1 o BPI3V) y 50 ul en otro pocillo con células sin
infectar (MDBKneg). Se utilizaron sueros positivos y negativos como controles en cada placa
(Anexo I). Se incub6 durante 1 hora a 37°C en agitacion constante y con las placas selladas con
tapas de poliestireno.

Luego de la incubacion, se descartaron las soluciones de sueros problemas, se lavaron las
placas manualmente completando la totalidad del volumen de los pocillos con PBS-T y
descartando la solucién con movimientos enérgicos hacia abajo. Este procedimiento se repiti6
tres veces. Luego las placas se secaron.

Se colocaron 50 pul por pocillo de solucién de anticuerpo policlonal de cabra, purificado
por afinidad a IgG bovina (H+L) marcado con peroxidasa de rabano picante (Kirkegaard & Perry
Laboratories, KPL) diluido en una relacién 1:2000 en PBS-T OVA. Se incub6 durante 1 hora a
37°C en agitacion constante y con las placas selladas con tapas de poliestireno.

Luego de la incubacion, se descartd la solucion de conjugado, se lavaron las placas tres
veces con PBS-T y se secaron

El revelado de las placas se hizo de manera diferente para cada virus:

a-Para BoHV1 cada placa se revel6 con 100 pl por pocillo de una solucion elaborada con
300 pl de 2'-azino-bis (3-etilbenziazoline-6-acido sulfénico) (ABTS) (SIGMA, Lab. Roche)
como cromogeno (Anexo 1), 60 pl de peroxido de hidrégeno al 10% como sustrato (Anexo 1) y
12 ml de buffer citrato pH 5 (Anexo I). La reaccion se desarrollé a temperatura ambiente y
protegida de la luz durante 20 minutos. Pasado ese tiempo se determind la densidad dptica (DO)
de cada pocillo con un lector de ELISA (Thermo Scientific Multiskan) a 405 nm.

b-Para BPI3V cada placa se revel6 con 50 pl por pocillo de una solucion elaborada con
600 pl de o-fenilendiamina (OPD) (SIGMA, Lab. Roche) como cromdgeno (Anexo 1), 30 ul de
perdxido de hidrogeno al 10% como sustrato (Anexo 1) y 5,4 ml de agua destilada. La reaccion
se frend con 50 ul de acido sulfurico por pocillo (Anexo 1) en el momento en que el control
positivo se observd color amarillo. La lectura de la DO se realiz6 en lector de ELISA (Thermo
Scientific Multiskan) a 490 nm.
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- Interpretacion de resultados
El punto de corte para los resultados del test de ELISA indirecto se determind, para
ambos virus, como el 40% del valor de DO corregida (MDBK+BoHV1 o BPI3V - MDBKneg)
del control positivo (rango 0,6-1,2). A partir de ese punto, los sueros problemas con una DO
corregida igual o superior se consideraron positivos, y aquellos con una DO corregida menor se
consideraron negativos (Del Médico Zajac et al., 2006; Maidana et al., 2013). A estos Ultimos se

les asigno valor 0 (cero) para su posterior analisis estadistico.

- Titulacion de sueros positivos

A los sueros problema que resultaron positivos, se los tituld siguiendo de manera
exacta los procedimientos antes descriptos a excepcion del punto de siembra. En este caso, los
sueros se diluyeron en base 40 hasta una dilucion 1:2640 y se sembraron 50 pl de cada muestra
diluida, en un pocillo con células infectadas (MDBK + BoHV1 o BPI3V) y 50 ul en otro pocillo
con células sin infectar (MDBKneg) (Anexo ). Los titulos de anticuerpos se expresaron para
BoHV1 y BPI3V como Logio del valor reciproco de la maxima dilucion de cada suero que
presentd un valor de DO corregida igual o mayor al 40% del valor de DO corregida para el
control positivo (Del Médico Zajac et al., 2006, Maidana et al., 2013). Se consideré como
indicador de seroconversion el pasaje de la condicion de seronegativo a positivo y/o un

incremento de 2 6 mas veces el titulo de anticuerpos totales.

e Determinacion de anticuerpos totales contra BVDV

La determinacion de anticuerpos totales contra BVDV en muestras de suero se realizd
mediante un test de ELISA de competicion.
Se utilizaron placas de microtitulacién de 96 pocillos (Thermo Scientific - NUNC®,

superficie MaxiSorp)

- Sensibilizacion de las placas
Se sensibilizaron placas con nanoanticuerpos bivalentes de Illama VHH monoespecificos
anti proteina E2 de BVDV (Zamit, 2010; Perez Aguirreburualde, 2014a). Se diluyeron en una
relacion 1:240 en buffer carbonato pH 9,6 (Anexo 1) y se colocaron 50 ul por pocillo de la
solucion. Las placas se incubaron selladas con tapas de poliestireno durante 12 horas a 4°C para
lograr el pegado de los anticuerpos. Cumplida la incubacidn, se retiraron los indculos invirtiendo

las placas y aplicando movimientos enérgicos hacia abajo. Luego se lavaron las placas

19



Materiales y Métodos: Generalidades

manualmente completando la totalidad del volumen de los pocillos con PBS-T al 3% (PBS-T-3)
y descartando la solucién con movimientos enérgicos hacia abajo. Este procedimiento se repitio

tres veces. Luego las placas se secaron y se utilizaron inmediatamente.

- Desarrollo de la prueba

A fin de evitar la unién inespecifica de biomoléculas a la superficie de los pocillos que no
fue ocupada por los anticuerpos bivalentes VHH anti proteina E2 de BVDV, se procedio a
bloquear los sitios de enlace desocupados con leche descremada diluida al 1% en PBS-T-3
agregando 50 pl por pocillo de esta solucion. Se incub6 por 1 hora a 37°C con las placas selladas
con tapa de poliestireno.

Cumplida la incubacion se descartd la solucion de bloqueo. Las placas se lavaron tres
veces manualmente con PBS-T-3 y se secaron.

Se diluyo la proteina E2 (Pécora et al., 2015) de BVDV en PBS-T-3 en una dilucion 1:32.
Se colocaron 50 pl de esta solucion por pocillo. Se incubd por 1 hora a 37°C con las placas
selladas con tapa de poliestireno.

Cumplida la incubacion se descarto la solucion de la proteina E2. Las placas se lavaron
tres veces manualmente con PBS-T-3 y se secaron.

Se colocaron 50 pl por pocillo de una solucién formulada con los sueros problemas, que
previamente se descongelaron a temperatura ambiente, y leche descremada al 1% en PBS-T-3 de
manera individual en una dilucion 1:4. Se utilizaron tres sueros controles positivos y un suero
control negativo que se diluyeron inicialmente en una relacion 1:4 y hasta alcanzar una dilucion
1:256. Se dejaron 6 pocillos por placa sin agregado de sueros problema, como blancos (Anexo I).
Se incubd por 1 hora a 37°C con las placas selladas con tapa de poliestireno.

Cumplida la incubacion se descartaron los sueros problemas. Las placas se lavaron tres
veces manualmente con PBS-T-3 y se secaron.

Se colocaron 50 ul por pocillo de solucién formulada con suero de conejo hiperinmune
anti E2 (competidor) purificada (Perez Aguirreburualde, 2014a) y leche descremada al 1% en
PBS-T-3 en una dilucién 1:4000. Se incubo por 1 hora a 37°C con las placas selladas con tapa de
poliestireno.

Cumplida la incubacion se descarto la solucion de suero de conejo hiperinmune anti E2.
Las placas se lavaron tres veces manualmente con PBS-T-3 y se secaron.

Se colocaron 50 pl por pocillo de solucion formulada con anticuerpo policlonal de cabra

purificado por afinidad a IgG de conejo marcado con peroxidasa de rabano picante (Invitrogen®)
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y leche descremada al 1% en PBS-T-3 en una dilucion 1:3000. Se incub6 por 1 hora a 37°C con
las placas selladas con tapa de poliestireno.

Cumplida la incubacién se descart6 la solucién de conjugado. Las placas se lavaron tres
veces manualmente con PBS-T-3 y se secaron.

Las placas se revelaron con 50 pl por pocillo de solucion elaborada con 150 ul de ABTS
como cromdgeno (Anexo 1), 30 pl de peroxido de hidrdgeno al 10% como sustrato (Anexo 1) y 6
ml de buffer citrato pH 5 (Anexo 1). La reaccion se desarroll6 a temperatura ambiente y
protegida de la luz hasta que en las diluciones del control negativo se observé una DO entre
0,500-0,800 medida con lector de ELISA (Thermo Scientific Multiskan) con un filtro de 405
nm. En ese momento la reaccién se frend con dodecilsulfato sddico (SDS) al 5%. La lectura de la

DO del resto de los pocillos se hizo en el mismo lector de ELISA y con un filtro de 405 nm.

- Interpretacion de resultados

Se promediaron las DO de los 6 pocillos blancos (DO*). Estos pocillos expresaban el
méaximo de anticuerpo anti E2 de conejo adherido a la proteina y por ende la ausencia de
anticuerpos anti E2 de los sueros problemas de bovinos. Ese valor se utilizé para calcular, para
cada DO de los sueros problemas (DO), el porcentaje de anticuerpo anti E2 de conejo que fue
desplazado por la presencia de anticuerpos anti E2 de bovino (100-(DO"x100/DO*)). El punto de
corte se establecid en el 15% de presencia de anticuerpos bovinos, por debajo de ese porcentaje
de desplazamiento, los sueros se consideraron negativos. Se considerd seroconversion al

aumento en un 20% como minimo en la cantidad de anticuerpos entre tomas de muestras.

¢ Aislamiento viral en de secreciones nasales y oculares

- Lineas celulares utilizadas
Se utilizaron células MDBK en medio de cultivo minimo esencial (MEM) (Gibco®),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®) (Romera et al., 2014), L-
Glutamina (10pl/ml), penicilina-estreptomicina (10pl/ml) y anfotericina B (20ul/ml). Esta linea
celular fue provista por la seccién de Cultivos de Tejidos del Instituto de Virologia, INTA

Castelar.

- Inoculacion de las muestras
Para su analisis, las muestras de secreciones de la mucosa nasal y de la conjuntiva

conservadas en nitrogeno liquido, se descongelaron a temperatura ambiente y se
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homogeneizaron con vortex. Luego se inocularon de manera individual 50 pl de sobrenadante de
las muestras sobre monocapas de células MDBK en placas de cultivo celular de 96 pocillos
(Jetbiofil®). Como controles se dejaron 2 pocillos por placa con células sin inocular. Se
incubaron en atmosfera himeda y con 5% de didxido de carbono (CO,) durante 1 hora y 30
minutos a 37°C, para permitir la adsorcion viral a las células en caso de ser una muestra positiva.

Posterior a la incubacion, se eliminaron los indculos invirtiendo la placa de cultivo y
realizando movimientos suaves hacia abajo con la misma. Luego se colocaron 100 ul por pocillo
de medio MEM-E suplementado con 2% de SFB vy la placa se incubd a 37°C en una atmosfera
hdmeda con 5% de CO,.

Las monocapas se observaron diariamente durante 72 horas para determinar la aparicion
de efecto citopatico (Romera et al., 2001). Las monocapas que no presentaron efecto citopatico
fueron sometidas a tres pasajes ciegos sucesivos. Esto se realizd con el fin de aumentar la
sensibilidad de la prueba mediante el incremento de la concentracion viral en caso de que la
muestra se presentara como falsa negativa. Las monocapas que pasados los tres pasajes no

presentaron efecto citopatico se consideraron negativas.

- Caracterizacion de aislamientos

Las monocapas que presentaron efecto citopatico en cualquiera de los pasajes, se
homogeneizaron de manera manual con el uso de micropipetas y se inocularon individualmente
sobre monocapas de células MDBK en botellas de cultivo de 25 cm? (T25) (Jetbiofil®). Al
indculo se le adicionaron 500 pl de medio MEM-E suplementado con 2% de SFB y se incubaron
en atmosfera himeda y con 5% de CO, durante 1 hora y 30 minutos a 37°C, para permitir la
adsorcion del virus a la célula. Luego se agregaron 5 ml de medio MEM-E suplementado con 2%
de SFB a cada T25 y se incubaron hasta observar la extension del efecto citopéatico a toda la
monocapa. Las botellas de cultivo se congelaron a -80°C. Luego se sometieron a tres procesos de
descongelado a temperatura ambiente y congelado a -80°C a fin de lisar las células y
desprenderlas de la superficie interna de la botella de cultivo. Los sobrenadantes se alicuotaron
en volimenes de 1 ml en microtubos tipo Eppendorff de 1,5 ml (Deltalab®) estériles, se rotularon
y se conservaron a -80°C.

A partir de los sobrenadantes de las muestras positivas resultantes del 4° pasaje se

realizaron pruebas especificas para la identificacion de cada virus mediante pruebas moleculares

22



Materiales y Métodos: Generalidades

BoHV1

Se extrajo ADN viral mediante el uso de un kit comercial de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (High Pure PCR template preparation kit, Roche). Luego se
realiz6 una PCR multiplex diferencial para BoHV1 y BoHV5 (Herpesvirus bovino tipo 5) para
confirmar y tipificar los aislamientos (Clauss et al., 2005).

Se utilizaron cebadores para la deteccion e identificacion de un segmento de 354 pb de
del gen de la glicoproteina C de BoHV1 y de 159 pb de BoHV5. Los cebadores utilizados
fueron: B1 especifico para BoHV1 (5-CAACCGAGACGGAAAGCTCC-3 nt 185-204); B5
especifico para BoHV5 (5-CGGACGAGACGCCCTTGG-3_nt 322-339) y un cebador consenso
para ambos virus Bcon (5-AGTGCACGTACAGCGGCTCG-3_nt 519-538 para BoHV1 y nt
461-480 BoHV5). La PCR multiplex fue preparada en un volumen de reaccion final de 12,5 pl
conteniendo 50 ng de ADN total extraido; 0,4 pmol de cada cebador; 1,5 mMol dNTPs
(Invitrogen TM Life Technologies, USA); 2,5 unidades (U) de Tag ADN Polimerasa (Invitrogen
TM Life Technologies, USA); 1X buffer de PCR (20 mM Tris—HCI pH 8,4, 50 mM KCI); 1,5
mM MgCl, y agua ultra pura hasta llegar al volumen final. La reaccion de amplificacion se
realizd en un termociclador (Biometra TRIO — Thermoblock) bajo las siguientes condiciones: un
ciclo de 10 minutos a 96 °C seguido por 25 ciclos de 1 minuto a 96 °C; 1 minuto a 58 °C; 1
minuto a 72 °C y un ciclo final de extension de 10 minutos a 72 °C. Finalmente los productos de
PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa (1%), tefiido con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) en buffer TBE pH 8,4 (Anexo 1)) y visualizado bajo luz UV (Maidana et al.,
2018).

La determinacion de subtipos de BoHV1 se realizé a partir de una PCR multiplex con
restriccion enzimatica (REA) (Maidana et al., 2016). Se utilizaron dos pares de cebadores para
amplificar 2 fragmentos de ADN, uno de 700 pb (US3) y el otro de 550 pb (UL39). Los
cebadores utilizados fueron: US3F (5-TACAAATCGGCGGCGCCAAA-3 nt 115134) y US3R
(5-TTGTTGACGGCCAAGTATAA-3_nt 115834); UL39F (5-TCGTCGAAGAGCGTCCACA
CA-3_nt 24783) y UL39R (5-ACCGCGCTGTACCGGCAGCT-3_nt 25275). Los productos de
la PCR fueron digeridos con la enzima Hindlll y sometidos a una corrida electroforética en gel
de agarosa de 2% y finalmente se visualizaron las diferentes combinaciones de clivado bajo luz
UV. EIl subtipo 1.1 se identifico por la ausencia de clivaje. El subtipo 1.2a se detectd por el
clivaje del fragmento de 700 pb en un fragmento de 440 pb y otro de 260 pb. El subtipo 1.2b se
detectd porgque ademas del fragmento de 700 pb, se clivé el fragmento de 550pb en uno de 300
pb y otro de 250 pb.
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BPI3V

Se extrajo ARN viral mediante el uso de un kit comercial de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (TIANamp Virus DNA/RNA, Tiangen Biotech).

La transcripcion reversa (RT) se realizé a partir de 7 pl de ARN y 0,3 pg de cebador
especifico (Mfw) (0,5ug/ul). Luego se agregd buffer 5X de la enzima M-MLV transcriptasa
reversa (Promega), dNTPs (5mM), 40 U de ARNSsin (inhibidor de ribonucleasas) y 200 U de M-
MLV. El volumen final de la reaccién se llevé a 25 pl con agua libre de ARNasa. La condicién
térmica fue de 60 minutos a 42°C seguido por 5 minutos a 90°C.

A partir del ADNc obtenido, se amplific6 por PCR un fragmento interno del gen
codificante para la enzima gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (gen gapdh), gen celular de
expresion constitutiva (control de extraccion de ARN y RT). Seguidamente los ARNSs positivos
para el gen gapdh fueron estudiados en busca de genoma viral de BPIV3. Para ello se utilizd un
par de cebadores para la deteccidn e identificacion de un segmento de 328pb del gen de la matriz
(M) de BPI3V, MF (5-AGTGATCTAGATGATGATCCA-3 nt 3960) y MR (5-
GTTATTGATCCAATTGCTGT-3_nt 4288). La PCR se prepard en un volumen de reaccion
final de 12,5 ul conteniendo 5 ng de ADNc, 100 ng de cebadores, buffer 5X para la reaccion de
la enzima ADN polimerasa (Green GoTaq, Promega), mezcla de dNTPs 200 uM (cada uno) y 1
U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen™ Life Technologies, USA), MgCl, y agua libre de
ARNasa hasta alcanzar volumen final. La reaccion de amplificacion se realiz6 en un
termociclador (Biometra TRIO — Thermoblock).

Los productos de PCR se purificaron usando un kit comercial (Qiaquick PCR purification
(QIAGEN).

La secuenciacion se hizo en ambos sentidos con BigDye Terminator v3.0 kit (Applied
Biosystems, Lennik, Belgium) y se analizaron con ABI Prism 3730 DNA Analyser (Applied
Biosystems) (Maidana et al., 2012).

e Deteccion de genoma viral de BVDV en muestras de suero

Se extrajo ARN viral a partir de 250 pl de suero mediante el uso de un kit comercial de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante (TIANamp Virus DNA/RNA, Tiangen Biotech).

La transcripcion reversa (RT) se realizo a partir de 1ug de ARN total y 0,5 pg de cebador
inverso 326 5'UTR, cebador universal de gen especifico para Pestivirus (Vilcek et al., 1994)
como preparacion para la amplificacion por PCR de la region 5 UTR 6 0,5ug de cebadores

hexanucleotidicos al azar (Biodynamics SRL) como preparacion para la amplificacion por PCR
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de la region E2. La mezcla de ARN y cebadores se calentd a 70°C durante 5 minutos e
inmediatamente se enfrio en hielo.

Luego se agreg0 5ul del buffer 5X (Tris-HCI 50mM, KCI 75mM, MgCl, 3mM y DTT
10mM (Promega)), 1ul de mezcla de dNTPs 25mM (Promega), 20 U de ARNSsin (inhibidor de
ribonucleasa) (Ambion/Promega), 200 U de la enzima M-MLV (Promega) y agua libre de
ARNasa hasta alcanzar el volumen final de 25 pl. La condicion térmica fue de 60 minutos a
42°C seguido por 5 minutos a 95°C.

A partir del ADNc obtenido, se amplificéd por PCR un fragmento de 288 pb de la region
de 5'UTR utilizando los los cebadores universales Pestivirus 5'UTR-especificos 324 y 326
(Vilcek et al., 1994). Para la amplificacion del fragmento de 920 pb de la region E2 se utilizaron
3 cebadores: F1  (5-AGCACTGAGGGGACAACTAAT-3_nt  2437), R1  (5-
GCCTATCATGACTATCTCTTCAGT-3 nt_3593) y R2 (5-TTCAGTATTCACTCCAGCACC-
3 nt_ 3578) (Pécora et al., 2014). La PCR se prepar6 en un volumen de reaccion final de 25 pl
conteniendo 60 nM de cada cebador; 5ul del buffer 5X para la reaccién de la enzima ADN
polimerasa (GoTaq, Promega); 1ul de mezcla de dNTP 25mM, 1 U de Taq ADN polimerasa
(Invitrogen TM Life Technologies, USA), 4,5ul de MgCl, 25mM vy agua libre de ARNasa hasta
alcanzar el volumen final. La reaccion de amplificacion se realiz6 en un termociclador (Biometra
TRIO — Thermoblock) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 10 minutos a 95°C seguido
por 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C; 30 segundos a 51°C y luego la elongacién 1 minuto a
72°C. El ciclo final de extension se realizd durante 7 minutos a 72°C. Los productos de PCR se
purificaron a partir de geles de agarosa utilizando un kit comercial (Asistente para SV Gel y PCR
Clean-Up System, Promega) (Perez Aguirreburualde, 2014a).
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Relevamiento de invernadas

Entre los meses de abril y mayo de los afios 2014 y 2015 se realiz6 un muestreo por
conveniencia en establecimientos de invernada del Valle 16 de Octubre, en funcion a la no
utilizacion de vacunas que tuvieran antigenos de los virus involucrados en el CRB. Ademas se
tuvo en cuenta la presencia de corrales, manga y cepo que garantizaran buenas practicas de
manejo para los animales y el cuidado de los operarios. También se considero la posibilidad de
contar con mano de obra para el manejo y sujecion de animales en los momentos de muestreo, a
fin de asegurar los resultados hasta el final del ensayo.

Durante el afio 2014 se analizaron 3 establecimientos de engorde a corral (EC1, 2 y 3),
una recria con suplementacién (RS1) y una recria a corral (RC1). En el afio 2015 se evaluaron 2
establecimientos de recria con suplementacion (RS2 y 3) y 2 de recria a corral (RC2 y 3) (Ver

Generalidades Materiales y Métodos, Establecimientos pg 13).
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A - FACTORES DE RIESGO: VARIABLES CORRESPONDIENTES AL ANIMAL Y
VARIABLES DE MANEJO

Materiales y Métodos

Para la recoleccién inicial de datos se realizé una encuesta al momento de ingreso de los
animales a las invernadas, a administradores y/o propietarios de las invernadas (Anexo Il) a fin
de obtener informacién sobre variables de los animales y de manejo consideradas como factores
de riesgo de CRB.

Como variable de los animales, se tuvo en cuenta el peso vivo al ingreso a la invernada.
Para analizar la informacién se clasificaron los animales en 3 categorias segun el riesgo de sufrir
CRB: terneros con peso igual o inferior a 180 kgPV=riesgo alto; terneros entre 181 y 230
kgPV=riesgo medio y terneros con pesos superiores a los 230 kgPV=riesgo bajo (Babckok et al.,
2010). Para las variables de manejo, se consider6 como inicio de las invernadas el momento de
inicio de la alimentacién. Entre las variables de manejo, por un lado se tuvieron en cuenta
aquellas actividades generadoras de estrés como destete, vacunacion, desparasitacion, castracion,
marcacion y transporte en camion si estas se realizaron dentro de los 30 dias previos al inicio de
las invernadas (Cole et al., 1982; Fulton et al., 2002). Por otro lado, se consideraron también
otras préacticas de manejo como la mezcla de animales provenientes de diferentes campos de cria,
la separacion de terneros y formacién de grupos al ingreso en funcién al peso vivo (Martin et al,
1982), el acostumbramiento a la nueva dieta y la presencia de reparo en los corrales.

Posteriormente se continud recolectando informacion a través de visitas cada 15 dias
durante los 2 primeros meses y luego una vez por mes hasta finalizado el estudio. Durante las
visitas se recorrieron los corrales o potreros para observar presencia de barro, hacer lectura de
materia fecal y de comederos lineales para monitorear la alimentacion (Anexo IlI) (Bavera y
Pefiafort, 2006; Barra, 2009), observar el estado de las pasturas, el comportamiento animal y
estado de salud. También se aprovecharon las visitas para dialogar con el responsable de las
invernadas sobre el desarrollo de las mismas.

La fuerza de asociacion entre los casos clinicos de CRB (variable respuesta) y los
potenciales factores de riesgo (variables predictoras) se interpreto a partir del odds-ratio,
calculado para cada variable de manera puntual y con un intervalo de confianza del 95%. Para
ello se utilizé6 un modelo de regresion logistica. A fin de nivelar el desbalance generado por la
cantidad de animales en cada invernada, se trabajé esta variable dentro del modelo como efecto

aleatorio. Se utilizé el programa RStudio® (version 3.5.3).
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Resultados

La cantidad total de animales encerrados en las 9 invernadas en estudio fue de 592,
variando entre un minimo de 27 y un maximo de 120 animales por invernada. Las razas fueron
Hereford, Abeerdeen Angus y sus cruzas, con la excepcion de un establecimiento con animales
cruza raza Charolais. EI peso minimo promedio de ingreso fue 130 kgPV y el maximo de 200
kgPV. En 7 invernadas ingresaron animales con un peso promedio igual o inferior a 180 kgPV,

en las 2 restantes el peso promedio de ingreso fue de 190 y 200 kgPV (Tabla 4).

Tabla 4: Edad promedio en dias de los animales al ingreso a las invernadas en estudio y peso
vivo promedio de los mismos.

Edad promedio a la llegada a Peso Vivo Promedio

Invernada

las invernadas (dias) (kg)
EC1 180-240 173
EC2 180-240 200
EC3 150-210 130
RS1 120-180 153
RS2 180-240 140
RS3 180-240 180
RC1 180-240 140
RC2 150-210 180
RC3 180-240 190

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral

Las medidas de manejo adoptadas variaron para cada invernada.

Los resultados de la presencia/ausencia de las medidas generadoras de estrés dentro de
los 30 dias previos al ingreso a la invernada, se presentan resumidos en la Tabla 5. A cada
variable se le asign6 una puntuacion para luego generar un indice general sobre los 5 puntos
totales posibles. Los cuadros de CRB se observaron en la EC2 cuyo indice fue de 4/5y en RS1y
RC2 con un indice de 1/5 cada una.

Tambien se elabor6 un indice en funcién a la presencia/ausencia de los factores
considerados de riesgo. La puntuacion se basé en 6 puntos totales posibles. Puntajes 1 y 2 fueron
indicativos de riesgo bajo, puntajes 3 y 4 de riesgo medio y puntajes 5y 6 de riesgo alto. Los

resultados se observan en la Tabla 6. Los cuadros de CRB se observaron en EC2 con riesgo bajo
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(puntaje 2), en RS1 con riesgo medio (puntaje 4) y en RC2 con riesgo alto (puntaje 5).

Tabla 5: Presencia/Ausencia de factores generadores de estrés 30 dias previos al inicio de la

alimentacion.
Pract . Transporte -
™ Castracion Marcacion S Destete Distancia - Indice
(km)
EC1 0 1 1 1 1 50 Camion 4/5
EC2 1 0 1 1 1 800 Camién  4/5
EC3 0 0 1 1 0 - - 2/5
RS1” 0 0 1 0 0 - - 1/5
RS2 1 0 1 1 1 70 Camion 4/5
RS3 0 0 0 0 0 - - 0/5
RC1 0 0 1 1 1 70 Camion 3/5
RC2" 0 0 1 0 0 - - 1/5
RC3 0 0 1 0 0 - - 1/5
TOTAL 2/9 1/9 8/9 5/9 4/9
OR 1,99 --- - 0,58 0,77
IC95%  0,26-15,01 --- --- 0,07-4,8 0,10-5,82

Pract: Practica de manejo; Inv: Cédigo identificacion de invernada; EC: Engorde a corral; RS. Recria con
suplementacién; RC: Recria a corral; [ invernadas donde de observaron casos clinicos de CRB; ; ™: Invernada
donde se observaron casos de CRB y queratoconjuntivitis; OR: Odds ratio; IC95%: Intervalo de confianza 95% para
ajustar OD; ---: Sin valor, porque una forma de la variable predictora toma valores iguales a cero; *: En esta variable
se incluyen la aplicacion de vacunas anticlostridial y/o administracion de antiparasitarios internos, externos y/o

contra Fasciola hepatica, via oral o inyectable
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Tabla 6: Presencia/Ausencia de variables de manejo en las invernadas en estudio.

Var Estrés®  Peso vivo Mezcla de Formacién  Acostumbra- Reparo”  Indice

man al animales de de lotes”  miento a nueva
" Inv ingreso” diferentes dieta®
origenes’

EC1 1 1 0 1 0 0 3
EC2 1 0 0 0 1 0 2
EC3 1 1 0 1 0 1 4
RS1™ 1 1 0 1 0 1 4
RS2 1 1 1 1 0 0 4
RS3 0 1 0 1 0 1 3
RC1 1 1 1 1 0 1 5
RC2" 1 1 0 1 1 1 5
RC3 1 0 1 1 0 1 4
OR 0,62 0,25 4,07 0,81

IC 95% 0,07-5,13 0,03-2,24 1,01-16,46 0,11-5,89

Var man: Variables de manejo; Inv: Cddigo de identificacién de invernada; EC: Engorde a corral; RS: Recria con
suplementacion; RC: Recria a corral; ": Invernadas donde se observaron casos clinicos de CRB; ": Invernada donde
se observaron casos de CRB y queratoconjuntivitis; OR: Odds ratio; 1C95%: Intervalo de confianza al 95% para
ajustar OD; ---: Sin valor, porque una forma de la variable predictora toma valores iguales a cero.

& Medidas de manejo generadoras de estrés 30 dias previos al ingreso a las invernadas: O=ausencia; 1= presencia.

> Peso vivo promedio al ingreso de las invernadas: 0= entre 181 y 230 kgPV; 1= inferior a los 180 kgPV.

‘. Mezcla de animales provenientes de diferentes campos de cria/origenes: 0=no se mezclaron; 1= se mezclaron.

d: Formacion de lotes de animales en funcién al peso vivo ingreso de cada animal: 0= se formaron lotes; 1=no se
formaron lotes.

¢ Acostumbramiento de los animales a la nueva dieta: 0= se acostumbraron; 1=no se acostumbraron.

" Reparo: 0= presencia; 1=ausencia.

Figura 6: Engorde a corral 1, terneros
comiendo la racién en comedero lineal
bajo reparo.

Notese la presencia de piedra como
relleno del corral.
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Figura 7: Engorde a corral 3,
animales alimentados con balanceado
comercial disponible en silo comedero
de autoconsumo y heno de avena
ofrecido en el suelo.

Figura 8: Recria con suplementacién
1, animales alimentados con
balanceado comercial disponible en
silo comedero de autoconsumo.

Figura 9: Recria con
suplementacion 2, con galpén de
reparo para los terneros y lugar de
suplementacion con heno de alfalfa
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Figura 10: Recria a corral 1,
terneros alimentados con grano de
cebada y nucleo proteico-mineral en
comedero lineal de lona.

Figura 11: Recria a corral 3,
terneros alimentandose con silo
bolsa con reja de autoconsumo.
Notese el barro alrededor de la boca
de la bolsa
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Discusién

No se observo un patrén en cuanto a la presencia de factores generadores de estrés
previos a los 30 al ingreso de los animales a las invernadas y tampoco con la presencia de
variables de manejo.

En relacion a las razas presentes, en 2 de las 3 invernadas donde se observaron casos
clinicos de CRB tenian razas cruzas Hereford x Aberdeen Angus y/o x Charolais. Si bien este
estudio no fue disefiado para evaluar esta variable, podria considerarse que la heterocigosidad no
fue un factor de resistencia a CRB (OR=0,54; 1C95%=0,08-3,73). Esto concuerda con lo
expresado por Snowder et al. (2006) en un trabajo realizado en terneros de destete. En Chubut, y
en la zona de estudio en particular, el 80% de los bovinos son de raza Hereford, con un
crecimiento sostenido de la raza Aberdeen Angus (Plan Ganadero Chubut, 2017). Hay trabajos
que describen mayor susceptibilidad de la raza Hereford a CRB respecto de la Aberdeen Angus y
sus cruzas (Cusack et al., 2007), sin embargo y al igual que Martin et al. (1982), en este trabajo
no se observo relacion entre razas presentes y la ocurrencia de casos clinicos de CRB.

En 2 de las 3 invernadas con casos clinicos de CRB, el peso vivo promedio de los
animales al ingresar a las invernadas fue igual o inferior a 180 kg. Si bien este fue considerado el
limite inferior, por debajo del cual aumentaba el riesgo de enfermar (Backok et al., 2010), no
pueden vincularse los bajos pesos a los casos de CRB (Tabla 6). Esto podria explicarse ya que a
partir de categorizar las invernadas segun el criterio de Babckok et al. (2010), en 7 de las 9
invernadas los animales presentaban un peso promedio que los clasificaba como de riesgo alto,
en 2 de las 9 como de riesgo medio y ninguna de riesgo bajo. Reforzando esta idea, Galyean et
al. (1999) y Nostrom et al. (2000) plantean que animales que ingresan a los sistemas intensivos
con menos de 200 kgPV tienen mayor incidencia de CRB. Tomando este nuevo criterio, en las 9
invernadas analizadas, los terneros tuvieron riesgo alto de presentar casos de CRB, hecho que
solo ocurrié en el 33% del total. Esto coincide con la falta de asociacion negativa entre la
categoria de peso y la mortalidad observada por Booker et al. (1999) y Babckok et al. (2010). En
nuestro estudio, esto quizas se deba a que los pesos de los animales no fueron indicativos de la
edad de los mismos (Tabla 4) y por lo tanto tampoco lo fueron de una mayor susceptibilidad a
presentar CRB tal como esta planteado por Sanderson et al. (2008) y Babckok et al. (2010). A
partir de los datos de este estudio se propone una categorizacion acorde a la realidad regional en
relacién al peso de los animales al ingreso a las invernadas y su posible asociacion con
problemas de salud: menores a 150 kg de riesgo alto; entre 151 y 180 kg de riesgo medio y

mayores a 180 kg de riesgo bajo. Esto surge de analizar el peso promedio de 165 kg observado
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en este estudio con extremos de 130 a 200 kg. Tal como se describid en la introduccién, la zona
de valles concentra tanto terneros provenientes de los campos de la cordillera como de la estepa.
Los pesos de destete para el oeste de Chubut estén entre 180 y 200 kg, mientras que para los
terneros provenientes de la meseta son de entre 150-180 kg (INTA, 2015).

No se observé influencia del tipo de invernada en la ocurrencia de casos clinicos de CRB
(OR=0,77; 1C95%=0,25-2,32). Rossanigo et al. (2009) observaron una situacién similar en
engordes a corral de tipo “caseros” y en establecimientos con suplementacion sobre pasturas.
Los tipos de engordes descriptos por Rossanigo, son similares en cuanto a manejo y cantidad de
animales, a las invernadas identificadas en el presente trabajo como engordes a corral/recrias a
corral y recrias con suplementacion, respectivamente.

En este estudio, el destete, definido como la accion de separar a los terneros de sus
madres y trasportarlos de manera inmediata, ya sea en camion o en tropa, a otro potrero dentro
del campo de cria 0 a otro campo alejado geograficamente, dentro de los 30 dias previos al inicio
de la alimentacién, fue una préctica habitual observada. Aun cuando este acto esta definido como
generador de estrés (Duff y Galyean, 2007), en este trabajo el destete no parece ser un factor
influyente en el desencadenamiento de los casos clinicos de CRB (Tabla 5). De hecho, en la
invernada donde se observé el brote de queratoconjuntivitis (RS1) y aquella donde se observaron
casos de CRB dentro de los primeros 45 dias de iniciada la alimentacion (RC2), el destete dentro
de los 30 dias previos al inicio de la alimentacion no fue una practica de manejo presente.

La administracion de antiparasitarios, ya sea por via oral o subcutanea, y/o la
aplicacion de vacunas contra enfermedades clostridiales dentro de los 30 dias previos al inicio de
la alimentacion fueron las précticas mas implementadas. EI momento de administracion
coincidio con el ingreso de los animales a las invernadas. Estas practicas sanitarias parecen no
tener influencia en la ocurrencia de casos clinicos de CRB (Tabla 5). Esto se contradice con las
ventajas descriptas por Duff y Galyean (2007) y Step et al. (2008), sobre acondicionar los
animales entre 30 y 45 dias previos al ingreso a las invernadas.

En una de las 9 invernadas se marcaron y en otra se castraron los terneros dentro de los
30 dias previos al inicio de la alimentacién. Aun cuando estas practicas son conocidas
generadoras de estrés (Pinchak et al., 2004; Duff y Galyean, 2007; Apdstolo et al., 2018), en este
trabajo parecen no tener influencia en la ocurrencia de casos clinicos de CRB ni en la circulacion
de los tres virus en estudio (Tabla 5).

Respecto al transporte de los animales, en este trabajo se observaron casos clinicos de
CRB en una de las 4 invernadas que transportaron terneros dentro de los 30 dias previos al inicio

de la alimentacion. En esta, la distancia recorrida fue de 800 km y con un tiempo entre carga,
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traslado y descarga de 18 horas, mientras que en las otras 3 invernadas las distancias recorridas
oscilaron entre 50 y 70 km y el tiempo transcurrido fue de 4 horas aproximadamente, lo que
sugeriria, que la distancia recorrida podria tener relacion con la presentacion de CRB. Sin
embargo, mas alla de la notable diferencia en cuanto a la distancia recorrida en esta Unica
invernada, no se observd asociacion entre el transporte de animales dentro de los 30 dias del
inicio de la alimentacion y la ocurrencia de casos clinicos de CRB (Tabla 5). Esto es similar a lo
hallado por Shake et al. (1980), quienes no observaron ninguna relacion entre un rango entre 80
a 1600 km de transporte y la incidencia de CRB. En este sentido, Cusack et al. (2003) plantean
que la distancia de transporte no se relaciona directamente con la salud y el rendimiento cuando
el viaje dura 24 horas o menos, como ocurrié en todas las invernadas en las que los animales
fueron transportados en este trabajo.

En este estudio en las 3 invernadas con casos clinicos de CRB y queratoconjuntivitis
los terneros provenian de campos de ciclo completo. Para Martin et al. (1982), Sanderson et al.
(2008) y Taylor et al. (2010) las invernadas donde se mezclan animales de diferentes origenes
presentan mayor riesgo de morbilidad respiratoria, probablemente debido al estrés a causa de la
interaccidn social con nuevos animales y/o a una mayor exposicion de animales susceptibles a
agentes patdgenos a partir del contacto con animales infectados. La falta de relacion entre la
mezcla de animales y casos de CRB quizés se deba a que esta practica en general, no es habitual
en el Valle 16 de Octubre, donde las invernadas forman parte de sistemas productivos de ciclo
completo, aun cuando los lugares de invernada pueden estar distantes de los campos de cria
(Tabla 6).

La formacion de lotes de terneros se llevéd a cabo en una sola invernada, y en esta se
observaron casos clinicos de CRB. El estrés del inicio de la alimentacion se manifiesta con la
disminucion del consumo (Loerch y Fluharty, 2000), que se ve potenciado por la competencia
por el alimento entre los animales, por ello la formacién de lotes se aplica como una estrategia de
proteccion frente a grupos heterogéneos en cuanto a peso, edad y por ende susceptibilidad a
CRB. En la invernada donde se formaron lotes y los animales enfermaron, los casos de CRB se
observaron a los 63 dias de iniciada la alimentacién, por lo que no necesariamente la formacion
de lotes no resultd en una medida protectora (Tabla 6). La baja implementacién de esta practica
se debio a que los lotes de terneros en las diferentes invernadas fueron homogeéneos en cuanto al
peso. A esto se suma lo analizado con anterioridad respecto de los pesos de los animales al
ingreso a las invernadas, donde los mismos no fueron indicativos de edad y tampoco de mayor
riesgo de CRB.
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En todas las invernadas se tuvo en cuenta el acostumbramiento de los animales a la
nueva dieta, sélo que en 2 de las 9 invernadas esta medida no fue implementada correctamente
dando lugar a la ocurrencia de casos clinicos de acidosis y muerte (Figuras 12 y 13). En la
primera invernada, si bien se respetd el tiempo de apertura de las bocas del comedero de
autoconsumo, no hubo oferta suficiente de fibra a través de rollos de pastura. En la segunda
invernada no se respetd el tiempo de apertura de las bocas del comedero de autoconsumo,
generando la muerte de 5 animales. Cusack et al. (2003) y Cusack y Mahony (2016) plantean
que los animales que reciben dietas en la invernada con alta proporcion de granos tienen mayor
predisposicion a CRB debido al desarrollo de acidosis metabdlica. En este estudio se observd
asociacion entre la falta de acostumbramiento y los casos clinicos de CRB (Tabla 6). Sin
embargo, resulta necesario destacar que en una de las invernadas los casos de CRB se
presentaron 55 dias posteriores a la recuperacién del cuadro de acidosis, mientras que en la otra
se presentaron 30 dias antes del problema de acidosis, por lo que resulta dificil explicar esta

asociacion biolégicamente.

Figura 12: Engorde a corral 2, materia fecal tipo 1 observada durante cuadro de acidosis clinica.
Notese la consistencia liquida de la materia fecal y su falta de forma.

37



Relevamiento de invernadas - Factores de riesgo

Figura 13: Engorde a corral 2, animal de pie con flanco izquierdo distendido durante cuadro de
acidosis clinica.

En las 3 invernadas donde se observaron casos clinicos de CRB, estos tuvieron lugar,
en una de ellas a los 68 dias y en otra a los 116 dias post transporte y llegada de los terneros a las
invernadas. Estos momentos de presentacion de casos clinicos de CRB no coinciden con lo
planteado por Smith (1998), Thompson et al. (2006), Babcock et al. (2009) y Taylor et al.
(2010), que describen que la mayor cantidad de casos clinicos de CRB ocurren durante los
primeros 45 dias post arribo a las invernadas. En la invernada restante, los casos de CRB se
observaron a los 30 dias post arribo, justo al momento del inicio de la invernada. La diferencia
entre este trabajo y la bibliografia citada es que en esta ultima la fecha de arribo o llegada de los
terneros a las invernadas se toma como dia cero (0), mientras que en la metodologia adoptada en
este trabajo se consider6 como dia cero (0), el inicio de la alimentacién de engorde, recria o
suplementacion

Para Duff y Galyean (2007) y Step et al. (2008) los efectos sobre la morbilidad y
mortalidad del CRB pueden reducirse a través de acciones preventivas denominadas
“preacondicionamiento”, siempre que las mismas se lleven a cabo entre 30 y 45 dias previos al
ingreso a las invernadas. En este sentido Step et al. (2008) plantean que el destete en el campo de
origen, 45 dias antes de transportarlos a la invernada mejora la salud y el rendimiento. En el
presente trabajo, el destete y el transporte siempre se realizaron simultaneamente. La diferencia
entre las invernadas fue que en 4 de las 9, los animales se mantuvieron luego del destete,
transporte y llegada, por periodos iguales o superiores a 30 dias, en potreros pastoreando
pasturas naturales o consumiendo heno en rollos hasta que comenzé el encierre en corrales y/o

inicio de la alimentacion intensiva. En este estudio, este periodo se consider6 como periodo de
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acondicionamiento. Para ello se tuvo en cuenta lo descripto por Lofgreen (1983) sobre la
reduccién de la morbilidad y la mortalidad cuando los terneros se alimentan solo con heno de
gramineas a la llegada a las invernadas. A su vez, Fell et al. (2007), observaron que mantener
terneros en corrales de acondicionamiento es Util para el fortalecimiento de los vinculos sociales
entre los animales y la familiarizacion con el manejo diario de la invernada. En el presente
trabajo, al considerarse como inicio de las invernadas el momento de inicio de la alimentacion
sin tener en cuenta los dias de acondicionamiento, los casos de CRB tuvieron lugar a los 63 dias
de iniciada la alimentacion en una de las invernadas y a los 70 dias en la otra. Es decir, aun bajo
este analisis los casos clinicos de CRB se observaron luego de los primeros 45 dias.

En el presente trabajo, el acondicionamiento no fue un factor de proteccion frente a la
ocurrencia de CRB (OR=0,58; 1C95%=0,07-4,81).

No se observo relacidn entre la presencia/ausencia de reparo y la ocurrencia de casos
clinicos de CRB (Tabla 6). El Valle 16 de Octubre, ademas de las temperaturas bajas durante el
periodo invernal (2,9°C temperatura media; SIPAN, 2019) presenta una estacionalidad marcada
en cuanto a la distribucion de las precipitaciones, con concentracion de los mayores volimenes
en los meses de mayo, junio y julio (Colombani y Arbuniés, 2008). Las precipitaciones actian de
manera directa como factor de estrés al disminuir temporalmente el consumo de alimento en un
10-30% (NRC, 1981). Ademas, el agua acumulada sobre el animal desplaza el aire retenido en el
pelaje y lo aplana, reduciendo asi la profundidad y su funcién como aislante, a la vez que
aumenta la pérdida de calor por conduccion y conveccion (Balling, 1980) (Figura 16). En este
sentido, Arias et al. (2008) y Cusack y Mahony (2016) plantean que la temperatura ambiental
por si sola no es una adecuada expresion de estrés térmico ya que es alterada en climas frios por
la accion del viento, las precipitaciones y la humedad. EI National Research Council (1981)
describe que animales de 6 meses de edad, con ganancia de peso de 500 gramos diarios, mojados
y con viento superior a los 16 km por hora, (km/hora) presentan una temperatura critica inferior
(TCI) de 9,9°C.

Son pocos los trabajos sobre estrés térmico que focalizan sobre las condiciones de frio,
quizas porque el bovino es una especie que se adapta bien a condiciones frias (Young, 1981;
NRC, 1981), sobre todo las razas britanicas (Bavera, 2011) que son las que se evaluaron en este
trabajo. A nivel pais, la ausencia de estudios sobre climas frios puede deberse a que la zona
donde se concentran las invernadas es tradicionalmente la Pampa Humeda de clima templado,
con un desplazamiento en la actualidad hacia las regiones de noroeste y noreste de clima

subtropical.
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En este estudio, en el aflo 2014 se observaron casos de CRB en dos invernadas. En la
primera los mismos ocurrieron hacia fines de junio. Durante los primeros 24 dias de ese mes,
momento en que se detectaron los casos clinicos, la lluvia acumulada fue de 100,4 mm; la
temperatura maxima media fue de 7,3°C, con maximas absolutas que no superaron los 9,9°C
durante 19 dias y con una velocidad de viento maxima promedio de 23 km/hora (INTA, 2019).
A partir de esta informacion se infiere que los animales en esta invernada estuvieron sometidos
durante los dias previos al inicio del brote a condiciones de estrés térmico. En esta linea, Cusack
et al. (2007) hallaron que cuanto mas baja fue la temperatura ambiente minima diaria, mayor fue
la incidencia de tratamientos diarios para CRB y también observaron una tendencia hacia una
correlacion significativa entre la velocidad maxima del viento y la incidencia diaria de CRB, aun
con la aclaracion de que son mas relevantes las condiciones climaticas previas a la aparicion de
los casos clinicos, y que las condiciones climaticas severas al momento de la aparicion de los
cuadros de CRB sdlo vuelven mas notables los signos de la enfermedad.

En la segunda invernada el cuadro de CRB tuvo lugar a mediados de julio de 2014.
Durante los primeros 13 dias de ese mes, previo a la deteccion de casos clinicos, llovieron 5,8
mm de manera sostenida durante 10 dias; la temperatura maxima media fue de 7,9°C, con
temperaturas minimas absolutas inferior a los 0°C por periodos entre 4 y 7 dias. En este anélisis,
se tom6 como TCI 0°C (Bavera y Beguet, 2003), debido a que la velocidad del viento maxima
promedio fue inferior a los 16 km/hora (NRC, 1981). Es decir, las condiciones criticas fueron la
persistente humedad combinada con las bajas temperaturas (Balling, 1980; Ribble et al., 1995).

En 2015 los casos de CRB se observaron en una sola invernada a fines de mayo.
Durante 7 dias previos a la deteccion de los casos Ilovieron 121,5 mm (77% acumulado de ese
mes). Durante los primeros 21 dias de ese mes, momento en que se detectaron los casos clinicos,
la temperatura media fue de 8,5°C, con méxima de promedio de 13,9°C y minima promedio de
4°C y con una velocidad de viento maxima promedio de 29,8 km/hora. En este caso, la humedad
y el viento parecen haber sido importantes para la pérdida de calor. Se puede pensar, ademas,
que en este caso en particular el volumen de las precipitaciones también actud favoreciendo la
formacion de barro y de manera indirecta potenciando las pérdidas de calor al quedar este
adherido a la superficie corporal (Arias et al., 2008). Tanto en esta invernada como en otras
evaluadas en este trabajo, se observo, aunque no se midid, la formacion de barro sobre las
superficies de los corrales o bien cerca de las bocas de los comederos en potreros de mayor
superficie (Figuras 14 y 15). Esta demostrado que el barro disminuye el consumo de alimento en
un rango de 5 a 30%, segun la profundidad del mismo (NRC, 1981) a la vez que reduce la

ganancia diaria de peso vivo y aumenta el indice de conversion.
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La presencia de las variables consideradas de riesgo, pierden fuerza como factores
generadores de CRB debido a que se alejan del momento de ocurrencia de los casos clinicos,
quedando en el andlisis como factor comun y coincidente con las fechas, la humedad persistente

debido a las precipitaciones caracteristicas de la zona en época invernal.

Figura 14: Barro acumulado alrededor
de las bocas de un comedero de
autoconsumo en una recria con
suplementacion.

Figura 15: Barro en la boca de una
bolsa de silo con reja de autoconsumo.
Notese el pozo previo a la reja, la
profundidad del mismo y la cantidad de
barro adherido a la superficie corporal
de los animales.
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Figura 16: Animales con acumulacién
de agua sobre el pelaje.
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B - DINAMICA DE CIRCULACION DEL HERPES VIRUS BOVINO 1, VIRUS DE
PARAINFLUENZA BOVINA 3 Y VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA

Materiales y Métodos

Se seleccionaron al azar 15 terneros, de entre 6 a 8 meses de edad, en cada una de las 9
invernadas en estudio. Se utilizé el programa WinEpi® y se calculé para un nivel de confianza de
95%, un tamafio de poblacién de 600 terneros, una prevalencia esperada del 40% y un error
aceptable del 7% (De Blas et al., 2000). Al total de los animales, se le tomaron muestras de
sangre el dia 0 (dia de inicio de la invernada) y a los 30 y 60 dias de iniciado el ensayo (Ver
capitulo Disefio Experimental: Generalidades Materiales y Métodos). Se considero el inicio de
las invernadas, dia 0, como el momento en que se comenzd a ofrecer el alimento ya sea para
engorde o para recria.

De los 15 animales de cada invernada, se seleccionaron al azar 5 a los cuales ademas de
las muestras de sangre, se les tomaron muestras de secreciones nasales y oculares en los mismos
dias (0, 30 y 60) (Ver capitulo Disefio Experimental: Materiales y Métodos: Generalidades,
pgl2).

Se utilizé un disefio no experimental, prospectivo, longitudinal de cohorte comparativo
(Basualdo et al., 2005).

Se consider6 existencia de circulacion viral en cada invernada a la presencia de
seroconversion de al menos un ternero o bien cuando el aislamiento viral fue positivo. Este
analisis se hizo para cada virus en particular.

Para los titulos de anticuerpos por invernada se calcularon las medias geométricas para
BoHV1 y BPI3V y las medias aritméticas para BVDV, teniendo en cuenta todos los animales
muestreados a los dias 0, 30 y 60 del ingreso a la invernada (Patel, 2005; Streintemberger et al.,
2017). Se calcularon los desvios estandar y los rangos de titulos de anticuerpos. Se utilizé el
programa Microsoft Exel® (version 2010).

La fuerza de asociacion entre la existencia de circulacion viral (variable respuesta) y los
potenciales factores de riesgo (variables predictoras) se interpretd a partir de los odds-ratio,
calculados para cada variable de manera puntual y con un intervalo de confianza del 95% junto
al p-valor del test de Wald para un nivel de confianza del 95%. Para ello se utiliz6 un modelo de
regresion logistica. Se utilizé el programa Statistix® version 8 (Statistix for Windows, 1985-
2003). Los datos se presentan en el ANEXO II.
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Resultados

En este estudio se comprobo la circulacion de BoHV1 en 2 invernadas, BPI3V en 8 y
BVDV en 4 (Tabla 7).

La cantidad de invernadas con serologia positiva para BoHV1 se sostuvo entre los dias 0
y 30, y disminuy6 al dia 60. Para BPI3V todas las invernadas fueron positivas en los 3
momentos. Para BVDV la cantidad de invernadas positivas se sostuvieron en el tiempo (Tabla
8).

Las prevalencias individuales disminuyeron para BoHV1, aumentaron para BPI3V vy se
sostuvieron para BVDV (Tabla 9).

Tabla 7: Cantidad y porcentaje de invernadas en las que se observé circulacion de BoHV1;
BPI3V y BVDV y/o casos clinicos de CRB.

Engorde a Recria con Recria a Total de
Corral suplementacion Corral invernadas
Circulacion BoHV1 1 (33,3%) 1(33,3%) 0 2
Circulacion BPI3V 3 (37,5%) 3 (37,5%) 2 (25%) 8
Circulacion BVDV 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) 4

Tabla 8: Prevalencia seroldgica por invernada para BoHV1, BPI3V y BVDV a los dias 0, 30 y
60 de muestreo.

Virus Dia0 Dia 30 Dia 60

BoHV1 419 (44%) 419 (44%) 219 (22%)
BPI3V 9/9 (100%) 9/9 (100%) 9/9 (100%)
BVDV 6/9 (66%) 6/9 (66%) 6/9 (66%)

Tabla 9: Prevalencia seroldgica por animal para BoHV1, BPI3V y BVDV a los 0, 30 y 60 de
muestreo.

Virus Dia0 Dia 30 Dia 60 Promedio
BoHV1 7,5% 6,3% 5,8% 6,5%
BPI3V 82,6% 97,6% 100% 93,1%
BVDV 69,8% 63% 66,7% 66,8%
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eBoHV1

-Serologia
En 5 invernadas (EC3, RS3, RC1, RC2 y RC3) no se detectaron anticuerpos contra

BoHV1 en ningun animal en ninguna fecha de muestreo. En las 4 invernadas restantes (EC1,

EC2, RS1y RS2) se detectaron animales con anticuerpos contra BoHV1 en alguna de las fechas

de muestreo (Tabla 10).

Si se toman las 4 invernadas en las que se detectaron animales seropositivos para BoHV1,

se pueden observar 3 comportamientos a nivel rodeo en funcion a los tiempos de toma de

muestra durante el periodo de estudio (Figura 17):

1-

(RS1),

Del dia 0 al 30, se observé en una invernada (RS1) un aumento en la media geométrica
del titulo de anticuerpos debido a un aumento en la cantidad de animales positivos y los
titulos de anticuerpos por animal. En otra invernada (RS2) la media geométrica del titulo
de anticuerpos se mantuvo constante, con un solo animal positivo y cuyo titulo
disminuyd. Esto se debid a que la cantidad de animales muestreados al dia 30 disminuya.
En las 2 invernadas restantes (EC1 y EC2) las medias geométricas disminuyeron como
asi también disminuyeron la cantidad de animales positivos.

Del dia 30 al 60, se observo en una invernada (RS1) el aumento en la media geométrica
del titulo de anticuerpos debido a un aumento en la cantidad de animales positivos y los
titulos de anticuerpos por animal. En otras dos invernadas (EC1 y RS2) no se observaron
animales positivos al dia 60 de muestreo. En la invernada restante (EC2) no se
observaron variaciones entre los dias 30 y 60.

Del dia 0 al 60, se observo el aumento en la media geométrica del titulo de anticuerpos en
una invernada (RS1) y la disminucion en las 3 restantes (EC1, EC2 y RS2). La cantidad
de animales positivos, aumentd en una sola invernada (RS1), mientras que en las 3
restantes (EC1, EC2 y RS2) disminuyd, siendo en 2 de estas todos los animales negativos
al dia 60.

En la Unica invernada donde la cantidad de animales positivos y los titulos aumentaron

se observo que entre los dias 0 y 30, 2 animales de un total de 13, seroconvirtieron y uno

lo hizo entre los dias 30 y 60 (Tabla 11).
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Tabla 10: Prevalencia seroldgica, media geométrica, desvio estandar y rango de los titulos de
anticuerpos totales para BoHV1 para cada invernada a los dias 0, 30 y 60 de muestreo.

HERPES VIRUS BOVINO TIPO 1

invernada  Techa Prevalencia  Media geométricade Rango de tl'tU';)S
muestreo  Serolégica Ac Totales® + DE de Ac totales

0 13,3 0,21 +£0,56 0-16
EC1 30 6,7 0,11 +0,41 0-16

60 0 0 -

0 20 0,32 £ 0,66 0-16
EC2 30 6,7 0,15 + 0,57 0-22

60 7,1 0,16 + 0,59 0-22

0 0 0 -
EC3 30 0 0 -

60 0 0 -

0 30,8 063x1 0-22
RS1 30 38,5 0,75+1 0-28

60 46,2 092+11 0-28

0 6,7 0,15+0,6 0-22
RS2 30 9,1 0,15+0,48 0-16

60 0 0 -

0 0 0 -
RS3 30 0 0 -

60 0 0 -

0 0 0 -
RC1 30 0 0 -

60 0 0 -

0 0 0 -
RC2 30 0 0 -

60 0 0 -

0 0 0 -
RC3 30 0 0 -

60 0 0 -

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral; Ac: Anticuerpos
# Expresado como logg
DE: Desvio estandar
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Figura 17: Dinamica de anticuerpos totales para BoHV1 en las 4 invernadas serologicamente

positivas para este virus.
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Cada cuadrado representa un individuo; EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacién; 0: inicio de la
invernada; 30: treinta dias post-inicio; 60: sesenta dias post-inicio y === media geométrica teniendo en cuenta
todos los animales muestreados en cada momento. Las muestras de sueros se tomaron a los dias 0, 30 y 60 del inicio
de cada invernada y se evaluaron anticuerpos especificos contra BoHV1 mediante test de ELISA indirecto. Los

titulos se expresan como log,

Tabla 11: Cantidad de animales que seroconvirtieron para BoHV1 entre las fechas de muestreo

en las 4 invernadas donde se detectaron animales seropositivos.

Intervalo de tiempo

0-30 30-60
Invernada
EC1 0/15 0/15
EC2 0/15 0/14
RS1 2/13 1/13
RS2 0/7 0/6

EC: Engorde a corral, RS: Recria con suplementacién; O: inicio de la invernada; 30: treinta dias post-inicio y 60:

sesenta dias post-inicio.

- Aislamientos BoHV1

Se obtuvieron 5 aislamientos de BoHV1 en 4 animales pertenecientes a 2 invernadas

(EC2 y RS1) (Tabla 12). Todos los aislamientos de BoHV1 correspondieron al subtipo

BoHV1.2.a
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Tabla 12: Aislamientos de BoHV1 en 2 invernadas. Identificacion de la invernada y del animal
del cual se obtuvo el aislamiento, tipo de aislamiento segin secrecidén de la cual se aislo,
momento de toma de muestra y presencia y tipo de signos clinicos presentes al momento de

tomar las muestras.

Invernada Identificacion  Tipo de Fecha de Signos clinicos
Animal aislamiento muestreo
032 Nasal 0 NO
EC2
142 Ocular 30 NO
101 Nasal 30 CONJUNTIVITIS
RS1 Ocular 30 CONJUNTIVITIS
485 Nasal 30 NO

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacidn; O: inicio de la invernada; 30: treinta dias post-inicio.

El animal 485 era asintomatico (Figura 18) y el animal 491 (Figura 19) presentaba

conjuntivitis de tipo serosa al momento de la toma de muestras.

Figura 18: Animal 485 sin signos clinicos del que se aisl6 BoHV1 de secrecion nasal.
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Figura 19: Animal 491 con conjuntivitis serosa del que se aislé BoHV1 de secreciones nasales y
oculares. Notese la secrecion serosa en la cara del animal y el blefaroespasmo a partir del cierre
del ojo.

En EC2 no se observo seroconversion en los animales de los cuales se aislé6 BoHV1. En

RS1 se observé seroconversion en un animal (491) (Tabla 13).

Tabla 13: Titulos de anticuerpos totales para BoHV1 en los animales de los cuales se aislé el
virus en alguna de las fechas de toma de muestra.

Invernada Identificacion Fecha de Muestreo
Animal 0 30 60
EC2 032 1,6 2,2 2,2
142 Neg Neg Neg
RS1 491 Neg Neg 1,6
485 Neg Neg Neg

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; Neg: Animal seronegativo (Materiales y Métodos:
Generalidades); 0: inicio de la invernada; 30: treinta dias post-inicio.

- Discusion dindmica de circulacion de BoHV1
El 44% de las invernadas, resultaron positivas a BoHV1. Este valor fue levemente
inferior al 50% reportado por Perez Aguirreburualde (comunicacion personal) en rodeos de cria
del Valle 16 de Octubre en 2013.
La prevalencia seroldgica a nivel animal para BoHV1 a lo largo del estudio fue del 6,5%.
Este valor es similar al 8,8% reportado por Odedn et al. (2001) en animales de entre 6 y 12
meses en la provincia de Corrientes, aunque es inferior al 24,8% informado por los mismos

autores en animales de la misma edad en la provincia de Buenos Aires. También fue inferior a lo
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reportado por Suarez et al. (2018) en campos de cria de la provincia de Salta, con prevalencias
en animales adultos y jovenes de 28,5%. Esta diferencia se amplia en Patagonia, donde Robles et
al. (2015) observaron en bovinos de cria adultos y jovenes de Neuquén, una prevalencia de
53,7%, y Perez Aguirreburualde (comunicacion personal), que en campos de cria del noroeste
del Chubut, observo una prevalencia de 52,3%. Las diferencias que surgen podrian estar dadas
por caracteristicas productivas de cada zona y por la categoria animal estudiada. En este sentido,
Odeon et al. (2001) observaron en Buenos Aires prevalencias para BoHV1 de 24,8% en
animales menores de 1 afio y de 84,1% en animales mayores de 2 afios. En Uruguay, Guarino et
al. (2008) encontraron menor prevalencia para BoHV1 en vaquillonas que en vacas adultas.

La prevalencia seroldgica a nivel animal para BoHV1 disminuyd entre cada momento de
toma de muestra de 7,5% el dia 0, al 6,3% el dia 30 y luego al 5,8% el dia 60. Estos hallazgos,
no coinciden con el trabajo de Streintenberger et al. (2017) en la provincia de Buenos Aires que
reporta valores del 13% al dia 0 y de 25% al dia 25, y el de Apdstolo et al. (2017) en el Valle 16
de Octubre que reporta el 27,4% al dia 0.

En el intento de comprender si los titulos de anticuerpos hallados correspondian a
anticuerpos calostrales o eran resultado de una infeccidn aguda, se tuvo en cuenta por un lado la
edad de los terneros al momento de la primera toma de muestra'y por el otro la dindmica de los
anticuerpos en cada una de las invernadas.

Por un lado, en terneros con 180-240 dias de vida, era esperable no encontrar anticuerpos
calostrales si se tiene en cuenta lo hallado por Fulton et al. (2004) y Menantau-Horta et al.
(1985) que indican que entre los 123 a 170 dias de edad en terneros sin vacunar los anticuerpos
calostrales especificos ya no son detectables. Si bien en el presente trabajo los terneros eran
mayores en edad, la persistencia de anticuerpos calostrales estaria relacionada con la cantidad de
anticuerpos transferidos de manera pasiva (Fulton et al., 2004 y Ezzi et al., 2011). Aunque no se
cuenta con los datos de las madres de los terneros ingresados en las invernadas, se sabe que en la
zona de estudio hay circulacion viral en los animales adultos (Perez Aguirreburualde,
comunicacion personal), por lo que es de esperar una elevada transferencia de inmunidad a los
terneros y en consecuencia un tiempo prolongado de persistencia.

Por otro lado, la cantidad de animales positivos disminuyd en 3 de las 4 invernadas
seropositivas al igual que las medias geométricas de los titulos de anticuerpos, lo que lleva a
reforzar la idea de que se trataria de anticuerpos calostrales, ya que en el caso de que los
anticuerpos detectados respondieran a una infeccion, deberia detectarse un aumento en los titulos
y eso aqui no ocurrié (van Nieuwstadt y Verhoeff, 1983; Kaashoek et al., 1996 y Traveria et al.,

2011). En una de estas 3 invernadas se aislo BoHV1 de dos animales sin detectarse sintomas ni
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una respuesta inmune en dichos animales y tampoco a nivel rodeo. Este cuadro podria observarse
en una primoinfeccion en presencia de inmunidad calostral (Lemaire et al., 2000) o con bajos
niveles de anticuerpos circulantes (Pastoret y Thiry, 1985). En estos casos, luego de la
desaparicion de los anticuerpos circulantes, pueden generarse animales portadores latentes que
resultan negativos a la serologia (falsos negativos) y en los cuales a partir de situaciones de
estrés, BoHV1 puede reactivarse y generar ciclos de circulacion viral (Lemaire et al., 2000).

En la invernada restante de las 4 seropositivas, 2 animales seroconvirtieron y se
obtuvieron 3 aislamientos de BoHV1, 2 de dichos aislamientos correspondieron a un animal con
sintomas de conjuntivitis y uno a un animal sano que no seroconvirtio. La falta de evidencia de
circulacién de BoHV1 a nivel del rodeo pero si a nivel individual, pudo deberse a 3 posibles
causas:

1-Ante la ocurrencia de una infeccion temprana, se produjo la supresion de una respuesta

humoral a causa de la presencia los anticuerpos calostrales (Martin y Bohac, 1986;

Hagglund et al., 2006; Roshtkhari et al., 2012).

2-Una insuficiente excrecion del virus que no permitio la transmisiéon viral al resto de los

animales (Pastoret y Thiry, 1985), situacion comun durante el periodo de reactivacion de

BoHV1 en animales con condicién de portador latente.

3-Lo que se detectd a nivel individual fue el comienzo de la circulacion del virus. Al
analizar este punto, se desprende que al momento de seroconversién los terneros tenian entre 210
y 300 dias de vida. Este hallazgo coincide con lo reportado por Traveria et al., (2011) y Zbrun et
al., (2011) que observaron en terneros en recria un mayor nimero de seroconversiones para
BoHV1 a los 300-330 y 300-390 dias de vida, respectivamente. Estos autores también
observaron que todos los terneros fueron positivos a los 360 y 450 dias, respectivamente. En esta
invernada el seguimiento se hizo hasta los dias 270-330 de vida de los animales, por lo que no se
puede descartar que lo observado a nivel animal haya sido el comienzo de la circulacién de
BoHV1. Los aislamientos fueron del subtipo BoHV1.2.a, tanto en el estudio de cohorte como en
el de casos y controles. En Argentina, Morano et al., (2011) aislaron el subtipo 1.2.b de
secreciones conjuntivales durante un brote de queratoconjuntivitis. En Patagonia, Maidana et al.
(2018) identificaron aislamientos en bovinos con signos de queratoconjuntivitis, provenientes del
noroeste de la provincia del Chubut como subtipo 1.2.b. Estos autores en el mismo trabajo
identificaron aislamientos como subtipos 1.2.a, pero los mismos se obtuvieron de bovinos
asintomaticos y provenientes de las provincias de Buenos Aires y Entre Rios. En el presente
trabajo, los aislamientos del subtipo BoHV1.2.a provenian de 3 terneros asintomaticos y de 2

terneros con queratoconjuntivitis. Esto es consistente con los primeros aislamientos de BoHV1
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en Patagonia que fueron caracterizados como BoHV1.2.a (Maidana et al., 2020) y que se
obtuvieron a partir de un brote de queratoconjuntivitis (Apdstolo et al., 2017). Geogréaficamente,
los aislamientos de BoHV1 corresponden a animales provenientes de las provincias del Chubut y
Santa Cruz.

Respecto de otros paises de Latinoamérica, hay evidencias de que el subtipo 1.2.a circula
en Colombia (Piedrahita, 2005) y que también esta ampliamente difundido en Brasil (Spilki et
al., 2004).
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e BPI3V

- Serologia
En todas las invernadas se detectaron anticuerpos en los tres momentos de muestreo
(Tabla 14). Se observaron 3 comportamientos en funcién a los tiempos de toma de muestra
durante el periodo de estudio (Figura 20):

1- Del dia 0 al 30, se observé un aumento en la media geométrica de los titulos de
anticuerpos en 8 invernadas (EC1, EC2, EC3, RS1, RS2, RS3, RC2 y RC3). En 5 (EC2,
RS1, RS2, RC2 y RC3) se observo el aumento en la cantidad de animales positivos hasta
alcanzar el 100% al dia 30; en 2 invernadas (EC3 y RS3) todos los animales se
mantuvieron positivos entre ambas fechas de muestreo y en la restante (EC1), si bien
aumento la cantidad de animales positivos, persistieron algunos negativos. En la novena
invernada (RC1) la media geométrica del titulo de anticuerpos disminuyod y todos los
animales se mantuvieron positivos.

2- Del dia 30 al 60, se observd un aumento en la media geométrica de los titulos de
anticuerpos en 3 invernadas (EC1, RS1 y RC3). Sélo en EC1 la cantidad de animales
positivos aumento hasta alcanzar el 100% ya que en RS1 y RC3 todos los animales ya
eran positivos al dia 30. En 4 invernadas (RS2, RS3, RC1 y RC2) la media geométrica de
los titulos de anticuerpos se mantuvo y no se modifico la cantidad de animales positivos.
En las 2 invernadas restantes (EC2 y EC3) la media geométrica de los titulos de
anticuerpos disminuy6 mientras que todos los animales se mantuvieron positivos.

3- Del dia 0 al 60, se observé un aumento en la media geométrica de los titulos de
anticuerpos en 8 invernadas (EC1, EC2, EC3, RS1, RS2, RS3, RC2 y RC3) y la
disminucion en la invernada restante (RC1). En todas las invernadas el 100% de los
animales fueron positivos al dia 60.

En 8 invernadas se observé circulacion viral a partir de la seroconversién en los animales.
En 7 esto ocurrid entre los dias 0 y 30, mientras que en una también se dio entre los momentos
30-60 (Tabla 15).
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Tabla 14: Prevalencia seroldgica, media geométrica, desvio estandar y rango de los titulos de
anticuerpos totales para BPI3V para cada invernada a los dias 0, 30 y 60 de muestreo.

VIRUS DE PARAINFLUENZA 3 BOVINA

invernada  echa Prevalencia  Media geométrica de Rango de titulos
muestreo Seroldgica Ac Totales® + DE de Ac totales
0 53 0,97 +1,06 0-28
EC1 30 80 1,46 + 0,97 0-34
60 100 2,54 +0,31 22-28
0 60 1,25+1,42 0-34
EC2 30 100 3,16 + 0,31 2,8-34
60 100 2,93+0,26 28-34
0 100 1,94 +0,31 16-2,2
EC3 30 100 2,72 +£0,38 22-34
60 100 2,64 +0,27 22-28
0 92,3 2,45 + 0,89 0-34
RS1 30 100 3,1+0,31 22-34
60 100 3,3+0,23 28-34
0 57,1 1,04 £ 0,99 0-28
RS2 30 100 2,970,445 22-34
60 100 2,98 + 0,29 28-34
0 100 2,48 £0,58 16-34
RS3 30 100 3+0,30 28-34
60 100 3+0,31 28-34
0 100 3+0,29 28-34
RC1 30 100 28+0 2,8
60 100 2,84+0,48 22-34
0 93,3 2,45+0,8 0-34
RC2 30 100 2,8+0,45 22-34
60 100 2,8+0,49 22-34
0 86,7 2,35+1,08 0-34
RC3 30 100 3+0,38 22-34
60 100 3,21 +0,29 28-34

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral; Ac: Anticuerpos
# Expresado como logg
DE: Desvio Estandar
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Figura 20: Dindmica de anticuerpos totales para BPI3V en las 9 invernadas bajo estudio.
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Tabla 15: Cantidad de animales que seroconvirtieron para BPI3V entre las fechas de muestreo

Intervalo de tiempo

Invernada UEY S
EC1 4/14 6/13
EC2 9/12 0/10
EC3 7/14 0/15
RS1 3/13 0/13
RS2 9/10 0/10
RS3 5/13 0/13
RC1 0/15 0/15
RC2 2/15 011
RC3 4/15 0/14

EC: Engorde a corral, RS: Recria con suplementacion y RC: Recria a corral; 0: inicio a la invernada; 30: treinta dias

post-inicio y 60: sesenta dias post-inicio.

- Aislamientos BPI

3V

Se obtuvieron 8 aislamientos de BPI3V en 6 animales pertenecientes a 3 invernadas

(EC1, EC2 y RS1) (Tabla 16).

Todos los aislamientos obtenidos correspondieron al genotipo A.

Tabla 16: Aislamientos de BPI3V en 3 invernadas. Identificacion de la invernada y del animal
del cual se obtuvo el aislamiento, tipo de aislamiento segin secrecién de la cual se aislo,
momento de toma de muestra y presencia de signos clinicos al momento de la toma de muestras.

Invernada Identificacion  Tipo de Fecha de Signos clinicos
Animal aislamiento muestreo
Nasal 30 NO
551
Ocular 30 NO
Nasal 30 NO
EC1 554
Ocular 30 NO
559 Nasal 30 NO
566 Ocular 30 NO
EC3 186 Nasal 0 NO
RS1 487 Nasal 30 NO

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; O: inicio de la invernada; 30: treinta dias post-inicio.
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Cinco de los 6 terneros de los cuales se aislo BPI3V seroconvirtieron (Tabla 17).

Tabla 17: Titulos de anticuerpos totales para BPI3V en los animales de los cuales se aislo el
virus en alguna de las fechas de toma de muestra.

Invernada Identificacion Fecha de Muestreo

Animal 0 30 60

551 Neg 1,6 2.8

EC1 559 Neg Neg 2,8
564 Neg Neg 2,8

566 Neg Pos 2,8

EC2 186 1,6 2.8 2.8
RS1 487 2,8 2.8 2.8

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; Neg: Animal seronegativo (Materiales y Meétodos:
Generalidades); Pos: animal positivo al screening sin titular (Materiales y Métodos: Generalidades); 0: inicio de la
invernada; 30: treinta dias post-inicio.

- Discusion dindmica de circulacion BPI3V

La prevalencia para BPI3V a nivel de las 9 invernadas fue del 100%. Este hallazgo
coincide con un trabajo previo realizado en 5 invernadas en el Valle 16 de Octubre, en el que
todas resultaron positivas (Apostolo et al., 2016).

La prevalencia a nivel animal para BPI3V fue aumentando de 82,6% (53-100%) el dia O,
al 97,6% (80-100%) el dia 30, hasta alcanzar el 100% el dia 60. Estos valores son superiores al
77% reportado por Maidana et al. (2012), en rodeos de cria en nuestro pais y al 62% informado
por Apdstolo et al. (2016) en terneros al momento de ingreso a las invernadas en la zona del
Valle 16 de Octubre. También son superiores a lo informado por Streintenberger et al. (2017)
que en un trabajo similar, en un establecimiento de cria bovina en la provincia de Buenos Aires,
observaron en terneros prevalencias del 31% al dia O y del 50% a los 25 dias. Las diferencias
respecto de lo informado por Maidana et al. (2012) pueden explicarse por diferencias en cuanto a
las zonas de estudio, ya que Robles et al. (2015) hallaron en bovinos adultos y jovenes en la
provincia de Neuquén prevalencias para BPI3V de 99%. A su vez las diferencias entre el
presente trabajo y el de Apdstolo et al. (2016) y Streintenberger et al. (2017) pueden explicarse
por los diferentes momentos en que se tomaron las muestras, ya que en estos Gltimos 2 casos
reportados, el muestreo se realizd al ingreso de las invernadas y en el presente trabajo fue al

inicio de la alimentacion, que sucedié entre los 5y 76 dias posteriores al ingreso.
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En 8 de las 9 invernadas se observaron seroconversiones para BPI3V y las medias
geométricas de los titulos de anticuerpos aumentaron, mientras que en la restante, ningn animal
seroconvirtio y la media geométrica se mantuvo estable entre los 3 momentos de muestreo.

En 5 de las 8 invernadas las seroconversiones no se reflejaron en un incremento de 2 o
mas veces de la media geométrica de los titulos de anticuerpos. Thomson et al. (1969) y Martin
et al. (1989) encontraron en terneros que ingresaron en invernadas en Canada, un aumento
marcado de los titulos para BPI3V entre el dia 14 y 21 postingreso. En el presente estudio, el
periodo de acondicionamiento en las 5 invernadas previo al inicio de las tomas de muestra fue de
entre 10 a 76 dias, lo que genera la hipotesis que lo hallado fue la expresidn de la Gltima etapa de
circulacion viral que comenzé durante el acondicionamiento. Esto se refuerza con el hallazgo de
prevalencias del 86,7% al 100% en el momento considerado final del acondicionamiento, que
coincidio con el inicio de la alimentacion y dia 0 de toma de muestra, y del 100% al dia 30.

En 3 invernadas de las 8 restantes las seroconversiones influyeron en el incremento de 2 o
mas veces las medias geométricas de los titulos de anticuerpos. En estas, los periodos de
acondicionamiento fueron de entre 5 a 15 dias. Las prevalencias al dia O fueron entre el 53 y el
60%, alcanzando al dia 30 al 100% en 2 de las invernadas, mientras que en la restante alcanzé
valores del 80%. En esta ultima invernada, al dia 60 todos los animales fueron seropositivos, y
ademas se obtuvieron 6 aislamientos de BPI3V al dia 30. Ante la hipétesis de que BPI3V
comienza a circular inmediatamente luego del ingreso de los animales (Thomson et al., 1969;
Yates et al., 1983; Martin et al., 1989), en estas invernadas el menor tiempo de
acondicionamiento permiti6 detectar el momento de méaxima circulacion viral.

En la invernada restante, las medias geométricas de los titulos para BPI3V se sostuvieron
en niveles elevados, sin seroconversiones individuales y con prevalencias del 100% desde el dia
0. Teniendo en cuenta que en esta invernada el periodo de acondicionamiento fue de 30 dias, los
hallazgos se explicarian también con el inicio de circulacion viral a partir del ingreso de los
animales.

Los factores de riesgo asociados con la circulacion de BPI3V fueron el destete (OR=2,69,
1C95%=1,28-5,66; p=0,0093) y el transporte (OR=2,3; 1C95%=1,11-4,78; p=0,0250). A su vez
se relacion6 con la variable acondicionamiento previo, en donde su ausencia se asocid a la
circulacion de BPI3V (OR=2,69; 1C95%=1,28-5,66; p=0,0093). Retomando la hipotesis de que
BPI3V comenz6 a circular inmediatamente luego del ingreso de los animales en todas las
invernadas, la asociacion entre esta variable y el destete, transporte y acondicionamiento se
explicaria a través de una mayor cantidad de animales con indicadores individuales de

circulacion en aquellas invernadas con menor tiempo de acondicionamiento y por ende con
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eventos como el destete y el transporte presentes dentro de los 30 dias previos al inicio de la
alimentacion.

Tanto en el estudio de cohorte como en el de casos y controles, se aislé el genotipo A de
BPI3V. Esto coincide con Maidana et al. (2012) que describen que los 3 genotipos (A, By C)
circulan en Argentina, A y C en bovinos y el genotipo B en bufalos, aunque no aportan
informacion particular de Patagonia. No hay informacion sobre diferencias en cuanto a

patogenicidad entre los diferentes genotipos (Neill et al., 2015).

59



Relevamiento de invernadas — Dindmica de circulacion viral

e BVDV

Serologia
En las 9 invernadas se pueden observar 3 comportamientos en la cantidad de animales

positivos en funcidn a los tiempos de toma de muestra durante el periodo de estudio (Tabla 18 y
Figura 21):

1-

Del dia 0 al 30, en 2 invernadas (RC1 y RC3) aumentd la cantidad de animales positivos
hasta alcanzar el 100% al dia 30. En otras 3 (RS1, RS2 y RS3) la cantidad de animales
positivos aumentd y en las 4 restantes (EC1, EC2, EC3 y RC2) disminuyeron, siendo en
RC2 todos los animales negativos al dia 30.

Del dia 30 al 60, en 4 invernadas (EC2, RS1, RS2 y RC1) se observo el aumento en la
cantidad de animales positivos. En RS2 todos los animales fueron positivos al dia 60. En
otras 2 invernadas (EC1 y RC3) la cantidad de animales positivos se mantuvo constante y
en otras 2 (RS3 y EC3) disminuyd. En la invernada restante (RC2) se mantuvieron todos
los animales negativos.

Del dia 0 al 60, en 2 invernadas (RS2 y RC3) se observo el aumento en la cantidad de
animales positivos, en las mismas todos los animales fueron positivos al dia 60. En 2
invernadas (EC2 y RC1) la cantidad de animales se mantuvo constante y en las 5 (ECL,
Ec3, RS1, RS3 y RC2) restantes disminuyd. En RC2 todos los animales fueron negativos
al dia 60.

En 4 invernadas se observo circulacion viral a partir de la seroconversién de los animales

entre los momentos 0-30. En 2 de estas invernadas, ademas se observé seroconversion entre los
momentos 30-60 (Tabla 19).
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Tabla 18: Prevalencia serologica, titulos promedios, desvio estandar e intervalo de confianza
para BVDV en cada invernada, a los dias 0, 30 y 60 de muestreo.

VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA

Invernada Fecha de Prevalencia Titulo 1C (95%)

muestreo Serolégica Promedio Ac+ DE LI LS
0 66,6 24,8 +19,9 13,9 35,8
EC1 30 53,3 19 +17,7 9,2 28,8
60 53,3 14,9+9,7 9,5 20,3
0 92,9 44,2 + 24,3 30,2 58,3

EC2 30 72,7 442 + 294 21,2 63,2
60 92,9 42,8 +27 27,2 58,4
0 100 221+3 18,9 25,3
EC3 30 66,7 19,1 +45 14,4 23,9
60 66,7 16,1+ 6,3 9,5 22,8
0 38,5 11,8+9,2 6,2 17,4
RS1 30 53,8 11,2 +10,3 5,5 16,9
60 10 82+76 2,8 13,7
0 16,7 10,3+7,6 24 18,3

RS2 30 33,3 13,7+9.8 3.4 24
60 100 524+7 45 59,8

0 50 16,3+5,1 10,9 21,7
RS3 30 33,3 16,9 +49 11,8 22,1
60 33,3 176 +5 12,3 22,8

0 93,3 729+217 60,9 85
RC1 30 100 78,6 + 16,9 69,4 87,9
60 93,3 76,9 £ 22,4 64,7 89,3
0 28,6 15+ 6 9,5 20,6

RC2 30 0 8,6 + 4,4 3,9 13,2
60 0 8,3+57 2,3 14,2
0 92,9 56,7 +21,1 44,6 68,9
RC3 30 100 74,9 £ 14,7 62,6 79,5
60 100 76,3+ 11,4 69,8 82,9

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral; Ac: Anticuerpos
DE: Desvio estandar
LI: Limite inferior; LS: Limite superior
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Figura 21: Dindmica de anticuerpos totales para BVDV en las 9 invernadas bajo estudio.
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Cada cuadrado, circulo y triangulo representa un individuo; EC: Engorde a corral, RS: Recria con suplementacién;
RC: Recria a corral; O: inicio de la invernada; 30: treinta dias post-inicio; 60: sesenta dias post-inicio y =—— media
aritmética. Las muestras de sueros se tomaron a los dias 0, 30 y 60 del inicio de cada invernada y se evaluaron
anticuerpos contra proteina E2 de BVDV mediante test de ELISA de competicion. Los valores se expresan como

porcentajes de anticuerpos detectados.
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Tabla 19: Cantidad de animales que seroconvirtieron para BVDV entre las fechas de muestreo
en las invernadas donde se detectaron animales seropositivos.

Intervalo de tiempo

Invernada el S
EC1 0/15 0/15
EC2 2/11 1/11
EC3 0/6 0/6
RS1 0/13 0/10
RS2 1/6 5/6
RS3 0/6 0/6
RC1 3/15 0/15
RC2 0/6 0/5
RC3 7/10 0/10

EC: Engorde a corral, RS: Recria con suplementacion y RC: Recria a corral; 0: inicio de la invernada; 30: treinta
dias post-inicio y 60: sesenta dias post-inicio.

- Aislamiento BVDV

No se obtuvieron aislamientos de BVDV biotipo citopatico (CP) de secreciones nasales
y/o oculares.

Se analizaron muestras de suero de animales sospechosos de presentar infeccidn activa,
debido a la presencia de seroconversion, y de animales sospechosos de ser persistentemente
infectados (PI), debido a que en los 3 momentos de toma de muestras se mantuvieron negativos
frente al resto de los animales que presentaron anticuerpos para BVDV. Todas las muestras

resultaron negativas a la RT-PCR.

- Discusion dindmica de circulacion BVDV

Los anticuerpos detectados por el ELISA utilizado en el presente trabajo, indican la
presencia del genotipo la que es el prevalente en Patagonia (Perez Aguirreburualde, 2014a).

Las prevalencias a nivel de las invernadas para BVDV fueron del 66% en los 3 momentos
de muestreo. Esto es inferior al 96,3% hallado por Perez Aguirreburualde et al. (2014b) en
rodeos de cria del noroeste de Chubut y al 100% hallado por Reinhardt et al. (1990) en rodeos de
cria y tambos de la region X de Chile, que limita geograficamente con el Valle 16 de Octubre.

La prevalencia a nivel animal fue del 66,8%. Estos hallazgos son similares a lo reportado
por Perez Aguirreburualde (2014a) en rodeos de cria del noroeste del Chubut y por
Streintenberger et al. (2017) en un campo de cria en la provincia de Buenos Aires para el

genotipo la. También es similar a lo hallado por Rweywmamu et al. (1990) en la zona central y
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noreste argentino, por Robles et al. (2015) en la provincia de Neuquén, por Odedn et al. (2001)
en la provincia de Buenos Aires y por Guarino et al. (2008) en Uruguay, aunque en los ultimos
trabajos no se informa que genotipo viral reconocen los anticuerpos detectados ni la edad de los
animales muestreados. A su vez fue superior al 25,6% hallado por Odeon et al. (2001) en
animales de entre 6 y 12 meses de edad en Corrientes. Tal como sucedio con otros trabajos, en
Odedn et al. (2001) no se aclara para que genotipo viral fueron los anticuerpos hallados, lo que
podria explicar las diferencias encontradas. Esto se refuerza con el hecho de que en Argentina,
hacia el norte del paralelo 42, el genotipo prevalente es el 1b (Pécora et al., 2014), mientras que
hacia el sur son el la y el 1l (Perez Aguirreburualde, 2014a). La prevalencia hallada en este
trabajo, resultd a su vez inferior al 77,8% reportado por Reinhardt et al. (1990) para la X region
de Chile. Estos hallazgos son indicativos de que en la zona de estudio hay infeccion activa de
BVDV (Lertora, 2003; Perez Aguirreburualde, 2014a).

En 4 de las 9 invernadas, los anticuerpos detectados podrian ser de tipo calostrales ya
que la cantidad de animales positivos disminuy6 al igual que los titulos de anticuerpos. Esta
hipdtesis se sostiene en el hecho que al inicio de las tomas de muestra los terneros tenian entre
150 y 240 dias de vida y, de acuerdo a Fulton et al. (2004) y Coria y McClurkin, (1978), el
tiempo necesario para que los anticuerpos calostrales dejen de detectarse es de 190 dias.

En otras 2 de las 9 invernadas se observaron seroconversiones y aumento en la cantidad
de animales seropositivos. Estas invernadas son 2 de las 3 en las cuales se mezclaron animales
de diferentes origenes. En una, luego del inicio de la alimentacion de la cohorte de terneros que
formaron parte de este estudio, ingresaron mas animales que fueron alojados en el mismo potrero
donde estaban los antiguos. En la otra, los terneros fueron acondicionados durante 30 dias antes
al inicio de la alimentacion. En la primera las seroconversiones se observaron entre los dias 30 y
60, y en la segunda entre los dias 0 y 30. Una de las principales fuentes de transmision de BVDV
son los animales persistentemente infectados (PI) (Wittum et al., 2001; Fulton at al., 2005;
Loneragan et al., 2005; Houe et al., 2006). Houe (1995) describe que ante prevalencias intra-
rodeos que superan el 90%, aumentan las probabilidades de presencia de animales PI en los
mismos. Moerman et al. (1993), a su vez, observo seroconversion en un lapso de 3 meses en el
100% de animales susceptibles que tuvieron contacto con un animal Pl. Si bien en ninguna de
estas dos invernadas ni en las 7 restantes se pudieron identificar animales PI, su presencia no
puede descartarse si se tienen en cuenta la prevalencia previa reportada, tanto a nivel rodeo como
a nivel animal, y el hallazgo previo de 2 animales Pl (Perez Aguirreburualde 2014a y 2014b) en

la zona de estudio. A esto se suma la baja prevalencia (0,3%) de animales Pl que son detectados
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al llegar a los engordes (Loneragan et al., 2005 y Fulton et al., 2006) y a que a su vez, en este
estudio se trabajé solo sobre una muestra del total (23,8%) de los animales.

En 3 de las invernadas restantes se observaron situaciones particulares. En la primera los
terneros tenian entre 240 y 300 dias de vida, no se observaron seroconversiones y disminuyd la
cantidad de animales positivos, por lo que no podrian ser anticuerpos calostrales y tampoco estar
presente una infeccion activa. Brackenbury et al. (2003) describen prevalencias bajas pero
constantes como resultado de la habilidad de BVDV de comportarse de manera endémica bajo
determinadas condiciones epidemioldgicas. Las condiciones que se observaron en esta invernada
fueron que los terneros provenian de un mismo campo de origen y estuvieron 76 dias en
acondicionamiento. En la segunda invernada, los terneros tenian entre 180-210 dias de vida, se
observaron seroconversiones y la prevalencia intrarodeo se sostuvo cercana al 90%. Los
hallazgos podrian deberse a circulacion viral en presencia de anticuerpos calostrales, actuando
estos ultimos como inhibidores de la respuesta humoral ante la infeccion (Lertora, 2003). En la
tercera invernada, los terneros tenian entre 210-270 dias de vida, se observaron seroconversiones
y la prevalencia intrarodeo se sostuvo cercana al 90%. Por la edad de los terneros, los titulos no
corresponderian a anticuerpos calostrales. Los hallazgos podrian deberse a que se detecto la
ultima etapa de circulacion viral. En esta invernada los animales provenian de diferentes campos
de cria y habian ingresado un mes antes del inicio de la toma de muestras. La persistencia de
niveles elevados de anticuerpos junto a la elevada prevalencia en los tres momentos de toma de
muestras podria estar indicando evidencia de animales Pl (Houe et al., 1995; Lertora 2003,
Traveria et al., 2011; Fulton et al., 2005).

La circulacion de BVDV estuvo asociada a la mezcla de animales de diferentes origenes
(OR=23; 1C95%=6,09-86,92; p=0,00001), que se relacionaria con la probabilidad de la presencia
de animales Pl en un momento de desproteccion de la inmunidad calostral (OConnor et al.,
2005; Fulton et al., 2006; Traveria et al., 2011;).

No se obtuvieron aislamientos de BVDV. Por un lado, esto pudo deberse a que la técnica
de aislamiento viral tiene una sensibilidad del 83%, por lo cual es posible que algunos de los
resultados sean falsos negativos (Houe et al., 2006; Marini et al., 2012). Ademas, las muestras de
buffy coat serian las de preferencia para el aislamiento de este virus y no las secreciones (Fulton
et al., 2005). Por otro lado pudo deberse a que la técnica de aislamiento viral en este trabajo se
utilizd como screening, a partir del cual solo aquellos cultivos con efecto citopatico fueron
sometidos a pruebas confirmatorias de los virus actuantes. Por lo tanto, la metodologia empleada
en este trabajo s6lo permitio identificar al biotipo citopatico (CP) de BVDV (Odedn et al., 2009).

Sin embargo, la mayoria de los aislamientos en el ganado bovino en diferentes lugares del
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mundo son del biotipo no citopatico (NCP) (OIE, 2018; Fulton et al., 2000a; Odedn et al., 1999;
Pecora et al., 2014). A su vez, y como a partir del estudio de la dindmica de anticuerpos para

BVDV se podria confirmar la presencia de animales Pl durante este trabajo, es de esperar que el
biotipo circulante fuera NCP (OIE, 2018; Odedn et al., 1999). A partir de la RT-PCR de las

muestras de suero tampoco se pudo detectar la presencia del genoma viral.

e Co-infecciones

En las 9 invernadas circul6 al menos uno de los virus estudiados (Tabla 20).

- En 5 invernadas se observo circulacion de un solo virus. De estas, en el 80% circuld

BPI3V y en el 20% restante BVDV. La circulacion de BoHV1 en las invernadas

siempre ocurrio en presencia de otro de los agentes virales en estudio.

- En 3 de las invernadas se observé circulacion de 2 virus. De estas, en el 67% lo
hicieron BPI3V y BVDV y en el 33% restante lo hicieron BoHV1 y BPI3V.

- En la invernada restante circularon los tres virus.

Tabla 20: Infecciones por uno o mas virus involucrados en el CRB en las 9 invernadas bajo

estudio.
Invernada BPI3V BVDV
EC1 X
EC2 X X
EC3 X
RS1 X
RS2 X X
RS3 X
RC1 X
RC2 X
RC3 X X

EC: Engorde a corral; RS: Recria con suplementacion; RC: Recria a corral; BoHV1: Herpes virus bovino tipo 1;

BPI3V: Virus de parainfluenza bovina 3; BVDV: Virus de la diarrea viral bovina.

A nivel individual, en el 52% (65/125) de los terneros de la cohorte con datos de

serologia en los 3 momentos de muestreo, se observaron indicadores de infeccion viral. De los

65 animales infectados, 10 (15,4%) presentaron infecciones con dos virus. De estos 10 animales
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con infecciones conjuntas, en 3 casos se detectaron BPI3V y BoHV1 yen 7 BPI3V y BVDV. En

ningun animal se identificaron infecciones que involucraran a los tres virus en estudio.

- Discusion co-infecciones

En todas las invernadas se observaron indicadores de circulacion viral, como
seroconversion y/o aislamiento, de al menos uno de los virus en estudio. Asi mismo, en el 44%
se observo circulacion de mas de un virus, lo que indicaria la ocurrencia de co-infecciones.

A nivel animal, se observo un 15,4% de co-infecciones lo cual es inferior a lo hallado
por Fulton et al. (2000b) y Streintenberger et al. (2017). Las diferencias se deberian a que en
ambos trabajos, en el 77,7% y el 60% de las infecciones conjuntas, respectivamente, estuvieron
involucrados, aparte de los virus estudiados en este trabajo, BVDV genotipo Il y BRSV, virus

que en el presente trabajo no se evaluaron.
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Materiales y Métodos

En las visitas que se realizaron de rutina a las 9 invernadas (cada 15 dias los 2 primeros
meses y luego una visita a los 30 dias de terminada la ultima toma de muestra), se detectaron 3
brotes de CRB y un brote de Queratoconjuntivitis. La poblacion en riesgo de este estudio estuvo
constituida por el total de los animales de cada invernada (Tabla 3, Materiales y Métodos:
Generalidades).

Se obtuvieron muestras de sangre y secreciones de mucosa nasal/ocular de los animales
identificados como casos clinicos de (ccCRB) y/o casos clinicos de queratoconjuntivitis (ccQ) y
de un ndmero igual de animales calificados como controles sanos de CRB (coCRB) y/o controles
sanos de queratoconjuntivitis (coQ) (Por detalles ver: Generalidades Materiales y Métodos).

El sangrado y la recoleccién de muestras de secreciones tanto en los casos como en los
controles se realizaron en los momentos de presentacion clinica de la enfermedad y se repitio el
sangrado entre 14 y 27 dias posteriores a la primera toma de muestras.

Debido al limitado nimero de muestras, la independencia entre las variables presencia de
casos clinicos de CRB y/o queratoconjuntivitis y la presencia de infeccion viral a partir de
indicadores de seroconversion y/o aislamientos, se analizaron con la prueba exacta de Fisher. Se
utilizo el programa Microsoft Exel® (2010). Valores p < 0,05 indican falta de independencia

entre las variables.

- Definicién de caso clinico y de control sano de CRB

Para la calificacion de un caso clinico de CRB se otorgd un punto por cada uno de los 5
signos clinicos observados (Allen et al., 1991):

-depresion

-anorexia

-descarga nasal copiosa

-frecuencia respiratoria superior a 40 respiraciones por minuto

-presencia de tos espontanea detectada mas de una vez durante 10 minutos

Animales con puntaje clinico igual o mayor a 4 fueron considerados ccCRB. A los
animales un puntaje entre 2 y 3, se les tomd la temperatura rectal como signo adicional, si la
temperatura fue de 40°C o superior, se lo consider6 caso clinico (Allen et al, 1991)

Se calificaron como controles sanos para CRB a aquellos animales sin signos o con puntaje
1. También se incluyeron como controles sanos a aquellos animales con puntaje 2 0 3 que no

presentaron temperatura rectal superior a los 40°C.
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- Definicién de caso clinico y de control sano de queratoconjuntivitis

Para la calificacion de un caso clinico de queratoconjuntivitis se tuvo en cuenta la
presencia y el grado de lesiones oculares, otorgandoles la siguiente puntuacion (Zbrun et al.,
2011):

0= sano sin lesiones

1= epifora y/o conjuntivitis

2= Erosion corneal

3= Ulcera corneal

4= Membranas internas prolapsadas (queratocono) con pérdida de sustancia ocular

Se calificaron como casos clinicos de queratoconjuntivitis a los animales con puntaje
igual o mayor que 1. Como controles sanos de queratoconjuntivitis se tomaron animales con

puntaje cero.

Resultados

Se observaron casos clinicos en 3 invernadas. En RS1 se observd un brote de
queratoconjuntivitis y posteriormente uno de CRB. En las invernadas EC2 y RC2 se presentaron
casos de CRB.

e Engorde acorral 2 (EC2)

Se observaron signos clinicos de CRB 63 dias posteriores al inicio de la invernada. Los
signos detectados fueron descarga nasal copiosa y tos mas de una vez durante el tiempo de
observacion. Se seleccionaron 3 casos clinicos, con puntaje 2 y temperatura rectal de 40°C. Se
selecciond un solo animal sin signos como control sano debido a que no se contaba con el medio
de transporte para las muestras en el momento de la deteccion del cuadro. Los casos clinicos y el
control sano se remuestrearon a los 15 dias de detectado el cuadro (Tabla 21).

- No se obtuvieron aislamientos de BoHV1. Los 4 animales se mantuvieron seronegativos.

- No se obtuvieron aislamientos de BPI3V. Los 4 animales resultaron seropositivos y en
ambos momentos los titulos de anticuerpos fueron de 2,8 para todos los animales.

- Para BVDV no se obtuvieron aislamientos de tipo citopatico y no se detectd genoma viral
en suero. Los 4 animales resultaron seropositivos en ambos momentos aunque no se

observé seroconversion.
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Tabla 21: Serologia y aislamientos de BoHV1, BPI3V y BVDV en animales clasificados como
casos clinicos y controles sanos durante un brote de CRB en la invernada identificada como
Engorde a corral 2.

BoHV1 BPI3V BVDV
Fecha Aislamiento Aislamiento AEEIE -
ID RT-PCR
Muestreo Ac Ac % Ac
Pos/ Tioo Pos/ Tipo Pos/ Tino
Neg P Neg b Neg b
ccCRB1 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg 22
(105) 15 - - Neg - - 2,8 - - 36
ccCRB2 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg 22
(114) 15 - - Neg - - 2,8 - - 33
ccCRB3 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg 87
(125) 15 - - Neg - - 2,8 - - 87
coCRB 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg 23
(153) 15 - - Neg - - 2,8 - - 22

ID: Identificacion e individualizacién de los casos clinicos y de los controles sanos; ccCRB: caso clinico de
Complejo Respiratorio Bovino; coCRB: control sano de Complejo Respiratorio Bovino; Neg: Negativo; Ac: titulos
de anticuerpos expresados como Log;, de la maxima dilucion donde se detectaron anticuerpos totales para BoHV1y
BPI3V mediante test de ELISA indirecto; %Ac: porcentaje de anticuerpos para BVDV detectados mediante test de
ELISA de competicion O: inicio del brote, 15: 15 dias posteriores al inicio del brote; -: sin muestra.

¢ Recria con suplementacion 1 (RS1)
Se presentaron dos eventos, un brote de queratoconjuntivitis y un brote de CRB.
El brote de queratoconjuntivitis se observé 28 dias posteriores al inicio de la invernada.
Se identificaron 4 animales como casos clinicos de queratoconjuntivitis que presentaron puntaje
1. Se seleccionaron 4 animales con puntaje 0 como controles sanos de queratoconjuntivitis. Los
casos clinicos y los controles sanos se remuestrearon a los 14 dias de detectado el cuadro (Tabla
22).

- Se obtuvieron 5 aislamientos de BoHV1 de los 4 casos clinicos. Tres de los animales de
los cuales se aislo el virus seroconvirtieron. Se obtuvieron cuatro aislamientos a partir de
secreciones oculares (uno por cada ccQ) y uno de secreciones nasales (ccQ1). De los 4
animales controles sanos se obtuvo de uno de ellos un aislamiento de BoHV1 a partir de
secreciones nasales. No se observd seroconversion en ninguno de los animales controles
sanos.

- No se obtuvieron aislamientos de BPI3V de los casos clinicos y un animal (ccQ3)
seroconvirtio. Se obtuvo un aislamiento de BPI3V a partir de secreciones nasales de un

control sano. No se observo seroconversion en ninguno de los animales controles sanos.

71



Casos clinicos

- Para BVDV no se obtuvieron aislamientos de tipo citopatico y no se detectd genoma viral
en suero tanto en los casos clinicos como en los controles sanos. No se observd

seroconversion en ningun animal.

Tabla 22: Serologia y aislamientos de BoHV1, BPI3V y BVDV en animales clasificados como
casos clinicos y controles sanos durante un brote de queratoconjuntivitis en la invernada
identificada como Recria con suplementacion 1.

BoHV1 BPI3V BVDV
ID Fecha Aislamiento Aislamiento A ENE=
RT-PCR
Muestreo Ac Ac % Ac
Pos/ Tino Pos/ Tivo Pos/ Tino
Neg P Neg P Neg P
ccQ 1 0 Pos N-O Neg* Neg 2,8 Neg 18
(491) 14 - - 1,6* - - 3,4 - - Neg
ccQ2? 0 Pos 0] Neg* Neg 3,4 Neg Neg
(507) 14 - - 1,6* - - 3,4 - - Neg
ccQ3 0 Pos O Neg* Neg 2,2*  Neg Neg
(508) 14 - - 1,6* - - 3,4* - - Neg
ccQ4 0 Pos @) 16  Neg 34  Neg 18
(490) 14 - - 2,2 - - 3,4 - - Neg
coQl 0 Neg 2,8  Neg 3,4 Neg 19
(483) 14 - - 2,8 - - 3,4 - - Neg
coQ2 0 Pos N Neg Neg 2,8 Neg 25
(485) 14 - - Neg - - 3,4 - - 21
coQ3 0 Neg 1,6 Pos N 2,8 Neg 26
(487) 14 - - 1,6 - - 3,4 - - 19
coQ4 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg 17
(484) 14 - - Neg - - 3,4 - - Neg

ID: Identificacion e individualizacion de los casos clinicos y de los controles sanos; ccQ: caso clinico
queratoconjuntivitis; coQ: control sano de queratoconjuntivitis; Neg: Negativo, Pos: positivo; Ac: titulos de
anticuerpos expresados como Logy, de la méxima dilucién donde se detectaron anticuerpos totales para BoHV1 y
BPI3V mediante test de ELISA indirecto; %Ac: porcentaje de anticuerpos para BVDV detectados mediante test de
ELISA de competicion; 0: Inicio del brote, 14: 14 dias posteriores al inicio del brote; -: sin muestra; N: de secrecion
nasal; O: de secrecion ocular; *Incremento en el titulo de anticuerpos indicativo de seroconversion

El brote de CRB en esta misma invernada se inicié 70 dias posteriores al inicio de la
alimentacion. Debido a cuestiones operativas se pudo realizar la toma de muestras de suero y
secreciones luego de 21 dias de iniciado el brote. Se identificaron 3 casos clinicos con puntaje 3

debido a la presencia de descarga nasal (Figura 22), tos que se detectd mas de una vez durante el
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tiempo de observacion y frecuencia respiratoria >40 por minuto post encierre. Estos animales se
consideraron casos clinicos debido a que la temperatura rectal fue de 40°C. Simultaneamente se
tomaron muestras de 3 animales sin sintomas que actuaron como controles sanos. Los casos
clinicos y los controles sanos se remuestrearon a los 17 dias de detectado el cuadro (Tabla 23).

- No se obtuvieron aislamientos de BoHV1. Un control sano seroconvirtio (coCRB2)

- No se obtuvieron aislamientos de BPI3V. No se observo seroconversion.

- No se obtuvieron aislamientos de BVDV de tipo citopatico y no se detectd genoma viral

en suero tanto de casos clinicos como de controles sanos. No se observd seroconversion

Tabla 23: Serologia y aislamientos de BoHV1, BPI3V y BVDV en animales clasificados como
casos clinicos y controles sanos durante un brote de CRB en la invernada identificada como
Recria con suplementacién 1.

BoHV1 BPI3V BVDV
Fecha  Aislamiento Aislamiento gl
ID RT-PCR
Muestreo Ac Ac % Ac
Pos/ Tioo Pos/ Tipo Pos/ Tipo
Neg P Neg P Neg b
ccCRB1 0 Neg Neg Neg 3,4 Neg 20
(485) 17 - - Neg - - 2,8 - - 17
ccCRB2 0 Neg 1,6 Neg 3,4 Neg Neg
(507) 17 - - Neg - - 3,4 - - Neg
ccCRB3 0 Neg 1,6 Neg 3,4 Neg Neg
(469) 17 - - 1,6 - - 3,4 - - Neg
coCRB1 0 Neg 2,8 Neg 3,4 Neg 20
(483) 17 - - 1,6 - - 3,4 - - Neg
coCRB2 0 Neg 0*  Neg 2,8 Neg 17
(487) 17 - - 1,6* - - 2,8 - - Neg
coCRB3 0 Neg Neg Neg 3,4 Neg 19
(498) 17 - - Neg - - 2,8 - - Neg

ID: Identificacién e individualizacion de los casos clinicos y de los controles sanos, ccCRB: caso clinico de
Complejo Respiratorio Bovino; coCRB: control sano de Complejo Respiratorio Bovino; Neg: Negativo; Ac: titulos
de anticuerpos expresados como Log;, de la méxima dilucidn donde se detectaron anticuerpos totales para BoHV1y
BPI3V mediante test de ELISA indirecto; %Ac: porcentaje de anticuerpos para BVDV detectados mediante test de
ELISA de competicion; 0: inicio del brote; 17: 17 dias posteriores al inicio del brote; -: sin muestra; N: de secrecion
nasal; O: de secrecion ocular; *Incremento en el titulo de anticuerpos indicativo de seroconversion.
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Figura 22: Animal clasificado como caso clinico de CRB (ccCRB2) en RS1.
Notese la abundante descarga por fosas nasales de un liquido filante y transparente.

e Recriaacorral 2 (RC2)

En RC2 se observaron casos clinicos de CRB al inicio de la alimentacion. Se
seleccionaron tres animales que presentaban puntaje 2 por la presencia de descarga nasal de tipo
mucosa (Figura 23) y tos detectada mas de una vez durante el tiempo de observacion. Estos
animales se consideraron casos clinicos debido a que la temperatura rectal fue de 40°C. Se
seleccionaron 3 animales sin signos clinicos como controles sanos. Los casos clinicos y los
controles sanos se remuestrearon a los 27 dias de detectado el cuadro (Tabla 24).

- No se obtuvieron aislamientos de BoHV1 ni se observé seroconversion.

- No se obtuvieron aislamientos de BPI3V. Se detectdé seroconversion en un animal
considerado como caso clinico (ccCRB2). No se observo seroconversion en los controles
sanos.

- Para BVDV no se obtuvieron aislamientos de tipo citopatico y no se detecté genoma viral

en suero tanto de casos clinicos como de controles sanos. No se observd seroconversion.
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Tabla 24: Serologia y aislamientos de BoHV1, BPI3V y BVDV en animales clasificados como
casos clinicos y controles sanos durante un brote de CRB en la invernada identificada como
Recria a corral 2.

BoHV1 BPI3V BVDV
Fecha Aislamiento Aislamiento AEEGIEE =
ID RT-PCR
Muestreo Ac Ac % Ac
Pos/ Tivo Pos/ Tipo Pos/ Tino
Neg P Neg P Neg b
ccCRB1 0 Neg Neg  Neg 3,4 Neg 27
(812) 27 - - Neg - - 3,4 - - Neg
ccCRB2 0 Neg Neg Neg 1,6* Neg Neg
(844) 27 - - Neg - - 3,4* - - Neg
ccCRB3 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg Neg
(863) 27 - - Neg - - 3,4 - - Neg
coCRB1 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg Neg
(816) 27 - - Neg - - 3,4 - - Neg
coCRB2 0 Neg Neg Neg 2,8 Neg 17
(822) 27 - - Neg - - 2,2 - - Neg
coCRB3 0 Neg Neg Neg 3,4 Neg s/d
(854) 27 - - Neg - - 2,8 - - s/d

ID: ldentificacion e individualizacién de los casos clinicos y de los controles sanos; ccCRB: caso clinico de
Complejo Respiratorio Bovino; coCRB: control sano de Complejo Respiratorio Bovino; Neg: Negativo; Ac: titulos
de anticuerpos expresados como log;, de la maxima dilucién donde se detectaron anticuerpos totales para BoHV1y
BPI3V mediante test de ELISA indirecto; %Ac: porcentaje de anticuerpos para BVDV detectados mediante test de
ELISA de competicion; 0: inicio del brote; 27: 27 dias posteriores al inicio del brote; -: sin muestra; N: de secrecion
nasal; O: de secrecion ocular; s/d: Sin datos; *Incremento en el titulo de anticuerpos indicativo de seroconversion.

Figura 23: Secrecion nasal mucosa en caso clinico de CRB en Recria a corral (RC2)
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Discusion

Se observaron casos clinicos de CRB en 3 de las 9 de las invernadas. El puntaje clinico
promedio fue de 2,3 y los signos observados fueron descarga nasal, tos y aumento en la
frecuencia respiratoria. Este hallazgo es diferente al de Allen et al. (1991) tanto en el puntaje
clinico promedio de 3, como en los signos observados (depresion, anorexia y aumento de la
frecuencia respiratoria). Las diferencias podrian deberse a las diferentes metodologias aplicadas.
Por un lado, los signos identificados en el presente trabajo fueron aquellos evidentes de una
afeccion en el sistema respiratorio, quizas porque su presencia resultd evidente y ademas
especifica, mientras que en Allen et al. (1991) se detectaron signos comunes a otras
enfermedades, poco evidentes y poco especificos (Buczinski et al., 2015 y Winter y Renter,
2009). Por el otro lado, mientras que Allen et al. (1991) observaron a los animales dos veces al
dia, en el presente trabajo los animales se observaron con una frecuencia quincenal y/o cuando la
persona encargada de la invernada notaba alguno de los signos respiratorios.

Los casos de CRB se presentaron a los 63 (EC2), 70 (RS1) y 0 (RC2) dias de comenzada
la alimentacion de los animales. Esto resulta diferente a lo observado por Babckok et al. (2009) y
Thomson et al. (2006) donde la mayoria de los casos de CRB tuvieron lugar entre los primeros
35 a 42 dias respectivamente, con el punto maximo a los 14 dias.

En este trabajo en 4 de las 9 invernadas los animales fueron acondicionados por periodos
de entre 30 y 76 dias previos al inicio de la alimentacion. Para Duff y Galyean (2007) y Step et
al. (2008) el acondicionamiento de los animales disminuye la incidencia de casos de CRB, sin
embargo en 2 de las 4 invernadas que acondicionaron los animales se presentaron casos de CRB.
En una el acondicionamiento podria haber actuado como un factor de proteccion que desplazo el
tiempo de ocurrencia de casos de CRB a los 70 dias, sin embargo en la otra los casos se dieron al
momento de finalizado el acondicionamiento. En la invernada restante con casos de CRB los
animales no se acondicionaron y los casos se observaron a los 63 dias de iniciada la
alimentacion. De esto se concluye que el acondicionamiento tal como se explic en el Capitulo
1, no fue determinante de los casos clinicos, por lo que vuelve a remarcarse el componente
climatico como posible factor de riesgo para la ocurrencia de casos clinicos de CRB.

No se observé que BoHV1 haya estado asociado a los casos de CRB (p=0,6429). Para
Martin et al. (1989), la no contribucién de BoHV1 en los casos de CRB puede deberse a la baja
presencia del virus. Es notable sin embargo, que 2 de las invernadas donde se detectaron casos
clinicos de CRB fueron las Unicas durante el estudio de cohorte que presentaron evidencia de
circulacion de BoHV1, ya sea por serologia y/o aislamientos, y entre 10 y 63 dias previos a la
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deteccidn de los casos. Para Babiuk et al. (1996) la presencia de inmunidad humoral previa, ya
sea por infeccién natural o por vacunacién, actuaria en la prevencion y eliminacion de la
infeccion.

En una invernada se observo seroconversion para BoHV1 en un animal calificado como
control. Esto quizés se debio a la posibilidad de que el CRB se presente de manera subclinica
(Allen et al., 1992), de manera que el ternero pudo haber sido erroneamente calificado como
control. Otra posibilidad, teniendo en cuenta que los anticuerpos para BoHV1 son detectables a
partir del dia 10 post infeccion (Engels y Ackerman, 1996), es que el ternero se haya infectado,
durante el periodo de 17 dias comprendido entre las tomas de muestras (Van Donkersgoed et al.,
1993).

No se observd asociacion entre BPI3V y los casos de CRB (p=1). La falta de evidencia es
similar al hallazgo de Thomson et al. (1969; 1975), Fulton et al. (2002) y Tomlinson et al.,
(2017) pero difiere con Stott et al. (1980), Martin y Bohac (1986) y Juarez Barranco et al.
(2003). En las 3 invernadas los titulos se sostuvieron elevados entre los dos momentos de toma
de muestra en torno a la deteccion de los casos clinicos. En 2 invernadas se observo, durante el
estudio de cohorte, evidencia de circulacidn por serologia y/o aislamiento de BPI3V entre 33 y
70 dias previos a la ocurrencia de casos clinicos de CRB. La posibilidad de infeccion por BPI3V
en ausencia de signos clinicos fue previamente reportada por Stott et al. (1980) y Carriere et al.
(1983). En la invernada restante, durante el estudio de cohorte, se observé circulacién viral en
coincidencia con el momento de ocurrencia de los casos clinicos de CRB, observandose en los
animales que formaron parte del estudio de casos y controles, solo titulos de anticuerpos
elevados. La falta de evidencia del rol de BPI3V en los casos clinicos de CRB podria deberse a
la preexistencia de titulos elevados que podria haber enmascarado su circulacion (Von
Donkersgoed et al., 1991).

No se observé asociacion entre BVDV vy los casos de CRB. Por un lado, esto es diferente
al marcado aumento de titulos de anticuerpos para BVDV observado por Yates et al. (1983),
Martin y Bohac (1986) y Fulton et al. (2002) en casos clinicos de CRB. Por otro lado, estos
resultados son coincidentes con Booker et al. (1999), quienes describen la ausencia de
seroconversion para BVDV en casos de CRB. Durante el estudio de cohorte, en una de las 3
invernadas con casos de CRB, se observaron seroconversiones a nivel individual para BVDV en
todos los momentos previos a la ocurrencia de casos clinicos. En la misma se hipotetizo sobre la
posible infeccion por este virus, pero cuyo reflejo a nivel serolégico quedo enmascarado por la
presencia de anticuerpos calostrales. Asi mismo, O"Coonor et al. (2005) plantean que en terneros

de un solo campo de origen, la exposicion al virus de BVDV, ya sea por infeccién aguda o
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presencia de animales Pl genera una respuesta inmune competente con efecto protector. Esta
situacion de proteccion podria haber tenido lugar en la invernada analizada.

La falta de asociacion entre la ocurrencia de casos clinicos de CRB vy la circulacion de
BoHV1, BPI3V y/o BVDV, pudo deberse, tal lo planteado por Von Donkersgoed et al. (1993) y
Tomlinson et al., (2017):

- A lanaturaleza multifactorial de la enfermedad,

- Al método subjetivo de clasificacion de casos clinicos y controles,

- Alapresencia de enfermedad subclinica,

- Aun tamafio de muestra pequefio,

- A que las muestras se secreciones nasales y oculares no son las de preferencia para
aislamiento de BoHV1, BPI3V y BVDV en casos de CRB.

En relacion al cuadro de queratoconjuntivitis, este tuvo lugar a los 28 dias de comenzada
la alimentacion. Esto coincide con Zbrun et al. (2011) que observaron en terneros de entre 8 y 11
meses de edad lesiones oculares a los 30 dias del encierre. La puntuacion otorgada a los animales
con signos fue de 1 ya que presentaban epifora.

Se determind que BoHV1 estuvo involucrado en el cuadro clinico de queratoconjuntivitis
(p=0,0031). Este constituye el primer trabajo que se tenga conocimiento, en que se pudo
relacionar el rol de BoHV1 con casos clinicos naturales de queratoconjuntivitis. En un estudio
previo sobre cuadros de queratoconjuntivitis, Zbrun et al. (2011) no observaron seroconversién
para BoHV1 y tampoco aislaron BoHV1 tanto de los casos clinicos como de animales sanos. El
trabajo de Zbrun et al. (2011) fue de tipo de cohorte y las muestras de suero y secreciones
oculares se tomaron a tiempo fijo cada 30 dias. Tomlinson et al. (2017) plantean que la toma de
muestra para aislamiento viral debe ser en la etapa temprana de la enfermedad. Si se tiene en
cuenta que el virus es excretado hasta 12-14 dias post infeccion (Yates 1982; Pastoret et al.,
1986), es posible que el aislamiento negativo se deba al momento de toma de muestra. En otro
estudio similar, pero en el que se trabajé con casos y controles de queratoconjuntivitis, Cardozo
et al. (2008) tomaron muestras de suero y secreciones de animales con y sin signos al momento
de detectar las lesiones oculares y luego a los 20 dias. En este estudio tampoco aislaron BoHV1,
probablemente porque las muestras de secreciones se tomaron de una submuestra de los animales
detectados como casos clinicos. Apdstolo et al. (2017) observaron en casos de conjuntivitis
mucopurulenta, la presencia de BoHV1 aunque no se pudo comprobar el rol del virus en la

presentacion clinica.
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También se aislé6 BoHV1, durante los casos de queratoconjuntivitis, de un control sano
que no seroconvirtio. Es posible que no se hayan identificado los signos clinicos y que por lo
tanto se trate de un falso negativo. La falta de seroconversion, pudo deberse a que el periodo
entre las tomas de muestras fue de 14 dias. Martin et al., (1968) informaron sobre la ausencia de
seroconversion en terneros hasta 18 dias después de una inoculacién intranasal con titulos
elevados de BoHV1.
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e Vacunas evaluadas
-Vacuna experimental

Se elabord una vacuna inactivada contra BoHV1 y BPI3V. La misma se realiz6 a partir
de un aislamiento de BoHV1 obtenido de secreciones oculares de un ternero con signos de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (Apostolo et al., 2017) y de un aislamiento de BPI3V de
secreciones oculares obtenido de un animal asintomatico (Apdstolo et al., 2016). Ambos virus se
obtuvieron en el afio 2013 en la invernada identificada como Recria con suplementacion 1 en los
capitulos anteriores. En este mismo establecimiento durante el afio 2016 se llevé a cabo la

evaluacion de esquemas de vacunacion.

Virus

Los stock virales para la vacuna se obtuvieron mediante la amplificacion de un 4° pasaje
de los virus conservados a -80°C. Las suspensiones virales se descongelaron a temperatura
ambiente. Se inocul6 1 ml de suspension de cada virus de manera individual sobre monocapas de
células MDBK adheridas con un 90% de confluencia en botellas de cultivo de 170 ml
(JETBIOFIL®) y con 60 ml de medio MEM-E suplementado con 2% de SFB. Los inéculos se

incubaron por 72 horas a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,.

Titulacion Viral

La cuantificacion de los virus se realizd por titulacion a punto final. Se infectaron células
MDBK, con 80-90% de confluencia, adheridas en placas de 96 pocillos (JETBIOFIL®) con
diluciones sobre base 10 de las suspensiones virales amplificadas. Las diluciones del stock viral
fueron sembradas por cuadruplicado y las placas se incubaron durante 1 hora 37°C. Luego se
reemplazé el indculo viral con medio MEM-E suplementado con 2% de SFB y se incubd por 72
horas a 37°C en atmosfera humeda con 5% de CO,. Las células se observaron diariamente en
microscopio optico invertido para identificar la presencia de efecto citopatico (Ladelfa, 2010).
Los titulos virales fueron calculados por el método de Reed y Muench (1938) y fueron
expresados en Dosis Infectiva de Cultivo Celular 50 (DICCsp) que se definié como la dilucion de
la suspension viral necesaria para infectar el 50% de un determinado nimero de cultivos
celulares. Para BoHV1 se alcanzé un titulo de 10° DICCs en el 7° pasaje y BPI3V un titulo de
10" DICCs en el 6° pasaje (Anexo I11).
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Inactivacion

Cuarenta y cinco mililitros de suspension de cada virus se inactivaron por separado con
450 pl (1%) de etilenimina binaria (BEI) 0,1M (Bahnemann, 1990) (Anexo IIl). La inactivacion
se realizd en estufa a 37°C durante 25 horas en agitacion constante. Pasado ese tiempo se
neutralizo la suspension viral inactivada con 450 ul (1%) de tiosulfato de sodio 1M (Anexo Il1),
que se agreg6 mientras se agitaba manualmente. Luego se incub6 a 37°C durante 10-15 minutos
en agitacion. Pasado ese tiempo las soluciones se mantuvieron a 4°C.

El control de inactivacion se hizo sobre monocapas de células MDBK crecidas en placas
de cultivo celular de 96 pocillos (JETBIOFIL®) con medio MEM suplementado con 10% de
SFB. Cuando la confluencia de las células fue del 90%, se eliminé el medio de crecimiento y se
colocaron 90 ul por pocillo de medio MEM-E suplementado con 2% de SFB. Se sembraron por
cuadruplicado las diluciones seriadas en base 10 de las suspensiones inactivadas hasta una
concentracién de 10™°. Como controles se dejaron monocapas celulares sin inocular. La placa se
incubd durante 3 dias a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,. No se observo efecto
citopatico en ninguna dilucion lo cual demostré que el procedimiento para la inactivacion viral

fue adecuado. Se alicuotd 1 ml de suspension viral inactivada y se conservo a -80°C.

Formulacion

Se mezclaron 44 ml de cada suspension viral inactivada y se agregaron 573 pl de
timerosal al 1%. Para el calculo de ese volumen se trabaj6 en una dilucion 1:32500 de timerosal
sobre el volumen final esperado de vacuna que se calculé en 176 ml.

La solucion de suspensiones virales se mezclé con 88 ml de adyuvante oleoso mineral
(Biogénesis Bagd), se agito y luego se homogeneizé con una mezcladora de mano ultraturrax®
T25 (IKA®, Alemania) durante 8 minutos. Una vez cumplido el tiempo, la vacuna quedd
formulada alcanzando el volumen total de 176 ml. Se conservaron alicuotas de 1 ml de la vacuna
formulada. El volumen restante se fraccion6 en 4 frascos estériles segun la cantidad de dosis a
utilizarse en los ensayos con cobayos (0,6 ml/dosis) y bovinos (3 ml/dosis).

Todos los frascos se mantuvieron entre 4 y 8°C durante su almacenamiento y transporte.

-Vacuna Comercial
Se utiliz6 una vacuna oleosa Biopoligen® AIR (Biogénesis Bago) compuesta por BoHV
tipos 1 y 5, BPI3V, BVDV tipo 1 y 2 y BRSV inactivados con BEI. Ademas la formulacion
incluyd Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus somni inactivadas con

formaldehido.
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¢ Prueba de Potencia en Cobayos

Para determinar si la vacuna experimental contaba con la inmunogenicidad minima
requerida para inducir una respuesta humoral especifica en bovinos, se llevo a cabo un ensayo in
vivo en cobayos (Parrefio et al., 2010b). EI mismo ensayo se utilizd para evaluar la vacuna

comercial.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 15 cobayos (Cavia porcellus) mayores de 30 dias de edad y de 400 + 50
gramos de peso. Cinco cobayos se inmunizaron con la vacuna experimental y cinco se
inmunizaron con la vacuna comercial. A ambos grupos se le aplicaron 2 dosis de 0,6 ml via
subcutanea separadas por 21 dias. Como grupo control se utilizaron 5 cobayos sin vacunar.

Los cobayos son una especie libre de BoHV1 y BPI3V vy, por lo tanto, son naturalmente
seronegativos contra ambos agentes virales. Se tomaron muestras de sangre de los 15 animales a
los 30 y 60 dias posteriores a la primera dosis de vacuna a fin de determinar la cinética de
anticuerpos totales.

Los titulos de anticuerpos se determinaron para ambos virus mediante dos ELISA
indirectos similares a los descriptos en Materiales y Métodos: Generalidades. Para este ensayo,
se utiliz6 un anticuerpo purificado de cabra, anti-cobayo (Kirkegaard & Perry Laboratories,
KPL) conjugado con peroxidasa en una dilucion de trabajo de 1:4000 (Parrefio et al., 2010b;
Romera et al., 2017).

La comparacién entre las medias geométricas de los titulos de anticuerpos alcanzados por
la vacuna experimental y la vacuna comercial se realiz6 mediante un andlisis de la varianza
(ANOVA).Se utilizé el programa INFOSTAT®. Valores p<0,05 se consideraron diferencias
estadisticamente significativas.

A partir de la prueba de potencia en cobayos, las vacunas se clasificaron en tres
categorias (Anexo I1) en funcion a la respuesta inmune humoral que indujeron:

- No satisfactoria
- Satisfactoria

- Muy satisfactoria
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Resultados Prueba de Potencia en Cobayos

Los resultados obtenidos en la prueba de potencia en cobayos se observan en la Tabla 25.

Para ambos virus, se observan diferencias significativas entre ambas vacunas al dia 30 (p<0,05),

siendo mayores los titulos alcanzados con la vacuna experimental. Estas diferencias no se
observaron al dia 60 (p>0,05) (Tabla 25).

Para BoHV1 tanto la vacuna experimental como la comercial resultaron satisfactorias

(Figura 24). Para BPI3V tanto la vacuna experimental como la comercial resultaron muy

satisfactorias (Figura 25).

Los 5 animales controles resultaron negativos a la serologia para ambos virus en las 2

fechas de muestreo.

Tabla 25: Titulo de anticuerpos totales en cobayos vacunados con vacuna experimental y
comercial en dos momentos.

Virus BoHV1 BPI3V
Dia Dia 30 Dia 60 Dia 30 Dia 60
Vacuna Exp Com | Exp Com | Exp Com | Exp Com
Cobayo 1 34 1,6 3,4 2,8 3,4 0 3,4 2,8
Cobayo 2 3,4 1,6 3,4 2,2 3,4 0 3,4 2,2
Cobayo 3 3,4 2,2 3,4 2,8 3,4 2,2 3,4 2,2
Cobayo 4 2,8 1,6 2,2 2,2 3,4 0 2,2 2,2
Cobayo 5 2,8 1,6 2,2 2,2 3,4 0 3,4 3,4
Media
_ 3,16 1,72 | 292 244 3,4 0,44 | 3,16 2,56
Geomeétrica
p valor 0,0001 0,1823 0,0001 0,1151

Exp: Vacuna experimental; Com: Vacuna comercial. Los titulos se expresan como Log;, de la méxima dilucion que
resulté positiva al ELISA indirecto.

84



Evaluacién esquemas de vacunacion

Figura 24: Dindmica de anticuerpos totales en cobayos contra BoHV1 detectados por ELISA
indirecto al dia 30 y dia 60 posteriores a la aplicacion de la primera dosis de vacuna inactivada
conteniendo antigeno viral contra este virus.
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Se tom6 dia 0 como el momento de aplicacion de la primera dosis de vacuna y al ser los cobayos una especie
naturalmente seronegativa para ambos virus el titulo de anticuerpo se le asignd valor cero (0).

————— . Limites inferior y superior a partir de los cuales la vacuna se considera en cobayos: No satisfactoria x<1,93;
Satisfactoria 1,93<x>3,02 y Muy Satisfactoria x>3,02.

Figura 25: Dinamica de anticuerpos totales en cobayos contra BPI3V detectados por ELISA
indirecto al dia 30 y dia 60 posteriores a la aplicacion de la primera dosis de vacuna inactivada
conteniendo antigeno viral contra este virus.
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Se tom6 dia 0 como el momento de aplicacidn de la primera dosis de vacuna y al ser los cobayos una especie
naturalmente seronegativa para ambos virus, al titulo de anticuerpos se le asigné valor cero (0).

----- . Limites inferior y superior a partir de los cuales la vacuna se considera en cobayos: No satisfactoria x<1,5;
Satisfactoria 1,5<x>2,4 y Muy Satisfactoria x>2,4.
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Discusion Prueba de Potencia en Cobayos

La vacuna experimental cont6 con la dosis de antigeno necesaria para la induccion de una
respuesta detectable de anticuerpos para ambas valencias (Romera et al., 2001; OIE, 2012).
Mediante la prueba de potencia en cobayos se determind que, tanto la vacuna experimental como
la vacuna comercial, contaban con la calidad inmunogénica minima para ser aplicada en los
huéspedes naturales.

Para BoHV1, mientras que con la vacuna experimental se lograron los titulos maximos de
anticuerpos a los 30 dias posteriores a la primera dosis, similares a los resultados obtenidos por
Parrefio et al. (2010a); con la vacuna comercial se requirieron hasta 60 dias para alcanzar los
picos de respuesta de anticuerpos a la vacunacion. Estos mismos autores describen el dia 30
como el punto de méaxima diferenciacion entre vacunas que difieren en 1 Logio en su
concentracion de antigeno. Por lo tanto, las diferencias halladas entre la vacuna experimental y la
comercial en este estudio podrian explicarse por diferentes concentraciones de antigeno en las
mismas.

Para BPI3V, se observo lo mismo. Con la vacuna experimental se lograron los titulos
méaximos de anticuerpos a los 30 dias posteriores a la primera dosis, mientras que con comercial
se requirieron hasta 60 dias para alcanzar los niveles necesarios para su potencial aprobacion
(OIE, 2012). Debido a que esta prueba es capaz de discriminar significativamente entre vacunas
oleosas formuladas con titulos de antigenos entre 10° y 10° y titulos de 10’ o mayores, la

diferencia podria estar dada por diferentes concentraciones de antigeno.
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e Evaluacion de diferentes esquemas de vacunacion en bovinos

Materiales y Métodos

El 26 de marzo de 2016, se inici6 en el Campo Experimental Agroforestal INTA Trevelin
un ensayo para evaluar diferentes estrategias de vacunacion contra CRB en terneros de destete
utilizando las vacunas previamente evaluadas en modelo cobayo. Se trabajé con una poblacién
de 50 terneros de 6 a 8 meses de edad, producto de la cria del campo experimental. Los terneros
se asignaron a 5 grupos de 10 animales cada uno segun el peso corporal (174,27kgPV + 4,91)

(muestreo estratificado por peso con un nivel de confianza del 95%) (Figura 26).

- GRUPO 1 (G1): Aplicacion de 2 dosis de vacuna experimental, la primera 25 dias
(26/3/2016) previo al destete y la segunda al destete (20/4/2016).

- GRUPO 2 (G2): Aplicaciéon de dos dosis de vacuna experimental, la primera al destete
(20/4/2016) y la segunda 28 dias post destete (18/5/2016).

- GRUPO 3 (G3): Unica dosis de vacuna experimental al destete (20/4/2016)

- GRUPO 4 (G4): Dos dosis de vacuna comercial, similar al grupo 2, la primera al destete
(20/4/2016) y la segunda 28 dias post destete (18/5/2016).

- GRUPO 5 (G5): Sin vacunar (Menantau-Horta et al., 1985).

Se tomaron muestras de sangre de los animales correspondientes a los distintos grupos
(Materiales y Métodos: Generalidades) para obtencidn de suero. Los muestreos se realizaron de
la siguiente manera: los primeros 2 meses posteriores a la primera o Unica dosis, con una
frecuencia semanal; durante el tercer y cuarto mes cada 14 dias y durante el quinto y sexto mes
cada 28 dias (Figura 24) (Menantau-Horta et al., 1985). La deteccion de anticuerpos totales se
realizd mediante un ELISA indirecto para cada virus (Materiales y Métodos: Generalidades).

La comparacion entre las medias geométricas de los titulos de anticuerpos entre los
grupos en los diferentes momentos de toma de muestra se realizd mediante un analisis de la
varianza (ANOVA) con test de Tukey. Se utilizé el programa INFOSTAT®. Valores p<0,05 se

consideraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 26: Esquema de los diferentes momentos de vacunacién y toma de muestras de suero de terneros.
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G1: Dos dosis de vacuna experimental, primer dosis predestete; G2: Dos dosis de vacuna expeirmental, primer dosis al destete; G3: Una dosis de vacuna experimental al destete;
G4: Dos dosis de vacuna comercial, primer dosis al destete; G5: sin vacuna.
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Resultados esquemas de vacunacién en bovinos
Todos los terneros del ensayo estaban sanos al examen fisico antes y al momento de
iniciar el mismo. No se presentaron casos clinicos de CRB y/o queratoconjuntivitis. No se

observaron reacciones locales en la zona de aplicacion.

BoHV1

En el G1 se alcanzaron niveles satisfactorios de anticuerpos a los 28 dias posteriores a la
primera dosis de vacuna. El pico de titulos de anticuerpos también se observo en ese momento,
lo que representd 7 dias posteriores a la segunda dosis.

En el G2, se alcanzaron niveles satisfactorios de anticuerpos a los 35 dias posteriores a la
primera dosis de vacuna. Esto coincidié con el pico en el titulo de anticuerpos. Este momento se
ubica 14 dias posteriores a la segunda dosis.

En el G3, se observaron niveles de anticuerpos no satisfactorios durante todo el ensayo.

En el G4 se alcanzan niveles satisfactorios de anticuerpos a los 21 dias posteriores a la
primera dosis de vacuna. El pico de titulos de anticuerpos se observé a los 28 dias posteriores a
la primera dosis y 7 dias posteriores a la segunda dosis.

En el G5 no se observa circulacion viral. Nueve de los animales siempre resultaron
negativos a excepcion de uno que permanecio seropositivo durante todo el ensayo.

A los 6 meses del ingreso de los animales no se observaron niveles satisfactorios de

anticuerpos en ningun grupo (Tabla 26 y Figura 27).
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Tabla 26: Titulo de anticuerpos totales para BoHV1 en terneros de entre 6 y 8 meses de vida
vacunados con vacuna experimental y comercial bajo diferentes esquemas.

Virus BoHV1
Grupo Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Pvalor
Dias
0 0,4 0,2 0 0 0,5 0,3709
0,3 0,6 08 1,2 0,3 0,2146
14 0,9 0,7 0,6 1,4° 0,2 0,0582
21 0,9 1,3 0,5 1,8° 0,2° 0,0012
28 2,3° 1,1 1,3 2,5° 0,2 <0,001
35 2,3° 2,2° 1,3 2,4° 0,2 <0,001
42 2,3° 2,3° 1,3 2,3° 0,2° <0,001
180 0,9% 1,7° 0,9 1,2% 0,2° 0,0162

Virus: Tipo de virus para los que se midieron anticuerpos; Dias: Momento de toma de muestra de suero; Grupo 1:
Dos dosis de vacuna experimenta con la primera dosis predestetel; Grupo 2: Dos dosis de vacuna experimental con
la primera dosis al destete; Grupo 3: Una dosis de vacuna experimental al destete; Grupo 4: Dos dosis de vacuna
comercial con la primera dosis al destete; Grupo 5: animales sin vacunar; : Momentos de aplicacion de dosis de
vacunas. Los titulos se expresan como Log;, de la méxima dilucion que resultd positiva al ELISA indirecto. Medias
geométricas con letras diferentes en el mismo dia (fila) indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura 27: Dindmica de anticuerpos totales para BoHV1 bajo diferentes esquemas de
vacunacion en terneros de entre 6-8 meses.
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m : Dosis de vacunas; G1: Dos dosis de vacuna experimental separadas de 25 dias con la primera dosis pre destete;

G2: Dos dosis de vacuna experimental separadas de 21 dias con la primera dosis al destete; G3: Una dosis de vacuna

experimental al momento del destete; G4: Dos dosis de vacuna comercial separadas de 21 dias con la primera dosis

al destete; G5: sin vacunar.

----- . Limites inferior y superior a partir de los cuales la vacuna se considera en bovinos: No satisfactoria x<1,69;

Satisfactoria 1,69<x<2,72 y Muy Satisfactoria x>2,72.
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BPI3V

En todos los grupos se observaron anticuerpos al inicio del ensayo.

En el G1, G2 y G4, se alcanzaron niveles satisfactorios de anticuerpos a los 28 dias
posteriores a la primera dosis de vacuna. Los picos de titulos de anticuerpos coincidieron con los
momentos anteriores y tuvieron lugar a los 7 dias posteriores a la segunda dosis.

En el G3 el pico de anticuerpos se observé a los 21 dias posteriores a la Unica dosis de
vacuna. Este nivel, apenas por debajo del limite inferior para que la vacuna sea considerada
satisfactoria, se mantuvo hasta el final del ensayo.

En el G5 se observd circulacion viral posterior al dia 84 post destete.

A los 6 meses del ingreso de los animales no se observaron niveles satisfactorios de

anticuerpos en ningun grupo (Tabla 27 y Figura 28).

Tabla 27: Titulo de anticuerpos totales para BPI3V en terneros de entre 6 y 8 meses de vida
vacunados con vacuna experimental y comercial bajo diferentes esquemas de vacunacion.

Virus BPI3V
Grupo Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Pvalor
Dias

0 0,6 1,5 0,4 0,8 1,8 0,0475
7 1,3 1,8 0,8 1 2 0,1783
14 2,2% 2,7° 2,3%® 1,3 12 0,0190
21 2,3 2,7° 2,7° 1,9%° 1,12 0,0292
28 3,2° 3,4° 2,7° 2,8 0,5% <0,001
35 2,8 3,4° 2,7° 2,8 0,72 <0,001
42 2,8° 3,4° 2,7° 2,6 0,6 <0,001
84 2,9° 3 2,7° 2,6 0,28° <0,001
98 2,9 3 2,7 2,7 2,9 0,7703

Virus: Tipo de virus para los que se midieron anticuerpos; Dias: Momento de toma de muestra de suero; Grupo 1:
Dos dosis de vacuna experimental con la primera dosis previo al destete; Grupo 2: Dos dosis de vacuna
experimental la primera dosis al destete; Grupo 3: Una dosis de vacuna experimental al destete; Grupo 4: Dos dosis
de vacuna comercial con la primera dosis al destete; Grupo 5: animales sin vacunar; | : Momentos de aplicacion de
dosis de vacunas. Los titulos se expresan como log;, de la maxima dilucién que resulté positiva al ELISA indirecto.
Medias geométricas con letras diferentes en el mismo dia (fila) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 28: Dinamica de anticuerpos totales para BPI3V de diferentes esquemas de vacunacion
contra CRB en terneros de entre 6-8 meses
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= : Dosis de Vacunas; G1: Dos dosis de vacuna experimental separadas de 25 dias con la primer dosis pre destete;
G2: Dos dosis de vacuna experimental separadas de 21 dias con la primer dosis al destete; G3: Una dosis de vacuna
experimental al momento del destete; G4: Dos dosis de vacuna comercial separadas de 21 dias con la primer dosis al
destete; G5: sin vacunar.

————— : Limites inferior y superior a partir de los cuales la vacuna se considera en bovinos: No satisfactoria x<2,8;
Satisfactoria 2,8<x<3,1 y Muy Satisfactoria x>3,1.

Discusion esquemas de vacunacion en bovinos

BoHV1

En los grupos de terneros en los que se aplicaron dos dosis de vacunas (G1, G2 y G4),
tanto experimental como comercial, se observaron niveles satisfactorios de anticuerpos para
BoHV1 a partir de los 21-35 dias de aplicada la primer dosis, lo que representa entre 0-14 dias
posterior a la segunda dosis. En esta linea, Castrucci et al. (2002) observaron luego de la
aplicacion de vacunas inactivadas y con concentraciones similares a la utilizadas en este trabajo,
que los titulos de anticuerpos estaban presentes a los 30 dias de aplicada la primera dosis y 10
dias posterior a la segunda dosis. Los hallazgos también coinciden con Parrefio et al. (2010a),
que observaron picos de titulos de anticuerpos a los 30 y 60 dias posteriores a la primera dosis de
vacuna, para luego mantenerse en una meseta 0 comenzar a disminuir.

En el grupo (G3) donde se aplic6 una sola dosis, no se detectaron niveles satisfactorios de
anticuerpos. Este hallazgo resulta similar al de Pospizil et al. (1996), quienes observaron que los

titulos de anticuerpos para BoHV1 en animales, con serologia previa 0 no, aumentan
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sustancialmente luego de la segunda dosis de vacuna. Pero difiere a lo reportado por Patel (2005)
quien no observo una diferencia significativa en los titulos de anticuerpos neutralizantes ni en la
cantidad de animales positivos luego de la aplicacion de una segunda dosis de una vacuna
inactivada para BoHV1.

En los terneros, el ensayo para BoHV1 fue valido ya que el G5, que no recibio vacuna,
mantuvo el nivel inicial de anticuerpos hasta el dia 180, tal lo esperado para rodeos endémicos
(Parrefio et al., 2010a). Los niveles de anticuerpos para BoHV1 hallados en el G1 y G2 al
momento de la aplicacion de la primera dosis de vacuna, corresponderian a la presencia de

anticuerpos calostrales. Esto ultimo teniendo en cuenta lo discutido en el Capitulo 1.

BPI3V

Todos los grupos de terneros vacunados seroconvirtieron luego de la primera dosis de
vacuna. Esto podria deberse a que los animales ingresaron al ensayo con anticuerpos previos, por
lo que la vacuna podria haber funcionado como booster. Sin embargo fue 7 dias posteriores a la
segunda dosis en el G1, G2 y G4 que se alcanzaron niveles satisfactorios de anticuerpos para
BPI3V. En el G4 a partir del dia 42 posterior a la primera dosis los niveles de anticuerpos se
sostuvieron en niveles cercanos pero inferiores al limite para que la respuesta pueda ser
considerada satisfactoria. Lo mismo ocurrié con el G3, en el que s6lo se alcanzaron niveles
cercanos pero inferiores al limite en todo momento.

Se observo seroconversiéon en el G5 a partir del dia 84 post destete. Sin embargo, el
ensayo se considerd valido para esta valencia, ya que se pudo observar la cinética de anticuerpos
para BPI3V de manera inmediata a la aplicacion de las vacunas y previo al momento de
circulacion tal cual lo planteado por Salt et al. (2007). A su vez, y teniendo en cuenta lo
analizado en el Capitulo 1, los niveles de anticuerpos hallados en todos los grupos al momento

de la aplicacion de la primera dosis de vacuna, corresponderian a anticuerpos calostrales.

Tal lo sugerido por Odeon (2008) y lo planteado como hipotesis del presente trabajo,
resultan necesarias la aplicacion de dos dosis de vacuna inactivada para obtener niveles de
anticuerpos satisfactorios, tal lo descripto por Parrefio et al., (2010%) para la prevencion del
desarrollo de signos clinicos severos y al reduccion de la eliminacion y diseminacion viral luego
de una infeccion.

En la misma hipoétesis de trabajo se planted que los momentos de aplicacion deberian ser
la primera dosis previa al destete y la segunda al momento del destete. De este trabajo se

desprende que la ocurrencia de casos clinicos de CRB ocurrieron después de los 30 dias del
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ingreso de los animales a las invernadas (Capitulo 2). Por lo que la aplicacion de la primera dosis
al destete y la segunda 21 dias después, resulta en una estrategia valida para la zona de estudio,
ya que se alcanzarian niveles satisfactorios de anticuerpos para ambas valencias previas al
momento de ocurrencia de casos clinicos de CRB. Esto altimo, resulta diferente a lo planteado
por Engelken et al. (1997), Odedn (2008) y Poe et al. (2013), que opinan que la primera dosis
debiera ser previa al destete y la segunda al destete. En este trabajo esto tendria que ver con las
particularidades observadas en los factores de riesgo asociados a la ocurrencia de casos de CRB,
tal como fue el efecto de las lluvias constantes caracteristicas del invierno en la zona. Sin
embargo, esta estrategia, podria ser valida, tomando como paradmetro la ocurrencia de casos
clinicos y no a la circulacion viral. En este sentido las vacunas ademas de prevenir la ocurrencia
de casos clinicos disminuyen el tiempo y la cantidad de virus excretado en caso de infeccién, lo
que permitiria limitar la circulacién viral (Romera et al., 2001). Ante este planteo, y teniendo en
cuenta que los 3 virus circularon a partir del momento del ingreso de los terneros a las
invernadas, podria resultar una estrategia valida la aplicacion de la primera dosis previo al
destete y las segunda al destete tal como lo planteado por Engelken et al. (1997), Ode6n (2008) y

Poe et al. (2013) segun sea el manejo que realice cada invernada en particular.
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Conclusiones

Se confirmo la circulacion de los virus BoHV1, BPI3V y BVDV en las invernadas del Valle
16 de Octubre. La circulacion de BoHV1 estuvo asociada a un cuadro natural de
queratoconjuntivitis, BPI3V circul6 a partir de la llegada de los animales a las invernadas y

BVDV estuvo asociado a la mezcla de animales de diferentes origenes.

Se logré aislar por primera vez en Argentina BoHV1 subtipo 2.a. de animales con signos

clinicos compatibles con la infeccién viral por este virus.

Se confirmo que el genotipo circulante de BPI3V en Patagonia es el A.

La humedad persistente a causa de las abundantes precipitaciones caracteristicas del Valle 16
de Octubre en época invernal, seria el principal factor de riego en la ocurrencia de casos
clinicos de CRB actuando de manera directa sobre el cuerpo del animal y de manera indirecta
a través de la formacion de barro, afectando la capacidad de termorregulacion de los

animales.

Se confirma que son necesarias dos dosis de vacuna en los terneros para generar una
respuesta inmune satisfactoria. Teniendo en cuenta las caracteristicas de los sistemas de
recria o intensivos o engorde bovinos en la region en estudio, la estrategia de eleccién seria
aplicar la primera dosis al momento del ingreso de los animales a las invernadas y la segunda

dosis entre 21-28 dias posteriores
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Anexos

ANEXO |

e Soluciones para ELISA indirecto

- Buffer carbonato o coating pH 9,6
100 ml de agua destilada estéril
0,294 gr de bicarbonato de sodio (Na;COg)
0,156 gr de carbonato de sodio (NaHCO3,
Se llevo a pH 9,6 con acido clorhidrico (HCI 5 N PM 35, Biopack)

Conservado a -20°C

- Peroxido de Hidrdégeno 10%
50 pl de perdxido de hidrégeno (H,0;) 100 vol (Biopack)
450 pl de agua destilada
Conservado a 4°C

- Buffer citrato pH 5
0,96 de acido citrico (CsHgO-)
90 ml de agua bidestilada
Se llevé a pH 5 con hidroxido de sodio (HONa)

Conservado a -20°C

- ABTS
0,22 g de de 2'-azino-bis (3-etilbenziazoline-6-acido sulfénico)
10 ml de buffer citrato pH 5
La solucion lista para usar se conservo fraccionada en tubos eppendorff de 1,5 ml a -
20°C.

- OPD
100 ml de agua destilada
7,3 gr de fosfato de sodio (Na2HPO4) (141,96g/mol=514 mM)
4,7 gr de &cido citrico (CgHgO7) (192,13 g/mol= 243 mM).
0,6 g de o-fenilendiamina (OPD).

pH de la solucion alcanz6 4,7 +/- 0,1
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Para obtener un cromogeno 1X se diluyd la preparacion en agua destilada. Se agregaron
0,05 ml de H,O, por cada 100 ml de OPD 1X

La solucion lista para usar se conservé fraccionada en tubos eppendorff de 1,5 ml a -
20°C.

- Acido Sulfurico

1 parte de acido sulfarico H,SO,4 (PM 95, Lab. Cicarelli) en 7 partes de agua destilada.

¢ Disefios de placas

- ELISA indirecto de BoHV1y BPI3V para prueba de screening

Columnas

|

MDBK MDBKneg |MDBK MDBKneg MDBK MDBKneg MDBK MDBKneg MDBK MDBKneg MDBK  MDBKneg
+ + + + + +
Virus Virus Virus Virus Virus Virus
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MDBK + Virus: antigeno purificado preparado a partir de cultivos de células MDBK infectadas para BoHV-1 o
BPI3V

MDBKneg: cultivos de células MDBK sin infectar
1,2,3.....46: Sueros problemas

C +: Suero control positivo

C -: Suero control negativo
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- ELISA indirecto de BoHV1y BPI3V para titulacidén de sueros positivos
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Dilucién —> 1/40

Log 10 | 1,6
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1/2560

3,4

MDBK + Virus: antigeno purificado preparado a partir de cultivos de células MDBK infectadas para BoHV-1 o

BPI3V

MDBKneg: cultivos de células MDBK sin infectar

1,2,3,4 5y 6: Sueros problemas
C +: Suero control positivo
C -: Suero control negativo

Dilucién: Dilucién de sueros problemas en PBS-T-OVA en base 40.
Logio: Expresion del valor reciproco de las diluciones de suero como logaritmo natural en base 10.
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- ELISA de competicién para BVDV
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1,2,3,4....72: Sueros Problemas
C +: Suero control positivo
C -: Suero control negativo

Dilucién: Diluciones de 3 sueros controles positivos y 1 control negativo en base 4 en PBS-T 3%.
B: Pocillos blanco, sin agregado de sueros problema ni controles.

e Soluciones PCR

- TBE
89 mM Tris(Tris-(hidoximetil)-aminometano
89 mM &cido borico
2 mM EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)

116



Anexos

ANEXO II

e Encuesta

ENCUESTA TRABAJO: Condiciones clinicas frecuentes en sistemas de recria e invernada
en el “Valle 16 de Octubre”, provincia del Chubut, con interés en los agentes virales

involucrados el Complejo Respiratorio Bovino

I.- DATOS GENERALES DEL CAMPO

Establecimiento:
Ubicacioén:
Propietario:

Tipo de invernada

Recria a campo

Recria con suplementacién

Recria a corral

Engorde a corral

Cantidad de animales

Raza Hereford Angus Careta
Peso promedio al ingreso Extremos

Origen de los 1 campo 2 3 0 més
animales campos campos

Trabajos con la hacienda 30 dias del encierre

Destete

Vacunacion/Desparasitacion

Marcacion/senalada

Castracion

Transporte
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Formacion de lotes en funcion del peso | Sl NO

Fase preparatoria

Duracion (dias)

Manejo de la dieta

Alimentacién diaria SI | NO | Cuantas veces por dia

Autoconsumo SI | NO | Llenado (periodicidad)

Dieta final

Grano % Tipo | Cebada Avena Maiz Otro

Alimento % Tipo | Proteina Energia Digestib Ca/P

Balanceado

Fibra % Tipo | De pastura | De alfalfa | Pellet de otro
alfalfa

Distribucion de | Mezclados Separados | Orden

componentes

Fuente de agua Rio Pozo Agua Corriente

Tipo de bebedero Directo de fuente natural Bebedero

Limpieza bebedero

SI | NO | Periodicidad en dias

Zona de ubicacion Zona alta (loma) Zona baja (valle) Vera de rio
Piso Tierra Piedra Mallin-barro
Superficie Superficie cubierta

potrero/corral
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e |_ectura de materia fecal

Tipo 1: Tipo 2: Tipo 3: Tipo 4: Tipo 5:
Liquida Blanda Balanceada Firme Dura
Consistencia Acuosa Pastosa Papilla Espesa, Dura, seca
espesa secas
Forma Sin forma, Expandida | Amontonada, | Apilada en Bolas o
planas redondeada forma de boriigas, con
en sus torta conica, | surcos muy
bordes. Con formando marcados
surcos y una anillos
depresion en
el centro
Disposicion Extendidas, Aprox1cm | Aprox2a3 Amontonada
distribuida en | de altura, cae | cm de altura
varias en un solo
secciones lugar
Indicacion Acidosis Acidosis Estado de Dieta con Exceso de
clinica subclinica salud mucha fibra | fibra, escasa
IDEAL y poca energia
energia o
poca agua

e | ectura de comedero

Recorrido de comederos previo a la entrega de comida, observacion del remanente del

alimento ofrecido con anterioridad y asignacién de puntaje segun escala predeterminada.

Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Remanente Comedero Menos 25% Del 25 al Mas del 50% | Alimento
lamido 50% sin tocar

Distribucion En forma Vacio en el

parejaen los | centroy con

comederos comida en

los costados

Indicacion Falta alimento IDEAL Incomodidad Falta
en los Materia seca
comederos

e Caracteristicas de cada invernada

- Engorde a corral 1

En ECL1, la invernada formé parte de un sistema de ciclo completo perteneciente al

mismo propietario. EI campo de cria y el establecimiento donde se llevd a cabo la invernada
distaban de 50 km. El destete se hizo de manera simultanea a la marcacion de los terneros/as y a

la administracion de tratamiento sanitario que incluyo vacuna anticlostridial, ivermectina para
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control de parasitos redondos internos y parasitos externos y triclabendazole para control de
Fasciola hepatica. Inmediatamente posterior a estas actividades los terneros/as fueron
trasladados en camidn desde el campo de cria al establecimiento de invernada. A su llegada los
animales permanecieron por 6 dias en un potrero con pastizal natural diferido. Pasado ese tiempo
se inicio el engorde a corral con una dieta formulada con un 15% de alimento balanceado
comercial y 85% de heno de pastura natural. El periodo de acostumbramiento a la nueva dieta
durd 27 dias y la dieta final fue de 90% alimento balanceado comercial y 10% heno de pastura
natural. El alimento se ofrecio dos veces por dia. El corral contaba con reparo en la zona donde

estaban los comederos.

- Engorde a corral 2

En EC2 la invernada formd parte de un sistema de ciclo completo perteneciente al mismo
propietario. EI campo de cria y el establecimiento donde se llevé a cabo la invernada distaban de
800 km. En el campo de cria el encierre de las vacas con sus terneros durd 3 dias, debido a la
extensa superficie del mismo. Inmediatamente posterior al encierre, los terneros fueron
transportados en camion la distancia entre los dos establecimientos durante 18 hs. A su llegada
los animales fueron alojados en un potrero con pastizal natural diferido. Tres dias posteriores a
su llegada se les administr6 tratamiento sanitario que incluy6 vacuna anticlostridial, ivermectina
y triclabendazole y los machos se castraron con técnica de precinto (Apostolo et al., 2018). Dos
dias posteriores a estas practicas los terneros fueron separados en 3 lotes en funcion al sexo y
peso vivo y comenzaron su alimentacion a corral con diferentes modalidades. Un lote se formé
con 33 hembras, se les ofrecio alimento balanceado comercial en silo comedero de autoconsumo
junto con heno de avena ofrecido en comedero lineal. Otro lote estuvo constituido por 21 machos
de hasta 150 kg y el tercer lote por 24 machos con pesos superiores a 150 kg. En ambos casos se
les ofrecid alimento balanceado comercial junto con heno de avena en comedero lineal. En el
lote formado por las hembras, a los 2 dias de iniciada la alimentacion a corral se observé acidosis
clinica en 17 animales. Los signos observados fueron anorexia, bosta tipo 1 (Figura 7) y
problemas para desplazarse (Bavera y Pefiafort, 2006). También se observo hinchazén del flanco
izquierdo (Figura 8). Ante los casos, se suspendi6 la administracién de alimento balanceado
comercial, se ofrecio solamente heno de avena y los animales afectados se trataron medicamente
con dipirona (20mg/kgPV) via intramuscular y bicarbonato de sodio (0,5gr/kgPV) diluido en
agua al 4% via oral. A los 5 dias los animales afectados no presentaban sintomas de acidosis. En
los 3 lotes y a partir de este episodio, se inicid el acostumbramiento a la nueva dieta ofreciendo

80% de heno de avena y 20% de alimento balanceado comercial en comedero lineal dos veces
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por dia. El periodo de acostumbramiento a la nueva dieta duré 25 dias y la dieta final fue de 80%
alimento balanceado comercial y 20% heno de pastura natural. El reparo con el que contaban los

corrales era de tipo natural y dado por un pinar.

- Engorde corral 3

En EC3 la invernada formo parte de un sistema de ciclo completo perteneciente al mismo
propietario. La cria y la invernada tuvieron lugar en el mismo predio. El destete se hizo
apartando las madres en un cuadro alejado del lugar de invernada. A los terneros se les
administré tratamiento sanitario que incluyo albendazole para control de parasitos redondos
internos y Fasciola hepética. Una vez destetados, quedaron alojados en un potrero con pastizal
natural diferido. En ese mismo lugar, 10 dias posteriores al destete, comenzd la alimentacion con
alimento balanceado comercial ofrecido en silo comedero de autoconsumo junto con heno de
avena ofrecido de manera lineal sobre el suelo. Durante el periodo de acostumbramiento, el
alimento balanceado estuvo disponible, mediante la apertura de las bocas del silo, por 1 hora
durante la primera semana y luego se aumentd diariamente 1 hora. A partir de los 20 dias de
iniciado el acostumbramiento las bocas del silo permanecieron abiertas todo el dia. Durante este

periodo se les ofrecié heno de pastura natural ad libitum.

- Recria con suplementacion 1
En RS1, la invernada forma parte de un sistema de ciclo completo perteneciente al mismo
propietario. La cria y la invernada tuvieron lugar en el mismo predio. El destete se hizo
apartando las madres en un cuadro alejado del lugar de invernada. Los terneros quedaron
alojados en un potrero con pastizal natural diferido. A 45 dias del destete se comenzd con la
suplementacion a la dieta de pastura natural con alimento balanceado comercial ofrecido en silo
comedero de autoconsumo. En ese mismo momento se aplicd tratamiento sanitario que incluyé

Ivermectina y triclabendazole.

- Recria con suplementacion 2
La RS2 era un campo de invernada, con terneros provenientes de 2 campos de cria
diferentes. No se cont0 con los datos de manejo en los campos de cria. El transporte fue a
camion vy el recorrido fue de aproximadamente 70 km desde el campo de cria. A su llegada al
campo de invernada los terneros quedaron alojados en un cuadro con pastizal natural diferido. Al
dia posterior se les aplicé tratamiento sanitario que incluy6 vacuna anticlostridial, ivermectina y

triclabendazole y los machos fueron castrados con la técnica de goma (Apostolo et al., 2018). A
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15 dias del ingreso a la invernada, se comenzd la suplementacién de la dieta a base de pastura
natural con heno de alfalfa ofrecido una vez al dia en comederos lineales dentro de un galpon

ubicado en un extremo del cuadro.

- Recria con suplementacién 3

En RS3, la invernada formo parte de un sistema de ciclo completo perteneciente al mismo
propietario. EI campo de cria y el establecimiento donde se llevd a cabo la invernada distaban de
25 km. Los terneros se destetaron a camion en el campo de cria y fueron transportados la
distancia entre los dos establecimientos (Figura 12). Los terneros fueron alojados en un potrero
con pastizal natural de mallin. Siete dias posteriores al ingreso se llevé a cabo el tratamiento
sanitario que incluyo vacuna anticlostridial, ivermectina y triclabendazole. Setenta y seis dias
posteriores al ingreso de los animales se comenzd con la suplementacion a la dieta a base de
pastura natural con alimento balanceado comercial ofrecido en silo comedero de autoconsumo y

heno de pastura en rollo ofrecido entero contenido en porta rollo.

- Recriaacorral 1

La RC1 era un campo de invernada con terneros provenientes de diferentes campos de
cria. No se cont6 con los datos de la cantidad de campos de cria de origen ni del de manejo en
los mismos. El transporte hacia la invernada fue a camion y el recorrido fue de aproximadamente
70 km. A su llegada los terneros quedaron en un corral alimentados con heno de pastura en rollos
y ofrecido entero contenido en portarrollo. Siete dias posteriores a la llegada se les aplico
tratamiento sanitario que incluy6 vacuna anticlostridial, ivermectina y triclabendazole y a la dieta
se le sumaron 800 gr de grano de cebada y nucleo proteico-mineral por animal ofrecido en
comedero lineal (Figura 12). EI acostumbramiento duro 21 dias, llegando a la dieta final de 2 kg

de grano de cebada y nucleo proteico-mineral y rollo de pastura natural ad libitum.

- Recriaacorral 2
En RC2, la invernada formé parte de un sistema de ciclo completo perteneciente al
mismo propietario. EI campo de cria y el establecimiento donde se llevd a cabo la invernada
distaban de 110 km. Los terneros se destetaron a camion en el campo de cria y fueron
transportados la distancia entre los dos establecimientos. A su llegada, los terneros fueron
alojados en un potrero con pastizal natural. Treinta dias posterior a su llegada se les aplicd
tratamiento sanitario que incluyé vacuna anticlostridial y triclabendazole e ingresaron a los

corrales donde fueron alimentados con balanceado comercial ofrecido en silo comedero de
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autoconsumo Y rollo de heno de pastura natural ofrecido entero y contenido en portarrollos. El
acostumbramiento se realiz6 mediante acceso limitado al comedero de autoconsumo vy
ofreciendo heno de pastura ad libitum para luego ir aumentando el tiempo de acceso al
comedero. Desde el inicio del consumo de alimento balanceado y por un periodo de un mes,

murieron 5 animales por acidosis.

- Recriaacorral 3

La RC3 era un campo de invernada con terneros provenientes de diferentes campos de
cria. No se conto con los datos de la cantidad de campos de cria de origen ni del de manejo en
los mismos. El transporte hacia la invernada fue a camién y el recorrido fue de aproximadamente
75 km. A su llegada los terneros quedaron en un corral alimentados con rollos de heno de pastura
y ofrecido entero contenido en portarrollo. Diez dias posteriores a la llegada se les aplico
tratamiento sanitario que incluy6 vacuna anticlostridial, ivermectina y triclabendazole. A los 41
dias del ingreso comenzaron a ser alimentados con silo bolsa de XXXXXX con rejas de

autoconsumo (Figura 14).

e Caracteristicas de los potreros o corrales donde se desarrollaron las invernadas

Sup Total Sup Cubierta Zona Suelo
(ha) (m?)

EC1 0,125 60 Valle Piedra
EC2 0,3 0 Loma Tierra
EC3 0,17 0 Loma Tierra
RS1 40 Bosque Loma Tierra
RS2 8,2 400 Loma Tierra
RS3 0,32 0 Valle Mallin
RC1 2,5 0 Loma Tierra
RC2 Loma Tierra
RC3 1,6 0 Valle Mallin

Zona: Valle, zona fria e inundable, propensa a formacion de barro; Loma, zona alta, fria, seca.
Suelo: Piedra, mezcla de tierra/barro y ripio grueso, resultado de rellenar los corrales; Tierra: suelo seco y firme;
Mallin: suelo himedo y barroso.
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Caracteristicas de la alimentacion y suministro de agua en cada invernada

Alimentacion Agua
Tipo Frec Acostum Dieta final Fuente | Entrega
Comedero 2 veces X 85% Balanceado Agua
2 lineal dia S| 15% Heno de pastura Corriente Bebedero
0
Autoconsumo NO 90% Balanceado
10% Heno pastura
EC2 Pozo Bebedero
Comedero 3 veces X NO 80% Balanceado
lineal dia 20% Heno pastura
75% Balanceado
EC3 | Autoconsumo Sl 2506 Heno de pastura Pozo Bebedero
RS1 | Autoconsumo Sl Balanceado Canal Directo
RS2 Colrir:]ee(;fro 1 vez x dia Sl Heno de alfalfa Canal Directo
RS3 Colrirr]]eegtlaro 1 vez x dia SI 1 kg Balanceado Arroyo Directo
Comedero 2 veces X )
RC1 lineal dia Sl 2 kg Cebada Arroyo Directo
RC2 | Autoconsumo NO Balanceado Pozo Bebedero
RC3 Silo Bolsa SI Silo de avena-vicia Arroyo Directo

EC: engorde a corral; RS: recria con suplementacion; RC: recria a corral.

Tipo: Comedero lineal: acorde a la cantidad de animales encerrados, con ofrecimiento diario de alimento;
Autoconsumo: silos-comederos con bocas para XX animales, comida ad-libitum; Silo Bolsa: silaje de verdeos y
pasturas con superficie limitada de acceso, se corre la reja delante de la bolsa.

Acostumbramiento: tiempo para que se adecue la flora ruminal a nueva dieta energética.

Distribucion de titulos de anticuerpos para BoHV1 (niUmero de animales sobre el total
de animales muestreados) a los dias 0, 30 y 60 del inicio a cada invernada donde se
detectaron animales seropositivos.

Titulo de Anticuerpo para BoHV1®

1,6 2,2 2,8 3,4

Invernada Fecha de Muestreo
0 2/15 0/15 0/15 0/15
EC1 30 1/15 0/15 0/15 0/15
60 0/15 0/15 0/15 0/15
0 3/15 0/15 0/15 0/15
EC2 30 0/15 1/15 0/15 0/15
60 0/14 1/14 0/14 0/14
0 1/13 3/13 0/13 0/13
RS1 30 3/13 1/13 1/13 0/13
60 3/13 2/13 1/13 0/13
0 0/15 1/15 0/15 0/15
RS2 30 1/7 0/7 0/7 0/7
60 0/10 0/10 0/10 0/10

EC: Engorde a corral, RS: Recria con suplementacion; 0: inicio de la invernada; 30: treinta dias post-inicioy 60:
sesenta dias post-inicio.
4 Expresado como logsg
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Distribucion de titulos de anticuerpos para BoPI3V (nimero de animales sobre el total
de animales muestreados) a los dias 0, 30 y 60 del inicio a cada invernada.

Titulo de Anticuerpo para BPI3V?
Invernada Fecha de Muestreo

1,6 2,2 2,8 3,4

0 4/14 2/14 1/14 0/14
EC1 30 7/13 2/13 0/13 1/13
60 0/14 6/14 8/14 0/14
0 2/12 1/12 1/12 2/12
EC2 30 0/10 0/10 4/10 6/10
60 0/9 0/9 719 2/9
0 6/14 8/14 0/14 0/14
EC3 30 0/15 4/15 9/15 2/15
60 0/15 4/15 11/15 0/15
0 1/13 3/13 6/13 2/13
RS1 30 0/13 0/13 5/13 7/13
60 0/13 0/13 2/13 11/13
0 6/14 1/14 1/14 0/14
RS2 30 017 1/7 317 3/7
60 0/10 0/10 7/10 3/10
0 3/14 2/14 7114 1/14
RS3 30 0/13 0/13 8/13 5/13
60 0/10 0/10 6/10 4/10
0 0/5 0/5 10/15 5/15
RC1 30 0/15 2/15 13/15 0/15
60 0/15 4/15 6/15 5/15
0 1/15 3/15 9/15 1/15
RC2 30 0/15 5/15 7115 3/15
60 0/10 3/10 4/10 3/10
0 1/15 3/15 6/15 3/15
RC3 30 0/15 1/15 7/15 7/15
60 0/14 0/14 5/14 9/14

EC: Engorde a corral, RS: Recria con suplementacién y RC: Recria a corral; 0: inicio a la invernada; 30: treinta
dias post-inicio y 60: sesenta dias post-inicio.
®Expresado como logso
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e Factores de riesgo y circulacion de viral

Circulacion viral

: . BoHV-1 BPI3V BVDV
Variables de manejo
OR 0,67 0,39 1,84
Tipo de Invernada IC 0,27-1,65  0,24-0,63  0,97-3,49
P valor 0,3815 0,0001" 0,0615
OR 0,26 2,69 1,57
Destete IC 0,05-1,34  1,28-566  0,57-4,33
P valor 0,1073 0,0093" 0,3826
OR 0,41 2,30 2,72
Transporte IC 0,08-2,05  1,11-4,78  0,99-7,49
P valor 0,2792 0,0250" 0,0530
i OR 0,81 23
Mgﬁc‘;'fegfezg';?f"e'ﬁzsde IC 037-1,76  6,09-86,92
9 P valor 0,5941 0,00001"
OR 0,36 0,32 0,66
Formacion de lotes IC 0,07-1,93 0,10-1,01 0,17-2,58
P valor 0,2310 0,0515 0,5464
OR 1,18 1 0,60
Acostumbramiento IC 0,23-6,15 0,42-2,35 0,16-2,2
P valor 0,8409 0,9917 0,4444
OR 15 0,14 0,33
Reparo IC 0,3-7,61 0,06-0,33  0,12-0,92
P valor 0,6250 0,00001" 0,6250
OR 0,26 2,69 1,57
Acondicionamiento IC 0,05-1,34 1,28-5,66 0,57-4,33
P valor 0,1073 0,0003" 0,3826

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza del 95%; ": hay asociacion entre la circulacién viral y las variables de

manejo.
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e Vacuna Experimental

Etilenimina Binaria (BEI):

Solucién de OHNa 0.2N

0,235 gr de OHNa

29,5 ml de agua tridestilada

205 mg de 2-bromoetilamina (BEA) 0.1M para 10 ml de OHNa 0,2N.

Se mezcl6 en frasco color caramelo y se llevd a bafio maria de 37°C por una hora agitando
de manera manual cada 10 a 15 minutos.

La solucidn se filtro con filtro para jeringa estéril de acetato de 0,2 um (Gamafil).

Tiosulfato de sodio (Na;S,03;— 5H,0):

2,482 gr de Na2S203

10 ml de agua tridestilada esteril

Se esterilizo a 1 atmosfera durante 20 minutos.

La solucion resultante se filtr6 con filtro para jeringa estéril de acetato de 0,2 um (Gamafil).

Titulacion de suspensiones virales para elaboracion de vacuna experimental

Método de Reed y Muench

La cuantificacion viral de las suspensiones logradas a partir de la amplificacion de
aislamientos, se hizo a partir de la visualizacion de su actividad infectiva reflejada a través
de su efecto citopatico (ECP). EI método se basa en la suposicion de que el numero de
réplicas para cada virus (unidades de prueba) con ECP varia proporcionalmente al logyo de
la dilucidn, es decir que a diluciones menores (mayor concentracion de virus) el porcentaje
de efecto serd mayor que a diluciones mayores (menor concentracion de virus).

Para una determinacion precisa se utilizé la zona correspondiente al 50% de ECP en las
unidades de prueba. De esta manera el titulo de las suspensiones virales se expres6 como
Dosis Infectante de Cultivo Celular 50% (DICCsy).
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En el caso de BPI3V, en donde no se observd ninguna dilucién con ECP del 50%, se
recurrié a una interpolacion matematica para célculo de distancia proporcional entre

diluciones.

Tabla con las diluciones de la suspension de BoHV1 (429 — 7° pasaje)

1:10 -1 4/4 4 0 22 0 22/22 100
1:100 -2 4/4 4 0 18 0 18/18 100
1:1000 -3 4/4 4 0 14 0 14/14 100
1:10000 -4 4/4 4 0 10 0 10/10 100
1:100000 -5 2/4 4 0 6 0 6/6 100
1:1000000 -6 2/4 2 2 2 2 2/4 50
1:10000000 -7 0/4 0 4 0 4 0/4 0

Tabla de las diluciones de la suspension de BPI3V (195 — 6° pasaje)

ECP ECP Sin Total ECP  Total Sin ECP

o
Total 50 ECP Acumulado  Acumulado Roacion 9

Dilucién LOglo

1:10 -1 4/4 4 0 27 0 27/27 100
1:100 -2 4/4 4 0 23 0 23/23 100
1:1000 -3 4/4 4 0 19 0 19/19 100
1:10000 -4 4/4 4 0 15 0 15/15 100
1:100000 -5 4/4 4 0 11 0 11/11 100
1:1000000 -6 4/4 4 0 7 0 717 100
1:10000000 -7 3/4 3 1 3 1 3/4 75
1:100000000 -8 0/4 0 4 0 5 0/5 0

Calculo de distancia proporcional: ~ %>50-50% =_75-50 = 25=0,33
%>50-%<50 75 75
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e Prueba de Potencia en vacunas

Puntos de corte para anticuerpos totales determinados por ELISA (expresados como logio
de la inversa de la dilucion de suero analizado que resulta positiva en el ensayo) para
BoHV1 (Parrefio et al., 2010a)

Potencia de la vacuna para BoHV1

Especie _ _ _ i _ _
No satisfactoria Satisfactoria Muy Satisfactoria
COBAYO x<1,93 1,93 <x>3,02 x >3,02
BOVINO X <1,69 1,69<x>272 x>2,72

Puntos de corte determinados como el logl0 del titulo de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion (IHA) o unidades inhibitorias de la hemoaglutinacién de glébulos rojos
de cobayos causada por el BPIV-3 presentes en el suero de cobayos y bovinos vacunados
(Fundacion PROSAIA, 2012).

Potencia de la vacuna para BPI3V

Especie . . . . : :
No satisfactoria Satisfactoria Muy Satisfactoria
COBAYO x < 1,50 150<x>24 X >2,4
BOVINO Xx<28 28<x>31 x>3,1
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