UTMACH

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DE DIARREA VIRAL BOVINA, EN
EL CANTON SANTA ROSA POR MEDIO DE ENZYME LINKED
INMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

MORENO PENA LIDA ALEJANDRA
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

MACHALA
2019




UTMACH

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DE DIARREA VIRAL
BOVINA, EN EL. CANTON SANTA ROSA POR MEDIO DE
ENZYME LINKED INMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

MORENO PENA LIDA ALEJANDRA
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

MACHALA
2019



UTMACH

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

TRABAJO TITULACION
TRABAJO EXPERIMENTAL

ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DE DIARREA VIRAL BOVINA, EN EL CANTON
SANTA ROSA POR MEDIO DE ENZYME LINKED INMUNOSORBENT ASSAY
(ELISA)

MORENO PENA LIDA ALEJANDRA
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA
AGUILAR GALVEZ FERNANDO LENIN
MACHALA, 18 DE SEPTIEMBRE DE 2019

MACHALA
2019



Nota de aceptacién:

Quienes suscriben, en nuestra condicién de evaluadores del trabajo de titulacién
denominado ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DE DIARREA VIRAL
BOVINA, EN EL CANTON SANTA ROSA POR MEDIO DE ENZYME LINKED
INMUNOSORBENT ASSAY (ELISA), hacemos constar que luego de haber
revisado el manuscrito del precitado trabajo, consideramos que retne las
condiciones académicas para continuar con la fase de evaluacién

correspondiente.

AGUI ERNAN DOLENIN »

OR ESPECIALISTA 1

AN
PELAEZ RQD (?I EZ HENRY OLAY
A0702789744
ESPECIALISTA 2

(L
VAR‘?AS GONZ/KL O RIO NAPOLEON
894

ESPECIALISTA 3

Machala, 18 de septiembre de 2019

www. uvimachala edu.ec




Diagnostico del Virus de la Diarrea Viral Bovina por Técnica de
ELISA

INFORME DE ORIGINALIDAD

5. 4, 2%, 5,

INDICE DE SIMILITUD  FUENTES DE PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
INTERNET ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

dspace.utpl.edu.ec 3
0

Fuente de Internet

.

Submitted to 95131 1 o
(o}

Trabajo del estudiante

E)

repository.lasalle.edu.co <1y
0

Fuente de Internet

e

Submitted to Universidad de la Amazonia <1
%

Trabajo del estudiante

=

Excluir citas Activo Excluir coincidencias < 15 words

Excluir bibliografia Activo



CLAUSULA DE CESION DE DERECHO DE PUBLICACION EN EL
REPOSITORIO DIGITAL INSTITUCIONAL

La que suscribe, MORENO PENA LIDA ALEJANDRA, en calidad de autora del
siguiente trabajo escrito titulado ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DE
DIARREA VIRAL BOVINA, EN EL CANTON SANTA ROSA POR MEDIO DE
ENZYME LINKED INMUNOSORBENT ASSAY (ELISA), otorga a la
Universidad Técnica de Machala, de forma gratuita y no exclusiva, los derechos
de reproduccién, distribucién y comunicacién ptublica de la obra, que constituye
un trabajo de autoria propia, sobre la cual tiene potestad para otorgar los
derechos contenidos en esta licencia.

La autora declara que el contenido que se publicara es de caracter académico y
se enmarca en las dispociones definidas por la Universidad Técnica de Machala.

Se autoriza a transformar la obra, tnicamente cuando sea necesario, y a realizar
las adaptaciones pertinentes para permitir su preservacién, distribucion y
publicacién en el Repositorio Digital Institucional de la Universidad Técnica de
Machala.

La autora como garante de la autoria de la obra y en relaciéon a la misma,
declara que la universidad se encuentra libre de todo tipo de responsabilidad
sobre el contenido de la obra y que asume la responsabilidad frente a cualquier
reclamo o demanda por parte de terceros de manera exclusiva.

Aceptando esta licencia, se cede a la Universidad Técnica de Machala el derecho
exclusivo de archivar, reproducir, convertir, comunicar y/o distribuir la obra
mundialmente en formato electronico y digital a través de su Repositorio
Digital Institucional, siempre y cuando no se lo haga para obtener beneficio
economico.

Machala, 18 de septiembre de 2019

0705466951

www.utmachala.edu.ec




DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mi Dios quien me supo guiar por e buen camino, dandome
fuerzas para seguir adelante y no desmayar ante los problemas que se presentaban y

nunca rendirme en cada intento.

A mis padres les dedico este presente trabajo con mucho carifio y amor gue gracias a su
apoyo, consejos, comprension, amor y ayuda econdémica que fueron necesarios para mis
estudios. Que gracias a ellos han forjado principios, carécter, valores, mi perseverancia

para conseguir mis objetivos y asi culminar mi carrera profesional.

Dedico de forma especial a mi hermana Beatriz que fue un apoyo como hermana mayor,
como amiga y confidente en todas mis decisiones como personas en la cual me siento

orgullosay me inspiraa ser mejor.

Por ultimo dedico mi esfuerzo y trabajo a mis animales porque gracias a ellos mejoro
cada dia dando el méximo de mi capacidad y asi brindar ese carifio humano atodos los

animales que necesiten mi ayuda.



AGRADECIMIENTO

Mi especial agradecimiento a Dios que fue mi soporte vital pararealizar este y muchos
otros trabajos. Agradezco a mi familia que estuvo conmigo en las buenas y malas.
Dandome animos en cada paso que daba. Gracias por todo ese amor que me brindan
como familia.

Gracias a mis queridas compafieras y amigas Johanna, Gabriela, Michelle, Sandy que
me apoyaron en cada momento dificil, compartiendo sus tristezas, alegrias y
conocimientos durante estos cinco afios y puedo decirles chicas que lo hemos logrado.

A mi querida amiga Gabriela Klinger le agradezco de forma especial porque fue un
apoyo incondicional al inicio de mi carreray gque no perdiste las esperanzas conmigo y

siempre nos ayudaste a sobre salir con cada ocurrencia 'y buenos valores.

También a mi querida Alexandra Rios que fue un apoyo moral y fuiste testigo de mi
esfuerzo, dedicacion en todos estos afios de estudio y contribuiste con ese pequefio

granito de arena para llegar a este triunfo.

A mis docentes que me dedicaron su tiempo, esfuerzo y conocimiento a instruirme para
llegar a ser una profesional ética. Agradezco cada minuto de su esfuerzo impartidos en

clases |o utilizaré en mi vida cotidiana para llegar a ser cada dia mejor.

A mis tutores les agradezco su guia y apoyo que fue una ayuda incondicional en cada

paso del proceso detitulacion.



RESUMEN

Estudio de seroprevalencia de diarrea viral bovina, en el Cantén Santa Rosa por medio
de Enzyme Linked Inmunosorbent Assay (ELISA).

Lida Alejandra Moreno Pefia, Autora

La Diarrea Viral Bovina es una enfermedad gque se encuentra a nivel mundial en todas
las ganaderias siendo la principal causa de grandes pérdidas econdmicas, ya que afectan
de forma significativa la reproduccion de los animales y es de fécil diseminacion. El
agente etiologico es un Pestivirus de la familia Flaviviridae perteneciente a un virus de
de ARN con una nucleocapside proteica rodeada por una membrana fosfolipidica con
proteinas estructurales y no estructurales. El virus puede transmitirse de forma vertical y
horizontal por forma directa e indirecta, siendo la forma indirecta la primordial fuente
de infeccidn transmitida por animales infectados, fomites, de forma transplacentaria o
por fluidos seminales. El objetivo de esta presente investigacion es determinar la
presencia de DVB a través de la aplicacion del método de Elisa en las muestras
obtenidas de las ganaderias del Canton Santa Rosa. El presente trabajo de investigacion
se llevo a cabo en el Canton Santa Rosa de la Provincia de El Oro, realizandose en dos
etapas, laEtapal setuvo lugar en las 3 ganaderias de leche ubicadas en el Canton Santa
Rosa. Las ganaderias “Nicvanna” ubicada a 1km Via Puerto Jeli con sus coordenadas
3025'49.6"S - 79°59'00.3"W, “Las Lomas” ubicada Via la Troncal de la Costa, 2 km
antes del restaurante Campestre con las coordenadas 3°30'10.6"S - 79°58'53"W,
“Karfel” ubicada Via Bella Maria, cerca al Estero Medina con coordenadas geograficas
3°28'11.7"S - 79°55'57,6"W. Y la etapa |l se lo realizé en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Machala. La metodologia de este trabajo fue recolectar 145 muestras de las 3 ganaderias
con una poblacién total de 150 cabezas de ganado, proveniente del Canton Santa Rosa,
considerando animales que presentaron 0 no sintomatologia de la posible infeccion en
ellos estuvieron las vacas de ordefio, vacas secas, vaquillas y ternero. Las muestras se
recolectaron en los tubos vacutainer tapa roja 10 ml y fueron transportadas en cadena de

frio con geles a las instalaciones de la Universidad para su posterior centrifugacion y



separacion el suero se amacend hasta terminar el total de animales. Se redlizo la
técnica inmunoenzimatica de ELISA mediante un Kit comercial CIVTEST BOVIS
BVD/BD P80 de la Marca HIPRA. El kit se basa en una Elisa de bloqueo debido a que
esta disefiado para detectar anticuerpos frente a una proteina especifica presente en las
cepas de BVD (PNE p80), e principio del el test es discriminar la presencia como
resultado positivo (sin coloracion) o ausencia como resultado negativo (aparicion de
color amarillo). Las variables de la presente investigacion fueron animales enfermos
(positivos, positivo bajos, negativo bajo y negativos), raza (mestizo, Brahamn mestizo,
Pardo Suizo, Holstein, Gyr), edad (0-1,4 afio; 1,5- 5,4 afios; 5,5-12 afios), vacunacion
del animal (vacunados y no vacunados) y sexo (hembra y macho). La presente
investigacion dio como resultado un total de 16 animales positivos a la presencia de
anticuerpos de diarrea viral bovina representando e 11,04% del total muestreado,
considerado como positivo mientras que los Negativos son de 129 animales
representados con un 88,97%. Se concluye la presente investigacion con la
determinacion de la presencia del virus de diarrea viral bovina en el Canton Santa Rosa
a través de la técnica de Elisa (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay). Se recomienda
manejo, vacunacion y ampliar este tipo de investigacion por su importancia en toda la

provinciay la determinacion del virus por técnicas de respaldo molecular.

Palabras claves: ELISA, Bovino, Diarrea, Anticuerpos, vDV B, Conjugado, Sudtrato.



ABSTRACT

Seroprevalence study of bovine viral diarrhea (DVB), in the Santa Rosa Canton through
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Lida Alejandra Moreno Pefia, Author

Bovine Viral Diarrhea is a disease that is found worldwide in all livestock being the
main cause of major economic losses, as it significantly affects the reproduction of
animals and is easily disseminated. The etiological agent is a Pestivirus of the family
Flaviviridae belonging to an RNA virus with a protein nucleocapsid surrounded by a
phospholipid membrane with structural and non-structural proteins. The virus can be
transmitted vertically and horizontally by direct and indirect means, the indirect form
being the primary source of infection transmitted by infected animals, fomites,
transplacental or seminal fluids. The objective of this research is to determine the
presence of BVD through the application of Elisa's method in samples obtained from
livestock in Canton Santa Rosa. The present research work was carried out in Canton
Santa Rosa of the Province of El Oro, being carried out in two stages, Stage | took place
in the 3 dairy farms located in Canton Santa Rosa. The farms "Nicvanna' located at
1km Via Puerto Jeli with its coordinates 3°25'49.6"S - 79°59'00.3"W, "Las Lomas"
located Via la Troncal de la Costa, 2 km before the restaurant Campestre with the
coordinates 3°30'10.6"S - 79°5853"W, "Karfel" located Via Bella Maria, near Estero
Medina with geographical coordinates 3°28'11.7"S - 79°55'57,6"W. Stage Il was carried
out in the Molecular Biology Laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences of the
Technical University of Machala. The methodology of this work was to collect 145
samples from the 3 cattle farms with a total population of 150 heads of cattle, from
Canton Santa Rosa, considering animals that presented or not symptoms of possible
infection in them were milking cows, dry cows, heifers and calves. The samples were
collected in the tubes vacutainer red cap 10 ml and were transported in cold chain with
gels to the facilities of the University for its later centrifugation and separation the
serum was stored until finishing the total of animals. The ELISA immunoenzymatic
technique was performed using a commercial Kit CIVTEST BOVIS BVD/BD P80 of

the HIPRA brand. The kit is based on a blocking Elisa because it is designed to detect
Vv



antibodies against a specific protein present in BV D strains (PNE p80), the principle of
the test is to discriminate the presence as positive result (no coloration) or absence as
negative result (appearance of yellow color). The variables of the present investigation
were sick animals (positive, positive low, negative low and negative), race (mestizo,
Brahamn mestizo, Brown Swiss, Holstein, Gyr), age (0-1.4 years; 1.5-5.4 years; 5.5-12
years), vaccination of the animal (vaccinated and unvaccinated) and sex (female and
male). The present investigation gave as a result a total of 16 positive animals to the
presence of antibodies of bovine viral diarrhea representing 11.04% of the total
sampled, considered as positive whereas the Negatives are 129 animals represented with
88.97%. The present investigation is concluded with the determination of the presence
of bovine viral diarrhea virus in Canton Santa Rosa through the technique of Elisa
(Enzyme Linked Inmunosorbent Assay). It is recommended to manage, vaccinate and
expand this type of research because of its importance in the whole province and the

determination of the virus by molecular support techniques.

Keywords: ELISA, Bovine, Diarrhea, Antibodies, vDV B, Conjugate, Substrate.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades viricas se encuentran a nivel mundial afectando a muchos ganaderos
en especial la diarrea viral bovina que es una de las principales causas de pérdidas
econdmicas ya que afectan de forma significativa la reproduccion de los animales y es
de facil diseminacion (1). Por lo que es necesario tener un conocimiento de la
enfermedad para saber como enfrentarla y tener un control sanitario dentro de las
ganaderias (2).

El virus de ladiarreaviral bovina es un Pestivirus perteneciente a la familia Flaviviridae
y se presenta en 4 especies, lados primerases el virus de ladiarreaviral bovinaly 2, la
tercera es la peste porcina clasica y por ultimo esta la enfermedad de las fronteras (3).
Se estima que en muchas zonas ganaderas endémicas los animales son afectados con la
enfermedad en un 60%, debido a que el virus puede permanecer dentro del hospedero,

afectar al feto y causa inmunotolerancia (4).

En la actualidad existen diferentes causas para que exista un cuadro diarreico dentro de
un establecimiento ganadero y se debe tener un cuadro exploratorio del animal para
identificar los sintomas, porgue pueden ser provocadas por plantas toxicas, bacterias,

parésitos o virus.

La enfermedad infecciosa de la diarrea viral bovina estd ampliamente distribuida en
todas las ganaderias del pais y el mundo entero, esto se debe a que existe un manejo
inadecuado de las haciendas ganaderas y falta de conocimiento para su prevencion. La
DVB es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad, provocando
problemas reproductivos, pérdidas de peso entre otros sintomas. Haciendo que los

ganaderos tengan grandes pérdidas econémicas.

En la mayoria de los paises se han realizado estudios para poder identificar la

enfermedad de ladiarrea viral bovinay se lo han realizado mediante la identificacion de
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anticuerpo o de antigeno por diferentes métodos de diagnostico para mantener el control
epidemioldgico y asi prevenir la enfermedad (5). La infeccion del virus ocasiona
pérdidas en el rendimiento productivo del ganado o también por los gastos econémicos
que se realizan para su control y eliminacion del virus (6).

Al presentarse dentro de la provincia una amplia cantidad de animales bovinos que
estan propensos a esta afeccion viral se hara un ensayo en uno de los cantones de la
provincia, el cual sera Cantdén Santa y asi poder identificar el virus de la familia
Flavividae, €l cual se determinard si existe la presencia de la enfermedad DV B dentro
del Laboratorio con la técnica de alta especificidad y sensibilidad e inmunoenzimética
de Elisa con €l fin de determinar la existencia del virus en animales aparentemente
sanos y persistentemente infectados para asi aportar una ayuda a la prevencion de la
enfermedad .

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de DVB atraveés de la aplicacion del método inmunoenzimético
de Elisa de las muestras obtenidas de las ganaderias del Cantdén Santa Rosa de la

provinciade El Oro.

OBJETIVOSESPECIFICOS

1. Estudio delaprevalenciade Diarrea Viral Bovina en el Cantén Santa Rosa

2. Validar la técnica de diagnostico ELISA para Diarrea Viral Bovina en el
Laboratorio de la Universidad Técnica de Machala.

3. Analizar ladistribucién epidemiolbgica espacial de la Diarrea Viral Bovina en €l
Canton Santa Rosa
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Diarreaviral bovina (DVB)

La enfermedad de la diarrea viral bovina presente en muchas ganaderias del pais es la
gue uno de los principales factores de pérdidas econdmicas en el campo ganadero,
debido a que la causa un Pestivirus que afecta la salud del animal provocando diarrea,
bronconeumonia, malformaciones, abortos, animales débiles y anoréxicos entre otros
problemas (5,7). Esta causa es la que produce en toda ganaderia un nivel bajo en los

parametros normales de produccion y una déficit en la eficiencia reproductiva (8).

Debido a que es una enfermedad con una variabilidad de sintomas entéricos o
respiratorios, pueden pasar de ser una enfermedad subclinica o convertirse en un
problema grave que mataria al animal infectado, aguellos bovinos, ovinos, caprinos
infectados que sobreviven al virus se convierten en los principales reservorios por lo

tanto es vital que no se comercialice estos animales (9).

2.2. Etiologia

El virus de la diarrea viral bovina es un pestivirus de la familia flaviviridae es decir que
es un virus de ARN con envoltura (10). Las caracteristicas principales del virus es su
variabilidad y su maleabilidad por tener una falta de una exonucleasa que es capaz de

corregir las secuencias genéticas erroneas (11).

2.3. Morfologia

El VDVB es un virus de un tamafio pequefio y esféricos que miden de 40 a 60 nm de
diametro, se componen de una cadena simple de ARN compactada por una

nucleocdpside proteica rodeada por una membrana fosfolipidica con proteinas
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estructurales y no estructurales (12,13), el genoma del virus tiene un aproximado de
12.3 kb de largo (14).

Capside

_~Proteina Erns

Envoltura Y
Cubierta proteica

Genoma =~

ARN . Proteina E2

Proteins E1

figural. Morfologia de virusdeladiarreaviral bovina (15)

2.3.1. Proteinas virales. El virus que presenta un genoma de ARN monocatenario
es capaz de formar varias proteinas estructurales(16), y las proteinas que tiene presente
el virus de ladiarrea viral bovina son 12 en total son 4 estructurales y 8 no estructurales
a7).

2.3.1.1. Estructurales

e Laproteina viral estructura Erns la secreta células infectadas y se uniran en la
periferie de la célula huésped (18).

e E1(GP48) es una glicoproteina que se encuentra en la envoltura nuclear y tiene
una funcién enzimética de ARNasa (19).

e E2(GP53) glicoproteina de gran importancia porque es capaz de realizar
produccion de anticuerpos en contra de una vacunacion o la infeccion y es
altamente antigénica (19).

e C(P14) proteina que formala cpside del virusy se encarga de mantener el ARN

gendémico (19).
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2.3.1.2. No estructurales

La proteina estructural Npro (p20) esta proteina es encargada de la protedlisis
de la poliproteina del genoma, el gen P7 no se lo considera como una proteina
estructural que es necesario paralainfectividad (18)

Las NS2 y NS3 (p80) realizan la codificacion de una proteina que esta presente
en las cepas citopéticas desarrollando la enfermedad de las mucosas y ademas
produce la serina proteasa y la helicasa (18,19)

NS23(p125) esla proteina que ayuda a lareplicacion viral en el hospedero (19).
La NS4A ayuda en la funcion y actividad de la serina y proteasas producidas
por lasNS2 y NS3 (18).

La funcion de la ns4b es la replicacion del genoma del virus y redisefio de la
membrana del huésped

La NS5A y NS5B son elementos del ARN polimerasa dependiente del
complejo ARN (18).

L U RN(

HERNN
pLEEEn| CoOoOn
HEEEE:

NS2 NS23 NSS NS4A NS4B NSSA

TN

Npro ( E(rns El

Figura 2. Proteinas estructuralesy no estructurales (20)

El genoma del virus que presenta el ARN de cadena simple y esta se divide en 3

regiones: las regiones 3’ y 5” no codificantes y una region media codificante (20)
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2.4. Clasficacion

El virus de la diarrea viral bovina se presenta en genotipos 1 y 2 que representan
diferencias en el genoma y los biotipos que son los citopéticos y los no citopéticos que
hace referencia fenotipica del virus (10).

2.4.1. Biotipos. Los biotipos se dividen por su citopatogenicidad en vdvb citopético
(CP) y no citopético (NCP) (21). Su clasificacion depende de su capacidad de realizar
unalisis celular en cultivos de tejidos del animal (22).

e El virus citopético (CP) es el que causa dafios en la estructura celular como son
la vacuolizacion citoplasméticay |legando a causar muerte celular, por lo tanto
el vdvb cp esta estrechamente relacionado con el ncp de forma homobloga,
debido a que a combinarse un animal pi con un CP dara como resultado la

enfermedad de las mucosas (21,23).

e El virus no citopatico (NCP) no causa modificaciones en las estructuras de las
células (21). Sin embargo, son capaces de atravesar la barrera placentaria
provocando abortos, anomalias congeénitas, la inmunotolerancia, problemas
entéricos, respiratorio y hasta la obtencion de animales persistentemente
infectados, debido a que el virus NCP esta ampliamente presente en las

poblaciones bovinas (9,23).

24.2. Genotipos. Las cepas del virus DVB genotipicamente tiene una gran
variabilidad y se dividen en dos tipos DVB tipo 1 (agrupados en 16 subtipos) y DVB
tipo 2 (agrupados en 3 subtipos) que son los més conocidos aunque hay un DVB tipo 3
conocido como hobi-like virus es muy atipico (15,21), este virus es muy similar a las

infecciones que se manifiestanen el DVB 1y 2 (24).
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DVB tipo 1 es uno de los genotipos que predominan en un 90 % a nivel mundial y
representa mayor variabilidad en sus cepas (25). El virus DVB tipo 1 es responsable de
procesos leves y con sintomatologia inaparente, por lo que presenta lesiones moderadas
en el aparato digestivo y en los érganos del sistema linfoide ademés de que causa
patologias reproductivas (12)

DVB tipo 2 representa a la enfermedad aguda grave debido a que causa €l sindrome
hemorragico en el animal, existiendo fiebre, trombocitopenia, linfopenia llegando a
provocar muerte del animal por las constantes hemorragias agudas (12).

2.5. Patogénesis

25.1. Hospedador. Los pestivirus particularmente infectan solo a ganado vacuno
gue son ungulados del orden Artiodactyla, infectando a bovinos, ovinos, caprinos,
porcinos, camellos, alpacas, [lamas, bufalos y rumiantes silvestres (12,26,27). El virus
presenta una gran afinidad por el sistema reproductor y el sistema inmunitario como

son las células linfocitarias y también por las epiteliales (28).

2.5.2. Fuentes de infeccion. Las principales fuentes de infeccién de la DVB es el
hospedero mismo por su constante permanencia al diseminar el virus infectando a
fetos o causar inmunotolerancia (4). Estos animales son persistentemente infectados IP
y eliminaran a través de sus secreciones y excreciones como son: saliva, orina, heces,
l&grimas, semen, leche y la secrecion nasal, ademas se conocen otras fuentes de

infeccion como son fetos abortados, placentas (10,29)

25.3. Transmision. El virus de la diarrea viral bovina se puede transmitir de dos

maneras. vertical u horizontal, por contacto directo e indirecto (12,30).

2.5.3.1. Transmision vertical. Latransmision vertical de laVDVB puede ocurrir en las

hembras gestantes lo cual se conoce como transmisién placentaria porgue €l virus
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puede cruzar esta barrera e infectar al feto (12,30). Es una de las cualidades de esta
transmision es que genera animales persistentemente infectados ip, ya que las hembras
gestantes se infectan entre los dias 30 a 150 dias y transmiten el virus de generacion en
generacion (29). El estadio més contagioso del virus en los animales pi es a partir del
primer o segundo dia antes de aparecer la sintomatologia clinica hasta el octavo o

noveno dia cuando ya son visibles los sintomas (31).

2.5.3.2. Transmision horizontal. Latransmision horizontal del virus DVB ocurre por
contacto directo o contacto indirecto con animales infectados: la transmision directa es
la primordial fuente de infeccion porque se da por inhalacion e ingestion del virus a
traves de las secreciones nasales, oculares, uterinas, saliva, leche, semen, placenta o el
liquido amnidtico; la transmision indirecta se da por vectores o fomites como insectos
hemofilicos, narigueras, biberones, agujas contaminadas con sangre de un animal
infectado (12,30).

Existe también unatransmision que es por transferencia de embridn de vacas pi, aunque
la mayor cantidad de ooquistes permanecen sin infectar existe un porcentaje menor que
estén infectados con VDVB por o que se recomienda realizar lavados de los embriones
antes de implantarlos, ademas cuando se realiza una inseminacion artificial o natural se

debe analizar el semen para determinar la infeccion (9).

2.6. Respuestainmune

Los virus son organismos microscopicos que tienen la capacidad de multiplicarse dentro
de una célula provocando gue el animal enferme (32), el VDVB tiene una afinidad por
sistema inmunoldgico provocando una fase de inmunosupresion por lo tanto el sistema
inmune respondera con la presencia de células B y T dirigiéndose en contra de las

proteinas estructurales y no estructurales del virus (13,19).
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Ademés se puede tener la presencia de una subpoblacion de los linfocitos T
cooperadores 1y 2 (TH1 y TH2) que es una respuesta especifica en contra del virus sin
embargo el virus provoca una respuesta mediada por células que llevara a que las
células presentadoras de antigeno ACP reduzcan su funcion en la estimulacién de las
células T (19,33).

2.7. Signosclinicos

Los signos clinicos que presente el animal dependeré del periodo de incubacion que son
de 3a10diasy un periodo virérmico entre 5 a 12 dias, atacando a sus células y 6rganos
diana para luego iniciar un periodo clinico (12).

vDVB
|
| ]
A~ v v v
T 5 e
,ncp
) ‘,1 S l‘ 7 )( ,,.."\
1) s - o~ 7/ |
\/ : <Hi8 ve U\
3 7 Mo Infeccion Persistentemente
Infeccion aguda congénita infectados (PIl)
ncp
vlr\?lzl:cln .Ay - Subclinica < 60 ‘.", - Muerte fotal * i ¢
\ \
| \
-DVB % . Mutacion Infeccion con
50-120 Animales Pl de ncp su homdlogo cp
- DVB aguda
y severga 100-150 - Malformaciones nip nc':p
v
- Sindrome > 150 - Animales sanocs cp cp
hemorragico seropositivos |
Alta Dias v
virulencia de gestacién Enfermedad
de las mucosas

Figura 3. Signosclinicosde acuerdo ala presentacion dela infeccion (12)

2.7.1. Infeccidén aguda. La mayor parte de las infecciones de DVB que presenta €l

animal son agudas siendo estas subclinicas y de forma transitoria (34). Generalmente
las infecciones agudas pasaran por distintos periodos, desde sintomas muy leves hasta
graves en el animal y por lo general atacan a animales jovenes (28). Debido a que
presentaran una inmunosupresion de forma general y tendran una disminucion de las

células linfocitarias en especial de las células T (35).
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2.7.1.1. Fase subclinica. La mayoria de bovinos que se infecta por una cepa CP o
NCP se presentaré una infecciones subclinicas o de forma transitoria, en un porcentaje
del 70 a 90% cuando tiene contacto con el virus, existiendo un aumento de
temperatura muy leve ademés el animal presentard inmunosupresion debido a que
existe una disminucion de linfocitos (12,28,36).

2.7.1.2. Fase aguda. La infeccién aguda se presenta a partir de los 7 a 10 dias en
donde existe la excrecion del virus a través de las secreciones del animal (9,28). Las
primera manifestaciones clinicas en aparecer son la pérdida del apetito, fiebre,
salivacion, letargia, disminucion lactea, tos, descargas oculonasales y diarrea leve,
ademas de la presentacion hematoldgica de la disminucion de leucocitos, linfocitos y
trombocitopenia (12,25).

En ocasiones suelen presentarse Ulceras gastrointestinales u orales, una disminucion de
la tasa de fertilidad en machos y hembras, generalmente afectara animales
inmunocompetentes de 6 meses a 2 afnos, esta fase aguda tiene una alta morbilidad pero

existe una nula o baja de mortalidad de los animales (12).

2.7.1.3. Fase aguda grave. Estafase es poco frecuente afectando a animales de todas
las edades y existe una elevada morbilidad y mortalidad provocando en ocasiones la
muerte del animal 48 horas tras la infeccion, las caracteristicas de esta fase es la
presencia de fiebre de 40 a 41°, diarreas acuosas, ausencia en la secrecion lactea,
problemas respiratorios, Ulceras a nivel oral, gastroenteritis y alteraciones en los

organos linfoides (12,31).

2.7.1.4. Sindrome hemorragico. Es la evolucion de la fases aguda grave presentandose
una mortalidad préxima al 25%, el animal tendra los siguientes sintomas fiebre alta,

diarrea con sangre, secreciones mucosas y oculares, hemorragias petequiales, anemia,
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equimosis de la mucosa, sangrado nasal y se mostrara un cuadro con niveles bajos de
linfocitos, plaguetas y neutréfilos (12,31,37).

2.7.2.  Infeccion congénita. Los efectos que causa la infeccion congénita dependera
de la etapa de gestacion en donde se produce la infeccidn ya que el virus es capaz de
traspasar la barrera placentaria (9,25,28). El virus se desarrollara en esta etapa y se
replicara dentro del feto y evitara que exista una respuesta inmune tanto fetal como
maternal (38). Si el contagio del virus se da en los primeros 18 dias de la vaca gestante,

aun cuando no existe implantacion del embrion no habré una infeccion del feto (28).

Si se produce €l contagio antes de los 25 a 40 dias se producira un aborto y en
consecuencia muerte del feto o se produciran animales momificados y reabsorcion
embrionaria (12,25,28). Entre los 60 y 120 dias (2 a 4 meses) el feto serd un animal
inmunotolerante a otra cepa del virus y serd un Pl que permanecera como reservorio
para que el virus sea transmitido (39). Los animales que son persistentemente in
afectados tendran una conversion alimenticia regular, son propensos a enfermedades y
tendrén una elevada tasa de mortalidad (40).

En los 120 a 150 dias de gestacion el animal presentara un nacimiento con
malformaciones hipoplasia cerebelar, poliencefalia, microcefalia, hidrocefalia, defectos
esgueléticos como son la hipotricosis y la artrogriposis, alteraciones opticas como la
neuritis del nervio éptico, hipoplasia timica y pulmonar existiendo un alto grado de
mortalidad perinatal y abortos, sin embargo partir de los 150 dias a mas se daran
nacimientos de animales débiles que por lo general mueren y otros nacen normales
siendo seropositivos del VDV B (9,12,25,28).

2.7.3. Infeccidn persistente. La tenencia de animales pi en una ganaderia suele ser
desapercibidos ya que estos animales no presentan signos clinicos de la enfermedad

(41), por lo tanto diremos que un animal persistentemente infectado es aguel que se
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infecta del virus en el primer trimestre de gestacion y se convierte en un hospedero que
presenta el virus y continla infectando a otros animales, pues le consideran un
reservorio ya que presenta grandes cantidades del virus en sus excreciones y secreciones
como leche, saliva, sangre, orina, semen, se conocen que en algunos animales pi llegan
a su madurez sexual y se reproducird y el ganadero a utilizar animales para la

reproduccion deberd analizar al ganado para evitar la propagacion del virus (9,28).

La presencia de animales de IP en el rebafio a menudo puede pasar desapercibida
debido a que tales animales no siempre muestran signos clinicos y, por lo tanto, a
menudo sirven como reservorio viral para exponer e infectar a los comparieros de

rebafo susceptibles.

2.74. Enfermedad de las mucosas. Esunaenfermedad mortal y se desarrolla a partir
de una animal persistentemente infectado con un biotipo no citopatico y se da una sobre

infeccion con un biotipo citopético y mutaran, aunque esto es poco frecuente (9,28).

La enfermedad se caracteriza por presentar depresion del animal, anorexia, diarreas con
presencia de sangre, secreciones mucopurulentas edema corneal, erupciones
mucocutaneas, lesiones en la mucosa del aparato digestivo, enteritis fibrinosa,
hemorragias en el tracto digestivo; la edad en el que son afectados son animales de 6 a
24 meses teniendo en cuenta que existe una bajo morbilidad y una alta mortalidad de 2 a

3 semanas después de la aparicion de los sintomas (12,28).

2.7.5. Diarrea viral bovina cronica. Esta forma de presentacion suele ser la
repercusion de la enfermedad de las mucosas y se presenta por la aparicion de
intermitente diarreas, ulceraciones en las pezufias y en la cavidad nasal y oral, el animal

debilitado morird en pocas semanas tras sufrir la infeccion (15).
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2.8. Diagnostico diferencial

La diarrea viral bovina presenta muchos sintomas, los cuales son el producto de la

variabilidad de las cepas del virus provocando asi problemas entéricos, respiratorios y

entre otros (12).
Salmonelosis Aspergilosis
Leptospirosis Mucormicosis

*» Brucelosis Micotoxinas

Fiebre Q
Colibacilosis
Campilobacteriosis Toxoplasmosis
Clostridiosis Neosporosis

Tricomoniasis

Fiebre aftosa

Lengua azul Medicamentos
Enfermedad de Schmallenberg Plantas toxicas
Rinotragueitis infecciosa bovina Alimentarias
Fiebre catarral maligna Genéticas

Peste bovina Estomatitis erosiva

Figura 4. Diagnostico diferencial del VDVB

2.9. Prevenciony control

El prevenir y controlar la infeccion es una de las medidas que deben tomar toda
ganaderia, se debe seguir un enfoque estratégico para impedir la entrada de la
enfermedad, principalmente con el diagndstico para tomar las mejores decisiones y asi
poder establecer las medidas preventivas contra la infeccion (7,25). Asegurando la
eliminacion de animales Pl y realizar vacunaciones a animales susceptibles ante la

infeccion para asi tener una erradicacion del virus (42).

1. Realizar una delimitacion del lugar para evitar animales silvestres, controlar la
entrada de personas y vehiculos (25).
2. Evitar realizar iatrogenia por €l uso inadecuado de instrumental de trabajo que se

encuentre con fluidos de animales sospechosos (25).
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3. Redlizar un buen manegjo a la entrada de animales nuevos como es realizar
cuarentenas, evitar la compra de vacas gestantes, conocer € origen del animal y
el manejo sanitario de la ganaderia (25).

4. ldentificacion y remocion de los animales persistentemente infectados ya que
son los principales diseminadores del virus (31).

5. Vacunacion, inmunizacion estratégica a los 30 dias post parto, cuando € rebafio
es susceptible (31)

6. Las vacas adultas se vacunardn a afio una o dos veces y que contengan los
biotipo 1 y 2, mientas tanto los terneros se vacuna a Ios 4 0 8 meses y se
revacunara a los 13 meses (43)

7. Inmunizar alos animales susceptibles (31)

Los estudios que se realizan en animales con niveles altos de exposicion a la
enfermedad DVB deben colocar programas de control y erradicacion, como realizar
anualmente un analisis de ELISA como una estrategia de vigilancia en contra del virus
(44).

Laexposicion del ganado ante la presenciadel VDVB alo largo de su vida, hace que se
realicen vacunaciones para proteger de la infeccion, sin embargo las vacunas con virus
atenuados o inactivos pueden que no sean Gptimos, por esta razon se estan utilizando

proteinas inmunodominates como sustito de vacunas (45).

2.10. Diagnéstico dela diarreaviral bovina

Basicamente los proyectos de control y erradicacion se deben a las pruebas de
diagnostico debido a que existen un amplio tipo y severidad de lesiones y por lo tanto
solo se podran evidenciar por microscopia para identificar y eliminar animales pi por el
VDVB, las pruebas se basan en el aislamiento del virus, deteccion del antigeno viral o

los anticuerpos al presentarse el virus'y la deteccion de écido nucleico (13,28,30).

En general existen dos tipos de pruebas (13):
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A. Pruebas directas: estas pruebas se realizan con muestras obtenidas durante los
tres primeros dias de ser observados los sintomas clinicos, teniendo como
objetivo utilizar los glébulos blancos para aislamiento viral, deteccién de
antigeno o genoma viral, en razén de que el VDVB tiene una gran afinidad por
ellos (46).

B. Pruebas indirectas: son las més utilizadas en el laboratorio ya que determinan la
presencia de anticuerpos especificos contra e VDVB, siendo la
seroneutralizacion (SN) y la prueba de Enzime Linked |mmunosorbent Assay
(ELISA) (13,46)

2.10.1. Aidamiento viral. El método de aislamiento viral es uno de los més
especificos por su alta sensibilidad, ademas de que es muy costoso y este método no
puede diferenciar animales persistentemente infectados (15,19). Los paso a seguir para
el aislamiento viral es trabgjar con la linea celular que posee susceptibilidad al VDVB,
ya que es un trabajo muy largo y sera capaz de detectar anticuerpos ya sean mono o
policlonales, se trabaja con muestras nasales, oculares, plasma, suero, sangre, fluidos
seminales u 6rganos conservados de las necropsias como bazo, timo, higado y pulmones

ya que presentan cantidades altas de linfocitos (29).

2.10.2. Inmunohistoquimica. Esta prueba es Util para determinar el antigeno de la
diarrea viral bovina a través de tejidos fijados en formol al 10% y parafinados de
animales muertos, tomando en cuenta que la muestra no sobrepase un periodo no mas
de un dia y estas se la realiza con tegjidos como piel, hipofisis, placentas, ganglios
linféticos, corazon, estomagos, higado entre otras (32). Esta técnica es un poco mas
metodicay es necesario que lo realice un técnico para evitar errores (28), pero esto nos
permite muy buenos resultados en comparacidn con las muestras sanguineas que tienen

un mayor riesgo de falsos positivos (15).
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Muy brevemente describimos la técnica con biopsias realizadas en el pabell6n auricular
del animal con medidas de 1cm de ancho por 0,5 cm de largo por lo general esen la
punta de la oreja, se desinfecta con yodo y se realiza la recoleccion en un tubo de
ensayo lleno de formol al 10% durante 24 h, y se realiza la deshidratacion con alcohol
etilico de forma creciente para luego ser aclarado con xilol y se lo incluye en parafina
para posteriormente obtener cortes e 5 micrometros y se realiza la inmunohistoquimica
el tejido (32).

2.10.3. Técnica de seroneutralizacion (SN). Estatécnica consiste en laidentificacion
de anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (15), ya que identifica la
capacidad que tiene los anticuerpos para neutralizar o inhibir la cepas del virus por
medio de diluciones (19). El efecto protector que tiene el suero es gracias a los
anticuerpos que neutralizaran a antigeno, en caso de animales virémico
inmunocompetente tienen una disminucion de los anticuerpos lo cual hace que esta

técnica sea poco efectiva para determinar animales con VDVB (47).

2.10.4. Deteccion del acido nucleico viral (PCR). ElI método de diagnéstico de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) presenta una alta sensibilidad y es muy
rapido, lo cual nos permite realizarlo en pool de sangre 0 hasta en muestras de tanque de
leche en grandes cantidades y en menor tiempo, aungue se conoce que debido a su
sensibilidad da falsos positivos(15,19). EI método consiste en realizar copias de un
ADN molde que se uniran al &cido nucleico del virus a través de una enzima

transcriptasa reversa que amplificarael ARN virico (15,28).

2.10.5. Elisa de captura de antigeno. El método diagndstico de ELISA de captura es
el cual atrapa a los anticuerpos monoclonales para capturar €l antigeno de la diarrea
viral bovina en las muestras sanguineas que se hayan recogido del animal, esta prueba
es econdmica y rapida y se la utiliza para detectar en especia a los animales

persistentemente infectados (15,19).
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En la placa de ELISA se encuentra adherido los anticuerpos monoclonales que
capturaran al antigeno viral del suero sanguineo, se lo combina con un anticuerpo
monoclonal conjugado con peroxidasa, dando como resultado la unidon
antigeno/anticuerpo en el cual se observard un cambio de coloracion para las muestras
positivas, ya que se ha visto que la sensibilidad y especificidad son muy alta en este
método de diagndstico (19)

2.10.6. Método inmunoenzimético (ELISA). Es una de las técnicas més utilizadas en
la medicina veterinaria ya que nos permite analizar el sistema inmunitario e identificar
el agente infeccioso presente en el animal (32), debido a su sensibilidad y especificidad
en la identificacion de anticuerpos el cual da una facilidad para trabgjar gran cantidad

de muestras en muy corto tiempo (48).

La técnica trabaja empleando el anticuerpo especifico unido a una enzima que
identificara la presencia de animales infectados por € virus, se determinara con la
presencia del color a agregar un sustrato que reaccionara con la enzima presente en €l
anticuerpo, parala lectura se utilizara espectrofotometro y seguin la coloracion intensau

opaca se debera ala cantidad del anticuerpo unido al antigeno (15,32).

% Elisa competitivo consiste en que el anticuerpo gue tiene la muestra competira
con el conjugado para unirse al antigeno, debido a esto cuando se agregue €
sustrato no se encontrara la enzima que esta presente en el anticuerpo ya que
este ha sido reemplazado por € conjugado dando asi una muestra positiva al no
haber presencia de color (32).

% Elisa no competitivo esta consiste en formar el complejo antigeno anticuerpo
gue al afadir el conjugado tendrén una reaccion con el sustrato que a encontrar
la enzima dardn una coloracién y existen dos tipos, los que determinaran al
antigeno siendo los directos y los que determinaran a los anticuerpo siendo los

indirectos (32).
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3. DISENO METODOLOGICO PRELIMINAR

3.1. Localizacién dela zona de estudio.

Figura 5. Mapa del Cantén Santa Rosa (49).

e Latitud: 3°27'08” S

e Longitud: 79° 57" 42" W

e Altitud media: 8-13 ms.n.m.
e Temperatura: 26°C aprox.

e Humedad relativa: 90%

Santa Rosa es uno de los cantones de la Provincia de El Oro, con una extensa poblacion
y con una superficie de 889.3 km2, que se localiza en laregion Litoral del Ecuador a8 -
13 m.s.n.m., esta delimitada al norte con los cantones Machala y Pasgje, a sur con €l
canton Pifas, al oeste con el cantdn Arenillas y el Océano Pacifico y al este con el

canton Atahualpa
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Presenta una humedad relativa del 90 % y puede llegar a una temperatura de 26°c por
su clima lluvioso tropical. El uso de sus tierras las dedican en mayor parte a la actividad
ganadera y agricola. El cantén Santa Rosa est& conformada por 8 parroquias que son:
Santa Rosa, Bellavista, La Avanzada, La Victoria, San Antonio, Torata, Bellamaria y
Jambeli

Las ganaderias del Canton Santa Rosa donde se realizo el respectivo muestreo de los
animales se encuentran: Ganaderias “Nicvanna” ubicada a 1km Via Puerto Jeli con sus
coordenadas 3°25'49.6"S - 79°59'00.3"W, “Las Lomas” ubicada Via la Troncal de la
Costa, 2 km antes del restaurante Campestre con las coordenadas 3°30'10.6"S -
79°5853"w, “Karfel” ubicada Via Bella Maria, cerca al Estero Medina con coordenadas
geogréficas 3°28'11.7"S - 79°55'57,6"W.

Cuadro 1. Ubicacion Geografica de las ganaderias del Canton Santa Rosa

G. Nicvana Dr. lvan Ludefia 3°25'49.6"S
79°59'00.3"W

G. LasLomas | Shuber Muinoz Duran 3°30'10.6"S 74
79°58'53"w

G. Karfel Maria Fernanda Noblecilla = 3°28'11.7"S 70
79°55'57,6"W



Figura 7. Ubicacion de la Ganaderia Las L omas

Figura 8. Ubicacién de la ganaderia K arfel
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Ademas del estudio de campo se realizd el estudio de laboratorio en la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Machala, localizado en la
ciudad de Machala de la provincia de El Oro, con sus coordenadas geogréficas: Latitud:
3°17' 16", longitud: 79°54' 05", ubicada a una altitud de 5 m.sn.m y con una
temperatura que oscila entre 22 a 35°C.

3.2. Materiales.
3.2.1. Material de campo
e Overol
e Botas de caucho
e Marcador permanente
e Guantes de examinacion
e Alcohol
e Capuchon paratubos al vacio
e Agujas de toma multiples #20, #21
e Vacutainer 10ml
e Cooler
e Geles Frios

¢ Recipiente de desechos corto punzantes

3.22. Materialesdelaboratorio
e Mandil
e Centrifuga
e Micro Pipeta de precision 10-100 ul
e Micro Pipeta de precision 100-1000 ul
e Cronémetro
e Puntasde pipetas Azulesy amarillas
e Aguadestilada
e Adhesivos para cubrir microplacas
e Papel absorbente
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¢ Kit DVB Elisade blogqueo CIVTEST Bovis BVD/BD P80 marca Hipra

3.2.3. Reactivos
e Placas tapizadas con antigenos BVDV
e Control positivo en suero y leche
e Control negativo en suero y leche
e Solucion de lavado
e Diluyente de sueros
e Solucion de Conjugado
e Solucion de Sustrato TMB

e Solucidn de frenado o paro

3.3. Variables
% Edad
% Lugar de muestreo
e Sexo
 Raza
% Estado de vacunacion

« Animales enfermos de DVB

3.4. Medicion devariables

Estado de vacunacion: se evalUa el estado de vacunacion del animal de la forma Si

vacunado, No vacunado.

Edad: se evalub la edad de los animales por grupos de la siguiente forma. Grupo A (0-
1,4 afo), Grupo B (1,5a5,4 afios) y Grupo C (5,5 a 12 afios)

Sexo: la variable categoérica nominal del sexo del animal, se lo evalué como Machos y

Hembras
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Raza: la evaluacion de la raza se la determino si son raza Pardo suizo, Brahman

mestizo, Gyr, Holtein mestizo o mestizo

Animales enfermos de DVB: se evalud la presencia de anticuerpo en contra del virus

y se lamide por su coloracion. Positivo alto, positivo medio, positivo Bgoy Negativo

Cuadro 2. Operacionalizacion delasvariables

Variable Indicador Dato final de medicién Tipo devariable
(peso/balanza)
G. Nicvanna
Lugar del L L :
Ubicacion G. LasLomas Categorica nominal
muestreo
G. Karfel
Vacunacion del _ Si, vacunado _ _
Vacunacion Categorica nominal
animal No, Vacunado
Grupo A: 0-1,4 Afos
Edad en Grupos de . . .
Edad . Grupo B: 1,5 - 5,4 afos Categorica ordinal
animales
Grupo C: 5,5-12 afios
Sexo Tipo de sexo Hembrao Macho Categoricanominal
Pardo suizo,
. Bhaman mestizo, Holstein, _ .
Raza Tipos de Razas - Categoricas nominal
yr
Mestizo
Positivo: sin coloracion
. Positivo bajo: coloracion
Animales Coloracion de la . . . .
amarillo palido Categoricanominal
enfermos DVB muestra

Negativo bajo: amarillo
Negativo: Amarillo intenso
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3.5. Metodologia

La presente investigacion pretende muestrear animales del Canton Santa Rosa que se
dediquen a la ganaderia a nivel de la Provincia de El Oro y en donde se produce la
mayor cantidad de carne y leche para el consumo y la industrializacion, ademés este
canton es uno de los que produce una considerable movilizacién y concentracion de
animales de diferentes partes del Pais, hecho importante de considerar para el
entendimiento de la epidemiologia de la enfermedad a nivel local, regional y nacional.
En el canton Santa Rosa se dara referencia a que se realice un muestreo de 3 fincas

modelos que relinan las caracteristicas para un adecuado trabajo de muestreo.

Para la determinacion del virus de la DVB se realiza un muestreo a azar de los
animales analizar, se utilizara el plasma sanguineo, las que seran recolectadas de la vena
coccigea 0 yugular con los tubos vacutainer tapon rojo sin anticoagulante, llevandolos
en un termo al laboratorio donde se centrifugara la muestra. Se utilizara un kit comercial
inmunoenzimatico de blogqueo para la deteccion de anticuerpo ante la presencia de
DVB.

35.1. Andlisis estadistico. El andlisis estadistico se realiz0 mediante estadistica
descriptiva en la cual se considero la frecuencia de cada una de las variables obtenidas
en las parroquias del canton Santa Rosa, y estos datos recolectados de la investigacion
Se incorporaron en una base de datos de Excel, paralo cual se determinG porcentajes

apoyandose en cuadros y figuras para una mejor comprension.

3.5.2. Poblacién de la muestra. El nUmero para el célculo de la muestra es a partir
de una poblacion de 174 animales pertenecientes al total de animales de las ganaderias
muestreadas en el Canton Santa Rosa. Y se determind una muestra de 120 animales
para la estimacion de nuestra investigacion, calculdndola con la formula
correspondiente con un intervalo de confianza del 95% y una estimacion de error del
0.05%. Sin embargo se tomé mas animales para el muestreo llegando a tener 145

muestras con la finalidad de mejorar la investigacion dentro de cada ganaderia.
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Formula:

Donde:

N= Tamario de la muestra

Z= Nivel de confianza deseado (0,95%=1,96)

P= Proporcion de la poblacion con la caracteristica deseada (éxito) (0.50)
Q= Proporcion de la poblacion sin la caracteristica deseada (fracaso) (0.50)
E= nivel de error dispuesto a cometer (0.05)

N= tamafio de la poblacion 174

~ 174
n= L+ 00572174 —1)
1.9672 (0.25)
174
n=————
04325
1+ 59604
174
=115
n =120

3.5.3. Hipotesisdelainvestigacion

Ho: El virus de la Diarrea Viral Bovina no tiene circulacion epidemioldgica en el

Cantén Santa Rosa de la provincia de El Oro

Ha: El virus de la Diarrea Viral Bovina no tiene circulacién epidemioldgica en el

Cantén Santa Rosa de la provincia de El Oro
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35.4. Muestreo de sangre. Los animales a tomarse en consideracion para el
muestreo estan las vacas de ordefio, vacas secas y becerros recién nacidos hasta un afio
de edad que haya o no presentado sintomas de la posible infeccidon. Se obtendra la
muestra en un tubo vacutainer de 10ml y conservarse hasta que se realice el respectivo
andlisis. Los animales jovenes gque resulten positivos a la prueba deberan ser sometidos
aun segundo andlisis para diferenciar infeccion transitoria de animales persistentemente
infectados (IP). Los andlisis se realizaran en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala, Ecuador.

3.5.5. Analisspor ELISA. El Elisacompetitivo es una herramienta Util para conocer
el diagndstico del hato ganadero y saber si presenta la enfermedad ya que hace posible
la deteccion de animales en estadios tempranos de la infeccion. Elisa se fundamenta en
el uso de antigeno o anticuerpo marcados por una enzima, para que los conjugados

resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como enzimatica. (47).

3.5.5.1. Descripcion del kit. Se utilizara un kit de la marca CIVTEST BOVIS
BVD/BD P80 de laMarca HIPRA. Este kit se basa en un Elisa de bloqueo debido a que
esta disefiado para detectar anticuerpos frente a una proteina especifica presente en
todas las cepas de BVD y BDV (proteina no estructural p80). Las placas estan tapizadas
con un antigeno inactivo de BVDV. El sistema indicador para detectar la presencia o
ausencia de anticuerpos contra la p80, en las muestras es un anticuerpo monoclonal

conjugado a peroxidasa especifico de la p80 (ACM-p80).

En el caso de una muestra negativa, que no contenga anticuerpo contra la p80, ningun
anticuerpo de la muestra se unird a la p80 adherida al pocillo y asi, posteriormente, €l
ACM-p80/HRPO podra unirse a esta. La posterior adiccion de un sustrato cromogénico
especifico de la peroxidasa permitird poner de manifiesto la presencia del acm-
p80/HRPO en el pocillo siguiendo la absorbancia a 450nm.
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En el caso de una muestra positiva, los anticuerpos contra la p80 presente en la misma
se unira a la p80 adherida a pocillo, bloqueando de este modo la posterior unién del
acm-p80/HRPO, que serd més tarde lavado del pocillo. Mediante este principio, el test
discrimina entre la presencia (resultado positivo, sin coloracion) o ausencia (resultado
negativo, aparicion de color amarillo) de anticuerpo anti-p80 en las muestra analizadas.
En ningln caso tiene la capacidad de detectar los anticuerpos consecuencia de la

vacunacion a virus muerto.

3.5.5.2. Protocolo Corto
Preparacion de los reactivos

Equilibrar los reactivos a temperatura ambiente antes de comenzar el procedimiento del
ensayo. Solucidn de lavado (10x) (Vial N°0): para reconstituirla afiadir 1 volumen de
solucion de lavado (10x) a9 volumenes de agua destilada o desionizada.

Preparacion de las muestras

Tanto los controles Positivos y Negativos suero (viales N°5 y N°6 como las muestras de
suero individual de los animales deben diluirse /10 ul en solucion diluyente de suero
(Vial N°1).

Desarrollo del ensayo

1. Despegue la cubierta adhesiva de plastico agregue:

2. Suero: dispensar 100 pl tanto de los control negativo y positivo diluidos 1/10
como de las muestras diluidas 1/10 en solucion diluyente de suero (vial N°1) a
los pocillos apropiados en la placa.

3. Cubralaplaca con una cubierta adhesiva e incubar:

Protocolo corto: 60 minutosa+36°C -+ 38° C.
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5. Retire el adhesivo y realizar el lavado de las placa 4 veces con 300 pl de
solucion de lavado diluida. Al final, invertimos la placa y la golpeamos
firmemente sobre papel absorbente

6. Afadir 100 pl de solucion de conjugado (Vial N°2) a cada pocillo.

7. Cubrir laplaca con una cubierta adhesiva e incubar durante 60 minutos a + 36°c
- + 38°.

8. Retirar el adhesivo y realizar 4 lavado de cada pocillo con 300 ul con solucién
lavado diluido. Al final, invertir la placa y golpearla firmemente sobre papel
absorbente.

9. Dispensar en cada pocillo 100 pl de solucion de sustrato (Vial N°3). Agitar
suavemente la placa durante 2 segundos.

10. Sellar la placa con unatapa adhesiva e incubar atemperatura ambiente (+ 20 ° C
- +25° C) en laoscuridad durante 10 minutos

11. Quitar la tapa adhesiva y dispensar en cada pocillo 100 pyl de solucion de paro
(Vial N°4). Agitar golpeando ligeramente el flanco de la microplaca

12. Limpiar la superficie inferior de la placa con papel absorbente. Leer la placa
utilizando un lector de Elisa equipado con un filtro 450nm. Realizar previamente

el blanco con € aire.

Interpretacion deresultados en suero individual

Valoracion por coloracion Interpretacion muestra Animales
Negativa Librede DVB o IPI
Positivo bajo Sospechoso (++) DVB




Positiva intermedio Sospechoso (+++)DVB

Positiva alto Infeccion DVB

Se considerara de acuerdo a la coloracion a los animales positivos a las categorias
positivos alto y positivo intermedio y a los animales a considerarse negativos seran los

positivos bajos y los negativos.



4. RESULTADOSY DISCUSIONES

La investigacion de la presencia de anticuerpos en contra de la Diarrea viral Bovina en
el Cantén Santa Rosa, determinaron los siguientes resultados.

4.1. Determinacion dela presencia de anticuerpos virales en contra de DVB en los

animales muestreados.

Del total de 145 animales muestreados, sometidos a la prueba de ELISA se obtuvieron
resultados 7,59% (11 animales) positivos altos, 3,45% (5 animales) positivos medio,
2,07% (3 animales) positivo bajos y 86,90% (126 animales) negativos ala presencia de

anticuerpos contrael VDVB.

Cuadro 3. Resultados obtenidos de la presencia de anticuerpos contrala DVB

RESULTADOS
NUMERO DE MUESTRAS PORCENTAJE %
OBTENIDOS
POSITIVO ALTO (++++) 11 7,59%
POSITIVO : 3.45%
INTERMEDIO (+++)
POSITIVO BAJO (++) 3 2,07%
NEGATIVO (-) 126 86,90%
TOTAL 145 100,00%

Fuente: Autor
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H PORCENTAJE % 7,59% 3,45% 2,07% 86,90%

Gréfico 1. Resultados obtenidos de la presencia de anticuerpos contra DVB en €
Cantén Santa Rosa

Fuente: Autor

Las enfermedad de la diarrea viral bovina se encuentra presente en los diferentes hatos
ganaderos a nivel mundial y segun la investigacion dentro del Canton Santa Rosa existe
un porcentgje del 7,59% de animales Seropositivos, 3,45% de positivos intermedios y
un porcentaje de 2,07% de animales con un positivo bajo que son sospechosos a la
enfermedad, sin embargo Abad 2016 indica que Estados Unidos presento un 89% de
animales con VDVB vy estudios en México indica que existen un mayor porcentaje en
el centro del pais con 73,2 % y un porcentaje del 12,27% en la parte sur (2). Valdez,
2018 expresa que en Cusco- Pert existe una prevalencia del 50,8% de animales que
presentan los anticuerpos contra € virus (50), también mediante investigaciones
Labanda 2015 indica que la provincia de Loja presentando unatotal de seroprevalencia

de 29% en los bovinos lecheros (51).

Por lo tanto € porcentgje de la investigacion difiere de los datos estadisticos de otros
autores por lo que infiere que el manejo del ganado a nivel del Cantén no ha mejorado
de todo ya que ain existe presencia del virus dentro de la zona pero de forma
controlada. Pero debemos tomar en cuenta el motivo de preocupacion si existe un
animal infectado ya que produce infeccidn ha sido asociada con el aborto epidémico en
ganado de leche, ademas la forma de transmision vertical hace que la infeccion se

perpetUe en los hato de forma rapida (52).
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4.2. Determinacion segun e lugar de muestreo de los bovinos muestreados

En el Cuadro 4, se presenta el nimero de animales muestreados de acuerdo a la
ubicacion dentro del Canton Santa Rosa 'y que fueron sometidos a la prueba de ELISA
dando como resultados de los 28 animales procedentes de la ganaderia Nicvanna,
positivos altos 2 animales (1,38%), positivos intermedios 3 animales (2,07%), positivos
bajos 1 animal (0,69%) y negativos 22 animales (15,17%); de los 59 animales
procedentes de la ganaderia Las Lomas, positivos altos 1 animal (0,69%), positivos
intermedios O animales (0%), positivos bajos 1 animal (0,69%) y negativos 57 animales
(39,31%); de los 58 animales procedentes de la ganaderia Karfel positivos altos 8
animales (5,52%), positivos intermedios 2 animales (1,38%), positivos bajos 1 animal
(0,69%) y negativos 47 animales (32,41%), los porcentajes también son expresados en
la Gréfico 2.

Cuadro 4. Resultados de la presencia de anticuerpos contra DVB de acuerdo a su

procedencia
Resultados
°DE . "
GANADERIAS %TOTAL Postivos  Postivo »
ANIMALES , . Positivo _
altos intermedio _ Negativo
bajo (++)
(++++4) (+++)

NICVANNA 28 19,31% 1,38% 2,07% 0,69% 15,17%
LASLOMAS 59 40,69% 0,69% 0% 0,69% 39,31%
KARFEL 58 40% 5,52% 1,38% 0,69% 32,41%
TOTAL 145 100,00% 7,59% 3,45% 2,07% 86,90%

Fuente: Autor
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Gréfico 2. Representaciéon de animales muestreados de acuerdo con € lugar de
muestreo

Fuente: Autor

Los datos de la investigacion de animales seropositivosen el lugar de muestreo que son
las 3 ganaderias pertenecientes al Cantén Santa Rosa se determina que el mayor
porcentgje de animales con presencia de anticuerpos es la ganaderia Karfel sumando
todos los positivos en consideracion a la investigacion dan un total de 6,9% (5,52 +
1,38) de animales seguido de la ganaderia Nicvanna con un total de 3,45% de animales
con la infeccidn y sospechosos y por Ultimo la Ganaderia Las Lomas con dos animales
dando 0,69%. Se considera que por cada hato ganadero existe un animal infectado o
sospechoso, asi como lo indica Valdez 2018 que la amplia distribucién del virus en los
animales de los hatos muestreados indica que existen factores que contribuyen directa o

indirectamente aladifusion del virus (50).

Segun Labanda, 2015 tomando en cuenta los resultados anteriores y actuales de la
seroprevalencia de VDV B, debido que la enfermedad aumenta de forma gradual y en
muchos casos es subclinica, es decir asintomética diseminandose féacilmente, siendo casi
imperceptible por el ganadero o e mismo veterinario y la falta de estudios serologicos
de rutina de esta enfermedad que a veces no son realizados por su ato costo terminan
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presentdndose perdidas econdémicas al ganadero por no tomar las medidas necesarias
(52).

4.3. Determinacion segun la edad de los bovinos muestreados

Segun los 145 animales muestreados para la prueba de Elisa, que se representa en el
cuadro 5, de acuerdo a la edad de 0-1,4 afos positivos altos (0,69%), positivos
intermedios (0%), positivos bajos (0,69%) y negativos (2,07%); de 1,5-54 afos
positivos altos (3,45%), positivos intermedios (2,07%), positivos bajos (1,38%) vy
negativos (64,14%); de 5,5 -12 afos postivos altos (3,45%), positivos intermedios
(3,45%), positivos bajos (2,07%) y negativos (86,90%); los porcentajes también son
expresados en la Grafico 3.

Cuadro 5. Resultados de la presencia de anticuerpos contra DVB de acuerdo a la

edad
Resultados
o 0
EDAD N*DE Yo Positivos  Positivo -
ositivo
MUESTRAS  TOTAL altos  intermedio _ Negativo
bajo (++)
(++++4) (+++)

0-1,4 ANOS 5 3,45% 0,69% 0% 0,69% 2,07%
1,5-54 ANOS 103 71,03%  3,45% 2,07% 1,38% 64,14%
5,512 ANOS 37 2552%  3,45% 1,38% 0% 20,69%
TOTAL 145 100,00%  7,59% 3,45% 2,07% 86,90%

Fuente: Autor
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Gréfico 3. Representacion de animales muestreados de acuerdo con la edad

Fuente: Autor

Se agrupo a los animales muestreados en tres categorias las cuales en las categoria de O
a 1,4 afo existe infeccion en un porcentaje menor. Por otra parte Escudero, 2013 indica
gue en estudios realizados en la provincia de Azuay, Manabi, Santo Domingo, Cotopaxi
y Chimborazo mencionan que no se realizaron muestreos animales menores de 6 meses
debido a que existiria una interferencia con los anticuerpos maternales y se evita falsos

positivos (15).

Por lo tanto los animales gue tiene un porcentaje mayor de positivos y sospechosos son
los que estédn en los rangos de edad de 1,5-.54 y 5,5-12 afios debido a su mayor
porcentgje 5,52% y 4,83% respectivamente. Escudero, 2013 se mostraron en otros
estudios en Argentina que existe una alta prevalencia de anticuerpos en vacas adultas y
gue los bovinos menores de 12 meses son propensos al virus, por lo tanto el autor de
estos animales enfatiza que existe animales con un porcentaje del 17,14% y estos son
mayores a 5 o0 8 afios lo cual valida nuestra investigacion. Esto se debe a que estén

pasando por su edad reproductiva y pueden diseminar con mayor rapidez el virus (15).
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4.4. Determinacion segun e sexo de los bovinos muestreados

De acuerdo 145 animales muestreados para la prueba de Elisa por su sexo, lo
expresamos en el Cuadro 6, las hembras representan el 7,59% de positivos altos 3,45%
de positivos intermedios, 2,07% de positivos bajos y el 85,52% negativos; los machos
representan el 0% de positivos altos 0% de positivos intermedios, 0% de positivos bajos
y el 1,38% negativos, representados en € Gréfico 4.

Cuadro 6. Resultados de la presencia de anticuerpos contra DVB de acuerdo al

sexo del animal

Resultados
N° DE Positivos  Positivo Positivo
SEXO % total . _ _ _
ANIMALES altos intermedio bajo Negativo
(++++) (+++) (++)

HEMBRA 143 98,6%  7,59% 3,45% 2,07% 85,52%

MACHO ) 1,4% 0% 0% 0% 1,38%

TOTAL 145 100,0%  7,59% 3,45% 2,07% 86,90%

Fuente: Autor
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Grafico 4. Representaciéon de animales muestreados de acuerdo al sexo del animal

Fuente: Autor
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De acuerdo a nuestra gréfica las hembras y los machos no tiene una igualdad en el
muestreo debido a que solo existen 2 animales machos con el 1,4% y el resto son
hembras 98,6% por lo tanto se realizd una estadistica descriptiva

Sin embargo Vadez, 2018 indica que en su investigacion los anticuerpos contra el
VDVB fueron detectados en porcentajes similares en hembras y machos de todas las
razas (50), pero Huaylla, 2018 difiere con lo dicho por lo que indica que este agente
patdgeno constituye una de las causas mas importantes de las fallas reproductivas y se
observa una leve superioridad en hembras porque estédn en constante contacto con sus
madres en el hato acomparacion de los machos que estén aislados del establo (53).

4.5. Determinacion segun los bovinos muestreados vacunados

La prueba de Elisa realizada a los 145 de animales determina que el resultado de
anticuerpos encontrados de acuerdo a su estado de vacunacion es. vacunadas con un 0%
de positivos, 0% de positivos bajos, 0,69% de negativos bajos y el 37,93% negativos,
no vacunadas el 1,38% de positivos, 6,21% de positivos bajos, 3,45% de negativos
bajos y 50,34% de negativos.

Positivos  Positivo  Positivo

] N° DE % . . _ _
VACUNACION alto intermedio  bajo  Negativo
ANIMALES TOTAL
(+++4) (+++) (++)
VACUNADAS 56 38,62% 0% 0% 0% 38,62%
NO

89 61,38% 7,59% 3,45% 2,07%  48,28%
VACUNADAS

TOTAL 145 100,00% 7,59% 3,45% 2,07%  86,90%

Cuadro 7. Resultados de la presencia de anticuerpos contra DVB de acuerdo a la
vacunacion del animal.

Fuente: Autor
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Gréfico 5. Representacion de animales muestreados de acuerdo con € estado de

vacunacion

Fuente: Autor

En lainvestigacion existen animales previamente vacunados en contra del virus pero se
toma en cuenta el periodo de inmunizacion del animal y la vacunacion con virus muerto
y por lo tanto existe un 61,38% de animales no vacunados, obteniendo 7,59% Yy 3,45%
de animales positivos y sospechosos respectivamente. La prueba de Elisa contra €
VDVB p80 no difiere de la investigaciones seguin Buitrago, 2018 que los hatos que son
vacunados con virus vivo modificado no ofreceran resultados veraces del estado de
infeccion de los animales, dado que los anticuerpos vacunales son detectados con esta
proteina estructural del virus, pero s los hatos que son vacunados con virus muerto o
gue no vacunan salen negativos a la prueba diagnéstica contra VDVB p80, pueden
sugerir ausencia de infeccién en los animales (5). Y cabe mencionar que en una
investigacion anterior Buitrago, 2015 indica que la prueba diagnostica que detecta
anticuerpos frente la proteina p80, esta basado en el principio de competicion entre el
anticuerpo bovino y una peroxidasa unida a un anticuerpo monoclonal anti-p80 y que en
ningin caso, tiene la capacidad de detectar los anticuerpos consecuencia de la

vacunacion a virus muerto (54).

53



4.6. Determinacion segun laraza de los bovinos muestreados

Los resultados estadisticos de acuerdo a las razas representadas en el Cuadro 8, dando
un total de 145 animales muestreados. En e Grafico 6, se representan los porcentajes
correspondientes. mestizas 3,45% de positivos altos, 1,38% de positivos intermedios,
0,69 % de positivos bajos y el 32,41% negativos; Brahman mestizas 0,69% de positivos
altos, 0,69% de positivos intermedios, 0% de positivos bajos y el 7,59% negativos;
Pardo suizo 1,38% de positivos altos, 0,69% de positivos intermedios, 0 % de positivos
bajos y el 25,52% negativos, Gyr 0% de positivos altos, 0% de positivos intermedios,
0,69 % de positivos bajos y el 5,52% negativos; y por ultimo la raza Holstein mestiza
2,07% de positivos altos, 0,69% de positivos intermedios, 0,69 % de positivos bajosy el
15,86% negativos

Cuadro 8. Resultados de la presencia de anticuerpos contra DVB de acuerdo a la

raza de los animales muestr eados.

Resultados
% - " "
RAZAS ANIMALES Positivos ~ Positivo  Positivo
TOTAL . : . .
altos intermedio bajo Negativo
(++++) (+++) (++)
MESTIZA 55 37,93% 3,45% 1,38% 0,69% 32,41%
BRAHMAN
13 08,97% 0,69% 0,69% 0% 7,59%
MESTIZA
PARDO SUIZO 40 27,59% 1,38% 0,69% 0% 25,52%
GYR 9 06,21% 0% 0% 0,69% 5,52%
HOLSTEIN
28 19,31% 2,07% 0,69% 0,69% 15,86%
MESTIZA
TOTAL 145 100,00%  7,59% 3,45% 2,07%  86,90%

Fuente: Autor
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Gréfico 6. Representacion de animales muestreados de acuerdo con laraza delos
animales

Fuente: Autor

Los animales presente en la investigacion son de raza Mestizo por los diferentes cruces
para mejorar el ganado, Brahman, Pardo suizo, Holstein mestiza 'y Gyr, las cuales por su
porcentgje son propensas a infectarse con el virus ya que existe un porcentaje elevado

en especial cuando existe un macho infectado y trasmite el virus através del semen.

Lavanda, 2015 nos indicas que las razas Holstein y Pardo suizo con sus respectivos
mestizos son las que en mayor nimero se encuentran en las ganaderias lecheras y la
mayoria de ellas han pasado por cruces con €l fin de mejorar su genéticay por ende la
produccion de leche en la granja, para ello se pudieron haber ingresado animales de
otros sitios con el fin de realizar esta actividad sabiendo que el 70% o mas de bovinos
infectados con el vDVB desarrollan la enfermedad subclinica pero eliminan virus por
sus secreciones, por lo que un bovino infectado subclinicamente puede ser transportado
de un lugar a otro y como es el caso de algunas ganaderias que no vacunan para la
enfermedad de diarrea viral bovina estos animales pueden ser contagiados (51).
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5. CONCLUSIONES

La presente investigacion concluye que los animales que son considerados positivos
dentro de la investigacion son de un total de 16 animales con un porcentaje de 11,04%
positivos, mientras que los animales considerados negativos son 129 animales con un
porcentaje del 88,97% negativos. Ademas a considerar la variable sexo las hembras
presentan un porcentgje del 11,07% en comparacién con los machos del 0%, pero esto

se debe a que no existe unaigualdad entre la cantidad de machos y hembras.

Pero s podemos decir que dentro de nuestra investigacion la edad de referencia de los
animales més susceptibles a la enfermedad son los que varian de 1,5 — 5. ,4 con un
porcentgje total de positivos del 5,52% y negativos 65,52%

A través de la técnica de ELISA (Enzyme Linked |mmunosorbent Assay) reconocemos
gue es una de las técnicas mas adecuada para realizar estudios epidemiologicos gracias

alafacilidad, sensibilidad y especificidad que presenta para detectar los anticuerpos.

La distribucion geogréfica de la diarrea viral bovina presenta una amplia distribucion y
es uno de los factores de riesgo frente a la movilizacion de animales entre ganaderias,
ademas por la compra y venta de animales sin registros sanitario demostrando que €l

virus circula entre los animales inmunosuprimidos sin presentar sintomatologia
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con este tipo de diagnostico de enfermedades de gran
importancia como es la diarrea viral bovina, tomando en consideracion un

mayor nimero de muestray tratar de realizarlo a un nivel total de la provincia.

Latécnicade ELISA esunatécnicade altasensibilidad y unaespecificidad y se
la puede tomar como referencia para el diagnéstico del virus de la diarrea viral,
ademés para no obtener valores subjetivos se recomienda la utilizacion de un
lector de placade ELISA

Se recomienda realizar un mapeo del lugar de investigacion y recolectar un

nimero mayor de muestras

Ademés se recomienda trabajar con animales que presente sintomatologia que

nos puedan indicar le presencia de la enfermedad

Fomentar la correcta utilizacion de vacunas para Diarrea Viral Bovina en los
hatos ganaderos del Cantén Santa Rosa con la finalidad de que los ganaderos

tengan conocimiento y tomen las medidas preventivas para su ganado

La estrategia que se propone es la gestion de la bioseguridad como base
primordial. Debido a que se debe prestar especial atencion a las entradas de
nuevos animales, ya que es la principal via de acceso del virus, y se lo hace con
el propésito de prevenir la introducciéon de animales Pl y asi redlizar control

adecuado de los parametros zootécnicos y sanitarios dentro de un hato ganadero.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Materiales paratoma de muestra

Anexo 2 - 3. Toma de muestra ganaderia Nicvanna

67



Anexo 6 - 7. Toma de muestra Ganaderia Las Lomas
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Anexo 8 - 9. Animales de laganderia Las Lomas

Anexo 12 - 13. Animales de la ganaderia Karfel
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Anexo 14 - 15. Reactivo de la prueba de elisa. Controles positivo y negativo

Anexo 16 - 17. Placas tapizadas de antigeno. Pipetay puntas azulesy amarillas

Anexo 18. Muestras de los animales en tubos tapa roja
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Anexo 19 - 20. Centrifugacion de las muestras 3000 rpm/10min

Anexo 21 - 22. Separacion del plasma sanguineo en otro tubo
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Anexo 23 - 24. Dilucion de las muestras con € diluyente (Vial 1)

Anexo 25 - 26. Incubacion de las muestras a 37°C/ 60 min

Anexo 27. Pocillos con las muestras incubandose
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Anexo 28 - 29. Colocacién de la solucidn de conjugado (vial 2) en los pocillos

Anexo 30. Placa con la solucion de sustrato (Vial 3)

Anexo 31 - 32. Enjuage de los pocillos de las placas
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Anexo 33. Secado de la placa con golpecitos en papel absorbente

Anexo 34. Colocacién de la solucion de paro (vial 4)
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Anexo 35. Control P/N + Muestras 1-6 Ganaderia Nicvanna

Anexo 36. Control PN + Muestras 7-14 Ganaderia Nicvanna

Anexo 37. Muestras Ddl 15-22 Ganaderia Nicvanna
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Anexo 38. Muestras 23-28 Nicvanna

Anexo 39. Muestras 1-8 Ganaderia Las Lomas

Anexo 40. Control PIN + Muestras 9-14 Ganaderia Las Lomas
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Anexo 41. Muestras 15-22 Ganaderia Las Lomas

Anexo 42. Muestras 23-30 Ganaderia Las Lomas

Anexo 43. Muestras 31-38 Ganaderia Las Lomas
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Anexo 44. Muestras 39-46 Ganaderia Las Lomas

Anexo 45. Muestras 47-54 Ganaderia Las Lomas

Anexo 46. Control P/N + Muestras 55-59 GanaderiaLas Lomas - 1 muestras G. Karfel
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Anexo 47. Muestras 2-9 Ganaderia Karfel

Anexo 48. Muestras 10-17 Ganaderia Karfel

Anexo 49. Control+ Muestras 18-22 +blanco Ganaderia Karfel
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Anexo 50. Muestras 23-30 Ganaderia Karfel

Anexo 51. Muestras 31-38 Ganaderia Karfel

Anexo 52. Muestras 39-46 Ganaderia Karfel
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Anexo 53. Control P/N + Muestras 47-52 Ganaderia Karfel

Anexo 54. Muestras 53-58 Ganaderia Karfel+2 blanco
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Anexo 55. Registro de animales muestreados en el Cantén Santa Rosa

N° |GANADERIA| ANIMALES ~|VACUNACION [EDAD| SEXO | RAza | ATIMALES
1 e | veaivse | 2 R U leemve
2 PINTADAL1 el Bl L e e
3 S0BNEGRA | vacUNADO | © |HEMBRA|.o orryy [HEHENS
4 MIA vaee | B FEERY BES | eewme
5 omrEeae | vaeivoe | @ |FRERE TES |ssvve
6 BLANCA veaiase | 6 |FEERA TN e
7 s | veeivse | @ [BEERR VEE A eerve
8 A e I e [ —
9 153 VACSI(\IDADO g |lnlSlEia Bl\lnqésHTl\lﬂzAAN NEGATIVO

VACONA

PINTADA NO 2 |HEMBRA| PARDO
10 AMARILLA | VACUNADO SUIZO |NEGATIVO
11 S| veees | S | HEERR we e veesve
] e | e | el | TR | wersrsn| esve
13 LA DURA weivee | 9 s RS |veave
14 AEELAES | vasinase | © |FEYERA| wo s | vemive
15 BARBY 1 el | 2 s NS |veesve
16 PANDA vacunapo | 4 |HEMBRA| NUR | EcaTivo
17 corememn | veeios | B |FEER TS e
18 e | v | ® |FEER| TES |vassmve

NEGRA GRANDE NO s |nEvera | BRAHMAN [POSITIVO

19 433 VACUNADO MESTIZA |MEDIO
20 ez | vasiwse | 4 FEIERA| weare nssamve
21 ronn | wenme | 8 |EER RN | imee
22 EERAGRABE | wacue | B | FEVERA) ek -
23 s | veeiee | B |FEIERAHESY eave
24 cenpamn | veevse | @ MR e -
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NO PARDO
25 CHIQUITIN VACUNADO | S [|HEMBRAT 'g75 |NEGATIVO
NO
26 CACHOFINO | vacunapo | 4 |HEMBRA| .o stEIN |NEGATIVO
NO PARDO | POSITIVO
27 BARBY 2 VACUNADO | ° [HEMBRAT '¢75 |mEDIO
PINTADA-
BLANCA- NO 5 |HEMBRA
28 PATILLA VACUNADO HOLSTEIN
COLORADA BRAHMAN
1 GRANDE 894 | VACUNADAS | 12 |[HEMBRAI"Vroriza INEGATIVO
2 ROJA 1224 VACUNADAS | 5 |HEMBRA | MESTIZA |NEGATIVO
3 548 DIANA VACUNADAS | 12 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
BRAHMAN
4 COLORADA 1219 | VACUNADAS | ° |HEMBRAI VESTIZA |NEGATIVO
BRAHMAN
5 1406 VACUNADAS | 2 |HEMBRAI"Veoriza INEGATIVO
6 1079 VACUNADAS | 8 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
7 AMARILLA | VACUNADAS | 3 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
NEGRA PUNTO
8 EN LA FRENTE6 | VACUNADAS | 2 |HEMBRAL \bariza |NEGATIVO
9 ANTONIA VACUNADAS | 5 |HEMBRA | MESTIZA |NEGATIVO
10 139 VACUNADAS | 51 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
11 SONIA 91 VACUNADAS | 49 |HEMBRA| GYR |NEGATIVO
12 DOMENICA | VACUNADAS | 41 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
13 PALOMILLA 135 | VACUNADAS | 54 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
NEGRA DOS
14 AGUJEROS/OREJA | VACUNADAS | 32 |HEMBRAT vieoriza INEGATIVO
PARDO
15| LASLOMAS 143 VACUNADAS | 32 |HEMBRAT "oj75  |NEGATIVO
PARDO
16 LUISA C63 VACUNADAS | 39 |HEMBRAT o765 |NEGATIVO
PARDO
17 LUKITA109 | VACUNADAS | 42 |HEMBRAT 'o)75 |NEGATIVO
18 133 VACUNADAS | 54 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
PARDO
19 PARDA C73 | VACUNADAs | 21 |HEMBRAT o756 |NEGATIVO
20 BURRA 284 | VACUNADAS | 61 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
21 VACONA 1248 | VACUNADAS | 1,4 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
CELENA GUAYAS
22 02 VACUNADAS | 71 |HEMBRA vieoriza INEGATIVO
23 c3 VACUNADAS | 7,6 |HEMBRA| GYR |NEGATIVO
24 HIJA ROMERO 91 | VACUNADAS | 3,7 |HEMBRA| GYR |NEGATIVO
25 ARIANNA VACUNADAS | 49 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
NO
26 MISTERIOSA | VACUNADO | 1° |[HEMBRA vieoriza INEGATIVO
27 ATILIO VACUNADAS | 18 |MACHO | GYR |NEGATIVO
28 303 VACUNADAS | 13 |HEMBRA| GYR |NEGATIVO
PARDO
29 PALOMILLA | vAcUNADAs | 41 |HEMBRAL o765  |NEGATIVO
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30 L IDERESA VACUNADAS | 5 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
PARDO
31 COLORADA 1387 | VACcUNADAS | 2 |HEMBRAT "o575  |NEGATIVO
AMARILLA CARA
32 BLANCA 1398 | VACUNADAS | 2 |HEMBRAT vieemiza |NEGATIVO
NEGRA CARA
33 BLANCA 1369 | VACUNADAS | 2 |HEMBRAT \ireriza [NEGATIVO
3 |HEMBRA| PARDO
34 ROSALIA 1351 | VACUNADAS SUIZO | NEGATIVO
COLORADA
35 AMARILLA 1140 | VACUNADAs | 2 |HEMBRAT \irariza [NEGATIVO
36 ROJA 1383 VACUNADAS | 2 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
37 COLORADA | VACUNADAS | 3 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
38 NEGRA 21 VACUNADAS | 6 |HEMBRA | HOLSTEIN | NEGATIVO
39 VACONA VACUNADAS | 09 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
BRAHMAN
40 AMARILLA 1304 | VACUNADAS | & |HEMBRA I "Vieomiza |NEGATIVO
VACONA BRAHMAN
41 AMARILLA | VACUNADAS | 2 [HEMBRA| virariza |NEGATIVO
AMARILLA
CABEZA BLANCA 5 |HEMBRA |BRAHMAN
42 66 VACUNADAS MESTIZA |NEGATIVO
43 PINTADA 704 | VACUNADAS | 12 |HEMBRA | HOLSTEIN | NEGATIVO
a4 ENCERADA 1148 | VACUNADAS | 7 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
ENCERADA CON
45 BLANCO713 | VACUNADAS | 4 [HEMBRA| viesriza |NEGATIVO
2 |HEMBRA| PARDO
46 COLORADA 1376 | VACUNADAS SUIZO |NEGATIVO
NO
47 Col ROSALIA | vacunapo | &7 |HEMBRA| vieariza -
PARDO
48 OJONA 1000 | VACUNADAS | 21 |HEMBRAT 'oj76  |NEGATIVO
49 YOLANDA 51 | VACUNADAS | 7.7 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
PARDO
50 MANUELA 73 | VACUNADAs | 411 [HEMBRAT 'q-5  |NEGATIVO
NO
51 315 vacunapo | 01 [HEMBRAT i p -
52 CHAVELA VACUNADAS | 86 |HEMBRA| GYR |NEGATIVO
53 RAMONA VACUNADAS | 58 |HEMBRA| MESTIZA |NEGATIVO
PUNTO BLANCO
54 39 VACUNADAS | 48 |HEMBRAT  ~yp  INEGATIVO
PARDO
55 1202 VACUNADAS | #4 |HEMBRAT "oj75  |NEGATIVO
56 1 VACUNADAS | 3 |HEMBRA | HOLSTEIN |NEGATIVO
57 124 VACUNADAS | 3 |HEMBRA | HOLSTEIN |NEGATIVO
PARDO
58 603 VACUNADAS | 12 |HEMBRA o765  |NEGATIVO
59 TORETE G VACUNADAS | 2 |MACHO | GYR |NEGATIVO
NO PARDO
1| KARFEL 1242 VACUNADO | ° [|HEMBRAT ‘975 |NEGATIVO
2 VACONA NO 2 |HEMBRA | MESTIZA |NEGATIVO

84



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

AMARILLA | VACUNADO
e | aiee | 8 FEER v s e
1053 veanese | 8RR woisie vzens
1348 e | 8 e TS |isens
755 anese | B |EER SRS e
1149 vease | 7 IR e lenis
1287 VACSISADO 4 |HEMBRAT \iEsTiZA |NEGATIVO
1135 vase | 7 RS BEE |isens
NEGRA T A L T
1272 veaaes | 8 FEIERA o yzeme
1027 VACSISADO 9 |HEMBRA| \iEsTiZA |NEGATIVO
1268 T s T
pmis | vaeiee | ¢ SR s |ese
1180 veelvee | O |FETERR| s |esawe
. yeelee | 95 A2 e |meae
103 weelvee | 0 |FERR s |eeawe
1107 weipee | ¢ A=) GES |issawe
1220 veelvee | B PR s |meawe
1271 veeiee | 8 |FEERR| s |sene
1083 waeme | @ || RS |izeune
1221 veainems | B |FEIERA | wosrs zesve
B25NARANIA | yxcinapo | 6 |HEMBRA| \iecrin |nesaTivo
— wanese | © |E9ER| TES |izenve

104 waness | 2 |FEERA o hzene
LIMARILIN | \acunapo | 3 |HEMBRA| \ecrn |NEcATIVO
G VACUNADO | 5 |HEMBRA| oo, [SEHE
- vacunapo | 4 |HEMBRA| L0 | Eeativo
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29

30

NO

31

32

33

35

36

37

38

39

40

41

42

43

45

46

47

48

49

50

51

52

53

55

elles VACUNADO | & |HEMBRA HOLSTEIN‘NEGATIVO ‘
155 MANCHITA | 2 ciapo | 4 |HEMBRA| o oo | NEGATIVO
9164PICUDA | \ncunapo | & |HEMBRA| 000
124 VACUNADO | 46 |HEMBRA| ooy
e vacUNapo | 4 [HEMERA| oo, [SEIE
- T L e N
GATEADA veaass | 8 IR s lvzens
e e e I
s | wectinee | 8 HEER yission e
e | weaivse | 2 FEER S e
1083 VACSI(\IDADO 8 |HEMBRA| \iEsTiZA |NEGATIVO
1201 veelvee | B PR weiersi eeawe
015 vacUNABO | 7 |HEMBRA| LIPS
120GACHA | \acinapo | 4 |HEMBRA| ‘BI70 | NecaTivo
232 MARAVILLA | acliapo | 5 |HEMBRA| Lo oo [necaTivo
e VACUNADD | 4 |HEMBRA|Lo o
= VACUNADO | 4 |HEMBRA| yecr
Rl vealnems | 2 |FHEUERA | e [hzeaive
— veaineme | 2 |FEIERA| e [yzenive
15BLANCA | acunapo | 45 |HEMBRA| ‘G305 | ecaTivo
— wanese | 2 RS GRS |izewive
% VACUNADO | 8 |HEMBRA| \ecr s -
—a veaineme | 4 |HEIERA o nzenve
e VACUNADO | 45 |HEMBRA| \ecry
85PARDA | \xcUmapo | 8 |HEMBRA|
1ESIOIA vacunADo | 4 |HEMBRA| \ecrn |nEcaTIVO
- vacunapo | 4 |HEMBRA| IO | Eeaivo
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56

57

58

NO PARDO

113 VACUNADO | 36 |HEMBRA| "g-5
NO

36 VACUNADO | 10 [HEMBRAT & srEIN
NO PARDO

116 vAcUNADO | 4 |HEMBRA} 70

NEGATIVO

NEGATIVO
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