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1. INTRODUCCIÓN

En 1946 Olafsonet al., describieronuna enfermedaddel ganadovacunoque se
asemejabaa la pestebovinaperoconun cursomásleve. Se tratabade un procesoentérico
agudo caracterizadopor diarrea y lesiones erosivas en el tracto digestivo al que
denominaronDiarreaVírica Bovina. Los primerosestudiossobreel virus de la Diarrea
Vírica Bovina (VDVB) confirmaronque setratabade unnuevovirus diferenteal virus de
la pestebovinau otros virus (Olafsonet al., 1947). Siete añosdespuésse describiópor
primeravezla Enfermedadde las Mucosas(EM) comoun procesoentéricode presentación
esporádicapero con unamodalidadmuy elevada(Ramseyy Chivers, 1953). Duranteaños
se pensóque la DiarreaVírica Bovina (DVB) y la EM eran procesosdiferentes. Sin
embargo,en los primeros añosde la décadade los sesentase demostróque los virus
aisladosde estasdosenfermedadeseranantigénicamentesimilaresy que, por lo tanto, los
dosprocesosrepresentabandiferentesmanifestacionesclínicas de unamisma enfermedad
compleja.En estesentido, el Comité de Terminologíade la AsociaciónAmericanade
Veterinariospropusoen 1968denominarlaenfermedadDiarreaVirica Bovina-Enfermedad
de lasMucosas.Estadenominaciónseextendiórápidamenteenla literaturacientíficay fue
muy utilizadaduranteaños.Desdehaceunosaños,sin embargo,la tendenciageneralizada
esutilizarel términode DVB parareferirsea todaslas manifestacionesclínicasproducidas
porel VDVB. No obstante,convienerecordarque, como consideranmuchosautores,a la
luz de los conocimientosactualessobre las infeccionesproducidaspor el VDVB, la
denominación de DVB es poco afortunada y responde a un criterio histórico de
nomenclaturamásque aun criterio descriptivo,puestoque, en la actualidad,raramentese
producenbrotesagudosde diarreaasociadosalVDVB.

En los años60 seconocióla estrecharelaciónexistenteentreel VDVB y el virus de
la PestePorcinaClásica(VPPC) (Darbyshire,1960; Dinter, 1963). Una décadamástarde
seidentificó el virus de la Enfermedadde la Frontera,másconocidoporsunombreinglés
de Enfermedadde Border (VEB) (Plant et al., 1973), el cual es muy similar al VDVB
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(durantemuchosañoshubo una tendenciaa considerarque el VEB eraunavariantedel
VDVB). e.

Parallegar al conocimientoque hoy se tiene de las infeccionesproducidaspor el
VDVB seha recorridoun largo caminoen el que los progresosde las investigacioneshan
sido lentosperocontinuosy en el que ha sido decisivala participaciónde especialistasen
distintasáreascientíficas.Especialmentesignificativoshansido los avancesalcanzadosen
la última décadaen el conocimiento de la biología molecular del VDVB, de sus
mecanismosde patogenicidady de laepidemiologíade la infección.

1.1. ETIOLOGÍA

¡.1.1.Taxonomíadel VDVB

Los pestivirusse clasificaronen un primermomentocomo un grupoparticularde
virus no transmitidospor artrópodosdentrode la familia Togaviridae(Porterfield el al.,
1978; Horzinek, 1981). Sin embargo,estudiossobresu organizacióngenómicamostraron
profundasdiferenciascon otros miembrosde estafamilia (Collet el al., 1988a;Meyersel
al., 1989). Esto llevó al ComitéInternacionalde Taxonomíade los Virus a reclasificara
los pestivirusdentrode la familia Flaviviridae (tabla1.1) (Franckiel al., 1991; Murphy el
al., 1995). ti

e
Tabla1.1.Clasificacióntaxonómicade la familiaFlaviviridae. (Tomadode Murphy el al., 1995).

Géneros Especies

Flav1v¡rus Virus de la fiebre amarilla

Pestivirus
Virus de la diarreavirica bovina(VDVB)
Virus de la pesteporcinaclásica(VPPC)
Virus de la enfermedadde border(VEB)

Grupovirus hepatitisC Virus de la hepatitisC

La familiaFlaviviridae comprendetresgéneros:Flavivirus, Pestivirusy el grupode
virus de la hepatitisC. Sehacomprobadoquehay secuenciasde aminoácidosconservadas
en las proteínasno estructuralesde los virus que componenestafamilia (Collet el al.,
1989; Koonin y Dolja, 1993). Sin embargo,existen importantesdiferenciasentre estos
géneros.Un ejemplode estasdiferenciasesel rango de hospedadores.Así, los Flaviv¡rus
puedeninfectarun grannúmerode especiestantode mamíferoscomo de insectos,mientras
que los pestivirusy el grupode virus de la hepatitisC infectana un limitado espectrode
hospedadores.

2
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El género Pestivirus incluye el VDVB, el VPPC y el VEB, los cualesestán
estrechamenterelacionadosentre sí. La homologíaentreestosvirus da lugar a reacciones
serológicascruzadas,másintensasenel casode los anticuerpos(Acs) dirigidosfrentea las
proteínasno estructurales(Colletet al., 1989;Koonin y Dolja, 1993).

Aunqueen la denominaciónde estosvirus se incluye unaespecieanimal,éstano es
su único hospedadory así, los pestivirus del cerdo pueden infectar al vacuno y los
pestivirus de vacuno puedeninfectar al cerdo induciendo ambosrespuestasinmunes
cruzadas,lo cual puedeoriginarun problemacuandoambosvirus estánpresentesen una
mismazona.

1.1.2. Cultivo del virus y biotipos

El VDVB se replicabien en células bovinas,ovinas y caprinas,mientrasque la
replicaciónen célulasporcinasesmenoseficiente(Bolin et al., 1994).Estevirus escapaz
de crecertanto en cultivos primarioscomo en líneascelularesestablecidas.Los cultivos
celularesprimariosmásadecuadosparael crecimientode estevirus sonlos procedentesde
riñón, cometesnasalesy, sobretodo, testículosde origen bovino. Dentro de las líneas
celularesestablecidasseutilizan principalmentelas líneasBT (cometesnasalesbovinos),
MDBK (riñón bovino) y, menos frecuentemente,PK-15 (riñón porcino). Este virus
tambiénse ha adaptadoa creceren células de conejo. Las cepasadaptadasa células de
conejosoncapacesde infectara los conejos(el conejoesporel momentoel único animal
de laboratorioquesirve de hospedadorparael VDVB) (Femeliuset al., 1969).

Dentro del VDVB se diferencian dos biotipos según produzcano no efecto
citopático in vitro en cultivos celulares(Gillespieet al., 1960; Horzinek,1981; Liesset al.,
1993). La mayoría de las cepasde estevirus no inducencambiosmorfológicos en las
célulasinfectadas,o comomuchopequeñosefectoscitopáticos,y, porello, selas denomina
como cepasno citopáticas(NCP). EstascepasNCP se aislan del 90% del total de las
infeccionesproducidasporel VDVB (Dubovi, 1992).Las cepasque sí producenefecto
citopático en los cultivos celulares se denominancepas citopáticas (CP). El efecto
citopáticoproducidoporestascepasesbastantecaracterísticoy consisteen la formaciónde
áreasen las que las célulaspresentanun citoplasmavacuolizadoy granulosoo yaretraídoy
un núcleo intensamentepicnótico. Estas células mueren al cabo de 2 ó 3 días
postinoculación(Deregty Loewen,1995).

La diferenciaciónentrecepascitopáticasy no citopáticasno hacereferenciaa su
capacidadparaproducirenfermedadesen los animales(Deregty Loewen,1995).

Al parecerlas cepasCP surgenpor mutación de las cepasNCP (inserción de
material genético celular y/o duplicación o delección de genes víricos) (Deregt et al.,
1995). Por tanto, el biotipo NCPpodría considerarse como el biotipo normal presente en la
naturaleza. Una diferencia importante entre las cepas NCPy las CPconsiste en el hecho de
que las primerassoncapacesde establecerinfeccionespersistentescuandoseproduceuna
infeccióntranspíacentariadel feto duranteundeterminadoperíodode la gestaciónmientras
que las segundas no producen este tipo de infección (ver apartado de patogenia).

3
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Las cepasNCPdel VDVB hansido un contaminantehabitualde las líneascelulares
procedentesde bóvidos y tambiéndel suero fetal bovino que se utiliza en los cultivos
celulares(debidoaqueno producenalteracionesmorfológicasen los cultivos supresencia
pasadesapercibida).Estacontaminaciónpor cepasNCP puedeinterferir con la detección
del VDVB. Ademásdel propio virus esposibleque el suerofetal bovinocontengaAcs o
interferonfrenteal VDVB lo cual afectaa la deteccióntanto del VDVB comode los Ms
específicos(Rossiet al., 1980).

e:
Todavíano sehan diferenciadoserotiposdentro del VDVB aunquela diversidad

antigénicadentro de estevirus es muy amplia. Este hechotiene una gran transcendencia
e.prácticaya quepodríaexplicartanto los fallos vacunalescomola no detecciónde todoslos

animalesinfectadospor estevirus mediantedeterminadaspruebasdiagnósticas(Donatey
Mazzucchelli,1995).

1.1.3.Estructura“‘¡rica

e
El virión del VDVB constade unaenvolturaesféricade naturalezalipídica de 40-

60 mu de diámetro, la cual rodea a una nucleocápsideicosahédricade 25-37 ¡mi de
diámetro(Horzinek, 1981; Francki et al., 1991; Moenning y Plagemann,1992). En la e.
envolturasesitúandiversasglicoproteinas:gp48/EO, gp25/El y gp53/E2;mientrasque en
lanucleocápsideselocalizanel ARN y laproteínade la cápsidep14/C(Collet et al., 1989;
Collet, 1992). e

1.1.4.ARN vírico y genotipos

e

La informacióngenéticadel VDVB estácontenidaen una cadenasimple de ARN
de polaridadpositiva y un tamañoque oscilaentre 12,5 y 16,5 Kb (Collet et al., 1988a;

uMeyersa al., 1989; Meyersetal., 1991; Collet, 1992).EsteARN constade unaregiónno
traducidao no codificantesituadaenel extremo5’ (UTR 5’) de 360-385basesseguidopor
un largo fragmento de lectura abierta (ORF) de gran extensióncon una capacidad
codificante parauna únicapoliproteinade 3898-3988aminoácidos(Collet el al., 1988a;
Meyerset al., 1989; Moormannet al., 1990;Moenning,1992).A travésde procesosde co-
traduccióny post-traducciónsegeneranlas otras proteínasnecesariasparala maduración
del virión y debidoa un procesoproteolíticomediadoporproteasascelularesy proteasas
víricasseoriginanlasproteínas,tantoestructuralescomono estructurales,delvirus (Collet
et al., 1988b; Wiskercheny Collett, 1991). Las proteínascodificadaspor el ORF del —
VDVB estánrepresentadasen el mapagenómico de la figura 1 (Nettleton y Entrican,
199W

e
Las proteínasestructuralesestáncodificadasen el primer tercio del genomaen el

extremo5’, mientrasque las proteínasno estructurales,con la excepciónde la proteína
p20/Npro, soncodificadaspor los dos terciosrestantes(Collet a al., 1988b).El primer e
producto del ORF es la proteína no estructural p20/Npro, le siguen las proteínas
estructuralestanto de la cápside (p14/C) como de la envoltura (gp48!EO, gp25/El y
gp531E2)y, por último, estáncodificadaslas proteínasno estructuralesde las cualescabe
destacarla proteínap125/NS23.Unadiferenciaentrelas cepasCP y las NCP consisteen
que en las primerasla principal proteínano estructuralproducidaen las célulasinfectadas

4 e
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es la proteína p125/N523 mientras que en el caso de las cepas CP la proteína p125/NS23 es
escindida para liberar la proteína inmunodominante p80/NS3 y, en menor medida, la
proteínap54/N52,aunque la proteínapi25/N523 es también detectable.Por tanto, la
expresiónde la proteínap80/N53esun marcadorde las cepasCP (Nettletony Entrican,
1995).

Estudios de diferentes aislados del VDVBhan mostrado una notable conservación
de la secuenciadel ARN vírico (Donis, 1995). Sin embargo,esta conservaciónno es
uniforme a lo largo del genoma: los bloques más conservados se encuentran en la región
UTR 5’, mientrasque las secuenciasmenosconservadasson insercionesque contienen
información genética derivada de la célula hospedadora como es el caso de la secuencia
que codifica la proteína pí25i’N523 de algunos aislados CPdel VDVB.

Medianteestudiosgenéticossehandiferenciadodosgenotiposo linajes dentrodel
VDVB, los cuales se han denominado genotipo 1 y genotipo II (Pellerin el al., 1994;
Ridpath el al., 1994).Las diferenciasentrelos genomasde ambosgenotipossereflejanen
diferenciassignificativasen la glicoproteinade superficiegp53/E2(Pellerin el al., 1994;
Ridpath el al., 1994).El genotipo1 incluye a la mayoríade los aisladosde estevirus, los
cualesconstituyenlo que sepodríadenominarcomoaisladosclásicos.En el genotipoII se
incluyen diferentes aislados que producen dos cuadros clínicos asociados con el VDVBde
reciente descripción: síndrome hemorrágico y forma aguda grave. Hasta el momento todas
las cepasaisladasdel genotipoII pertenecenal biotipo NCPdel VDVB.

5
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1.1.5.Proteínas

El genoma del VDVB codificatantoproteínasestructuralescomo no estructurales.
Estas proteínas pueden denominarse bien por números que reflejan su peso molecular o
bienpor letrasque hacen referencia a su función o localización (tabla 1.2).

Dentrode estasproteínasdestacanlas siguientes:

1) p20¡Npro: proteasa N terminal. Es una proteína no estructural responsable de la
proteolisis vírica (Stark et al., 1993).

2) p14/C: proteína de la nucleocápside altamente conservada dentro de los

pestivirus.La función de esta proteína es empaquetar el ARNgenómico y proporcionar las
interaccionesnecesariasparala formaciónde la envolturadel virión. Es unaproteínaque
no inducela apariciónde Acs enlos animalesinfectados(Femeliusetal., 1969).

Tabla ¡.2. Características de las proteínas del VDVB.

Proteína Funcionesy/o localización

p20/Npro Proteasavírica (proteína no estructural).

p14/C Proteína de la nucleocápsidealtamenteconservada.

gp48/EO Proteína de la envoltura.

gp25/EI Proteína de la envoltura.

gp53/E2 Proteína de la envoltura que induce títulos elevadosde anticuerposneutralizantes. Al parecerinteractúa con un receptor de la célula hospedadora.

p125/NS23
Proteína no estructural que parece indispensableen la replicación del virus. Producida por
los aisladosNCP.

p54¡NS2 Proteína no estructural escasamenteconservada.

p80/NS3 Proteína no estructural marcadora de los aisladosCP. Es la proteína más altamenteconservadade los pestivirus.

3)gp48¡EO:esunaproteínade la envolturaqueinducetítulos altosde Acs pero con
una capacidad limitada de neutralización del virus (Xue el al., 1990; Boulanger el al.,
1991). Sin embargo,esta proteína podría intervenir en otros mecanismos de defensa
inmunitarioscomo sugiereel hechode que en una inmunización de cerdos con un virus
recombinante que contenía los genes que codifican las proteínas de la estructura del virión,

7
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con la excepción de los que codifican la proteína gpS3/E2, producía una protección de los
animales sin la aparición de Acs neutralizantes (Rúmenapf et al., 1991).

4) gp2S/EI:proteínade la envolturaque se encuentraunida covalentementea la
proteína gpS3/E2 por puentes disulfliro. Los sueros de los animales convalecientes no t

contienen niveles significativos de Acs frente a esta proteína (Donis y Dubovi, 1 987a).

5) gpS3/E2:esunaproteínade la envolturaque contieneuna región hipervariable
(Donis et al., 1987b; Bolin, 1988; Bolin y Ridpath, 1989; Bolin et al., 1991; Donis et al.,
1991)y tieneunagran importanciadadoqueesla responsablede la generaciónde los Acs
neutralizantes(Bolin et al., 1988; Donis et al., 1988; Magar et al., 1988). Por ello, esta
proteína tiene muchas posibilidades de ser utilizada como vacuna de subunidades (Paton et
al., 1996).Lasdiferenciasantigénicasen estaproteínaentrecepasde VDVB puedencausar
fallos vacunales.

6) pI25/NS23: esunaproteínano estructuraldel VDVB queparecejugarun papel
indispensableen la replicacióndel virus. Los bóvidos infectadospor cepasde campoasí
como los vacunadoscon cepasvivas desarrollanuna intensarespuestahumoral frentea
estaproteína.Sinembargo,los animalesvacunadoscon vacunasinactivadasno presentan a
Acs frentea estaproteínano estructural(Donis, 1995). Estaproteínaestámuy conservada
dentro de los pestivirus: Acs frente a esta proteína reaccionan con proteínas similares
presentesen el VPPC y en el VEB (Wensvoorty Terpstra,1988; Wensvoortet aL, 1989;
Patonetal., 1991a).

La proteínap125!N523representaríael equivalentede una proteínahomólogade
los flavivirus. Así, la proteínap125/N523pareceabarcarunaregión que en los flavivirus
contienedos proteínas:N52 y NS3. Sin embargo,las cepasCP del VDVB producen
p80/NS3 como un polipéptido diferenciado. La proteína p80/NS3 puede generarse en cepas
CP por escisiónproteolíticade la proteínapi25/N523 o por genesduplicadosen estas
cepas(ver apartadode patogenia).Esta proteínaha sido objeto de numerososestudios
debidoa que esuna proteína exclusiva de las cepas CP del VDVB. Al parecer, la proteína
p8O/N53 estádirecta o indirectamente implicada en el daño celular (Meyers et al., 1991).
Es posibleque la proteínap80¡NS3escinday luego destruyaproteínascelularescríticas a
mientrasquelaproteínap125/N523no puedahacerlo(Deregty Loewen,1995).

La proteína p54¡NS2 se producepor proteolisis de la proteína p125/NS23, se a
encuentraen algunos,perono en todos,de los aisladosCPdelVDVB, espocoinmunógena
y no induce Acs humoralesen ternerosinfectados(Donis y Dubovi, 1987b; Bolin y
Ridpath,1989). a

¡.1.6. Diferencias antigénicasentre los pestivirus

Mediante el uso de anticuerposmonoclonales(AcMos) y el estudio de las
secuenciasgenéticasse ha comprobadoque la actual diferenciaciónen especiesde los
pestivirusbasadaen los hospedadores es insatisfactoria. Además, hay que recordar que los
pestivirusno sonespecíficosde hospedador.

a
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Sin embargo,la neutralizaciónheterólogaentreespeciesde pestiviruspor AcMos
no se produceni siquieracuandohay unión heterólogapor AcMos frente a la proteína
gp53/E2.Esto sugierequela similitud antigénicaentreespeciesde pestivirusesdébil enel
casode la glicoproteinagp53/E2(Weilandet al., 1990;Patonet al., 1991a).

Basándoseen estudioscon AcMos y de secuenciasgenéticasrealizadossobreun
gran número de aislados de pestivirus algunos investigadoreshan propuesto una
subdivisión antigénicade los pestivirusen 4 grupos: VPPC, VDVB clásicos,VEB y
pestivirusatípicos(Edwardsy Paton,1995; Patonetal., 1995).El primersubgrupo,VPPC,
incluye a la mayoríade los pestivirusaisladosde cerdosy no incluye a ningún aisladode
rumiantes.El subgrupode VDVB clásico incluye principalmentevirus de origen bovino
aunquetambiénseincluyen algunosvirus aisladosde cerdosy ovejas.En el subgrupode
VEB se incluyen principalmenteaisladosde ovejas aunquetambién se han incluido
algunascepasaisladasde cerdos. El cuarto subtipo de pestivirus, pestivirus atípicos,
incluye aisladosrecientesde ovejas(Patonet al., 1994),cerdos(Wensvoortet al., 1989)y
bóvidos (Paton et al., 1995) y hastael momento no hay datos suficientes sobre la
distribución de una especie hospedadorapara asignarle un nombre basado en el
hospedador.

En la tabla 1.3 se refleja la nuevanomenclaturapropuestapara el grupo de los
pestivirusquefue consensuadaen el tercer“EuropeanSocietyfor VeterinaryVirology
(ESVV) Symposiumon PestivirusInfections” (Becheretal., 1996).

Tabla 1.3. Propuestade una nueva nomenclaturade los pestivirus. (Tomadode Becheret al.,
1996).

Pestivírustipo 1 VOVB tipo 1

Pestivirustipo 2 VPPC

Pestivirustipo 3 VerdaderosVER

Pestivirus tipo 4 VDVB tipo II

Dentro de los pestivirusque seaislande bóvidosseencuentranprincipalmentelos
aislados clásicos dcl VDVB. Sin embargo, los aisladosdel genotipo II del VDVB
estudiadoshastala fechaseincluyendentrode los denominadospestivirusatípicos.

Dentro de los pestivirusque seaislande ovejaspodemosdiferenciartres grupos:
VDVB clásicos,VEB y pestivirus atípicos. Dentro del primer grupo se encuentranlas
cepasclásicasdel VDVB (en algunospaísesel VDVB es actualmenteel pestivirusmás
prevalenteen las ovejas).Además,medianteel uso de análisisgenéticossehacomprobado
queciertosaisladosdel VEB estánmásrelacionadoscon algunascepasdel VDVB que con
la mayoríade las cepasde referenciadel VEB (Edwardsy Paton,1995;Patonet al., 1995).
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En el grupo del VEB se incluyen la mayoría de las cepas de referencia del VEB (Paton et
al., 1995).

En vacunosehaobservadola apariciónde nuevasvariantesdel VDVB (McClurkin
et al., 1985; Moenning et al., 1987) que son escasamenteneutralizadaspor antisueros t

producidos frente a las cepas de referencia del VDVB. Se ha sugerido que la presión
inmune debida al amplio uso de vacunas ha favorecido la aparición de estos nuevos
aislados. Además, las cepas del biotipo II del VDVB también son pobremente U

neutralizadas por los Acs inducidos por las vacunas elaboradas con cepas de VDVB
clásicas(Deregty Loewen,1995).Todo ello implica quelas vacunasbasadasen unaúnica
cepade viruspuedenno sereficaces. a

Por lo tanto, el criterio actual de denominar las enfermedades producidas por los
pestivirus es claramente inconsistente y sería recomendable denominar todas las
enfermedadescausadasporvirus distintosdel VPPC con el nombregenéricode pestivirus
de rumiantes,el cual sólo seríasubdividido cuandolas cepasdel virus causantehubieran
sido caracterizadas comoVDVBclásicos, VEB o pestivirus atípicos.

1.1.7. Utilidad de los anticuerpos monoclonales en el estudio del VDVB y de otros U

pestivirus

Como ya seha mencionado,el usode AcMos hapermitido,junto con estudiosde
ácidosnucleicos, realizar una nueva clasificación de los pestivirus. Además,diversos
gruposinvestigadoreshan obtenidoAcMos que reconocentodos los pestivirusdadoque
detectanepitoposaltamenteconservadosdentro de estegrupode virus (Cay el al., 1989;
Edwardsel aL, 1991; Moenning el aL, 1987). La mayoría,por no decir todos, de esos
AcMos estándirigidos frente a la proteínap80/l25 y tienen una gran utilidad en las
pruebasde diagnóstico.

Algunos investigadoreshan descritola obtenciónde AcMos que reconociande
forma exclusivatodos los aisladosdel VDVB (Cay el aL, 1989; McHugh et aL, 1988;
Moenninget aL, 1987).Sin embargo,en esostrabajosel númerodeaisladosestudiadosno
fue muy elevadoy en otros estudiosen los que sí sehan incluido un elevadonúmerode a
aisladosde pestivirusno seha encontradoningúnAcMo que reconozcatodos los aislados
del VDVB de formaexclusiva(Bolin el al., 1988; Corapi el aL, 1990; Deregt el aL, 1994;
Edwardsel aL, 1988; Paton el aL, 1991a;Xueel al., 1990). Estosedebea quelos aislados
del VDVB muestran una elevada variabilidad, superior a la que presentan los aislados del
VPPC (frente a los cuales sí se han podido obtenerAcMos que reconocentodos los
aisladosde forma exclusiva-Edwardsy Sands,1990; Edwardset aL, 1991; Wensvoortet
aL, 1989-). A pesarde ello, medianteel uso de panelesde AcMos sepuedencaracterizar
los distintostiposdepestivirusaisladosde rumiantes.Por tanto, unaprimeraaplicaciónde mi
los AcMos enel estudiode los pestiviruses la identificacióny clasificaciónde los mismos.

Como se acaba de comentar, se ha comprobado la existencia de una elevada
diversidadantigénicaentreaisladosdel VDVB. Por tanto, diversosautoreshanpropuesto
crear gruposdentro del VDVB basándoseen las diferencias antigénicasentre aislados
identificadosmedianteel uso de AcMos (Bolin el al., 1988; Corapi el al., 1990; Deregt el e
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aL, 1994; Edwardset aL, 1988; Paton et al., 1991a; Xue et aL, 1990). Sin embargo,
ninguna de estas clasificacioneshan prosperadodada que no parecen tener una
aplicabilidad universal. A pesar de ello, es importante la caracterizaciónantigénica
mediante AcMos de los aislados del VDVB para la realización de estudios
epidemiológicos.

Otro de los camposde interésde los AcMos en el conocimientode los pestivirusha
sido en los estudiosde neutralizacióndel VDVB. En estostrabajossehacomprobadoque
la principalproteínaimplicadaen la neutralizacióndel virus esla glicoproteinagp53 y que
estaproteínapresentaunagranvariabilidadentrediferentesaisladosdel VDVB (Bolin et
aL, 1988; Corapiet al., 1990;Xue et al., 1990).Porello, el estudiomedianteAcMos de la
variabilidaddeestaglicoproteinaesfundamentalparaconocerlaeficaciade las vacunas.

1.2. PATOGENIA

Las diferentespatologíasasociadasconelVDVB tienenunapatogeniacomplejay,
enalgunoscasos,todavíano bienconocida.La respuestade los animalesa la infección,y
el que éstade o no lugar a un cuadroclínico, dependede múltiples factoresinteractivos.
Entrelos factoresligadosal hospedadorpuedendestacarselos siguientes:(a) queel animal
seainmunocompetenteo inmunotoleranteal VDVB, (b) el estadoinmunitario del animal
frenteal VDVB (esdecir,que el animalseasensiblealVDVB o estéinmunizadopasiva-a
travésdel calostromaterno-o activamente-por infecciónpreviao vacunación-),(c) que el
animal estéo no gestanteen el momentode la infeccióny, si lo está,el momentode la
gestaciónen queseencuentra,(d) que sedesarrolleno no otras infeccionesintercurrentesy
(e) el nivel de estrésambientala que estásometidoel animal (Baker, 1995).Asimismo, y
dadalaheterogeneidadgenéticay antigénicaexistenteentrelos aisladosdel VDVB, lacepa
de virus infectantepuedejugar un papelen las diferenciasque seobservanen la respuesta
clínica a la infección. De hecho,sehan descritodiferenciasen la virulencia de distintos
aisladosNCP del VDVB. Paraunamejorcomprensiónde lapatogeniade la infeccióncon
el VDVB, hemosestructuradoesteapartadoen tres subapartados:la infecciónaguda,la
infecciónintrauterinay la EM.

¡.2.1.Infecciónaguda

Las infeccionesagudasestáncausadasfundamentalmentepor el biotipo NCP del
VDVB, queesel biotipo predominanteenla naturaleza. Generalmenteseconsideraque
la mayoríade las infeccionespostnatalesagudasson inaparenteso cursancon un cuadro
clínico leve. Un examenminucioso de los animalesque sufren la infección subclínica
puedeponerde manifiestounaelevaciónde la temperaturacorporaly leucopeniadurante
aproximadamentelos días3 a 7 postinfección.

La visión de que la infecciónagudaenanimalesinmunocompetenteses inaparente
o leveestásiendo,de algunamanera,cuestionadaen los últimos años,pues,porunaparte,
en 1989 se describióun síndromehemorrágicoasociadoa la infecciónagudacon cepas
NCP del VDVB (Rebhunel al., 1989)y, porotra, sehan descritorecientementeformas
clínicas agudasgravesde la infección en varios paísesque recuerdana la EM (Baker,
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1995).Las cepas aisladas hasta la fecha de ambos procesospertenecenal genotipo II. La
descripción de estos procesos contradice la creencia anterior de que la EMera el único
mecanismo patogénico que daba lugar a una enfermedad grave o fatal (Donis, 1995). La
futura identificaciónde marcadoresde virulenciaen las estirpesdel genotipoII causantes
del síndromehemorrágicoy de la formaagudagraveseráde granayudaparaesclarecerla
patogeniade estosprocesos,queporel momentosedesconoce.

Lapatogeniade la infecciónagudaclásicano se conoceconprecisión.Es probable U

quela vía de entradadel virus y la infeccióninicial tengalugaren la mucosaoronasal.Tras
la infecciónparecequeel virus sereplicaríaenel tractorespiratoriosuperiory en el tejido
linfoide produciéndose posteriormente una diseminación sistémica. El virus se aísla de
escobillonesnasalesduranteunospocosdíaspostinfección(dpi), pero con un título bajo.
La diseminaciónsistémicade la infecciónpuedeproducirsecomo virus libre en el sueroo
como virus asociadoa célulassanguíneasde la serieblanca.Los linfocitos y monocitosse
consideranespecialmentesensiblesal VDVB. Durantela leucopeniaque se producetrasla
infección hay una disminucióntransitoriatanto de los linfocitos B como de los T, pero a a
los 11-17dpi seproduceunarecuperacióntotal.

El VDVB puedeinfectarel tejido ováricoy testiculary puedeaislarsedel semende a
toros persistentementeinfectados(P¡) y con infección aguda.Los toros Pl excretanel
VDVB continuamentey en gran cantidaden el semen,mientrasque en los que sufrenla
infección aguda la eliminación es transitoria y en menor cantidad, pero esta eliminación se
prolongamásallá delperíodovirémico comoconsecuenciade la replicaciónlocal del virus
en las vesículasseminalesy en la próstata(Kirkland et al., 1991).En el semenel virus se
encuentraen el plasmaseminalo en los linfocitos (Afshary Faglesonie,1990)y no seha
demostradosupresenciadentrode los espermatozoides(Revelíset al., 1988).

a
La infecciónagudada lugar a una respuestainmune tanto de basehumoral como

celularde largaduración,que en la prácticaseconsiderade porvida. Laexistenciade Acs
neutralizantes en los animales se considera el indicio más significativo de una respuesta a
inmune efectiva(Potgieter,1995). La mayoría de los Acs neutralizantesinducidospor la
infecciónestándirigidos contraepítoposde la proteínagp53/E2,que puedenvariar entre
cepas. Los Acs neutralizantes generalmente aparecen en el suero de 2 a 4 semanas después
de la infección y probablemente persisten de por vida. Parece que es necesaria la presencia
del virus vivo paraque seinduzcaunarespuestainmune de basecelular, y éstapuedeser
un mecanismoinmune importanteparacontrolarla infecciónprimariacon el VDVB. Tras m
el desarrollode la respuestainmunees probableque existauna protecciónde por vida
frentea los procesosclínicos causadospor el VDVB, pero estosindividuos puedenser
sensiblesareinfeccionesperiódicas(Baker,1990). U

A pesar de que la mayor parte de las infecciones agudas son inaparentes o dan un
cuadroclínico leve,esevidente,desdelos primerosestudios,que el VDVB puedeproducir U

enfermedad. Cuando, como consecuencia de la infección aguda, se producen
manifestacionesclínicas el procesosueledenominarseDVB. Se desconoceporqué, en u
algunas circunstancias,se produce enfermedad. Es posible que ello sea debido a
variacionesentrecepasde campo,esdecir que existandiferenciasde patogenicidadentre

e
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cepas.Además,todavíano estáclaro si existeno no diferenciasde cepascon respectoal
tropismopordiferentesórganoscomo,porejemplo,el pulmón(Bielefeldt-Ohmann,1995).

Una complicación tanto de la infección aguda como de la infección persistente son
las infecciones mixtas con otros patógenos.La basepara la patogenia de las infecciones
mixtas parece ser la inmunosupresión a que puede dar lugar el virus.

La infección con el VDVBpuede producir inmunosupresión tanto en los animales
seronegativos inmunocompetentes como en los animales PI. Distintos datos clínicos así
como resultadoslaboratorialesy de infeccionesexperimentalessugierenque muchas
infeccionesposínatalesprimariascon el VDVB, seano no subclínicas,dan lugar en los
animales a una inmunosupresión transitoria. En el caso de los animales PI, al menos una
proporción de ellos, presentan una respuesta inmune permanentemente alterada (Potgieter,
1995).

Dado que el VDVBtiene afinidad por células inmunocompetentes (los linfocitos y
los monocitos son importantes células diana para la replicación del virus), una
consecuenciade la infección es la destrucción de alguna de estas células. Otra
consecuenciade la infección es el deterioro funcional de células supervivientes,lo que
puede ser otra causa, incluso más importante que la destrucción de células, de la
inmunosupresión resultante (Potgieter, 1995).

La inmunosupresión inducida por la infecciónagudaesdiferentede la producida
por la infección persistente.La provocadapor la infección agudase asocia, al menos
parcialmente,con la leucopeniatransitoria:hay una disminucióndel númeroabsolutode
linfocitos T y B así comodel porcentajede algunossubtiposde linfocitos T (disminuyen
los subtipos BoCD4~ -colaboradores- y BoCD8~ -citotóxicos/supresores-)pero no se
alteran los porcentajesde las célulasno-T no-B -nulas- ni de los monocitos. En los
animales PI, sin embargo, no hay una disminución del número absoluto de linfocitos,
aunque pueden presentar una proporción menor de linfocitos B circulantes. Además,
estudios realizados in v¡tro sobre distintas funciones/disfunciones de células
inmunocompetentes procedentes de terneros con infección aguda y de terneros PI han
demostrado que existen diferencias importantes en distintos aspectos (Potgieter, 1995).

La inmunosupresión aumenta la sensibilidad de los animales a otros patógenos y
puede favorecer o potenciarel desarrollode infeccionesconcomitantes,especialmente
cuandolos animalesestánsometidosafactoresestresantesambientaleso de manejo.

Los resultadosobtenidosenmultitud de estudiosde camposugierenque el VDVB
puede jugar un papel en la patogénesis de procesos de etiología multifactorial. Un buen
ejemplo de ello sería la presencia frecuente del VDVBen lesiones del tracto respiratorio de
terneros afectados por el síndrome respiratorio bovino (SRB), generalmente junto con
Pasteurella haemolytica tipo 1 y/o con el virus de la rinotraqueítisinfecciosabovina
(VRIB) {Potgieter, 1995).La posible participación del VDVBen infecciones sinérgicas con
frecuenciapasadesapercibidaporquepuedenno estarpresenteslas lesionestípicas de la
DVB/EM. El VDVBpuede ser un patógeno importante del sistema respiratorio de los
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bóvidos no porque ocasioneun enfermedadprimaria sino porque facilita o potencia
infeccionessecundarias. U

Además,en algunoscasoslas infeccionesintercurrentescon el VDVB parecen
potenciar la virulencia de otros patógenos o cambiar la naturaleza de la enfermedad
causadapor estospatógenosen los bóvidos. Así, por ejemplo, se ha descrito que la
infecciónsimultáneadel VDVB con el VRiIB dabalugar a un procesoclínico graveen el
que se produjeronlesionesen el tracto respiratorio,ocularesy digestivas(Greig el al.,
1981).

Además de las evidencias de campo, los resultados de diferentes estudios a
experimentalesapoyanla interacciónsinérgicadel VDVB con otros patógenos.Así, por
ejemplo,Potgieterel al. (1984a) comprobaron que la infección vía aerosol con el VRJB de —
ternerosinfectadosy no infectadospreviamentecon el VDVB dabalugar a unadifusión
muy diferentedel VRIB, pues,mientrasque en los ternerosno infectadoscon el VDVB la
difusióndel VRIB selimitabaal tracto respiratoriosuperiory, en menormedida,al tracto m
respiratorioinferior, en el casode los ternerosinfectadospreviamentecon el VDVB se
producíaunaampliadiseminacióndel VRIB. Segúnlos autoresla infección inicial con el
VDVB dañaríala capacidadde los ternerosparaeliminarel VRIB de los pulmonesy para a
contenerla infección localmente.Asimismo, los resultadosexperimentalesobtenidospor
Reggiardoy Kaeberle(1981) indicanque la infección de terneroscon el VDVB facilita la
diseminaciónde bacterias endógenasdando lugar a una bacteriemiatransitoria que U

coincidetemporalmentecon la leucopeniay con la/s disfunción/esde los linfocitos. Según
estosinvestigadoresel VDVB deprime los mecanismosde defensanormalespresentesen
la sangrecirculanteparaeliminarlas bacterias. U

1.2.2.Infección intrauterina
U

El VDVB raramente infecta el fetoen vacasseropositivas.Parece,por lo tanto, que
los Acs maternales son capaces de prevenir la infección transpíacentaria. Sin embargo, la
infección de animales gestantesseronegativosgeneralmenteda lugar a una infección
transpíacentariadel feto.

U
Las consecuencias de la infección fetal son complejas y dependen principalmente

del momentode la gestaciónen queseproducey, posiblemente,de las característicasde la
cepa vírica infectante (potencial patógeno, biotipo, rango de células diana), si bien los —
factoresligadosal virus no sehandefinidoclaramente.

Existe ciertaincertidumbresobrela patogeniade la infeccióndurantelos primeros a
30 díasde gestación.Se sabeque el virus sereplica librementeen la placentamaternay
queduranteesteperíododa lugar a unamenortasadeconcepcióny, consecuentemente,a

arepeticionesde celo. Sin embargo,tambiénexisteel punto de vista de que duranteeste
períodola infeccióntranspíacentariaseriamuy limitadaporqueel contactoentreel epitelio
materno y el trofoblasto fetal no es suficientemente íntimo hasta alrededor de los 30 días
cuando se desarrollan los cotiledones fetales.

a
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Los estados de gestación tempranos parecen ser muy sensibles a la infección con el
VDVB y con frecuencia se produce la muerte embrionaria o fetal. Así, un resultado
relativamente frecuente de la infección con el virus NCP durante los dos primeros
trimestresde la gestación(y especialmenteentre los días 50 a 100 de gestación)es la
muerte fetal con aborto o momificación del feto. La muerte fetal puede producirse
directamente por la invasión viral, pero el daño en el placentoma materno puede contribuir
ainterrumpirel suministrovascularde nutrientes.

Las consecuencias de la infección en los fetos que sobreviven a ella durante los dos
primeros trimestres de la gestación dependen, como se indicó antes, del momento del
desarrollo fetal (del estado de la organogénesis) y, en particular, del grado de desarrollo de
su sistema inmune. Aunque las lesiones en el feto causadaspor la infección hasta
aproximadamente el día 150 pueden presentar cierta variación individual, existe un modelo
más o menoscaracterísticosegúnel momento de la gestación en que se produce la
infección.

El feto bovino sehace inmunocompetentefrente a varios antígenos,es decir, es
capaz de reaccionar frente a ellos, de una manera gradual. Así, en general, alrededor del día
100 de gestacióncomienzala producciónde Acs específicosfrentea virus. En el casodel
VDVB, el feto bovino escapazde desarrollarunarespuestainmune frenteal virus a los
180 díasde gestación,y algunosfetos producenAcs frenteal virusentrelos días120 y 165
(Potgieter, 1995).

De ahí que una posible consecuencia de la infección del feto desde
aproximadamente los 30 días de gestación hasta los 100 a 120 sea el desarrollo de
inmunotolerancia. La fase precisa del desarrollo fetal durante la que debe producirse la
infecciónpara causarinmunotoleranciasedesconoce,pero espoco frecuentedespuésde
los 100 días,aunquetodavíapuedeocurrir a los 125 díasde gestación.Dadoque durante
dicho período el sistema inmune no está suficientemente desarrollado, el feto no reconoce
al virus como “extraño” y lo aceptacomo “propio”. Por lo tanto, si la gestaciónllega a
término, el ternero naceráPI con el virus y, consecuentementeal fenómeno de la
inmunotolerancia,careceráde Acs específicos frente a la cepa infectante. Estudios
experimentalesy de campohandemostradoque sólo las cepasde virus NCP, pero no las
CP, producenlapersistenciavírica.

La inmunotolerancia es altamente específica. Los animales P¡ pueden desarrollar
una respuestainmune frentea cepasdel VDVB antigénicamentedistintas a la que está
produciendo la infección persistente. Los Acs frente al VDVBdetectados en los animales
PI, dejando apane los adquiridos por los terneros a través del calostro materno, son
consecuenciade que los animales entran en contacto con una cepa del virus
antigénicamente diferente bien por exposición natural (superinfección) o por vacunación.
Los terneros PI que toman calostro podrán tener Acs frente al VDVBprocedentes de la
madre, y ello puede interferir el aislamiento del virus a partir de estos animales.

Algunos ternerosPI muestranun retrasoenel crecimientoal nacero pocotiempo
después y posteriormente tienen una tasa de crecimiento menor que los animales de su
edad.Sin embargo,otros ternerosPI tienenunaaparienciasanay crecennormalmente.
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Se ha comprobado que el VDVBestá ampliamente difundido en diferentes tejidos
de los animalesPIexistiendopocasvariacionesentreanimales,independientementede las
manifestaciones clínico-patológicas. Esta distribución es similar cualitativamentea la
encontrada en los casos de EM, pero difiere cuantitativamente, esto es, es mucho menor el
número de células infectadas y/o la intensidad de las reacciones inmunohistoquimicas
utilizadasparadetectarantígenoviral en los animalesPI, lo que potencialmenterefleja el
nivel de replicación del virus y/o el biotipo presente (Bielefeldt-Ohmann, 1995).

La infeccióntranspíacentariadel feto en cualquiermomentode la gestaciónpuede
producir un retraso en el crecimiento fetal que dará lugar al nacimiento de terneros de
menor tamaño del normal, débiles y poco viables. En la enfermedadde Border (EB),
producidaporotro pestivirus,los corderostambiénpuedennacerPI y, al igual que ocurre
en los terneros,estos corderos pueden ser más pequeñosde lo normal al nacer y
posteriormenteteneruna tasapobre de crecimiento. En los corderosesteprocesose ha
asociadocon unadeficienciade hormonastiroideas(Baker,1995).

Otras consecuencias de la infección fetal son las alteraciones teratológicas, entre las
que cabe destacar,por su frecuencia, las malformacionesdel sistema nervioso central
(SNC). En la tabla 1.4 figuran las diferentes alteracionesteratológicasasociadasa la
infecciónfetal conel VDVB. Lógicamente,cuandolas lesionesproducidasporel virus son
particularmentegravesel feto moriráy seráabortado.No obstante,con ciertafrecuenciael
virus producedañosen determinadostejidos queno sonsuficientesparaqueel feto muera
y los terneros al nacimiento presentarán una amplia gama de signos clínicos que pueden
oscilar desde aparentemente normales o débiles hasta una sintomatología nerviosa clara.

Tabla 1.4. Alteraciones congénitas asociadas
VDVB. (Tomado de Baker, 1990).

SISTEMA NERVIOSO
Microencefalopatia
Hipoplasiacerebelar
Hidranencefalia
Porencefalia
Hidrocéfalo
Hipomielinogénesis

OJO
Atrofia retinal
Neuritisóptica
Cataratas
Microftalmia
Displasiaretinal

con la infección transpíacentariadel feto con el

SISTEMA INMUNE
Aplasiadel timo

SISTEMA TEGUMENTARIO
Hipotricosis
Alopecia

SISTEMA MUSCULOESQUELETICO
Braquignatismo
Retrasoen el crecimiento
Artrogriposis

SISTEMA RESPIRATORIO
Hipoplasiapulmonar

a
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La infeccióntranspiacentariadel feto entreaproximadamentelos días100 a 150 de
gestaciónpuededar lugara numerosasalteraciones congénitas. Este período del desarrollo
fetal se correspondecon las fasesfinales de la organogénesisdel sistemanervioso y del
sistemainmune fetal, lo que puededar lugar a que se genereuna respuestainflamatoria
frentealVDVB.

Brown eta!. (1973) fueron los primerosautoresque demostraronla relaciónentre
el períodode la gestaciónen que seproducíala infección y sus consecuenciassobreel
desarrollo cerebelar: de 5 novillas infectadasentre los 79 y los 150 días de gestación
obtuvieroncuatrocasosde degeneracióncerebelaren la descendencia.Estosinvestigadores
encontraron, además, que la gravedad de las lesiones aumentaba con la edad del feto en el
momentode la infección y, así, la infección despuésde los 100 días dabalugar a las
lesionescerebelaresmásgraves.

Done et al. (1980) en un estudio en el que infectaron 15 novillas gestantesy
seronegativasa los 100 díasde gestación,observaronque ningunade las ternerasmostró
sintomatología clínica, si bien todas seroconvirtierondentro de las seis semanas
postinfección.Cuatrode las novillas abortarony otra retuvoun feto momificadohastael
día 300. De las restantes10 novillas nacieronternerosvivos, pero todos mostrabanretraso
en el crecimiento intrauterino con o sin malformaciones macroscópicas y/o
desmielinizacióndel SNC. Tres de los ternerosestabanafectadosclinicamentede un
procesonerviosocongénito.Además,dos de los 10 ternerosvivos teníanAcs específicos
frentealVDVB.

Resultadosanálogosseobtuvieronenun estudiorealizadocon 50 novillas preñadas
y seronegativasque fueron inoculadassecuencialmenteen diferentesmomentos de la
gestaciónconunavacunaviva queconteníaambosbiotipos,NCPy CP(Orbanet al., 1983;
Liesset al., 1984; Trautweinet al., 1986).La inoculaciónde lavacunaantesdel día90 de
gestación dió lugar al nacimiento de terneros virémicos PI sin Acs específicos
precalostrales.Los terneros eran clínicamente normales o mostrabanretraso en el
crecimientoy algunosmurierondurantelas primeras24 horasde vida. La inoculaciónde la
vacuna entre los 90 y los aproximadamente120 días tuvo como consecuenciael
nacimientode algunosternerosconmalfonnacionesgravesdel SNC (hipoplasiacerebelar,
hidranencefaliay/o hidrocefaliainterna). En algunoscasospudo detectarseel virus pero
otros fueronnegativosal virus. Las novillas que fueroninoculadascon la vacunadespués
de los 120 díasparieronternerosnormalescon Acs precalostralesfrenteal VDVB, si bien
en estegrupode novillas seobservaronabortosocasionales.En ningunode los ternerosse
detectóel virus.

La gravedadde las lesionescongénitasocularestambiénparecedependerdel
momentode la gestaciónen que se produce la infección (Brown et al., 1975). No se
observanlesionescuandola infección tienelugarantesde los 90 díasde gestación.A los
95 díasseencuentranalteracioneslevesy lashembrasinfectadasalrededorde los 150 días
parieronternerosconatrofiaretinal total.

Seconocepocosobrelos mecanismospatogénicosque danlugara las alteraciones
teratológicas.Porel momentolos estudiossobreladistribucióndel virusen las lesionesdel
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SNC no han permitido aclarar los mecanismospatogénicos(Bielefeldt-Ohmann, 1995). Se
ha sugerido que las lesiones pueden ser consecuencia bien del daño celular producido
directamenteporel virus o bien de la destrucciónde célulasinfectadascon el virus porel
sistema inmune en desarrollo. Esta última idea se apoya en el hecho de que en las
infecciones experimentales con el VDVBse encuentran casos con graves malformaciones
del SNC que, sin embargo,son negativosa la deteccióndel virus. Ademásde la lisis
celulardirecta,otrosposiblesmecanismosdel dañoviral anivel celularseríanla inhibición
del crecimientocelularo de la diferenciacióncelular(Castruccietal., 1990). 3

La infección de las hembrasduranteel último trimestrede la gestaciónno tiene
consecuencias para el feto, pues, para entonces, su sistema inmunitario está
suficientemente desarrollado y es capaz de producir una respuesta inmune eficaz frente al
VDVB. Los terneros nacerán con Acs precalostrales. Ocasionalmente se han observado mt
abortos atribuidos al VDVBdurante este período.

En la figura 2 se representan esquemáticamentelas distintas alteraciones que
pueden producirse en relación con el momento de la infección intrauterina (Moenning y
Liess, 1995).
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1.2.3.Enfermedad de las mucosas
e

La EM sedescribióporprimeravezen 1953 comoun procesopatológicomortal de
los bóvidos caracterizadopor graveslesioneserosivasen la mucosaintestinal (Ramseyy
Chivas, 1953).En los primerosañosde la décadade los sesentasedemostróque el virus t

causantede la EM eraserológicamentesimilar al de la DVB. Sin embargo,los intentosde
reproducirla EM con aisladosvíricosde animalesafectadosfracasaron.Deahíquedurante
muchosañoslapatogeniade laEM fueraunautenticomisterio. e

Cuandocomenzaronautilizarsevacunasvivas atenuadasconteniendoel biotipo CP
del VDVB, a mediadosde los añossesenta,se comprobó que estasvacunaspodían
producirproblemaspostvacunales,el másimportantede los cualeserala EM postvacunal,
que sepresentabaen un númeropequeñode animalesde 2 a 4 semanasdespuésde la
vacunación.Por supuesto,sedesconocíael mecanismoquedesencadenabalaenfennedad.

Antesdequesellegaraa formularunaprimerahipótesissobreel origende la EM,
hubieron de acumularseduranteaños importantesdescubrimientos,entre los que cabe
destacar:(a> la infecciónpersistente,(b) la inmunotoleranciade los animalesPl frenteal
VDVB, (c) que el origen de los animalesPI estáen la infección in utero durante los 4
primeros mesesde gestación,(d) que sólo los animalesPI padecenla EM y (e) que,
mientrasque los animalesPI estáninfectadossólo con el biotipo del virus NCP, los que
muerende la EM estáninfectadostantocon el biotipo NCP como con el CP. A mediados —
de los añosochenta,dosgruposde investigadoresindependientes,Brownlie etal. (1984)y
Bolin et al. (1985)consiguieronreproducirla EM. Ambosgruposllegaron a la conclusión
de que paraque seproduzcala EM se precisaque un animal PI con el virus NCP sufra
posteriormenteuna superinfección con un virus CP. Esta hipótesis se confirmó
posteriormenteenotros trabajos.

Sin embargo,pronto se comprobó que la cuestión no era tan simple como
propugnaba la teoría del virus doble, puesto que la superinfección de animales PI con una
cepaCPdel VDVB no siempreproducela EM. En efecto,enciertoscasoslos animalesPI
inoculadoscon unacepaCP, en lugarde desarrollarla EM, producenAcs neutralizantesy
permanecensanos,lo que demuestraque la inmunotoleranciaes específicapara la cepa a’
víricapersistente.

La caracterizaciónantigénicacon Acs policlonalesy monoclonalesde paresde U

virus (NCP y CP) aisladosde casosnaturalesde la EM demostróqueen la mayoríade los
casosel par de virus que se aislade animalesafectadospor la EM era antigénicamente
similar, por lo que se llegó a la conclusiónde que paraque se produzcala EM espreciso
que el virus CP desencadenantesea antigénicamentesimilar (homólogo) al virus NCP
persistente.La similitud antigénicadel virus CP con el NCP propicia que el sistema a
inmune tampocoreconozcaal virus CP como extrañoy su replicación incontroladada
lugara la EM.

U

El origen de los virus CP es una cuestiónque ha intrigado duranteallos a la
comunidadcientífica.Teniendoen cuentala ya comentadasimilitud antigénicaentrelos
paresde virus aisladosde los casosnaturalesde EM, sepropusola hipótesisde que los
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virus CP surgíanpor mutaciónde los virus NCP en los animalesPI. Como veremosa
continuación,los estudiosgenéticosdemostraronquesetratabade unavisión acertada.

La secuenciacióndel ARN de cepasCP y NCP así comode paresde virus (NCP y
CP) aislados de casos de EM ha permitido identificar diferentes cambios genéticos
(mutaciones,delecciones,recombinaciones)en los virus CP que, en todos los casos,dan
lugara la producciónde la proteínap80/N53 mediantela creaciónde un punto de ruptura
en la proteínano estructuralp125/N523producidapor las cepasNCP. Algunos de los
cambiosgenéticos identificadoshasta la fechase representanesquemáticamenteen la
figura 3. Recordemosque la proteínap80/NS3esun marcadorbioquímicode las cepasCP
y que tambiénrepresentaun marcadorde virulencia puesto que los aisladosCP son
responsablesde la inducciónde la EM.

Los cambiosgenéticosidentificadoshastala fechasonconsecuenciaprincipalmente
de unarecombinacióndel ARN viral con el ARN celularbovino o de unarecombinación
del ARN viral consigo mismo. Así, como ejemplo del primer caso,se han encontrado
insercionesdesecuenciasde ubiquitinacelular,sin duplicaciónde la regiónp80¡N53 (fig.
3b, casode la cepaOsloss)o conduplicaciónde la regiónp80/N53 (fig. 3c) en la región
p125/NS23de cepasCP aisladasde animalescon EM. Asimismo, un insertoen la cepa
NADL hibridacon secuenciasbovinassin caracterizar.Por otraparte,y como ejemplode
recombinacióndel ARN viral consigo mismo,Meyersci al. (1992) encontraronquedos
cepasCP aisladasde casosde EM, en comparacióncon sus paresNCP, tenían una
redisposicióny duplicación de secuenciasdel virus y, en concreto, la secuenciaviral
p2OiNproduplicadacreabaun punto de rupturaparala producciónde la pSO/NS3 (fig. 3d)
(ver apartadode etiología).

Recientemente,Tautz et al. (1994) en otro estudio genéticode un par de virus
procedentesde un casode EM, encontraronque el agenteCPaisladono eraun virus con
capacidadde replicarsepor sí mismo sino una partículadefectivaque dependíapara su
replicacióndel virus NCP. La panícula defectivapresentabauna delecciónde 4,3 Kb,
aproximadamenteun tercio del genomatotal, que abarcabatodala secuenciaque codifica
las proteínasviralesestructurales(fig. 3e). El virus defectivo, sin embargo,expresabala
proteínap80/N53 y replicabaúnicamenteen las células infectadascon el virus NCP
utilizando las proteínasestructuralesproducidaspor el virus NCP para empaquetarsu
genomatruncado.Por lo tanto, el virus defectivo,seríaantigénicamenteidéntico al virus
NCP. Tautzeta!. (1994)consideranqueestetipo de virus defectivopodríaproducirla EM
encualquieranimal PI independientementede las característicasdel virus NCP persistente.
Estonecesitaprobarseexperimentalmente.

Tambiénsehan identificadoaisladosCPen los que laproteínap80/N53 seproduce
sin quehayagrandescambiosgenéticos,por lo que seasumequedichaproducciónsedebe
amutaciones.

Por el momentose desconoceen qué tejido/célulase produceel cambio o los
cambiosquedan lugara la transformacióndel biotipo NCP en CP.
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Figura3.-Algunoscambiosgenéticosidentificadoshastala fechaquedan lugara la expresiónde
la proteínap8O/NS23 y a la transformacióndel biotipo NCP en CP. En la figura A. se presentan
esquemáticamentelas secuenciasque codifican las proteínasestructurales(genesestructurales—
GE-,y las secuenciasde lasproteínasp20/Npro,p125/NS23(quecomprendenlas secuenciasde la
p54/NS2y la p80/NS3)y otras proteínasno estructurales(GNE). Las figuras B a E representan
diferentescambiosgenéticosque dan lugar al biotipo CP y creansitios nuevosde escisiónde
proteína(indicadopor flechas)parala producciónde la pSO/NS3(ver texto). U, ubiquitinacelular
insertada.(Tomadode Deregty Loewen,1995).
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Si el virus CP que surge,por el mecanismoque sea,enun animalPI se difunde a
otrosanimalesPIde la explotación,estosdesarrollarántambiénla EM si el virus NCP con
el queestánpersistentementeinfectadosessimilar al del animal en quesurgió el virus CP,
lo cualesprobabledentro de unamismaexplotación(figura 4). Se hacomprobadoque el
virus NCP aisladode 18 animalesPI de unaúnicaexplotacióneranprácticamenteidénticos
de acuerdocon su reactividad con AcMos frente a la proteína gp53/E2 (el principal
antígenoneutralizante),lo que implicaría que las madresde estosanimalesseinfectaron
con unaúnicacepadel virus (Bolin, 1995a).Esto explicaríacómo seproduceun brote de
EM en una explotación.Hoy en día se piensaque la mayoríade los brotes de EM son
consecuenciade una mutaciónespontáneade un virus NCP que da lugar a un virus CP
dentrode un animalPl.

Por el momento,sin embargo,se desconoceel mecanismoúltimo por el que la
p80/NS3 produce el efecto CP como también se desconocenlos mecanismosque
desencadenanla EM. Sehansugeridovariasalternativasparaexplicarel efectocitopático
inducidopor la p8O¡NS3:(a) queseproduzcaunainteraccióndirectade dichaproteínacon
macromoléculascelularescon alteraciónde la fisiologíacelular, (b) quela expresiónde la
proteína aumente la replicación del virus con la consiguiente acumulación de
macromoléculasviralesqueconsuactividadbiológicaocasionanla patologíacelulary (c)
unacombinaciónde ambosmecanismos(Donis, 1995). Los datos disponibleshastaahora
soncompatiblesconunaposibleimplicaciónde las actividadesenzimáticasde la pSO/NS3
(helicasay proteasa)en la patologíacelular(Donis, 1995). No obstante,hay que destacar
que aúnno estáclaroquela p80/NS3seael factorcitopatogénicoy quedala posibilidadde
que esta proteína represente sólo un epifenómeno o un marcador útil de otros
acontecimientosmás decisivosen la relación hospedador-patógeno(Bielefeldt-Ohmann,
1995).

El efectocitopáticoinducidoporlas estirpesCPdel VDVB esun fenómenoin vitro
y sedesconoceenqué medidaéstetienelugarin vivo.No obstante,la excelentecorrelación
existenteentrela citopatogenicidady la EM sugiereque la capacidadcitopáticadel virus,
sola o en combinacióncon algún mecanismoadicional desconocidohastaahora, es
necesariaparala inducciónde la enfermedad(Donis, 1995).La evoluciónde los virus que
causanla EM en los animalesPI tiene lugar duranteun períodode hastavarios años.La
citopatogenicidadpuede ser sólo uno de los rasgosseleccionadosen el curso de la
infección persistente, pero no puede descartarseque se produzca una selección
concomitantede otros rasgos, lo que podría implicar que la citopatogenicidadfuera
necesariaperono suficienteparaqueun virus causela EM (Donis, 1995).

RecientementeAdíer el al. (1996)hancomprobadoquela infecciónde macrófagos
procedentesde médulaóseabovina con virus CP preparalas células para una muerte
celular inducida (apoptosis) en presenciade lipopolisacáridos.Estos investigadores
sugierenquelas bacteriaso productosbacterianospuedenjugarun papelen lapatogeniade
la EM al inducirapoptosisen las célulasexpuestasa factoresliberadospor las célulasque
estáninfectadasporel virus CP(Adíereta!., 1996).Segúnlos autoresestopodríaexplicar
la sorprendentelocalizaciónde las lesionesen el tracto gastrointestinaly en otras áreas
expuestosaaltasconcentracionesde endotoxina.
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Figura 4.- Desarrollo de la EMdespués de producirse una mutación del virus NCPpersistente a
virus Cl’ (izda). Dado que la mutación no afecta a las características antigénicas del virus Cl’ no se
producenanticuerpos.La transmisióndel virus CPa otros animalesde la explotaciónPI con virus
homólogodalugaraotroscasosde EM (dcha.).(AdaptadodeBolin, 1995)
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Según Bielefeldt-Ohmann (1995), las lesiones características de la DVB/EM
posiblementetienen una causamultifactorial por combinacióndel efecto citopático del
virus con la respuesta inmune específica y no específica, abarcando esta última la
producción local de citoquinas por células no linfoides así como por macrófagos y quizás
por linfocitos 1 CD8~ y células nulas en respuesta al daño celular o a otras citoquinas.
Desde hace unos años se está estudiando el papel de las citoquinas en la patogénesis de la
EM, y se ha sugerido que en su génesis puede haber un componente inmunopatológico
importante (Bielefeldt-Ohmann, 1995).

En los animalesafectadospor la EM el VDVB seencuentraampliamentedifundido
en diferentestejidos.

Deacuerdocon lo expuestohastaahora,la patogeniade la EM puederesumirsede
la siguiente manera. Una hembragestanteseronegativase infecta con un virus NCP
durantelos 4 primerosmesesde gestacióny transmitela infecciónal feto, el cual al no
tenersusistemainmune suficientementedesarrolladono reconoceal viruscomo “extraño”
y lo integraen sustejidoscomo “propio”, por lo quenaceráPI e inmunotolerantea la cepa
vírica infectante. En algún momento de la vida de este animal se produce un cambio
genético (mutación, recombinación, delección..) en el ARN del virus NCP que da lugar a
un virus CP (figura 4). El sistemainmune del animal no reaccionacontrael virus CP
porque sus proteínas estructurales son antigénicamente similares a las del virus NCP
persistente. El virus CP se disemina en el hospedador causando una destrucción
(deplección) del tejido linfoide asociado al intestino y necrosis de la mucosa que lo
recubre.El animaldesarrolladiarrea,deshidratacióny muerede EM.

Estasecuenciade acontecimientossobreel origende la EM, sin embargo,todavía
no explicaría todos los casos de EM, puesto que se ha comprobado tanto
experimentalmentecomo en brotesnaturalesde la EM que, en algunoscasos,el proceso
tambiénpuedeproducirse cuando el virus CP superinfectanteno es antigénicainente
similar al virus NCP persistente.Dentro de estoscasosse incluyen, entre otros, cieflos
brotesde EM postvacunal,la controvertidamente denominada EM crónicay los casosde
EM quetienenun comienzoretardado.

Sehaconseguidoreproducirlas formasaguday crónicade la EM con virus CP que
tenían suficientes diferencias antigénicas con el virus NCP persistente como para que los
animales PI produjeranAcs neutralizantesfrenteal virus CP.

Bolin y Ridpath (citado en Bolin, 1995a), analizaronlos virus NCP y CP de un
brote de EM postvacunalencontrandodiferenciasentreellos en la reactividadfrentea 10
de 29 AcMo neutralizantes.Las diferencias antigénicaseran compatibles con las
diferenciasen la secuenciasde los ARNs. La secuenciadel ARN del virus CP aislado
postmortenera idénticaa la del virus vacunal en 3 regionesseparadasdel ARN viral,
incluyendola regióngenéticaque codifica la glicoproteinaasociadacon la neutralización
del virus. La similitud genéticade los virus NCP y CP aisladosposimorteneramenordel
90%. Porlo tanto, el virus CP aisladoposimorten era el virus vacunal,que era diferente
genética y antigénicamente al virus NCPpersistente. Estos resultados apoyarían la opinión
de Bolin (1995a),de que, dadala diversidad antigénica del VDVB, es improbable que la
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EM postvacunal únicamente se produzca en los animales PI con un virus NCP
antigénicamenteidénticoal virus vacunal. a

Otroejemploenel que, apesarde existir diferenciasantigénicasentreel virus CPy
el NCP, seproducela EM sonlos casosconocidoscomo EM con comienzoretardado.En u
varios estudiosexperimentalesse inocularonanimalesPI con un virus Cl’ antigénicamente
distinto al virusNCPpersistentey, aunquelos animalesno desarrollaronla EM entrelas 2

ay las 4 semanaspostinfección,el procesosepresentóalgunassemanaso mesesdespués.
Los animalesPl produjeronAcs neutralizantesfrente al virus CP con el que fueron
inoculados,pero, sorprendentemente,estos Acs no neutralizabanel virus CP aislado a
postmorten.Comoexplicación a este hecho se ha sugerido que la presión selectiva de los
Acs neutralizantes producidos frente al virus CPoriginal inoculado favoreció la replicación
de un mutanteantigénicocitopáticofrenteal quelos Acs no eranefectivos.

En otro estudiode un virus CP aisladode un brote de EM vacunalcon comienzo
retardado,Bolin y Ridpath (citado en Bolin, 1 995a),encontraronque el virus tenía una e
inserciónmutacional que implicaba una recombinaciónentre el ARN del virus NCP
persistentey el ARN del virus vacunal.Al igual que en los casosespontáneosde EM, la
recombinacióngenéticadió lugar a un virus CP que eraantigénicamenteidéntico al virus U

NCP persistente.Según la interpretaciónde los investigadores,el sistema inmune del
animal PI respondiócontrael virus vacunal y lo destruyó. Sin embargo,el virus vacunal
provocó indirectamente a través de la recombinación con el virus NCPla creación de un U

virus CPnuevo. El comienzoretardadode la enfermedadreflejaríael tiempo requeridopor
el virusCPnuevoparareplicaren suficienteconcentraciónparainducir la enfermedad.

U

De los casosexpuestospuedededucirseque enel desarrollode la EM cuandoel
virus CP infectante no es antigénicamente similar al NCPpersistente pueden intervenir
distintos mecanismos,algunosde los cualesno sonbien conocidosy que, en definitiva
podríatratarsede una competición entre el sistema inmune y el virus CP.

U

1.3. EPIDEMIOLOGÍA
e

Creemosconvenientecomenzareste apartadode epidemiologíarecordandoel
concepto tradicional de infección aguda por el VDVB. Se entiende por infección aguda la
infecciónpostnatalde animalessensiblesseronegativos.Nadatiene que ver, por lo tanto, U

con la presentaciónde sintomatologíaclínica y, de hecho,la mayoríade las infecciones
agudassonsubclínicas.Esteconceptotradicional, por lo tanto, no incluye ni el síndrome

U
hemorrágiconi la formaagudagrave,procesosproducidosporel VDVB y descritosen los
últimosaños.

e
Las estirpesNCPdel VDVB sonresponsablesde másdeI90%de las infeccionesen

los bóvidos,porlo que estebiotipo seconsiderael VDVB estándar.Como seindicó en el
apartadode etiología, en la actualidadse reconocendos genotipos(1 y II) dentro del
VDVB. Al parecerestosdosgenotiposhanestadocirculandoenlas poblacionesbovinasal
menosdesdeque se disponede los aisladosmásantiguos.De momentosecarecede datos
que avalenuna separaciónpor distribucióngeográficade estosgenotipos.El genotipoII e

26 U



Introducción

presentaunaescasaprevalenciaen la mayoríade los países(Edwards,1996a)si bienseha
sugeridoquela prevalenciarelativadel genotipoII con respectoal 1 puedeestaraumentado
enEstadosUnidos(Donis, 1995).

1.3.1. Distribución geográficay prevalencia de la infección

El VDVB estáampliamentedifundido en todos los paísescon una producción
bovina importante,como lo demuestranlas encuestasde seroprevalenciarealizadasen
multitud de países.Laproporciónde animalesseropositivosconfrecuenciasesitúaentreel
SOy el 90%(Baker,1987).

Las encuestasserológicasrealizadasen paísesque no utilizan vacunasen los
programasdecontrol sonunabuenareferenciade la ampliadifusión de la infecciónen las
poblaciones bovinas, pues en estos casos, lógicamente, los animales seropositivos
estuvieronexpuestosal VDVB en algún momento de su vida (tabla 1.5). Una alta
proporciónde animales,porlo tanto,sufrela infeccióndurantelos primerosañosde vida.

Tabla 1.5. Prevalenciade anticuerposfrente al
vacunasen los programasdecontrol.

VDVB realizadosen paísesque no emplean

~Ms %ANIMALESSEROPOSITIVOS REFERENCIA

Reino Unido

62,5 1-Iarkncss elal. (1978)

64,9 Edwards el al. (1987)

Dinamarca

78 Meyling (1984)

64 Houe y Meyling (199Ib)

Suecia

45,5 Niskaneneta!.(1991)

41* Alenius el al. (1986)

Noruega 18,5 Lokenelal. (1991)

*s61oseincluyeronenel estudionovillas.

Los estudiosde prevalenciade rebañosinfectadosrealizadosen distintos países
demuestranque, salvo en algún país excepcional como Finlandia (sólo 3% de
explotacionesinfectadas),enel restode paísesla mayoríade las explotaciones(entreun 73
y un 100%) sufren la infección (Houe, 1995). Lo normal, por lo tanto, es que sólo
ocasionalmentese encuentrenexplotaciones,especialmentelas pequeñasy/o cenadasy/o

27



Introducción

aisladas,libres de la infección, es decir, en las que todos los animalesson seronegativos
(Hierpe, 1990).

EnEspañasehanrealizadopocosestudiosepidemiológicossobrela prevalenciade
anticuerposfrente al VDVB (tabla 1.6). No obstante,los resultadosde estos estudios a’
coincidenen generalcon los publicadosenotrospaísestanto en la proporciónde animales
seropositivoscomo en la de explotacionesinfectadas.Ovejero en 1971, identificó por
primera vez la infección por el VDVB en Españay realizó una reducida encuesta tI

serológicacon 117 suerosde 4 provinciasespañolas,encontrandounaseroprevalenciade
47,8%(tabla1.6). En un estudiomuchomásamplio realizadoporCastroet al. (1984) una

a.
décadadespuéssobre 2118 suerosde animalesen su mayoría de aptitud cárnica de
explotacionescon y sin antecedentesde procesosneumoentéricosde 16 provinciasse
encontróunaseroprevalenciamediade43,5%(tabla1.6).La seroprevalenciaporprovincias —
oscilóentreun 20,5%enBurgosy un 68,3%enAsturias.Hay que destacarqueen los años
en los que sehizo esteestudio(1981-1982)todavíano seutilizabanvacunasen España.
Prieto et al. (1988) realizaron una encuesta serológica en vacuno lechero de la región e
asturianasobre un total de 180 animalespertenecientesa 45 explotacionesde tamaño
pequeño-mediano(entre 12 y 20 hembrasadultas)en las que nuncasehabíavacunado
frenteal VDVB. Estosautoresencontraronunaprevalenciade animalesseropositivosdel e
48,8%y unaprevalenciade explotacionesconal menosunanimalseropositivodel 84,4%.
Del mismo modo, Marín (1997) sobre un total de 2311 animales con trastornos
reproductivosde Extremaduraencontróuna seroprevalenciadel 53,35%.Alvarez el al.
(1994a)en un estudiorecientesobre5403 suerosde 118 explotacionesde ganadofrisón de
la provincia de León encontraronuna prevalenciade animalesseropositivosde 51,3% y
unaprevalenciade explotacionesde 91,5%.Finalmente,Sanchez(1998)sobre203 sueros e
pertenecientesa 10 explotacionesde ganadobravo de las 35 existentesen la provincia de
Badajozencontróunaprevalenciade animalespositivosdel 65,02%y unaprevalenciade
explotacionesdel 90%. U

La prevalenciade la infecciónpor el VDVB, ademásde como la prevalenciade
animalesseropositivos,tambiénpuedeexpresarsecomo la prevalenciade animalesPI.
Recordemosque los animalesPI tuvieronque sufrir la infeccióncon unacepaNCP en el
útero materno entre los 40 y los 120 días de gestación cuando todavía no son
inmunocompetentes.Por lo tanto, muchasinfeccionesagudasno danlugara animalesPI
porquela hembrano estáenel períodode gestacióncrítico y porqueseconsideraque la
inmunidadadquiridaprevieneposteriormentela infección fetal, Además,hay que teneren e

cuentaque la supervivenciade los ternerosque nacenPI esbastantemenorque la de los
normales.Encuestasrealizadasen diferentes paíseshan puesto de manifiesto que la
prevalenciade animalesPI enlas poblacionesbovinasoscilanentreun 0,5 y un 2% (Baker, U

1987; Houe,1995).En España,que nosotrostengamosconocimiento,sólo seha realizado
unaencuestade estetipo porAlvarezel al. (1 994b)en explotacionesde ganadofrisón de la
provincia de León. En esteestudioseencontróun 0,7% de animalesPI y un 25,5% de U

explotaciones con al menos un animal PI.

a
Sehaestimadoque cuandose realizanencuestasepidemiolágicasenexplotaciones

sin antecedentesclarosde la infección,los animalesPIpuedenalcanzarun máximo del2%
y los animalesseropositivosentreun 65 y un 75% (Houe,1 995c).Pareceque la infección —
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en las explotacioneses,de algunamanera,autolimitante: si la incidenciade la infección
llega asermuy alta,habráun númerocrecientede animalesqueadquieraninmunidadantes
de alcanzarla edadreproductiva,con lo que naceránmenosternerosPI, lo que a su vez
propiciaráquebajede nuevola incidenciade la infección(I-loue, 1995c).

Tabla 1.6. Prevalenciade anticuerpos frente al VDVB en España.

Númerode Númerode Ámbito deJa %deanimales %derebaños
sueros

estudiados
expíotacion~ en~e~á seropositivos seropositivos

117 n.e. 4 provincias 47,8 --- Ovejero, (1971)

2118 nc.
16 provincias
Mayoríade

aptitudcárnica
43,5 ---

Castroeta!.
(1984)

180
Asturias

Ganadolechero 48,8 84,4
Prietoelal.

(1988)

5403 118
Provinciade

León
Ganadolechero

51,3 91,5
Álvarezelal.

(1994)

2311 n.e. Extremadura 53,3 --- Marín (1997)

Provinciade
203 10 Badajoz 65,0 90 Sánchez(1998)

Ganadobravo

nc.: No especificado
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1.3.2.Morbilidad y Mortalidad
e.

A pesarde que la mayorpartede las infeccionesagudas(entreun 70 y un 90%
segúnestimaciones)soninaparentes(Ames,1986),el VDVB puededar lugaraunaamplia
gamade manifestacionesclínicasentre las que se incluyen la DVB, las derivadasde la
infección transpíacentaria(repeticiones de celo, abortos, momificaciones fetales,
malformacionescongénitas,nacimientode ternerosdébiles,nacimientode ternerosPI,...) y
la EM. Sin olvidar el síndromehemorrágiconi la forma agudagrave, procesosambos e’
asociadoscon el genotipoII ydescritosenlos últimos años.

En el casode la DVB, aunquela morbilidadpuedeseralta, la mortalidadesmuy
bajao nula. La incidenciageneralde abortosproducidaporel VDVB seha estimadoentre
un 2 y un 7%,si biencuandoseproducenbrotesenexplotacionesno inmunesel porcentaje —
de abortos puedeser mucho mayor (Baker, 1995). Mucho más dificil resulta hacer
estimacionessobrela incidenciade las malformacionescongénitaso de los ternerosque
nacenPI. En amboscasossu presentaciónestárelacionadacon la infección de hembras —
gestantes durante un determinado período de la gestación. La estimación de que la
prevalencia de animales PI en las poblaciones bovinas oscila entre un 0,5 y un 2%(Baker,
1987; Houe, 1995c)no debeconfundirsecon la de los ternerosque nacenPI. Estaúltima,
lógicamente,serábastantemayor puestoque la estimacióndadaestábasadaen encuestas
decamporealizadasen distintospaísesenanimalesquesobrevivenal menosunosmesesy,
por consiguiente,no incluyen los animalesPI que muerendurantelos primerosmesesde —
vida.

La EM seconsideraunaformaesporádicade la infeccióncon el VDVB y cuandose
presentaen unaexplotacióngeneralmenteafectaa pocosanimales(menosdel 5%) aunque
excepcionalmentesehandescritoalgunosbrotesepidémicosque afectabanhastael 25%de

U
los efectivos (Baker, 1995).La mortalidadde la EM esprácticamentedel 100%. Cuando
apareceun brote en una explotaciónlos animalesafectadosgeneralmentese encuentran
agrupadospor la edady representanternerosque estánPI con la misma cepaNCP del
VDVB.

1.3.3.Presentaciónde las manifestacionesclínicas U

Las manifestacionesclínicasproducidasporla infeccióncon elVDVB se presentan
en las explotacionesen el siguiente orden: (1) DVB aguda, (2) trastornos de la e
reproducción,talescomorepeticionesde celo a ciclo largo y abortos,(3) nacimientode
terneros con malformaciones congénitas, débiles y de menor tamaño del normal, (4) casos
de retrasoen el crecimientoenel colectivo joven y (5) EM (Houe, 1995).No obstante, U

existe una gran variabilidad entre brotes tanto en el tiempo que transcurreentre las
diferentesmanifestacionesclínicascomoensugravedad.Además,hay quedestacarquees
muy raro queen un mismobroteseobserventodaslas manifestacionesclínicas. U

Los trastornos de la reproducción son con frecuencia la primera manifestación de la
U

infecciónobservadaenunaexplotacióny, si no estánasociadoscon otras manifestaciones
clínicas,puedenno asociarseal VDVB.

e
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Generalmente se precisan al menos 3 semanas desde la infección aguda hasta que se
presentanlos primerosabortos.Posteriormente,los abortospuedenseguirproduciéndose
durante varios meses (Roeder et al., 1986) y con frecuencia el problemapuede durar
aproximadamenteun año (Meylingetal., 1990).

Los animalesPI suelennacer de 5 a 9 mesesdespuésde la infección aguda.
Algunosde los ternerosPI puedenpresentaralteracionescongénitas,perola mayoríade los
terneros con alteraciones congénitas no están PI y generalmentenacenjusto antesque los
terneros PI (Houe, 1995c). El período de nacimiento de estos terneros se acompaña de un
aumento significativo de la mortalidad perinatal. Los casos de EM se presentanen
animalesPI generalmenteentrelos 6 y los 24mesesde edad.

1.3.4.Transmisión de la infección

La forma másfrecuentede introducciónde la infecciónen una explotaciónesa
través de la incorporaciónde animalessanosPI (generalmentenovillas) o de hembras
gestantesque portanun feto infectado.Existen otrosmecanismosde introduccióndel virus
en las explotaciones(tabla1.7) quesediscutenacontinuación.

La transmisióndel VDVB puedeservertical, de una generacióna la siguiente,y
horizontal. Las hembras PI que se reproducen dan lugar invariablemente a terneros PI, con
lo que seestablecenestirpesfamiliaresque puedenayudaral mantenimientodel virus en
lasexplotaciones.

En la figura 5 serepresentanesquemáticamentelos ciclos de infeccióndel VDVB
consus diversasmanifestacionesclínicas.

Animalespersistentementeinfectados(PI)

Los animalesPI jueganun papelclave en la epidemiologíade la infecciónpuesto
quesonla fuenteprincipalde difusión y mantenimientodelVDVB. El contacto
directo con los animalesPI es el principal modo de transmisiónde la infección. Dichos
animaleseliminan continuamentegran cantidad de virus en diferentes secrecionesy
excreciones,talescomo: flujo nasal, saliva, semen,orina, heces,lágrimas y leche. La
cantidadde virus en estosanimalesesmuy alta: esposibledetectarel virus poraislamiento
en muestrasde suerodiluidas hasta 106. Estos animales,por lo tanto, son una fuente
continuade virus y transmitenla infecciónconmuchaeficaciaaotros animalessensibles.

En la difusión naturaldel virus la vía de infecciónmás frecuentees la oronasal
(posiblementea travésdel contactohocico-hocico),si bien, comoseexponemásadelante,
sonposiblesotrasvíasde infección(ver tabla1.7).

La presenciade animalesPI en una explotación,siempreque no se realiceuna
segregaciónrigurosadel colectivojoven, propiciaquela infecciónsedifundarápidamente
a prácticamentetodos los animalesde la explotación,especialmentesi el alojamientode
los animales conlíeva un contacto estrecho. Distintos estudios demuestranque la
proporción de animales seropositivos en las explotaciones con animales PI es
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significativamente mayor que en las que no existen animales PI. Así, por ejemplo, en un
estudiorealizadoen Dinamarcaseencontróunamediadel 87% de animalesseropositivos e
en explotacionesqueteníanalgúnanimalPI frenteal 43%en explotacionessin PI (I-Ioue et
al., 1991). Asimismo,Álvarez et al. (1994a),en un estudio realizadoen la provincia de
León,hallaronunasprevalenciasmediasde animalesseropositivosdel 89,0%y del 5 1,7% —
enexplotacionescony sin animalesPI, respectivamente.

Tabla 1.7. Modos de transmisión del VDVB. U

TRANSMISIÓN CARACTEMSTICAS e

- Transpiacentaria
Infección aguda Muy eficiente.Las consecuencias

dependendel momentode desarrollo
embrionario.

AnimalesPI Siempredan animalesPI
Vertical (Prenatal): U

- Semen No estáclara

- Transferenciadeembriones Siempreseproduceinfección fetal e
Receptora PI No estáclara
DonadoraPl

e

- ContactoconPl Lamás importanteepidemiológicamente

- Contactocon infectadosagudos Relativamentepocoeficaz U

- Contacto con otras especies Posible
infectadasconelVDVB e

Horizontal(PostnataO: - Semen Puede ser importante si no se toman
medidasde control e

- Transferenciadeembriones
DonadoraPl Posible si los embrionesno se lavan

adecuadamente
e

- Yatrogénica
VacunasvivasDVB Riesgoenhembrasgestantes

e
Otrasvacunascontaminadas Posible si hay contaminación en la

producción
Transferenciadeembriones Posible si el liquido de lavado está U

contaminado
Reutilizaciónde agujas RiesgocuandohayanimalesPI

- Moscashematófagas(vectores) Demostradaexperimentalmente.Se e
desconocesu importanciaen lainfección
natural

e
- Utensilios/ropas(indirecta) Posible

U
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Las estirpesCP del VDVB surgen,pordiferentescambiosgenéticos,de los virus
NCP en los animalesPI (ver apartadode patogenia).Cuando estatransformaciónse
produce en un animal Pl, el virus CP al igual que el NCP se elimina por diferentes
secrecionesy excreciones.Por lo tanto,el virus CP puededifundirseaotrosanimalesPI de
la explotación. Y estos desarrollaránla EM si el virus NCP con el que están u’
persistentementeinfectadosessimilaral del animalen el quesurgió el virus CP, lo cual es
probabledentrode unamisma explotación.Esto explicaríacomo se produceun brote de
EM en unaexplotación. e

Cuandola entradade la infecciónen unaexplotaciónseproduceporcualquierade e
las otras formasposibles(ver tabla 1.7) que no seanla introducción de animalesPI o de
hembrasgestantesque portan un feto infectado, la difusión inicial de la infecciónsuele
limitarse a unos pocosanimalespero, si estánimplicadashembrasgestantes,al cabo de a.
unos mesespodrán nacer animales PI que transmitiránla infección al resto de la
explotación.

a
Animalesinfectadostransitoriamente

Los animalescon infecciónagudatambiénpuedenactuarcomo fuentede virus y a
transmitirla infeccióna otros animales,aunquecon muchamenoreficaciaquelos PI. Tras
la infecciónagudase produceunaviremiatransitoriay el virus seelimina por la mayoría
de las secrecionesy excrecionesgeneralmentedesdeel día 4 al día 10 postinfección,
aunqueenalgunoscasosla eliminaciónpuedeprolongarsealgunosdíasmás.No obstante,
la cantidad de virus eliminada es muy baja, mucho menor que en los PI (Duffell y
Harkness, 1985). En algunosexperimentosde transmisión se ha comprobadoque los e
animalescon infecciónagudano transmitíanla infecciónaotrosanimalessensiblescon los
que estabanen contacto(Meyling et al., 1990). Est6~&túdiosdemostraríanla escasa e
eficaciade estosanimalesparatransmitirla infección, si bienhay que teneren cuentaque
las condicionesexperimentalespuedeque no mimeticenaquellasen las que seproducela
infección natural. La infección agudapuedejugar un papel de cierta importanciaen la
diseminacióndel virus cuandosejuntananimalesde origendiverso.En estascondiciones,
y en ausenciade animalesPI, sehan diagnosticadoinfeccionespor seroconversióno por
detecciónde animalesvirémicostransitorios(Meyling et al., 1990), lo que indica que en
algunasocasionesse producela transmisiónapartir de los animalescon infecciónaguda.

Si la infección aguda transitoria se produceconjuntamentecon una infección e
respiratoria, es probableque la transmisión se vea favorecida a través de aerosoles
(Meyling etal., 1990).

e
Otras especiesanimales

El ganadovacunoesel principal reservoriodel VDVB. Sin embargo,el VDVB o, U

para ser mas precisos con la terminología usadapor muchos autores, pestivirus de
rumiantessemejantesal VDVB se han aisladode muchosotros rumiantes(incluyendo la a.
oveja,la cabray muchasespeciesde rumiantesmantenidasencautividady de vida libre)
(Nettleton, 1990; Houe, 1995; Loken, 1995) y del cerdo (Liess y Moenning, 1990).
Además, distintas encuestasserológicas han detectado Acs frente al virus en
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aproximadamente50 especiesde rumiantes distribuidas en las familias Camelídae,
Cervidae, G¡raffldae, Antilocapridaey Bovidae (Nettleton, 1990; Loken, 1995). Estas
especies,por lo tanto, se consideranreservoriospotencialesdel virus. Sin embargo,la
importanciaepidemiológicade estasespecies,a excepciónde la ovina, la caprinay quizá
de laporcina,comofuentede infecciónparalos bóvidossedesconoce.

La transmisiónnaturalentreespecies,que parecerequerirun contactoestrecho,se
produce sobre todo de los bóvidos a las otras especiesy, como es lógico, en esta
transmisiónjueganun papel fundamentallos animalesPI. Tambiénse ha demostradola
transmisiónnaturaldel virus de las ovejas(en las que tambiénsedala infecciónpersistente
aunqueen menormedidaque en los bóvidos) al ganadovacuno(Carlssony Belak, 1994;
Loken, 1995).La cabray el cerdo,comopotencialesportadoresdel virus, podríantambién
difundir la infeccióna los bóvidos.

Semen

Comoseindicó anteriormenteel VDVB se excretaen el sementanto de los toros PI
como de los que sufrenla infecciónaguda.En los primerosla excrecciónescontinuay la
cantidad muy elevada (son frecuentes títulos viricos de í04-í05 DIsoCT/ml), mientras que
en los toros con infecciónagudalaexcrecciónestransitoriay muchomenor.

Las vacasseronegativasqueseinseminancon semencontaminadoseinfectan,pero
porestavía de transmisiónraramenteseproducenfetosPI. En un experimentoen el quese
inseminaron12 novillas seronegativascon semende un toro PI, todasseroconvirtieronen
un plazo de dossemanas,todasquedaronpreñadasy todasparieronternerosvivos, pero
sólo uno de los ternerosestabaPI (Meyling y Jensen,1988). Es fácil deducir que la
transmisiónhorizontal por el semenpuedejugar un papel importanteen la difusión del
virus si no setoman las medidasde control adecuadas.No estáclaro, sin embargo,si a
travésdel semenpuedeproducirsela transmisiónvertical, pues en el caso mencionado
antesdel terneroPI nacidode unanovilla inseminadacon semencontaminado,esposible
que la infeccióndel feto procedierade la madre,que despuésde infectarsecon el semen
transmitierala infecciónal feto. Se ha encontradoqueel riesgo de transmisiónvenéreade
la infecciónes mayor en la monta naturalque cuandose utiliza la inseminaciónartificial
(JA) (Grahnet al., 1984),lo cualparecelógico.

La presenciade toros PI en los centrosde recogidade semenpara inseminación
artificial representa,lógicamente,un gran riesgopara la difusión del virus. Teniendoen
cuenta(a) que la prevalenciade animalesPI en las poblacionesbovinasoscilaentreun 0,5
y un 2%, (b) que parte de los animales PI pueden llegar a adultos sin mostrar
manifestacionesclínicasy (e) que los centrosde reproducciónevalúananualmentecientos
de toros comopotencialesreproductoresde ¿lite, esmuy probableque algunosde estos
animalesesténPI. Así, porejemplo,Howardet al. (1990)en un estudiorealizadoen cuatro
grandescentrosde inseminaciónen los EstadosUnidosdetectaron12 toros PI sobre1538
animalesestudiados.Curiosamente10 de los 12 torosPI habíannacidopor transferenciade
embriones.
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Kirkland et al. (1994)estudiaronlas consecuenciasdel usoa gran escalade dosis
seminalesprocedentesdeun toro PI de 2 añosde edad,aparentementesanoy con un peso e
corporalnormal.El semende esteanimalsecatalogócomo de calidadnormalconrespecto
a la densidad,motilidad y criterios morfológicos.Dentro del programade evaluaciónde
estetoro sellegaronautilizar aproximadamente600 pajuelasen vacasseleccionadasde 97
explotaciones.En el análisis retrospectivode las consecuenciasdel uso del semense
comprobó (a) que el porcentaje de concepción a primera inseminación fue muy bajo (38%),
(b) que todas menosuna de las 162 vacas inseminadaseran seropositivasal VDVB, U

mientras que, en comparación, de 143 vacas de las mismasexplotacionesinseminadascon
otros toros sólo 95 (66,4%)eranseropositivas,y (c) quede 61 ternerosnacidosdel toro y

a
estudiados virológicamente únicamente 2 estaban PI siendo el resto normales y no
infectados.

Transferenciade embriones a.

La transmisiónvertical tambiénse producetras la transferenciade embrionessi la
hembrareceptoraestáPI. Si es la hembradonadorala que estáPI, el VDVB estápresente
en gran cantidaden el ambienteuterino (Brock et al., 1991) y, aunquepareceque no
penetrala zonapelúcidadel embriónsi estáintacta,setransmitirácon el embrión si los e
lavadosde ésteno serealizanadecuadamente.La transmisiónenestecasoesinícíalmente
horizontal,si bien no puededescartarseque la hembrareceptora,que sufrirá la infección
aguda,transmitaposterionnentela infecciónal embrión. e

Infección yatrogénlea
U

En la infección yatrogénicaincluimos aquellas intervencionesveterinariasque
pueden dar lugar a la transmisióndel VDVB. La vacunaciónde hembrasgestantes

Useronegativascon vacunasvivaspuededarlugara la infeccióntranspíacentariadel feto con
las mismasconsecuenciasde la infección natural incluyendo el posible nacimiento de
ternerosPI. Tambiénse hadescritola difusión de la infecciónpor el empleode vacunas

U
frentea otrosagentesque estabancontaminadascon el VDVB. Recordemosqueel VDVB
es,o al menoslo eraantesde extremarselas medidasde control,un contaminantefrecuente
de los lotesdesuerofetal bovinopreparadoscomercialmente.De igual manerala infección a.
puedetransmitirsedurantela transferenciade embrionessi el liquido de lavadocontiene
suerofetal bovino contaminado.Experimentalmentesehademostradoque la reutilización
de unaagujade inyecciónen unanimal sensiblea los 3 minutosde habersido utilizadaen e

un animalPI transmitíala infección.Tambiénseha demostradoque la exploraciónrectal
de animalessensiblescon guantescontaminadoscon hecesde animalesPI transmitela
infección(Lang-Reea al., 1994). U

Otros métodosdetransmisión
U

El VDVB puedeaislarsede moscashematófagashasta96 horasdespuésde haberse
alimentado en un animal PI y experimentalmente se ha conseguido transmitir la infección a

Uanimalessensiblescon 50 moscasque primero se alimentarondurante5 minutos en un
animal PI y posteriormente15 minutos en animalessensibles(Tarry et al., 1991). No

U
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obstante,el papel de las moscasy quizá otros insectoshematófagosen la transmisión
naturalno estáclaro.

La transmisión indirecta a través de distintos utensilios y ropas contaminados se
considera posible. Así, por ejemplo, se ha demostrado que la reutilización de un narigón en
los 3 minutossiguientesahabersido usadoen un animalPI transmitíala infección.

1.3.5.Repercusióneconómicade la infección

Las pérdidaseconómicasocasionadasporel virus a nivel de explotacióndependen,
lógicamentede la gran variabilidadexistenteen la morbi- y mortalidadde los diferentes
brotesclínicos.Porel momentosonpocoslos trabajosquehanestudiadodetenidamenteel
impactoeconómicodel VDVB a nivel de explotación.Así, por ejemplo, en un estudio
realizado en 14 explotaciones lecheras holandesas se calculó que las pérdidas medias
producidaspor la infecciónerande 77 dólaresamericanosporvacaconun rangoentrelas
diferentesexplotacionesque iba de 42 a 285 dólaresamericanospor animal (Wentink y
Dijkhuizen, 1990).En otro estudiorealizadoen 8 explotacioneslecherasdanesascon una
mediade 115 animalesy en el que sólo se incluyeron las pérdidasdebidasa la EM, estas
pérdidasoscilaronen las diferentesexplotaciones,en función de las medidasde control
tomadas,entre2380a 2980dólaresporanimal (Houeet al., 1994).

En algunospaísesse han hecho estimacionessobre el impacto económicodel
VBDV a nivel nacional.Así, porejemplo,en el Reino Unido tresestudiosdiferenteshan
evaluadolas pérdidasen 185, 47 y 32 millones de dólaresamericanos(Harkness,1987a;
Speddinget al., 1987; Bennett,1992).En Dinamarcase hancalculadounaspérdidasde 20
millones de dólaresamericanospor cadamillón de partos (Houe et al., 1993). Aunque
estas cifras son estimacionesaproximadas de las verdaderaspérdidas y no son
extrapolablesa otros paísescon diferentesituaciónepidemiológica,si dan una ideade la
importancia económica del VDVBen la producción bovina.

1.4. SÍNTOMAS CLíNICOS Y LESIONES

1.4.1 Cuadroclínico

La infección del ganado vacuno con el VDVB puede ocasionardiferentes
manifestacionesclínicasque oscilandesdeunainfecciónsubelínicahastael cuadromortal
denominado EM. Comose discutió en el apartado dedicado a la patogenia, la respuesta de
los animalesa la infección,y el que éstadé o no lugar a un cuadroclínico, dependede
múltiplesfactoresinteractivos.Al igual que en la patogenia,las manifestacionesclínicasy
lesiones de la infección por el VDVBse exponen en tres grandes apartados: infección
aguda,infecciónfetal y EM.

1.4.1.1.Infección aguda

Tradicionalmente se considera que la mayoría de las infecciones postnatales agudas
enanimalesinmunocompetentesson subclínicaso cursancon un cuadroclínico leve. Así,
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seha estimadoque entreel 70 y el 90 % de las infeccionescon el VDVB no dan lugara
manifestacionesclínicas(Ames, 1986). Estavisión tradicional, sin embargo,estásiendo
cuestionadaen los últimos añosal habersedescrito,asociadoscon la infecciónaguda,por
una parte, un sindromehemorrágicoy, por otra, una forma grave de la infección que
recuerda,de algunamanera,la EM. u

En los animalesque sufrenla infecciónsubclínica,si seexaminandetenidamente,
a

puede detectarse con frecuencia un aumento moderado de la temperaturacorporal y
leucopenia desde alrededor del día 3 hasta el día 7 postinfección,pero a los 11-17díasse
produce una recuperación total de la leucopenia. Además, en un estudio longitudinal
realizadorecientementeen unaexplotaciónlechera,la infecciónsubclinicase ha asociado
conunadisminuciónde laproducciónde leche(Moermanetal., 1994).

e
La infección agudada lugar a una respuestainmune,tanto humoralcomo celular,

de largaduración,queen la prácticaseconsiderade porvida. Las infeccionessubclínicas
sonresponsablesengranmedidade lasaltasprevalenciasde anima]esseropositivosfrente e

al VDVB en las poblacionesbovinas(Baker, 1995).

L4.1.1.1.Diarrea virica bovina (DVB) a

Cuando, como consecuencia de la infección aguda, se producen manifestaciones
clínicas(generalmenteleves),el procesosueledenominarseDiarreaVírica Bovina (DVB; U

BVD en sus iniciales inglesas).Esta denominación,sin embargo,respondea un criterio
histórico de nomenclaturamásquea un criterio descriptivo,puestoque, en la actualidad,si
exceptuamoslas formas graves de la infección tratadasmás adelante,raramentese
producenbrotesagudosde diarreaasociadosal VDVB (Brownlie, 1985).

U
El proceso afecta fundamentalmente a animales entre los 6 meses y los 2 años de

edad. La morbilidad puede ser alta, pero la mortalidad es muy baja o nula. Tras 5 a 7 días
de periodode incubación,seproducefiebre transitoriay leucopenia(Duffell y Harkness,
1985). Los animales afectados pueden mostrar síntomas tales como depresión, anorexia,
flujo oculonasal y/o diarrea.Ocasionalmentepuedenapreciarseerosionesy ulceracionesen
la cavidad bucal. En las vacas en lactación puede acompañarse de disminución de la e
producciónláctea.

L4.1.1.2.Infección venérea e

El VDVB seexcretaen el sementanto de los toros PI como de los que sufrenla
infecciónaguda.En los primerosla excreciónescontinua,mientrasqueen los segundosla —
eliminación es transitoria. Se han descrito resultados contradictorios sobre las
consecuenciastanto de la infecciónpersistentecomo de la agudaen la calidadespermática
del semen.Así, mientrasque enalgunostrabajosse hahalladouna calidadaceptable,en
otros estudios se ha encontrado una baja calidad del semen caracterizadapor una
disminución de la motilidad y un aumentode los espermatozooidesanormales(Baker,
1995).

e
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También se han encontradoresultadoscontradictoriosen la tasa de concepción
tanto en hembrascubiertaspormonta naturalo inseminadasartificialmentecon semende
toros PI como en hembrasnatural o experimentalmenteinfectadaspor diferentesvías
(intranasal, oral, intrauterina) en el momento de la cubrición. No obstante,estudios
recientesindicanquela infecciónnaturalo experimentalporvía intranasalalrededorde la
cubriciónpuededar lugara unadisminuciónsignificativa de la tasade concepción(Baker,
1995).En definitiva,seconsideraqueelVDVB puedeproducirunadisminucióntransitoria
de la tasa de concepción,con las consiguientesrepeticionesde celo, que a nivel de
explotación se manifiesta por un mayor número de servicios/inseminacionespor
concepción.En algunasexplotacionesse ha observadounadisminuciónsignificativade la
tasa de concepción durante varias semanas e incluso meses después de la introducción del
virus (Roederet al., 1986; Houe y Meyling, 1991a). Con frecuencialos trastornosde la
reproducciónson los primerosobservadosen unaexplotacióny, si no estánasociadoscon
otrasmanifestacionesclínicasen los animales,serádificil relacionarloscon el VDVB. El
VDVB tambiénsehaasociadoa ovaritis en novillas infértiles (Sentongo etal., 1980).

L4.1.1.3.Inmunosapresión

Como se expusoampliamenteen el apartadode patogenia,la infección con el
VDVB puede producir inmunosupresión tanto en los animales seronegativos
inmunocompetentescomoen los animalesPI. La inmunosupresiónaumentala sensibilidad
de los animales a otros patógenosy puede favorecer o potenciar el desarrollo de
infeccionesconcomitantes,especialmentecuandolos animalesestánsometidosa factores
estresantesambientaleso de manejo. La inmunosupresión,por lo tanto, contribuye a la
amplia gama de manifestacionesclínicas producidaspor el VDVB. Se han descrito
infeccionesmixtas del VDVB, y agravamientoconsiguientedel cuadroclínico, con al
menoslos siguientespatógenos:el virus de la rinotraqueítisinfecciosabovina (VRIB), el
virus parainfluenzatipo 3 (VPI-3), rotavirus, coronavirus,Pasteurellaspp., Salmonella
spp.,Actinomycespyogenes,coccidiosy helmintos(Baker, 1990).Desdeel punto de vista
clínico mereceespecialatenciónla participacióndel VDVB en el síndromerespiratorio
bovino(SRB).

1.4.1.1.4.El VDVB y elSíndromeRespiratorioBovino (SRB)

La posibleparticipacióndel VDVB en el SRB ha sido una cuestióncontrovertida
duranteaños,si bien, hoy en día, la mayoríade los autoresconsideranqueel VDVB puede
contribuir al SRB a travésde suefecto inmunosupresor.En diferentes estudios de brotes
del SRB se ha aislado el VDVB generalmenteasociadocon otros patógenos.Así, por
ejemplo,en un estudioel VDVB fue el virus aisladocon más frecuenciade pulmones
neumónicosprocedentesdeanimalesde cebaderoafectadosporel SRB (Reggiardo,1979)
y en otro estudio se comprobó que era el virus encontradocon mayor frecuenciaen
asociación con múltiples infecciones viricas en ternerosafectadospor el SRB (Richer el
aL, 1988).

La mayoríade las investigacionessobreel sinergismovirus-bacteriaen el SRB se
hanrealizadocon el VRIB y con el VPI-3, habiéndoseprestadomuchamenoratenciónal
VDVB. No obstante,los estudiosexperimentalesllevadosa cabocon el VDVB, aunque
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han dadoresultadosvariables,cosaque, porotra parte,tambiénocurre con los otros dos
virus, han demostradoque puedeproducir infeccionesen el tracto respiratorioy, por lo
tanto, apoyanla ideade que el virus puedejugar un papelen el SRB (ver apartadode
patogenia).En un estudio experimentalse demostróuna asociaciónsinérgica entre el
VDVB y Pasteurellahaemolyíica(Potgieterel al., 1984a)y en otro trabajosecomprobó
que la infección inicial de terneroscon el VDVB dañabasu capacidadparaeliminar una
infecciónposteriorcon el VRIB (Potgieterel al., 1984b).

a
L4.1.1.5.Síndromehemorrágico

Rebhunel al. (1989)describieronen EstadosUnidos un nuevosíndromeasociado
con el VDVB caracterizadopor trombocitopeniagravey hemorragias.El cuadroha sido
reproducido experimentalmenteen terneros por inoculación intravenosacon sangre

aprocedentede animalesafectados(Corapi e al., 1989; Corapi el al., 1990) y por
inoculaciónintranasalcon el virus propagadoen cultivo celular (Bolin el al., 1992). En
1992sedescribióuncuadroclínico similaren Bélgica(Broesel al., 1992). a.

El procesoen animalesadultossecaracterizaporunaacusadatrombocitopeniaque
da lugar a diarrea sanguinolenta,epistaxisy hemorragiaspetequialesy equimosisen
mucosas,y seacompañade fiebrey leucopenia.Tambiénsehanobservadohemorragiasen
la cámaraanterior del ojo (hipema). Asimismo, los animalesafectadosque se inyectan,
sangranpor los puntosde inyección, a

Los virus aisladoshastael momentode estesíndromepertenecenal genotipo II
(Pellerin elal., 1994;Ridpathel al., 1994). e

1.4.1.1.6.Forma agudagrave
U

En 1993 Hibberd y Turkington describieronun brote agudo grave asociadoal
biotipo NCP del VDVB en una explotaciónlecherade 160 vacasen Inglaterra.El brote

eafectó a 32 animalesy secaracterizópor anorexia,pérdidade la producciónde lechey
diarreaacuosaprofusa.A pesardelcomienzoagudodel proceso,sólo 5 de los 22 animales
examinadostenían fiebre (39,7 a 410C) y únicamente6 presentabanpequeñaserosiones
puntiformesen la carainferior de la lenguay en la faringe.Además,bastantesanimales
presentaroncojerapronunciadade una o másextremidades.La mortalidadfue elevada:12
animalesmurieron(6 de ellosdentrode las 48 horasdel comienzode la sintomatología)y
otros 5 tuvieron que sacrificarsepor razones humanitarias.Además, 6 de los 15
supervivientes,que quedaronextremadamentedelgadosy dejaronde producir leche, se
eliminaron por razonesproductivas. El tratamiento de los animales afectados con —
fluidoterapiaintravenosa,antibióticosy astringentesoralesno fue efectivo.En lanecropsia
de los casostípicos se encontraronerosionespuntiformesampliamentedifundidasen la
cavidadbucaly en el tractogastrointestinalalto. U

Paralelamentesedescribieronotros tres brotesagudosproducidospor cepasNCP
del VDVB en otras tantas explotacioneslecheras inglesas distantes geográficamente
(David el al., 1994). Los animales afectados presentaban diarrea acuosa aguda, agalaxia y
pirexia (39,4 a 420C). En casos aislados se apreciaron, además, ulceraciones en la mucosa

U
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bucal, descarganasalmucosay rigidez muscular.En el brote más grave la morbilidad
alcanzóel 40% y la mortalidadel 10%.En ningunade las explotaciones,sin embargo,se
observóun aumentodela incidenciade abortos.

Porotra parte,en Canadáy EstadosUnidostambiénsehandescritoen los últimos
años brotes agudosde enfermedadasociadoscon el VDVB (Baker, 1995) con unas
característicasclínicas parecidas entre sí. Así, por ejemplo, en Ontario en 1993 se
describieron un gran número de brotes en explotacionescaracterizadospor pirexia,
neumoníay diarrea en animalesde todas las edades.Además,tambiénse produjeron
abortosy en los animalesviejos se encontraroncon frecuenciaúlcerasen la boca. La
gravedadde los brotesen las diferentesexplotacionesvarió: en algunassólo unospocos
animalessevieron afectados,mientrasqueen otras la mortalidadalcanzóentreun 10 y un
20%. Los aisladosde estosbrotestipificadoshastala fechapertenecenal genotipoII del
VDVB

1.4.1.2. Infección fetal

La infección de una hembragestanteinmunocompetentey seronegativacon el
VDVB, además de las consecuenciassobre la propia hembra,que no difieren de las
expuestasen la infección aguda, da lugar con mucha frecuenciaa una infección
transpíacentariadel feto. Hay que destacarque la ausenciade sintomatologíaclínica en la
madre (infecciónsubclinica)no implica protecciónfetal ni excluyela posibilidad de la
infeccióntranspíacentaria.

Recordemos que las consecuencias de la infección fetal dependen
fundamentalmentedel momento de la gestación en que se produce la infección. La
infección fetal puede dar lugar a reabsorción fetal, aborto, momificación fetal,
malformacionescongénitasy nacimientode ternerosmuertos,débiles,de menor tamaño
del normal,persistentementeinfectadosy normalesconanticuerposprecalostrales.

La infección transpíacentaria del feto durante el primer trimestre de la gestación
puedeocasionarla muerte embrionaria/fetalseguidade reabsorción,momificación o
aborto.La expulsióndel feto puedetenerlugardesdeunosdíasa variosmesesdespuésde
la infección.La incidenciageneralde abortosproducidaporel VDVB seha estimadoentre
un 2 y un 7%,pero cuandoseproducenbrotesen explotacionesno inmunesel porcentaje
de abonospuedesermuchomayor(Baker, 1990). Murray (1990)en un estudiode campo
sobreabortosenganadobovino realizadoen el ReinoUnido encontróque el VDVB erael
patógenoidentificadocon mayorfrecuencia.

La infeccióntranspíacentariadel feto entreaproximadamentelos días 100 a 150 de
gestaciónpuededar lugara numerosasalteracionescongénitas,entrelas que cabedestacar
por su frecuencialas que afectanal sistemanervioso central. Los ternerosque sufren
hipoplasia cerebelarse muestranreacios a ponerseen pie y sólo lo consiguencon
dificultad. Estosanimalesabrenlas extremidadesparaaumentarlabasede apoyoy pueden
presentarataxiay temblores.Lahipomielogénesisseasociageneralmentecontemblores.
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Las alteraciones teratológicas del ojo puedendar lugar a diferentesgrados de
ceguera.Lapresenciade cataratassedetectafácilmenteen el examenoflálmico, en el que a
tambiénpuededescubrirseopacidadde la córneadebidaaqueratitisintersticial.

La infección transpíacentariadel feto en cualquiermomentode la gestaciónpuede a
producir un retrasoen el crecimientofetal que darálugar al nacimientode ternerosde
menortamañodel normal,débilesy quepuedenmorir pocotiempodespuésdenacer.

a
La infección fetal antes de la completamaduracióndel sistemainmune del feto

puededar lugar al desarrollode inmunotolerancia.En estoscasos,si la gestaciónllega a
término,el terneronacerápersistentementeinfectadoy permanecerácomo tal durantetoda
suvida.AlgunosternerosPI muestranun retrasoenel crecimientoal nacero pocotiempo
despuésy posteriormentetienen una tasade crecimientomenorque los animalesde su

U
edad(Potgieter,1995). De hecho,la presenciaen las explotacionesde animalescon un
evidenteretrasoen el crecimientoesun indicio de la posiblepresenciade animalesPI. La
mortalidadde los ternerosPI esbastantemayorque la de los no infectados.Sehaestimado e
que el 50% de los ternerosque nacenPI puedenmorir duranteel primer año de vida
(Duffell y Harkness,1985).Los animalesPIparecensermássensiblesa otras infecciones,
particularmentelas asociadascon neumoníasy enteritis, y esto se ha relacionadocon la a
inmunosupresióninducidaporla infecciónpersistentecon el VDVB.

A pesar de lo expuesto anteriormente,bastantesanimales PI no muestran a
sintomatologíaclínicaalgunay puedenalcanzarlamadurezy reproducirse.

La infección con el VDVB en el último trimestrede la gestaciónraramentetiene a
consecuenciaspara el feto. Los terneros son normales al nacer y tienen anticuerpos
neutralizantesfrenteal virus.

U

1.4.1.3.Enfermedad de las mucosas(EM)

a
Clínicamentesuelendiferenciarsedosformasde la EM: una formaaguda,quetiene

un curso rápidoy es mortal prácticamenteen el 100%de los casos,y unaforma crónica,
que también se asociacon una alta mortalidady que se caracterizapor un curso más
prolongado. La presentaciónen los animales PI de una u otra forma parece estar
relacionadaconel gradode homologíaentrela cepade virus NCP y la CPimplicadas(ver
apartadodepatogenia). —

1.4.1.3.1.Enfermedadde las mucosasaguda
U

La formaagudade la EM seconsideraunaformaesporádicade la infeccióncon el
VDVB. El procesoafectafundamentalmentea animalesentrelos 6 mesesy los 2 añosde
edad. La EM agudase caracterizapor pirexia (40,5 a 410C), depresión,debilidad y
anorexia. También se observataquicardiay polipnea. A medida que la enfermedad
progresaseproduceemaciacióny deshidratacióncon acidosis.En las vacasen lactaciónla

e
producciónde lechedisminuye(Baker, 1990;Baker,1995).

e
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Enuna inspeccióndetalladade lacavidadoral puedenobservarselesioneserosivas
enlos labios,las comisurasde laboca,las encías,la lenguay la parteposteriordel paladar
duro. Estaslesionespuedenfusionarseformandoáreasmayoresde necrosisde la mucosa
que puedenacabardesprendiéndose.Tambiénpuedenpresentarselesioneserosivasen la
parteexternade los ollares y en la cavidad nasaly, en algunoscasos,se han descritos
lesionessimilaresen la vulva y los pezones(Baker, 1990). En algunoscasosse han
descritocojeras: los animalessonreaciosamoversee inclusopermanecenechados,lo que
se ha atribuido a la presenciade lesioneserosivasy necrosisen la piel interdigital de las
pezuñas.Las lesionesorales suelenencontrarseen un 75 a un 80% de los animales
afectadosy generalmenteseacompañande ptialismo. Con frecuenciaseobservatambién
flujo nasalmucopurulentoy mas ocasionalmentelagrimeo y edemade córnea(Baker,
1990;Baker,1995).

A los dos o tres días de iniciarse la sintomatologíalos animalespresentanuna
diarreaacuosaprofusa,peroen los casossobreagudoslos animalespuedenmorir antesdel
comienzo de la diarrea. Las heces tienen un olor nauseabundoy pueden contener
cantidadesvariablesde sangrefrescao coaguladay restosfibrinososde mucosaintestinal
desprendida.En el momento de la defecaciónpuedeobservarseesfuerzo(Baker, 1990;
Baker,1995).

En la fase inicial de la enfermedadse produceuna intensaleucopenia.Pueden
presentarseneutropeniasin desvío a la izquierda, linfopenia y trombocitopenia.Son
frecuenteslas infeccionesbacterianassecundarias.

El curso de la enfermedad,que terminacon la muertedel animal, puedeoscilar
entre 2-3 días a 2-3 semanas.La muerte, por lo tanto, puedeocurrir poco despuésde
manifestarselos primerossíntomas,perogeneralmenteseproduceentrelos 3 y los 10 días
del comienzode la sintomatología.

L4.1.3.2.Enfermedadde las mucosascrónica

Cierto porcentajede los animalesque sufren la EM no muerenen el períodode
tiempo esperadoy seconviertenen afectadoscrónicos.La EM crónicasecaracterizapor
inapetencia,pérdidaprogresivade pesohastaemaciacióny mal aspectogeneralde los
animales.La diarrea puedeser continua o intermitentey puedeapreciarsetimpanismo
crónico. Con frecuenciase observaflujo nasaly lagrimeo continuo (Baker, 1990; Baker,
1995).

Puedenpresentarseáreasde alopeciae hiperqueratinización,generalmenteen el
cuello. Frecuentementese encuentranlesioneserosivascrónicasen la bocay la piel de
distintas partesdel cuerpo.Las zonas cutáneasafectadascon mayor frecuenciason la
perineal, la prepucial, la vulvar, la zonas de unión de los cuernos y las pezuñas,la
hendidurainterdigitaly la parteposteriorde la pezuña.Unacaracterísticade estaslesiones
cutáneasesqueno curan.Puedenpresentarsecojerascrónicasdebidoalaminitis, anecrosis
interdigitaly a deformacionesde las pezuñas(l3aker,1990; Baker, 1995). Son frecuentes
las infecciones bacterianassecundarias.El recuento de células sanguíneaspone de
manifiestopancitopeniacaracterizadaporanemia,leucopenia,neutropeniay linfopenia.
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Los animalesafectadospor la EM crónicapuedensobrevivir hasta18 mesespero
finalmentemuerencomoconsecuenciade la extremadebilidad.Los animalesque sufrenla a
EM crónicadebendistinguirsede aquellosanimalesPI que tienenunatasade crecimiento
reducidadesdeel nacimientoy mal aspectogeneral.

a
Edwards el al., (1991) han descrito varios casos de terneros PI que sufrieron

síntomastransitoriosde EM y queposteriormenteserecuperarony permanecieronsanos
hastaquefueron sacrificadosen matadero.Parece,pues,queen algunoscasosesposiblela
recuperaciónde los animales que sufren la EM. Este aspecto,sin embargo,necesita
investigarsemás.

U

1.4.2.Lesiones

eLas infeccionescon el VDVB puedendar lugar a una amplia gamaen tipos y
gradosde lesiones.Las lesionesencontradasen los animalesafectados,al igual que las
manifestacionesclínicas,dependende la interacciónde múltiplesfactores. a.

1.4.2.1. Infección aguda
U

En la Diarrea Vírica Bovina, las lesionesgeneralmente son leves: el intestino está

fláccido y edematosoy hay una ligera reacciónde los ganglioslinfáticos mesentéricos.
También sehan descritolesionesen el esófagoy en la cavidadoral caracterizadaspor e

pequeñaserosionesy úlceras superficiales. Ocasionalmentelas lesiones encontradas
recuerdana las de la EM (ver más adelante)y consistenen erosionesy hemorragias
longitudinales,atrofiay hemorragiade las placasde Peyery erosionesenel colonproximal
(Bielefeldt-Ohmann,1995).

1.4.2.2. Infección fetal U

Las lesionesmás característicasproducidascomo consecuenciade la infección e
transpíacentariasonlas alteracionesteratológicas.Las lesionesdel SNC y las del ojo han
recibido una atenciónespecialtanto en estudiosde campo como experimentales.La
hipoplasiacerebelaresunade las alteracionesmás frecuentesy puedeestarconstituidapor a.
alteracionesligeras(talescomoreduccióndel númerode células de las capasmoleculary
granular),por una reduccióny cambio de ubicaciónde las células de Purkinje, por una
pérdidafrancade la estructurageneralo porunapérdidatotal de las célulasde Purkinje.En e
estosúltimos casospuededetectarseuna inflamaciónleucocitariacomoconsecuenciade
un procesoinflamatorio. En otras ocasiones,la desmielinizaciónes el hallazgo más
destacado(Bielefeldt-Ohmann,1995). e

La corioretinopatíafrecuentementeconsisteen unadespigmentaciónvariabley en
pérdidade neuronasasí como de las célulasde conosy bastones.Los cristalinos pueden U

estarafectadosporcataratacapsulary alteracionesdegenerativasen las fibras del cristalino.
Puedehabersignosde inflamaciónde la córneay gliosis en el nervio óptico (Bielefeldt- —
Ohmann,1995).

U
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L4.2.2.1.AnimalesPI

Enestudiosrealizadosen animalesPI clinicamentesanossehandetectadolesiones
histopatológicasen algunosde ellos pero no en todos. Las lesionesencontradasincluyen
infiltraciones intersticiales locales de células mononucleares(CMiN) en el riñón y
engrosamientofocalde la membranabasalglomerular,ligera acumulaciónde CMN en los
espaciosportahepáticos,mayor frecuencia de acúmulos linfoides peribronquiolaresy
necrosismicrofocalesen el epitelio de la lengua y el esófago acompañadasde una
acumulaciónmoderadasubepitelialde CMN. Curiosamente,en los mismos estudiosse
encontróque los tejidoslinfoides de los animalesPIeranindistinguiblesde los de animales
normalesde edady condicionesambientalescomparables(Bielefeldt-Ohniann,1995).

En los animalesPI con un evidenteretrasoen el crecimientopuedenencontrarse
lesiones cutáneastanto macroscópicascomo microscópicas.Macroscópicamentelas
lesionespuedenrecordarlas encontradasen la formacrónicade la EM (ver másadelante).
Microscópicamente, las alteraciones pueden oscilar desde una infiltración ligera
subepitelial de CMN (principalmentemacrófagos)a lesionesmás marcadasde carácter
paraqueratósicoo hiperqueratósico.Alteraciones similares pueden encontrarseen el
epitelio queratinizadodel esófago,rumen,retículoy omaso (Bielefeldt-Ohmann,1995).

1.4.2.3.Enfermedad de las mucosas

En los animales que muestran la EM típicamente se encuentranlesiones
macroscópicaserosivas/ulcerativasa lo largo del tracto digestivo, especialmenteen el
esófago,los pilaresdel rumen,el omaso,el abomasoy el intestino.

Puedenobservarselesioneserosivasen el hocico, los labios, la mucosabucal, las
encías,la lengua(especialmenteen sus parteslatero-posteriores)y la parteposteriordel
paladarduro.Tambiénpuedenencontrarsepequeñaserosionesen los orificios nasalesy en
la cavidad nasal.

En el esófago,las lesioneserosivo-ulcerativassuelensermuy abundantesy, por lo
general,tienenun aspectoalargado(1-2 cmde largopor0,5-2mm de ancho)siguiendola
dirección de los plieguesde la mucosadel esófago. Tambiénson muy frecuenteslas
erosionesen los pilaresdel nimen, enel retículo y en las láminasdel omaso.No obstante,
en los casoscrónicos de EM (o de curso prolongado)puedenno apreciarselesiones
macroscópicasenel tracto digestivoanterioro sermuy ligeras(Bielefeldt-Ohmann,1995).

En el abomaso se observan lesiones erosivo edematosasy hemorrágicas,
especialmenteen la zona pilórica. La enteritis catarralpuedeprogresara hemorrágica,
fibrinonecróticay ulcerativa.El contenidointestinal sueleseroscuro,acuosoy maloliente.
Las placasde Peyer, así como el tejido linfoide en el colon proximal, puedenaparecer
hemorrágicasy necróticas. La mucosa del intestino grueso puede estar edematosa,
frecuentementeformandoun dibujo lineal que siguelos plieguesde la mucosa(Bielefeldt-
Ohmann,1995).
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El timo estágeneralmenteatrófico y, en muchoscasos,seobservaúnicamenteun
tejido fibroepitelial parcialmenteinfiltrado de grasa.Los ganglioslinfáticos puedenestar u

aumentadosde tamaño,edematososo hipoplásicosdependiendodel grado de inflamación
de las zonasdrenadas,de la duracióndel cuadroclínico y/o de las interaccionesvirus-
célulahospedadoraenel órgano(Bielefeldt-Ohmann,1995). t

La mayoría de los animalespresentanlesionescutáneasaparentes,aunque con una
variaciónindividual considerabletanto en gradocomo enextensión.Las lesionesson más a
frecuentesy másmarcadasen el cuello, la espalday la regiónperineal.Las alteraciones,
con aspectode eczema,sonel resultadode dermatosise hiperqueratosisy paraqueratosis
acompañadasde hipotricosiso alopecia.Tambiénpuedenencontrarselesioneserosivasen
el área perineal, alrededorde la aberturadel prepucio y en la vulva. Asimismo, se
encuentrancon frecuencialesioneserosivascon o sin liquenificacióny exudaciónen la
hendidurainterdigital y la zona de unión de la piel y las pezuñas.Puedeobservarse
supuracióndebidoa infeccionesbacterianassecundarias,aunqueesmenosfrecuentede lo
que cabríaesperar.Generalmentelas lesionescutáneassonmás marcadasen los casos —
crónicosde EM (de cursoprolongado)(Bielefeldt-Ohmann,1995).

La conjuntivitis es un hallazgo casi constante.También pueden presentarse a.
bronconeumoníay pleuritis fibrinosa atribuibles a infeccionesbacterianassecundarias
causadasfrecuentementeporActinon’zycesboviso Pasteurellaspp.

a
A pesarde la variaciónen el aspectode las lesionesmacroscópicas,el tipo de

cuadrohistopatológicoen cualquierade los órganoses uniforme con variacionesen la
intensidady progresiónde las lesiones.

La alteracióninicial en los epitelios queratinizados(piel, boca y tracto digestivo
alto incluyendoel rumen,el retículoy el omaso)consisteen unainfiltración focal de CMN
en los estratospapilar y reticular de la lámina propia/dermiscon tendenciaa una
localizaciónperiarteriolary pericapilar pero sin que lleguen a desarrollarsemanguitos —
claros. Se produce un engrosamientode la lámina propia por ensanchamientoy
alargamientode lapapiladérmica,frecuentementeacostade los plieguesde] epiteliobasal,
que puedeaparecercomo lamelas. Este tejido puedeestar hiperémicocon diapedesis a.
hemorrágica.Enel epitelio laalteracióninicial parececonsistiren degeneracióny necrosis
eosinofilicade célulasdispersasen el estratoespinoso,que progresaa necrosiscelular
ampliacon rupturade las unionesintercelulares.Al mismotiempo seproduceinfiltración —
del epitelio con CMN, con frecuenciasin relación aparentecon las células epiteliales
necróticas,pero que puedeestardirigida haciacélulasinaparentementemodificadaspor la
infecciónconel virus (Bielefeldt-Ohmann,1995). a.

A medidaque el procesoprogresaseproducenfocos bien delimitadoscon una
Uaparienciareticuladaenel estratoespinoso.Estos focospuedenpermanecercubiertospor

un estrato córneo intacto. Sin embargo,eventualmenteesta capa también pierde la
integridady seerosiona.La capabasalgeneralmentepermaneceintactamientrasprogresan a.
los procesos mencionados, pero eventualmente pueden producirse alteraciones
necrobióticasy metaplásicas.Las célulasbasalespuedentransformarseen escamosas,pero

a

46 —

e.



Introducción

a menos que se produzcaulceracióno infecciones bacterianassecundarias,la capa
permanecesin romperse.

En otras áreas,especialmenteen zonas de la piel del cuello y la espalda,los
procesosde hiperqueratosisy paraqueratosispuedenpredominar en las alteraciones
epiteliales,con formación demasasqueratinoidesgruesas(con frecuencia50 a 100 capas
de células)mezcladascon cantidadesvariablesde restoscelularesnecróticos,queratinae
infiltración de CMN.

Los folículospilososy las glándulassudoríparasparecenimplicarseen los procesos
cutáneosrelativamentetarde,con una infiltración inicial periglandulary perifolicular de
CMN y cambios posteriores degenerativosy necróticos de los folículos semejantesa los
descritosantes.Presumiblementeen estaetapaescuandosedesarrollala hipotrícosisy la
alopecia(Bielefeldt-Ohmann,1995).

En el intestino y en el abomaso las alteracionespatológicas se localizan
selectivamenteenel fondode lascriptas.Las primerasalteracionesseproducenen células
aisladas o en grupos pequeñosde células adyacentesy consisten en condensación
citoplasmática seguida de vacuolización, redondeamientoy descamación.Estudios
inmunohistoquimicoshanpuestode manifiestoque estasreaccionescelularesseproducen
en células con una gran replicaciónvirica, presumiblementede virus CP (Liebler el al.,
1991; Bielefeldt-Ohmann,1995).Los restoscelularesy el mucusseacumulanen la luz de
las criptas,que puedeocluirsey dilatarsecon aplanamientodel epitelio y desapariciónde
las microvellosidades.Estas alteraciones,especialmentesobre las placas de Peyer,
progresana un estadode atrofia completade las criptasy las vellosidades,permaneciendo
un epitelio planocubriendounaláminapropiade tejido fibroso casiacelular.Aunquetales
áreasparecenespecialmentepropensasa sufrir ulceración,hayque destacarque la necrosis
descritamacroscópicamentesecorrespondeen muchos,sino en la mayoría,de los casos
conáreasconatrofia/metaplasiaepitelialcompletas.

En algunos casos o en algunas partes del intestino puede predominar en las
alteracionesde las criptas una metaplasiade células mucosasy se acompañade una
excesiva producción y acumulación de mucus. La reacción de la lámina propia
generalmentese caracteriza por una masiva infiltración de CMN, especialmente
macrófagos. Otras alteraciones pueden incluir edemas de las capas subepiteliales,
hiperemiay diapedesis.

En los casosnaturales agudos de EM de corta duración (1-4 días) seha encontrado
que la estructurageneraldel timo se mantiene,pero seproduceuna reducciónneta que
afectaprincipalmenteal córtex,en el que puedeapreciarseapoptosisy desintegraciónde
timocitos,célulasepitelialesprominentesy grandesmacrófagoscon fagocitosisactiva. Las
alteracionesmedularesse caracterizanpor una deplecciónvariable de timocitos, pero
raramenteseobservansignosde muertecelularfranca.En los casossubagudosacrónicos
de la EM, el timo muestraunapérdidaprogresivade la organizaciónzonal.El córtexpuede
permanecercomounafina capadeepitelio “colapsado”rodeadodeun tejido fibroreticular
con corpúsculosde Hassall prominentesy célulasmioides. También puedenpersistir
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algunos (pocos)linfocitos en islotes dispersosy, asimismo,puedehacerseevidenteuna
infiltración grasa,especialmenteen los animalesmásviejos(Bielefeldt-Ohmann,1995). e

Las placasde Peyerparecensufrir ya durante las fasesclínicas sobreagudasa
agudasuna intensadeplecciónde células linfoides, que afectaespecialmentea los zonas e

foliculares así como a las interfoliculares y subepiteliales.Las alteracionesfoliculares
incluyen una hipertrofia aparenteseguidade degeneraciónde las células dendríticas
foliculares(CDF) y sustitucióncon un material fibroide homogéneo.La estructurade las
placasde Peyerpuedeademásaparecerdistorsionadapor la prolongaciónde las criptasy la
dilataciónde las criptasseguidade degeneración.En casosmásprolongados(crónicos)de

a,EM las placasde Peyerestánatróficas.Con frecuencia,únicamentepermaneceun tejido
fibrótico condensado/retráctil(hialinizado) con pequeñosislotes linfoides que están
rodeadasporcapasconcéntricasde tejido fibroso.Laszonasinterfolicularesconstande una e,
zona estrecha,por debajo de la capamuscular, con pocos linfocitos, monocitos y
macrófagosentrefibroblastosy colágeno.Las vénulaspostcapilarescon endotelioalto no
sondistinguibles(Bielefeldt-Ohmann,1995).

Las alteracionesmásllamativasen los ganglioslinfáticosparietalesy mesentéricos
son deplecciónde linfocitos de la zona subyacenteal seno subcapsulary cambios a.
regresivosen los folículos primariosy secundarios,el númerode los cualesescomparable
al encontradoen los animalesno infectadosy en los PI clínicamentesanos.En los folículos
secundariosel centro germinal puede estar reemplazadopor un estroma citoplásmico —
homogéneo(sin estructura), ligeramenteeosinófilo consistenteen células dendríticas
grandes,que por microscopiaelectrónica se identifican como CDF. También puede
presentarseuna fibrosis clara algunasveces con un origenpericapilar. Estazona puede
estar rodeadapor macrófagosaisladoscon grandesfagolisosomas,incrustadosen una
coronade linfocitos irregular y mal definida. La fibrosis central puedeprogresara un

e
estado en el que las CDF desapareceny el centro germinal está completamente
reemplazadoporunamasafibroidehialinacondensadaacelularqueestárodeadaporpocos
islotesdispersosde linfocitos (Bielefeldt-Ohmann,1995).

El paracórtex puede presentar diferentes grados de deplección de linfocitos.
Directamenterelacionadoconestehechohay un aplanamientode las células endoteliales
de las vénulas postcapilarescon endotelio alto y una disminución de la migración
transendotelialde linfocitos. La médulapuedeestarrelativamenteo netamenteexpandida.
Estoesparcialmenteconsecuenciade unareacciónnotablede los senoscaracterizadapor e

una acumulaciónde linfocitos y monocitos típicos así como de grandes macrófagos
activados.Esto esespecialmenteevidenteen los casosde EM másprolongadosy en los
ganglioslinfáticosparietales,en los que estascélulaspuedenllegar a tenercaracterísticas U

de célulasepitelioides(Bielefeldt-Ohmann,1995).
e

Las alteracionesen el tejido linfoide de las amígdalasrecuerdana las descritaspara
las placasde Peyery los ganglioslinfáticos,conunaevoluciónsimilar a la apuntadapara
las placasde Peyer.En el bazosonhallazgoscaracterísticosunadeplecciónde linfocitos de
los manguitoslinfoides periarteriolaresy alteracionesen los folículos, similaresaunque
menos acusadas, a las encontradas en los ganglios linfáticos.

U
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1.5. DIAGNOSTICO

En los apartados anteriores se ha expuesto la complejidad de la patogenia de la
infección por el VD’VB y la gran variabilidad que puede haber en sus manifestaciones
clínicas en las explotaciones.Es preciso,por lo tanto, conocerbien estascuestionesa la
hora de enfrentarseal diagnóstico.Ello permitirá tomar las muestrasadecuadasen cada
caso para su análisis laboratorial e interpretar correctamente los resultados de laboratorio.
Dadas las repercusiones de la infección es importante realizar el diagnóstico exacto lo más
pronto posiblecon el fin de tomarlas decisionesde manejo y preventivaspertinentesen
cadacasoparaevitaro reducirlas pérdidasocasionadasporel virus.

1.5.1.Diagnóstico clínico-epidemiológico

El papeldel veterinarioclínico en el diagnósticoesfundamental,puesenmuchos
casosde su perspicaciadependeque sellegue máso menosprecozmentea sospecharque
existe un posible problemaen una explotaciónrelacionadocon el VDVB. No obstante,
dadas las característicasde la infección, con frecuencia incluso los clínicos más
experimentadostienen dificultades para identificar el problema basándoseen la
presentaciónclínico-patológica. Puede afirmarse que de las diversas manifestaciones
clínicas producidas por el VDVB el veterinario clínico prácticamente sólo puede
diagnosticarcon certezalos casosde EM que presentanla sintomatologíay las lesiones
típicas.E incluso en estoscasoshoy en díahabríaquetenerencuentaparael diagnóstico
diferenciallas formasagudasgravesasociadascon el genotipoII. En todoslos demáscasos
el diagnóstico es presuntivo y necesita confirmarse en el laboratorio.

Los datos epidemiológicosy clínico-patológicosen los que puedeapoyarseel
clínico parasospecharque en una explotaciónexiste un posibleproblemarelacionadocon
el VDVB han sido expuestosampliamenteen los apartadoscorrespondientes.Aquí nos
limitaremosa insistirenalgunoshechosrelevantes.

Recordemos que la mayoría de las infecciones agudas son subelínicas o dan lugar a
un cuadroclínico levey/o poco preciso.Deahí que el diagnósticopresuntivo,sobretodo
en lasprimerasetapasde la infecciónde unaexplotación,no seasencilloy debabasarseen
la interpretación de una serie de síntomas poco específicos, en la consideración del historial
clínico de la explotación y/o en el análisis de los registros sobre reproducción.

Con frecuencia la primera manifestación de la infección en una explotación es una
disminución de la tasa de concepción, con las consiguientes repeticiones de celo, lo que se
traduceen un aumentodel númerode servicios/inseminacionespor concepción.Si esto
ocurreen ausenciade otrasmanifestacionesen los animalesno seráfácil relacionarlocon
el VDVB.

En otros casoslos primeros indicios puedenser la presentaciónde abortosy/o el
nacimiento de terneros muertos, débiles o de menor tamaño del norma]. Sería
recomendablequeen las explotacionesseintentasesistemáticamentediagnosticartodoslos
abortoso como mínimo hacerlo siempreque se produzcamás de un caso en un corto
períodode tiempo. Si nacenterneroscon alteracionesteratológicas,el YDVB debeestar
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siempreen laprimera líneade sospecha.Es posible,incluso,queenalgunosexplotaciones
no llegueasospecharsela infeccióncon elVDVB hastaqueapareceelprimercasode EM. a

Finalmente,es posibleque en algunoscasosla primeraevidenciade la infección
procedadel laboratoriode diagnósticoque aíslael virus o detectaantígenosespecíficosdel
mismoen muestrasde tejidos, comoporejemplopulmón o intestino, recogidasdurantela
necropsiarutinariade animalesque muerendebidoa procesosrespiratorioso entéricosy
cuyaetiologíasedeseainvestigar.En algunosde estoscasospuedeserdifícil establecersi —

el VDVB debeconsiderarseo no el patógenoprimario. En cualquiercaso,la identificación
de la infección con el VDVB debeconsiderarsesiempresignificativa desdeel punto de
vistadel estadosanitariogeneralde laexplotación(Brock, 1995). —

De lo expuestohastaahorasededuceque en la mayoríade los casosse precisa o
recurrir al laboratorioparaconfirmarel diagnóstico.Pararealizarun diagnósticolo más
exacto y rápido posible y a unos costes razonables es fundamental una estrecha
colaboraciónentreel clínico y el laboratorio.Ello permitiráal clínico remitir las muestras —

idóneasencadacasoy al laboratorioseleccionarel/los método/sde diagnósticoapropiados
a cada situación y hacer una correcta interpretación de los resultados.

a
1.5.2.Diagnóstico laboratorial

Como en cualquierotra virosis los métodosde diagnóstico específicospara el U

VDVB puedendívidirseendos grandesgrupos:(a) deteccióndelvirus o de algunosde sus
componentes(métodosdirectos)y (b) detecciónde la respuestainmunedel hospedadora la
infección(métodosindirectos).
1.5.2.1.Métodos directos

e

1.5.2.1.1.Aislamientodel virus

e
El aislamiento del virus es el método más fiable y el más utilizado tradicionalmente

para el diagnóstico de las infecciones por el VDVB (Dubovi, 1990; Edwards, 1990;
F{oward el al., 1990; Kelling el al., 1990). A pesar de que, como se expone más adelante, a
se han desarrollado nuevos métodos de detección del virus, el aislamiento sigue siendo la
técnica de referencia con la que se compara la sensibilidad de otras técnicas.

El virus generalmentese aisla con facilidad in vilro. Parael aislamientosuelen
emplearselas líneascelularesBT (cornetesnasalesbovinos)y MDBK (riñón bovino). Los
aisladosCP producenalteracionescaracterísticasen los cultivos celularesdetectables U

dentro de las 48 horaspostinoculación.El efectocitopático consisteen la formación de
áreas en las que las células presentan un citoplasma vacuolizado y granuloso y un núcleo
intensamentepienótico.Sin embargo,la mayoríade los aisladosde campodel VDVB son a
NCP. Los aisladosNCP, al no inducir alteracionesvisibles en los cultivos celulares,se
reconocendetectandoantígenosvíricos mediante tinciones de inmunofluoresccnciao
inmunoenzimáticas(Ward y Kaeberle, 1984; Dubovi, 1990). El aislamientode las cepas
NCPencultivos celularesrequierede 3 a 5 días.

U
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El aislamientodel virus requiereun control riguroso tantodel suerofetal bovino
utilizado para suplementar los medios de cultivo celulares como de los propios cultivos
celulares ya que pueden estar contaminados por el VDVB. En el caso del suero fetal
bovino, ademásde la posiblecontaminaciónpor el virus, algunoslotespuedencontener
factores de inhibición (anticuerpos o interferon específicos frente a este virus) que pueden
reducirel título del virus de las muestrasinoculadasde 10 a 100 vecesy, por lo tanto,
reducirconsiderablementela sensibilidadde la técnica(Edwards,1990). El sueropuede
irradiarseo tratarsecon agentesquímicosantesde suusoparainactivar los posiblesvirus
contaminantes(Dubovi, 1990).

El aislamientodel virus puederealizarsea partir de diversasmuestras:suero,
plasma,coágulosde sangre,sangrecompleta,hisoposnasales,semeny varios tipos de
muestrasde tejidos (Brock, 1995). La mejormuestraparael aislamiento del virus son las
célulasmononuclearesobtenidasde sangrecompletae incluidas enuna solucióntampón.
En el caso de animales muertos y de fetos abortadoslas mejores muestraspara el
aislamientodel virus son las procedentesde órganoslinfoides, tales como el bazo, las
placasde Peyerdel intestinodelgado,los ganglioslinfáticosy el timo.

En la actualidad cuando se analizan un elevado número de muestras el aislamiento
serealizaenplacasmicrotiter y el antígenovírico sedetectausandoun conjugadomarcado
con peroxidasa en lugar de la inmunofluorescenciaempleadarutinariamente con
anterioridad(Ward y Kaeberle, 1984; Afsar el al., 1991). Esta técnicafue descritapor
Meyling en 1984 y haadquiridounaampliaaceptación.

La técnica de inmunoperoxidasaen placa presentaventajascon respectoa la
inmunofluorescenciatalescomo la capacidadde procesarun elevadonúmerode muestras
simultáneamentey la no necesidadde contarcon un microscopiode fluorescenciani con
un expertopara interpretarlos resultados.Un posible problemade estatécnica es que
cuandoseutilizan muestrasde sueroparael aislamientoalgunosde los suerospuedenestar
contaminados o contener sustancias tóxicas, lo que provoca la destrucción del sustrato
celular (Nettletony Entrican, 1993).Además,Nettletony Entrican(1993) en un estudio
comparativo llegaron a la conclusión de que la sensibilidad de la técnica de
inmunoperoxidasaerabajay, porlo tanto, algunosanimalesvirémicosno sedetectan.Las
muestrasmásadecuadasparael ensayode la inmunoperoxidasaenplacasonel suero,las
célulasmononuclearesy los homogeneizadosde tejidos. El ensayode inmunoperoxidasa
en placarequiereaproximadamentede 5 a7 días,tiempo suficientepararealizardospases
completosde las muestras.Parala detecciónde antígenosdel VDVB se usananticuerpos
tanto poli comomonoclonales.Deregtet al. (1992)encontraronque una combinaciónde
diferentes anticuerpos monoclonales frente a epítopos de las proteínas gpS3/E2 y p80/NS3-
p125¡NS23 presentabala más amplia capacidadde detecciónde distintos aisladosde
VDVB. Paradetectarel VDVB en los ensayosinmunoenzimáticos,y dadala diversidad
antigénicade los aisladosdel VDVB, es recomendableemplearuna combinaciónde
anticuerpos monoclonales con una amplia reactividad cruzada.

51



e

Introducción e

L5.2.I.2. Detecciónde antígenosvíricos
a

Puederealizarseunarápidaidentificaciónde antígenosdel VDVB en muestrasde
tejidos por métodos inmunohistoquimicostales como inmunofluorescenciao tinción
inmunoenzimática utilizando cortes de tejidos congelados (Dubovi, 1990). La detección de a
antígenosesunatécnicarápidaperomenossensiblequeel aislamientodel virus en cultivos
celulares(Snyderel al., 1979) y es más útil en el caso de animalespersistentemente
infectados que en el caso de animales con infecciones agudas. La técnica de
inmunofluorescenciatieneel inconvenientede que no permiteprocesarun elevadonúmero
de muestras.

a
Recientemente se ha demostrado que un anticuerpo monoclonal frente a la proteína

gp48fEO (CISC) reacciona ampliamente con la mayoría de las cepas del ‘VDVB y puede e

utilizarse para detectar el virus en preparaciones histológicas convencionales fijadas en
formol e incluidas en parafina (Hainesel al., 1992). El epítopo reconocido por este
anticuerpo monoclonal en la proteína gp4S./EO está altamente conservado entre los aislados
de VDVB, por lo que su reactividad está muy poco influenciada por la variabilidad
antigénica del VDVB. En un trabajo reciente Ellis el al. (1995) comparando la eficacia
diagnóstica de esta técnica inmunohistoquimicacon el aislamiento del virus y la e
inmunofluorescenciaenel casode abortosy muertesneonatalesllegaronala conclusiónde
que la técnicainmunohistoquimicasobrecortes histológicosproporcionabalos mejores
resultados.La identificacióndel virus en tejidos fijadospermiteconfirmarla infeccióncon U

el VDVB sin necesidadde recurriral aislamientodel virus. Estatécnicapuedesermuy útil
cuandose analizanmuestrasde animalesmuertospor procesosque puedentener una
etiologíamultifactorial como,por ejemplo,los respiratorioso los entéricos.La identifica- U

ción del VDVB en estasmuestraspatológicas,aunqueen algunoscasosresultedificil
determinarsi setratadel patógenoprimario, debeconsiderarsesiempresignificativa desde
elpuntode vistageneralde la explotación(Brock, 1995). —

ELISA decaptura deantígeno

La disponibilidad de anticuerposmonoclonalesespecíficosfrente al VDVB ha
permitido desarrollardiversastécnicasinmunoenzimáticasde capturade antígeno(Chu el
al., 1985; Fentoneta!., 1990;Vickersy Minocha, 1990;Greiserel al., 1993; Ludemanny
Katz, 1994; Entrican el al., 1995; Sandviky Krogsrud, 1995). Las técnicasELISA de
capturade antígenoprobablementeseanla mejor alternativapara detectarantígenosdel e
VDVB cuandosetrabajaconun grannúmerodemuestras(Horneret al., 1995).De hecho,
vanas de estas técnicasestán comercializadasy representanuna buenaherramienta
diagnósticapara laboratoriosque carecende la mínima infraestructuranecesariapara U

realizarel aislamiento.

La mayoría de estos ELISAs utilizan anticuerpos monoclonalesfrente a las
proteínaspSO/NS3-pí2S/NS23que reconocenprácticamentea todos los aislados del
VDVB. No obstante,hay que tener presenteque esta proteínaes común a todos los

e
pestivirus,lo quepuededar lugara reaccionesfalsaspositivas(Collet el al., 1989; Patonel
al., 1991b). La utilización de anticuerposmonoclonalesfrente a la glicoproteinagp53,
aunquetienela ventajade que no da reacciones cruzadas con otros pestivirus, presenta el
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inconvenientede que sólo sedetectanun limitado númerode aisladosdelVDVB (Bolin el
al., 1988;Xueetal., 1990;Patonel al., 1992).

A continuaciónsedescribenalgunasde las técnicasELISA de capturadescritasen
los últimos años en la literatura. Fenton el al. (1990, 1991) desarrollaronun ELISA de
captura para detectar antígeno del VDVB en células sanguíneas de la serie blanca
utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce la proteína p80¡NS3. Estos
investigadores detectaron el virus en 47 de 48 muestras que frieron positivas por
aislamiento y no encontraron ningún falso positivo (167 muestras negativas por
aislamiento también fueron negativas por este ELISA). Shannon el al. (1991) han
desarrolladootratécnicaELISA de capturaquepermitedetectarantigenovírico en células
de la serieblanca,coágulosde sangrey muestrasde tejidos. La técnicapropuestaporestos
autoresutiliza un antisueropoliclonal frenteal VDVB producidoen cabrasparacapturarel
antígenoy una mezcla de tres anticuerpos monoclonalespara detectar el antígeno
capturado.Greiser el al. (1993) compararon otra técnica ELISA de captura con el
aislamientodel virus obteniendounasensibilidaddel 97%.

En 1991 se desarrolló una técnica ELISA de captura de antígeno con anticuerpos
policlonales en el Danish Síale Veterinary Institute for Virus Research que ha
proporcionadounosexcelentesresultadosy pareceideal parasuutilización en un programa
de erradicación(Bitschy Ronstholt,1995).

La mayoríade los ELISAs de capturadescritosparadetectarantígenodel VDVB
utilizan, ademásde anticuerposmonoclonales,un anticuerpopoliclonal. Recientemente,
sinembargo,Entricaneta!. (1995)handesarrolladoun ELISA decapturaque sólo utiliza
anticuerposmonoclonalesy que es más sensible que los que combinan el uso de
anticuerpos mono y policlonales. Sin embargo, ninguno de los métodos de ELISA
propuestos hasta la fecha ha igualado la sensibilidad del aislamiento del virus (Greiser et
al., 1993).

Citometriadeflujo

La citometríade flujo puedeutilizarsecomoun métodode identificacióndirectade
antígenosdel VDVB en muestrascomo una alternativaal aislamientodel virus (Qvist el
al., 1990;Qvist el al., 1991). Qvist el al. (1990,1991)comprobaronquela sensibilidaddel
análisisde la citometríade flujo de lisadosde muestrasde sangrecompletaeraequivalente
a la del aislamiento del virus. Sin embargo, la citometría de flujo presenta importantes
inconvenientesderivadosdel importantecosteeconómicodel citómetrode flujo y de la
necesidadde disponerde un técnicoespecializado.

L5.21.3.Deteccióndeácidosnucleicos

La aplicaciónde los métodosde detecciónde ácidosnucleicosimplica la detección
directa del ARN genómico viral, lo que con respectoal aislamientodel virus tiene la
ventajade evitarla interferenciapotencialcon los anticuerposneutralizantes(Broek, 1995).
Además,estosmétodosdetectanel ARN genómicotanto de partículasvíricas infecciosas
como de partículas viricas defectivas o inactivadas.Por lo tanto, teóricamentela
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sensibilidadde la deteccióndebeserigual o mayor quela del aislamientodel virus (Belak
y Ballagipordany,1991; I-lertig el al., 1991; 1-fornereta!., 1995).La especificidadde estos e’

métodos dependede la región genómíca seleccionadapara la detección y de las
condicionesdereacciónutilizadas(Brock, 1995).

La aplicación de estos métodos requiere una extracción previa del ARN no
degradadode las muestrasantesde la detección,y precisamenteen estepasose encuentra
la principal desventajade estos métodosdada la dificultad para extraer el ARN no
degradadode las muestrasclínicas(Brock y Potgieter,1990; Brock, 1991).Seránecesario
desarrollar métodos mejorados de extracción del ARN, más rápidos y más sencillos para
aumentarla aplicaciónprácticay laaceptaciónde estastécnicas, el

Hibridación deácidosnucleicos
el

El análisiscomparativode las secuenciasde diversosaisladosdel VDVB permitió
identificar regiones del genoma, tales como la que codifíca la proteína no estructural e,

p80/N53-p125/N523y la región UTR 5, que teníanaltosniveles de conservaciónde las
secuenciasde nucleótidos(Kwangel al., 1991; Brock el al., 1993). Además, comparando
sondasfrentea estasdos regionesseha comprobadoque las sondasde la regiónUTR Y —
eran las que permitíandetectarun mayor númerode aisladosdel VD’VB (Lewis el al.,
1991; Brock el al., 1993; Ridpathel al., 1993). Así, Brock el al. (1993) lograrondetectar
las 19 cepasde VDVB analizadasutilizando sondasde hibridaciónde la regiónUTR 5’. e
Comparativamente,sin embargo,utilizando tres sondasdiferentesde otros tantosaislados
del VDVB (cepasNY- 1, NADL, y SD-1) dirigidas frente a la región que codifica la
proteína pSO/NS3,sólo consiguieron detectar entre el 60 y el 80% de las cepasanalizadas mi
(Brock el al., 1993).En otro estudioLewis el al. (1991)detectaronel 86% de los aislados
víricos utilizando sondasde la región UTR 5’. Las técnicasde hibridación son útiles en

U
determinadostrabajos de investigaciónpero, por el momento, no se utilizan en los
laboratoriosde diagnóstico.

e
Reacción de la transcriptasa reversa seguida de una reacción en cadena de la
polimerasa(RT-PCR)

e
El fundamentodeestatécnicaconsisteen que con la reacciónde la transcriptasa

reversa(Rl) seproduceun ADN complementario(cADN) a partir de la cadenamolde de
ARN del virus, que posteriormentees amplificado por una reacciónen cadenade la
polimerasa(PCR). La eficacia de estatécnicadependebásicamentede los siguientes
factores: (a) del método de extracción previo del ARN vírico no degradado, (b) de la
elecciónde los cebadoresespecíficospara la amplificación y (c) de las condicionesde
reacciónempleadas.Como generalmentelos cebadoressediseñana partir de secuencias
muy conservadas,estastécnicaspermitendetectar,ademásdel VDVB, la mayoríade los
pestivirus incluyendo el VPPC y el VEB. No obstante,con una selecciónadecuadade
cebadores se han conseguido diferenciar el VDVBy el VPPC (Wirz et al., 1993). La
sensibilidadde estatécnica, al menosen teoría, deberíaser igual o superior a la del

U
aislamientodel virus. En la mayoríade los casos,en condicionesexperimentales,la RT-
PCRescapazde detectarnivelesde virus de 10 a 1000 vecesmenoresque el aislamiento
(Hertig eta!., 1991; Lópezel al., 1991;Alansariel al., 1993). e
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Son muchoslos gruposde investigaciónque han desarrolladotécnicasRT-PCR
paradetectarel VDVB (Fentonet al., 1990; Belak y Ballagipondany,1991; Hertig el al.,
1991; Lópezel al., 1991; Wardy Misra, 1991; Hooft van Iddekingeel al., 1992;Alansari
et al., 1993; Hameleta!., 1995).La mayorpartede las técnicasRT-PCRdescritassehan
aplicadoa la deteccióndel VDVB en muestrasde sangrey suero,pero tambiénsehan
descritootrosprotocolosque pennitendetectarel ARN vírico en diferentestejidos (López
etal., 1991; Gruberel al., 1993; Schmittel al., 1994; Hameleta!., 1995), en leche (Brock
y Radwan,1992;Radwaneta!., 1995)y ensemen(DaSilvael al., 1995).

Radwanel al. (1995)han adaptadola técnicaRT-PCRparadetectarel VDVB en
muestrasde lechedeltanquede mezclalo quepermiteidentificarexplotacionesinfectadas.
La técnicarequiere la extraccióndel ARN vírico de las células somáticasde la leche.
Utilizando comocontrolpositivo la lechede un animalPI, los autorescomprobaronque la
RT-PCR detectabael VDVB en un mínimo de 580 célulassomáticas,mientrasque el
límite de detección por aislamiento estaba en 8500 células. Al aplicar la técnica a muestras
de leche procedentes de explotaciones los investigadores detectaron el virus en 31 de 83
explotaciones sospechosas de sufrir la infección y en otras 2 de 41 explotaciones
seleccionadasal azar. Porcontra,los intentosde detectarel virus por aislamientode estas
muestrasfueronnegativosen todos los casos,lo que segúnlos autorespodríadebersea la
presenciade Acs frenteal virus en la leche.

Recientementeun grupo de investigadoresespañoleshanpuestoa punto una RT-
PCRparala deteccióndel VDVB en semen(Da Silva el al., 1995), cosaque no se había
conseguidocon anterioridadya que las diferentesRT-PCR no funcionabancuando se
aplicabana la deteccióndel virus en semen.La aportaciónmásnovedosadel protocolo
propuestopor Da Silva el al. (1995) consisteen pasarel semenpor una columnade
cromatograflaSephacrylS-400antesde la extraccióndel ARN vírico. Estepaso,segúnlos
investigadores,podríacontribuira eliminarinhibidoresde la transcriptasareversapresentes
en el semen.Lapruebapuedeserespecialmenteútil parael controlde los animalesen los
centrosde LA, máximeteniendoen cuentaque con frecuenciael aislamientodel virus a
partir del semen fracasa. El fracaso del aislamiento del virus a partir de semen puede
explicarsepor los efectosviricidasdel semen(Kahrs eta!., 1980),por los bajostítulos del
virus en semenque puedenir de 5 a 75 DI5oCT/ml (Kirkland et al., 1991) o por la
inhibición de la transcriptasareversaporel virus (Reddyelal., 1983).

La RT-PCR presentadesventajasimportantespara su uso rutinario en los
laboratoriosde diagnósticotalescomosucosteeconómicoy la laboriosidaddel procesado
de las muestras.No es extraño,por lo tanto, que en la actualidad la atención de los
investigadoresse esté dirigiendo a desarrollarprotocolos más sencillos que puedan
aplicarsedirectamentea muestrasclínicas(Hameleta!., 1995).Aunquemuyposiblemente
la RT-PCRnuncallegaráa utilizarsede formarutinariaen los laboratoriosde diagnóstico,
si puede ser, en determinadascircunstancias,una buenaelecciónpara la deteccióndel
VDVBespecialmente cuando no se obtengan resultados concluyentes con otras pruebas
comoel aislamiento.
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1.5.2.2.Métodosindirectos(serológicos)
e

Aunque se han realizadodiferentesestudiossobre la respuestainmune celular
frenteal VDVB, desdeel punto de vista diagnósticosólo se utiliza la respuestahumoral.
Recordemosquelos animalesquesufrenunainfecciónagudaconelVDVB seroconvierten u
dentro de las 2 a 3 semanas posteriores a la exposición al virus, que el título de anticuerpos
puedeseguir aumentandodurantealgunassemanasdespués,que en los animalesque

asuperanla infección los Acs persistenduranteaños,posiblementedurantetoda la vida, y
que los ternerosque toman calostrode vacas seropositivasadquierenAcs que declinan
lentamentedurantelos primerosmesesde vida. Por lo tanto, la detecciónde Acs en una

a
únicamuestrade suerode un animal no vacunadosólo nos indicaráque el animal sufrió la
infección en algún momentodel pasadoy, lógicamente,no tiene valor diagnóstico.El
diagnósticoserológicode la infecciónagudarequiereanalizardos muestrasde suero,una —.

tomadadurantela fase aguday otra 3 ó 4 semanasdespués,parademostrarque durante
esteintervalosehaproducidounaseroconversióno un aumentosignificativo del título de
Acs. e

Entre las diferentespruebasserológicasdescritasparala detecciónde Acs frenteal
VDVB las másampliamenteutilizadasson la seroneutralizacióny ELISA. Otraspruebas e
como la inmunodifusión o la fijación del complementose utilizan muy poco en la
actualidad.

e

Seroneutralizaciónvírica (SNV)

La seroneutralizaciónvírica ha sido tradicionalmenteel método serológicomás U

utilizado paradeterminarlos niveles de los anticuerposespecíficosfrente al VDVB. La
técnica, lógicamente,precisael empleo de cultivos celulares, lo que limita su uso a

e
aquelloslaboratoriosque disponende estasfacilidades.Al igual que en el aislamientodel
virus, es muy importantecomprobarque el cultivo celular no estécontaminadopor una
cepaendógenadel VDVB y que el suerofetal bovino usadoen el medio de cultivo esté e
libre del VDVB y de factoresinhibitorios del crecimientode estevirus (Edwards,1990).
La realizaciónde lapruebarequierede 3 a5 días.

U

No existe una cepa de referencia aceptada por todos los laboratorios para realizar la
prueba (Edwards, 1990; Brock, 1995). Las cepas de referencia utilizadas con más
frecuenciaen el mundo son las cepascitopáticasNADL, Singer y OregonC24V. No e

obstante,en la SNV tambiénpuedenutilizarse como referenciacepasno citopáticas
combinándolascon el ensayode inmunoperoxidasaen placa(Brock, 1995).

Es precisotenerpresenteque la SNV no esuna técnicatotalmentereproducibley
que, por lo tanto, los títulos de seroneutralizaciónpuedenvariar de un laboratorioa otro
porvariasrazones.La razónprincipalparaestavariaciónesconsecuenciade la diversidad
antigénicaentre las cepasdel VDVB utilizadasen los ensayosde SNV (Castrucciel al.,
1975; Bolin et al., 1988; Bolin el al., 1991). Así, por ejemplo,Deregt el al. (1992) U

compararonel usocomo cepasde referenciade las cepasNADL y Singerusandola línea
celular MDBK y encontraronque la cepa Singer dabamenos resultadosnegativosy
mayorestítulos que la NADL. En la tabla 1.8 semuestraotro ejemplo ilustrativo de este U
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hecho. Como puede apreciarseen la tabla los títulos de seroneutralizaciónvarían
considerablementeen función de la cepautilizadaen la prueba.El tipo de cultivo celular
utilizado en el ensayo,el númerode pasesde estoscultivos y la propiametodologíade
cadalaboratoriosonotrasposiblescausasde la variaciónenlos resultados(Edwards,1990;
Brock, 1995).

Tabla 1.8. Comparación de títulos de SNV usando diferentes cepasde referencia del VDVB
(tomadode Brock, 1991).

aCepaNCP deVDVB; boepa CP deVDVB

Ademásde la diferenciaen los títulos obtenidossegúnla cepade VDVB utilizada,
los resultadospuedenvariar entrelaboratoriosinclusocuandoseutiliza la mismacepade
referenciapuestoque estosvirus no sonantigénicamenteestablesen pasesrepetidos.Así,
se ha comprobado con anticuerpos monoclonales que existen diferencias antigénicas en
una misma cepa de referencia mantenida en diferentes laboratorios (Cay elal., 1989).

Debido a las dificultadesmencionadasparaestandarizarlos ensayosde SNV es
importante destacar que el análisis de los sueros pareados (de la fase aguda y
convaleciente) debe realizarse simultáneamente en el laboratorio. Los sueros tomados en la
fase agudadebenalmacenarsecongeladoshasta que se puedadisponer de los sueros
correspondientesala faseconvaleciente.

ELISA

La técnicaELISA constituyeunaalternativaa la SNV. En la mayoríade los casos
los títulos obtenidos por ELISA se correlacionanbien con los obtenidospor SNV.
Teniendoen cuentaque, encomparacióncon la SNV, la técnicaELISA esmás fácil de
realizaren cualquierlaboratorio,másrápida,másbaratay másadecuadaparaprocesarun
elevadonúmerode muestrasesmuy probableque seconviertaa cortoplazoenel método
serológico más utilizado. De hecho, diferentes ensayos ELISA están siendo ya
comercializados por algunos laboratorios.

AnimalW SD-1 Br AOL”

1 >1:640 1:80 >1:640

2 1:80 >1:640 1:10

3 >1:640 1:5 1:320

4 <1:5 1:5 <1:5

5 <1:5 1:10 <1:5

6 <1:5 <1:5 <1:5
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La mayoríade los protocolosde FUSAs descritoshastala fechaparala detección
de anticuerposfrente al VDVB utilizan un antígenopurificado del virus paratapizarlas
placas(Chu et al., 1985; Bock el al., 1986; Durhamy Hassard,1990; Cho et al., 1991;
Moenninget al., 1991; Patonet al., 1991b).El antígenomásempleadoen estaspruebasde
ELISA es la proteínap80/N53-p125¡NS23dado que contienedeterminantesantigénicos U

compartidosporprácticamentetodoslos aisladosdel VDVB.
e,

Un problemaasociadoconfrecuenciaaestetipo de ELISA esquedanlugara unos
altosnivelesde “ruidos de fondo” (unionesinespecíficas),lo que estárelacionadocon el
grado de pureza del antígeno empleadopara tapizar las placas. Para limitar este

Si
inconvenientesehan utilizado diversosmétodosde preparacióndel antígeno(Chu el al.,
1985; Bock el al., 1986; Cho el al., 1991)que sonbastantelaboriosos,lo que conlíevaun
importante gasto en tiempo y dinero. La obtención de proteínas del VDVB por a,
recombinacióngenéticapermitirá disponerde antígenosútiles para el diagnósticoa un
costeeconómicorazonable(Kwangel al., 1995).

u’

Niskanenel al. (1991) y Carlssonel al. (1992) han desarrolladosendosELISAs
para detectarniveles de anticuerposen muestrasde leche tanto de animalesindividuales
como procedentesde tanquesde mezcla.Estos investigadoreshan encontradouna buena U

correlaciónentreel nivel de anticuerposen el tanquede mezclay la presenciade animales
persistentementeinfectadosen la explotación.EsteELISA podríaserun buenmétodo de
cribado en las explotacionesno vacunadas,En Españaalgunoslaboratoriosya realizan a
rutinariamenteestaprueba.

a
¡.5.2.3. Tipo de muestras que deben reniltirse al laboratorio y selección e
interpretación de las pruebasdiagnósticas

U
El tipo de muestrasque debenremitirseal laboratoriodependedel historial de la

explotación.Así, por ejemplo, para evaluar e interpretarcorrectamentela serologíaes
necesarioconocerel historial de vacunacionesde la explotación.Tambiénesdiferentela
forma de enfocarel diagnósticosegúnse trate de confirmar una infecciónagudao una
infecciónpersistente(ver tabla1.9).

U

U

e

U

U

e
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Tabla 1.9. Interpretación del estado del animal con respecto a la infección de acuerdo con los
resultados de las pruebas diagnósticas.

vinus ANTICUERPO .. INI? ER? I4ETACIÓN...

- Animal no infectado por el VDVB y plenamente receptivo a la

infección

1. Ternerohastaaproximadamente6 meses, no vacunado
a)Nacidodemadreseropositiva:

- Posibles Acs calostrales
b) Nacidodemadre seronegativa:

- Sufrió la infeccióny tieneuna inmunidadsólidafrenteal VDVH

+ 2. Animal mayorde 6 meses no vacunado
- Sufrió la infeccióny tiene una inmunidad sólida frente al VDVB

3. Animaj vacunado
- Puede o no habersufrido la infección y tiene una inmunidad más o
menos sólida frente al VDVB en función de si padeció o no la infección
y del tipo y frecuencia de vacuna empleada.

1. El animal sufre la infección persistente: inmunotolerante (lo más
frecuente)

2. El animal está en la fase inicial de una infección aguda (infrecuente)

1. El animal está en fase final de una infección aguda y ha seroconvertido
(infrecuente)

2. El animal era seropositivo pero no estaba suficientemente protegido
frente a la cepa infectante y sufre la infección aguda (posible)

+ -4-
3. El animal sufre la infección persistente

a) Menor de 3 meses nacido de madre seropositiva:
Posibles Acs calostrales
b) Mayor de 3 meses:

- Entró en contacto con un virus heterólogo al que está produciendo la
infección persistente por superinfección o vacunación
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1.5.2.3.1.Infeccionesagudas

Hay que tenerpresenteque enel casode infeccionesagudasel VDVB sólo puede
aislarsede los animalesentreaproximadamenteel día 3 y el día 8 a 10 postinfeccióny en
algunosanimalesel aislamientosólo espositivo durante2 ó 3 díasen el transcursode la —
infección.Lamejormuestraparaaislarel VDVB de animalesinfectadosde formaagudaes
la sangrecompleta(esmejor que el suerodel que puedeaislarseduranteun intervalo de
tiempo máscorto). Además,puedenrecogersemuestrascon hisoposde la cavidadnasaly
enviarlasal laboratorioparaintentarel aislamientodel virus.

El desarrollode los anticuerposneutralizantesen los animalesconvalecientes e
interfierecon el aislamientodel virus. Dadoque las técnicasquedetectanácidosnucleicos
no se ven afectadaspor la presenciade los anticuerposneutralizantes,estos métodos
puedenserpositivosduranteperíodosmás largosqueel aislamientodelvirus.

En los casos de animales muertos por la infección aguda deben remitirse
principalmenteórganoslinfoides (Dubovi, 1990). En estoscasosel diagnósticopuede
realizarsemediantela deteccióndeantígenosespecíficoso poraislamientodel virus.

El aislamientodel virus de los animalescon infecciónagudacon frecuenciapuede
presentardificultades.Deahíque la serologíaseael métodode diagnósticomásempleado.
Debenanalizarsesuerospareadosde un mismoanimal con un intervalode 3 a 4 semanasy
debeobservarseun importanteincremento,hastacuatroveces,del título de anticuerposen
el suerotomadoen la faseconvalecientecon respectoal suerotomadoen fasede infección
aguda.En las explotacionesafectadasporbrotesagudosdebentomarsemuestrasde suero a
de cualquieranimalcon diarrea, fiebre,anorexiao disminuciónde laproducciónde leche.
Ademásde las muestrasde los animalesmás afectados,el envió de muestrasde otros
animalessanosdela explotaciónpuedefacilitar el diagnóstico.

LS.2.3.2.Abonos a

En el caso de abortos lo ideal seríaremitir los fetos enterosy, si esto no fuera
posible debenrecogersediferentesórganos(tiroides, timo, cerebro,bazo y riñón) sobre a
mediosde transporteadecuadospara virus. A partir de estosórganospuede intentarseel
aislamientoo la deteccióndel virus. Además,esrecomendableenviar sangredel corazón
y/o exudadopleural,pericárdicoo peritonealparadetectaranticuerpos. a

Hay que tenerencuentaque en muchosabortosasociadosconel VDVB no puede
aislarseo detectarseel virus. Los fetos abortadoso los animalesnacidosmuertosque se
infectaroncuandoeran inmunocompetentes(despuésde los 90 a 125 días de gestación)
serannegativosal virus peropositivosa Acs. La detecciónde Acs en el suerode sangre
extraídadel corazóno enexudadosconfirmaríala infecciónintrauterina.

La serologíade las madressueleserde escasaayudapuestoque, dadoel intervalo
U

quehay entrela infección de lasmadresy los abortos,las hembrasseroconviertenantesde
queseproduzcael aborto.Sin embargo,si lamadressonseronegativaspodrádescartarseal

U
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VDVB comocausadel abono,salvo que se trate de unavacaPI, en cuyo casohabríaque
tratarde aislarel virus de la misma.

El diagnósticoen terneroscon defectoscongénitosdebeincluir el aislamientodel
virus y la serología (antes de que los animalestomen calostro). La mayoría de las
alteracionescongénitasasociadasconel VDVB seproducentras la infección del feto que
ya esinmunocompetente.De ahí que estosternerossonraramentevirémicospero suelen
presentartítulos deanticuerpos

LS.2.3.3. Infeccionespersistentes

La identificaciónde los animalesPI serealizamedianteel aislamientodel virus. El
nivel de viremia en los animalesPI esgeneralmentebastanteelevado(106 DI50CT/ml de
suero)pero podria variar entre 102 y i0

7 DI
50CT/ml (Brock el al., 1991). Además,en

algunosanimalesel nivel de viremiapodríadescenderpasadoun tiempo(Brock y Grooms,
1994).

En lamayoríade los casosel sueroesunamuestraadecuadaparael aislamientodel
virus. Sin embargo,en ternerosjóvenesque han tomado calostrode madresseropositivas
los anticuerposmaternalespodríandisminuir el nivel devirus libre enel suerocon lo que
el aislamiento del virus podría dar un resultadofalso negativo. Por ello, en terneros
menoresde tresmesesdeedadla mejormuestrapararealizarel aislamientosonlas células
mononuclearesde sangrecompleta(Duboví, 1990).

Algunos investigadoreshan sugeridoque paraidentificara los animalesPI podría,
en primer término, recurnrsea la serología,lo que permitiría seleccionarlos animales
seronegativos,que serian los que posteriormentese someteríanal aislamientodel virus.
Los conocimientosactuales,sin embargo,desaconsejanestaestrategia,pues, si bien es
cierto quemuchosanimalesPI sonseronegativos,tambiénlo esquela inmunotoleranciaes
altamenteespecíficay que,por lo tanto, los animalesPI puedendesarrollaruna respuesta
inmune frente a cepasdel VDVB antigénicamentedistintas a la que estáproduciendola
infección persistente.Los anticuerposfrente al VDVB detectadosen los animalesPI,
dejando apane los adquiridos por los terneros a través del calostro materno, son
consecuenciade que los animalesentranen contactocon una cepadel virus antigéni-
camentediferentebienporexposiciónnatural (superinfección)o bienporvacunación.

Los animalesPI se identificancomotalescuandoseaíslael virus en dos muestras
del mismo animal tomadascon un intervalo de 30 días (en el caso de animalescon
infecciónagudaal cabo de ese tiempo ya no se aislaríael virus). Además, la serología
pareadademostraríaque enel casode los animalesPI o bien sonseronegativoso bien no
hay variacionesen el título entre las dosmuestrasde suero,mientrasque en el casode
animalescon infecciónagudaseobservaríaunaseroconversión.
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1.6.PREVENCION Y CONTROL

Las infeccionesproducidaspore! VDVB no estánincluidasni en la lista A ni en la
lista B de enfermedadesde la OrganizaciónInternacionalde Epizootias(OlE) (Brar el al.,
1978)y, exceptoenNoruega,no esunaenfermedadde declaraciónobligatoria, ti

No existeun tratamientoeficazcontra la DVB. Cuando,como consecuenciade la
ti

infección,seproducesintomatologíaclínicapuederecurrirsea un tratamientode soporteen
el que cabe considerarel uso de antibióticos para el tratamiento de las infecciones
bacterianas secundarias. El uso de corticoesteroides está contraindicado porque
posiblementetenganun efectoaditivo sobrela inmunosupresióninducidaporel virus. En
su lugarpuedenemplearseantiinflamatoriosno esteroideos.Si sepresentadeshidratación
habráquecorregirlaadministrandoporvía oral o intravenosasolucionesde electrolitos.Sí
el proceso se acompañade diarrea puedenadministrarseantidiarréicosy protectores
intestinales(Baker,1995).

e
Los esfuerzospara luchar contra el VDVB debendirigirse, por lo tanto, a la

prevencióny el control de la infección con el objetivo básico de evitar o reducir las
pérdidaseconómicasproducidasporestevirus, e

Las medidasde prevencióny controldebensustentarseen un conocimientopreciso
de los diferentesaspectosde la infeccióny muy especialmentede: (a) la epidemiologíadel
VDVB, en particular susformasde mantenimiento,difusión y transmisiónen las que los
animalesPI jueganunpapelclave, (b) la complejapatogeniade la infección,en la quecabe

a
destacarlas consecuenciasde la infeccióntranspiacentaria,(c) la eficaciay disponibilidad
de las diferentespruebasdiagnósticas,lo que permitiráutilizar en cadasituación las que
proporcionenlos mejoresresultadosy (d) la respuestainmune de los animalestras la
infección o la vacunación,y en el caso de la vacunaciónes preciso conocerlas
característicasde lasvacunasexistentesen el mercadofrenteal VDVB.

e
Por el momento,sólo los paísesescandinavoshanpuestoenmarchaprogramasde

control, y posibleerradicación,del VDVB a escalanacional.Estos paisescumplendos
condiciones básicas para establecerdichos programas: tienen en general una baja e
prevalenciade la infeccióny no utilizan vacunas.

En la mayoríade los países,incluido España,debidoa susituaciónepidemiológica U

con altas prevalencias de la infección, el control de la infección debe abordarse
básicamentea nivel de explotación.No obstante,como eslógico, los programasde control
seríanmás eficacessi pudieranimplantarsea nivel local, comarcalo regional en aquellas
zonascon una densidadalta de ganadobovino y/o en las que los animalesde distintas
explotacionespuedanentrarencontacto.

U

Las medidasde prevencióny control a adoptardependeránde la situación de
partida de cadaexplotacióncon respectoa la infección. Inicialmente las explotaciones
podrán catalogarse como no infectadas, como infectadas o como de estado desconocido.

e
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Sólo puede tenersela seguridadde que una explotaciónestá libre del VDVB
cuandotodos los animalesde la misma son seronegativos.En España,de acuerdocon
diferentesestudios(Prietoet al., 1988; Álvarez et al., 1994a)y al igual que en la mayoría
de los países,sólo cumplenestacondiciónunapequeñaproporciónde explotaciones,que
generalmenteson pequeñasy/o cerradasy/o aisladasy que, por supuesto,no utilizan
vacunas.En estasexplotacioneslibres del VDVB debe evitarse la introducciónde la
infecciónaplicandolas medidasde profilaxis sanitariaque se exponenmásadelante.No
obstante,si seestimaqueel riesgode que la explotaciónseinfecte(porencontrarseenuna
zonade altaprevalenciade la infeccióny conunaaltadensidadde ganadobovino, porno
seruna explotacióncenadao por otras razonesepidemiológicas)es muy elevado,puede
ademásinstaurarseun programade vacunación.

En las explotacionesque sesabeninfectadas,generalmenteaquellasen las que se
hadiagnósticadola infección en el laboratorioa partir de unasospechaclínica,el primer
objetivo debeser identificar y eliminar a los animalesPI que, como sabemos,son los
responsablesdel mantenimientoy la transmisióndel virus en la explotación.

Paraidentificara los animalesPI deberealizarseun análisis individual de todoslos
animalesde la explotaciónmayoresde 3 meses(hay quienrecomiendarealizarloapartir de
los 6 meses)para detectarel virus en sangre.Las técnicasELISA de capturade antígeno
sonlas másrecomendablesparaestepropósitodadasueficaciay surelativasencillez.Los
ternerosmenoresde 3 (o de 6) mesesseanalizaráncuandoalcancenestaedad.Debido a la
posibleinterferenciaconlos Acs calostralesserecomiendaque los ternerosseanalicenuna
segundavez a los 3-4 mesesde la primerapara asegurarsede que no se mantieneen la
explotaciónningúnanimalPI. Además,deberánanalizarsetodoslos ternerosnacidosen la
explotacióndurantelos 9 mesessiguientesal estudioglobal preferentementeantesde que
tomencalostro.Con ello nosaseguraremosde queno naceningún animalPI de hembras
gestantesque pudieranestar en fase de convalecenciade una infección agudaen el
momentoqueserealizóel análisisde todalaexplotación.

Hay que teneren cuentaque si la recogidade muestrasde sangrese realizó
mientrasestabateniendolugar una infecciónagudapuedendetectarseanimalesvirémicos
que estabaninfectadostransitoriamente.Si el resultadode los análisis,por la cantidady/o
calidadde los animalesque dan positivo, indica que puedehabersucedidoesto, puede
resultarinteresanterealizarun segundoanálisisa estosanimales2 ó 3 semanasdespués
paraconfirmardefinitivamentesi estáno no PI.

Algunos autoreshan propuestopara detectara los animalesPI realizarun primer
análisis serológico a todos los animales de la explotación mayores de 6 meses y,
posteriormente,limitar la deteccióndel virus en sangrea los animales seronegativos.
Aunqueestemétodoresultamásbarato,no garantizaquesedetectentodoslos animalesPI.
Recordemosque la inmunotoleranciainducidaporel VDVB esespecíficaparala cepade
virus infectante y, en consecuencia,algunosanimalesPI puedenser seropositivospor
contactoconunacepaheterólogao porhabersido vacunados.

Los animales identificados como PI deben eliminarse lo antesposible de la
explotacióny, en tanto seproducela eliminación fisica, debenpermaneceraisladosdel
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resto de los animales especialmentede las hembrasgestantes.Su único destino, por
razonesdeontológicas,debeserel matadero.

Deacuerdocon los resultadosobtenidoshastael momentocon un programapiloto
de controlllevadoa caboen la isla danesade Samsoe,e iniciado en 1992,la identificación
y eliminaciónde los animalesPI penniteerradicarel VDVB (Bitsch y Ronstholt,1995).
Apoyándoseen estaexperiencia,Bitsch y Ronsholt, (1995) consideranque la posible

elatencia y reactivaciónde la infección no parecejugar un papel importanteen las
condicionesde campoparamantenerla infección en las explotaciones.Por el contrario,
Edwardset al. (1986) han encontrado evidenciasserológicas de que el VDVB siguió
circulandoen 4 explotacionesinglesasen las que se habíaneliminado los animalesPI.
Estos resultadoscontradicenla experienciadanesarealizadaa una escalamuchomayory
podríandebersea unadeficienciaen la detecciónde los animalesPI o a una insuficiente
aplicación de las medidasde prevenciónencaminadasa impedir la reinfección de las
explotaciones.

e
Los programasde controlen lasexplotacionesinfectadas,ademásde la eliminación

de los animalesPI, debenincluir unprogramade vacunaciónadaptadoa las condicionesde
cada explotación(si ya se está haciendodeberácontinuarsesiempreque se considere a
adecuadoo modificarse) y unas medidasestrictas de profilaxis sanitaria que eviten la
reinfecciónde las explotaciones(vermásadelante).

Cuandosedesconoceel estadode una explotacióncon respectoa la infección, lo
cual sueleser frecuente,puedenadoptarsediferentesestrategias.Una primeraopciónes
considerara la explotacióncomo potencialmenteinfectaday, consecuentemente,actuar
como seexpusoantes.Estaestrategia,sin embargo,debidoalos gastosqueacarrea,puede
no sereconómicamenterentableenmuchasexplotaciones.Si se descartaestaopción, la a
estrategiaa seguirdeberíadecidirseen buenamedidaen función de íos antecedentesde la
explotación:si sehanpresentadoo no en los últimos añospatologíasasociablesal VDVB,
si se estáo no realizandoun programade vacunacióny en caso afirmativodesdecuándo, U

etc.

En las explotacionessin antecedentespuedeoptarsesimplementepor aplicar (o a
continuar) un programade vacunacióny por extremarlas medidasde prevenciónpara
impedirla entradadelvirus en las explotaciones.Lógicamenteestaestrategiaesmásbarata
pero con ella secorre el riesgode que, si la explotaciónestáinfectada,los avancesen el a
controlde la infecciónpuedenserlentos.En cualquiercasodeberíahacerseun seguimiento
estrechode los animalese investigarcualquierpatologíaen la quepudieraestarimplicado
el VDVB.

Por último, puedeoptarsepor investigarel estadode laexplotacióncon respectoa
U

la infección recurriendoal análisis serológicoy/o a la deteccióndel virus enunamuestra
reducidade los animalesde la explotación.Hay que tener presenteque los muestreos
serológicosproporcionanuna información limitada cuando se utilizan vacunasy, por lo
tanto, los resultadosdebeninterpretarsecon cautela.Aunquesehan propuestodiferentes
métodosde muestreoserólogico,su aplicación en la situación españolaestá bastante
limitada,dadoel usocadavezmásgeneralizadode vacunas. a
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De acuerdocon los estudiosde Houeet al. (1995a)si las explotacionesno utilizan
vacunaso sólo usanvacunasinactivadas,el análisisserológicode unpequeñonúmerode
animalesde la explotaciónpuedeutilizarse como un indicador indirecto de la presenciao
no de animalesPI, puestoquelos títulos deAcs de los animalesde lasexplotacionescon
animalesPI sonmayoresque los de las explotacionessin animalesPI incluso cuandose
utilizan vacunasinactivadas.El método propuestopor Houe el al. (1995a) consisteen
estudiarel título de Acs neutralizantesen cincoanimalesde la explotacióndel grupode 9 a
18 mesesy clasificarlosenanimalescon titulo alto (>128) o con título bajo (c 64). En las
explotacionesconanimalesPI la probabilidadde obteneral menos3 animalescon título
alto esmayordel99%mientrasqueen las explotacionessin animalesPI la probabilidades
menordel 1% en las queutilizan vacunasinactivadasy menordel 0,1%en las queno usan
vacunas.

Otraposibilidadesincluir en el estudioserológicovariosanimalesde los siguientes
grupos: ternerosde 8-9 meses,novillas preñadas,novillas de primer parto, vacas de
segundoparto y vacas adultas. Recordemosque las explotacionescon animales PI
generalmentetienenunasaltasprevalencias(> 90%) de animalesseropositivos(Houeel
al., 1995b).Porlo tanto, si lasexplotacionesno utilizan vacunas,la distribuciónpor edades
de los animalesseropositivospuedeindicarsi existeo no en el momentoactualanimalesPI
en la explotación(prácticamentelos animalesde todaslasedadesseránseropositivos)o si
hubo animalesPIenelpasado(sólo seránseropositivoslos animalesadultos).

En las explotacioneslecherasqueno utilizan vacunastambiénpuederecurrirsea un
muestreoanálogoal utilizado en los programasde control de los paísesescandinavos
(Bitsch y Ronstholt, 1995), esto es, estudiode Acs en el tanquede mezclade leche y
estudioserológicode unospocosanimalesjóvenes.Así, porejemplo,puedenmuestrearse
9 animales:3 de ternerosmayoresde 8 meses,3 de novillas preñadasy 3 de novillas de
primer partoseleccionadosal azar.Niskanenel al. (1991)encontraronque el estudiode
Acs en el tanquede mezclade leche con un métodoELISA eraparticularmenteútil para
estimarel estadode infección de una explotación.Usandoun ELISA indirectdNiskanen
(1993),encontróunaexcelentecorrelaciónentrelos valoresde absorbanciay los títulos de
Acs en la leche.Además,demostróqueexistíaunarelaciónpositivaentrela prevalenciade
animalesseropositivosen la explotacióny los valores de absorbanciaobtenidosen las
muestras de leche del tanque, lo que permite estimar la proporción de animales
seropositivosen la explotación(ver tabla 1.10),y esto,a su vez, puedeutilizarsecomo un
indicio de la presenciao no de animalesPI en la explotación.Un métodosemejanteal de
Niskanenseutiliza en los programasdecontrol de variospaísesescandinavos.
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Tabla1.10. Relaciónentrelos valores de absorbanciaobtenidospor un métodoELISA indirecto
de detecciónde Acs en muestrasde leche del tanque y el porcentajeestimado de animales u”
seropositívosen la explotación(Niskanen,1993).

eh

e,

ti

u,

u,

La detección del virus se intentará en aquellos animales que tengan más
probabilidadesde estarPI: (a) animalesde cualquieredadque nacieronduranteo poco a
despuésde un episodiode abortos,de nacimientosde ternerosdébileso de nacimientode
ternerosconmalformacionesy (b) animalesde cualquieredadque presentanretrasoen el
crecimiento,un mal aspectogeneralo que sonmássensiblesapadecerenfermedades, a

En las explotacioneslecherasunaalternativaesintentarprimerodetectarel virus en
muestrasdel tanquede mezclamediantela técnicaRT-PCR(Radwaneí al,, 1995) y, si el
resultadoesnegativo,muestreara los animalesconmásprobabilidadesde estarPI.

En función de los resultados obtenidos en los muestreos realizados las
explotacionesseclasificaráncomo infectadas,en cuyo caso deberáprocederseal análisis
individual de los animalescomoseexpusoantes,o comoprobablementeno infectadas. U

1.6.1.Medidasparaevitar la infección o reinfeccióndc las explotaciones

a
Para evitar que las explotaciones libres del VDVB se infecten o que las

explotacionesque eliminaronlos animalesPI sereinfectendebenadoptarselas siguientes
medidas: U

- Control estricto de todos los animales que se incorporana la explotación.
Recordemosque la forma más frecuentede introducciónde la infección en una a
explotaciónesatravésde la incorporaciónde animalesPI (generalmentenovillas) o
de hembras gestantesque portan un feto infectado. Sólo se admitirán en la
explotaciónlos animalesanalizadosconunatécnicaapropiadaqueresultenno estar
PI. Si setratade hembrasgestantesehará, además,un análisisserológicoy si son
seropositivasse las aislará en el momento del parto y los terneros no se
incorporaránala explotaciónhastaqueno sehayademostradoqueno estánPI.

U
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CLASIFICACIÓN S~GON % ESTIMADODE ANIMALES
VALOR ABSORBANCIA ESTADODE INPECCIÓN SEROPOSITIVOS

<0.05 ClaseO <5%

0.05-0.25 Clase 1 5-25%

0.25-0.55 Clase 2 25-65%

> 0.55 Clase 3 > 65%
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Porotra parte,paraevitar la incorporaciónde animalesque padezcanuna
infecciónaguda,y quepudierannohabersido detectadosenel análisisde sangre,se
recomiendamantenera los nuevosanimalesaisladosdurante3 semanasantesde
incorporarlosa la explotación.Además, si algún animal de la explotaciónsale
transitoriamentede ella, por ejemplo para acudir a mercadoso exhibiciones,al
volver sele considerarácomoun animalnuevo.

- Evitar la transmisióna travésde la inseminaciónartificial y el transplantede
embriones.El control del semenestáreguladopornormativasinternacionales.Las
normativas comunitarias establecenun riguroso control sanitario sobre los
sementalesde los centros de inseminación artificial exigiendo pruebas de
aislamiento del virus, las cuales deben ser confirmadas por inmunofluorescencia
directao por inmunoperoxidasa,en todosaquellosanimalesconedadsuperiora los
seismeses(Real-Decreto2256/1994).Aunqueestosmétodosde diagnósticotienen
utilidad en la detecciónde los animalesportadoresdel virus, puedenproducirse
falsosnegativos(Afshary Baglesome,1990).Porlo tanto, los métodosde detección
en los centrosde inseminaciónartificial deberíansermás rigurosos,incluyéndose
pruebasde mayor sensibilidad,comopor ejemplola RT-PCR (Ackermansel al.,
1990). RecientementeDa Silva el al. (1995)handesarrolladoun protocolode RT-
PCRparala deteccióndel VDVB enmuestrasde semenqueelimina las sustancias
inhibidoras de la PCR presentesen el semen y que presentauna elevada
sensibilidady alta especificidad.

En la transferenciade embriones debe controlarse que ni la hembra
donadorani la receptoraesténPI y que, si el líquido de lavadosde los embriones
contienesuerofetal bovino,ésteno estécontaminadoconel VDVB.

- Evitar los pastoscomunalesy el contactocon animalesde explotacionesvecinas
siemprequeno setengala seguridadde queno existenanimalesPI.

- Evitar el contactoconotrasespeciesanimalesque seanpotencialesreservoriosdel
VDVB o de otros pestivirus, especialmentecon los pequeñosrumiantesy los
cerdos.

- Dado que existe la posibilidad de una transmisión indirecta de la infección a
travésde instrumentoso ropascontaminados,los veterinariosy otraspersonasque
rutinariamentevisitan granjasdeberántomar las precaucionespertinentesparano
propagarla infección de unaexplotacióna otra. Especialcuidadodebenponer los
veterinarios en desinfectar adecuadamente sus instrumentos de trabajo.

Algunosautoreshanpropuestocomo métodode control propiciardeliberadamente
el contactode los animalesde la explotación,sobretodo de las novillas antesde la primera
cubrición, con animalesPI (Roedery Harkness,1986).La estrategiaconsisteen retenera
los animales PI en la explotacióny utilizarlos como “vacunadores”del resto de los
animalesporcontactoestrecho.Los riesgosasumidosporestaprácticasontanelevadossi
no serealizaun control rigurosode la infecciónquehacenque no seaaconsejable(Reid,
1995).
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1.6.2.Profilaxis médica
a

Una primeracuestiónque queremosdestacares que resultarelativamentedificil
evaluar la inmunidad inducidapor las vacunasfrente al VDVB (Potgieter, 1995). Para
medir la respuestaprotectora inducida por las vacunas se utilizan la inoculación U

experimentalpostvacunaly la respuestaserológica.Sin embargo,las cepasque seutilizan
actualmentepara inocular los animalescon frecuenciano producenuna enfermedad
experimentalque sea fácilmentecuantificable.Debido a ello y a que los estudiosde —
protecciónfrenteal VDVB enanimalesque seanválidos estadisticamentesonmuy caros,
la atenciónde los investigadoresparaevaluarla eficaciade las vacunasseha concentrado
en la producciónde Acs neutralizantespor los animalesvacunados(Potgieter,1995).Los
Acs neutralizantesprobablementerepresentanuna respuestainmune frente a algunos
epítoposde la proteínagpS3 del virus, pero no se sabesi estarespuesta,en sí misma,es
adecuadaparaproporcionarproteccióna los animalesfrenteal VDVB, máxime teniendo
en cuenta la variabilidad antigénica del VDVB (Potgieter, 1995). La protecciónde los
animales, además de una respuesta inmune de base humoral, incluye una respuesta de base U

celular. La importancia relativa de esta última respuesta no se conoce, pero probablemente
contribuyaen granmedidaalestadoinmune de los animalesfrenteal virus.

Actualmentese disponede dos tipos de vacunasfrente a la DVB: atenuadase
inactivadas.

a

L6.2.L Vacunasatenuadas
U

Las vacunas atenuadasfueron las primeras producidas frente al VDVB y
prácticamente desde que comenzaron a utílizarse se han visto envueltas en una fuerte
controversiasobresuseguridad.

U

Las vacunasatenuadasgeneralmentecontienenunaúnicacepadel biotipo CP. Las
cepasusadascon másfrecuenciason la NADL, la Singer y la C24V. La atenuacióndel
virus, que se realiza por pasesseriadosen células bovinas o porcinas,disminuye su
virulencia y restringe su capacidadde replicación en los animales reduciendo la
eliminaciónde virus vacunalpor los animales. U

También seha utilizado la inducción de mutacionespara atenuarel VDVB. En
varios paíseseuropeos,incluido España,se comercializauna vacunaatenuadapor este
procedimientoque contieneuna cepamutantetermo-sensiblegenéticamenteestable.Esta
vacunaproporcionaunaprotecciónadecuaday esmás seguraque las atenuadasporpases
en cultivos celulares(Lobmann el al., 1986). Puedeadministrarsea hembrasgestantes a
puestoqueno infectaal feto.

Ventajasdelas vacunasatenuadas

- Dado que estasvacunascontienenvirus con capacidadde replicarseen los
U

animales,sólo senecesitaun pequeñonúmerode partículasvíricas infectivaspara
la inmunización(Kahrs,1966).
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- Sonbaratasde producir.

- La mayoríade las vacunasatenuadasse administran por vía subcutáneao
intramuscularen una sola dosis, lo que simplifica el manejo de los animalesa
vacunar.

- Las vacunasatenuadasestimulanunarespuestainmunerápida,lo que suponeuna
ventaja cuando se necesita obtener una rápida protección. Los anticuerpos
neutralizantes inducidos por la vacunación aparecen entre los 10-14 días
postinmunizacióny alcanzanel máximoalas 6 semanaspostvacunación.

- La inmunidadque inducenestasvacunasesde largaduración.Aunquela duración
de los anticuerposen el suerodespuésde la vacunaciónno se conoce,esprobable
que seasimilar a laqueproduceel virus de campodurantela infecciónnatural.Los
anticuerposinducidospor la infecciónnaturalsedetectanen altasconcentraciones
durantemásde un año y, en la mayoríade los animales,persistendurantevarios
años(Kahrs, 1966;Coriael al., 1978).
- La inmunidadesefectivafrentea unagamamásampliade cepasvíricasqueen el
caso de las vacunasinactivadas.A las tres semanaspostvacunaciónse detectan
anticuerposcapacesde neutralizaruna seriede cepasdel VDVB antigénicamente
diversas.Sin embargo,enalgunosanimalesno sedetectanAcsneutralizantesfrente
a cepasantigénicamentedistintas a la vacunala los dos añosde la vacunación
(Bolin, 1 995b).

Desventajasdelas vacunasatenuadas

- Puedenproducir una enfennedadpostvacunal si la vacuna mantiene una
virulenciaresidualo si estácontaminadacon algúnagentepatógeno.El ejemplo
clásico de estesegundocasoes la contaminacióncon cepasde campoNCP del
VDVB de las líneas celularesy el suero fetal utilizados para producir vacunas
bovinas.Varios trabajoshan descritobrotesclínicos tras la aplicaciónde vacunas
contaminadascon el VDVB (Bolin, 1 995b). Además, la aplicación de vacunas
atenuadasen animalesPI puededesencadenarla enfermedadde las mucosasentre1
y 4 semanaspostvacunación.Estehechoestáampliamentedocumentadoy ocurre
cuandola cepacitopáticavacunaleshomólogaala cepaNCPqueinfectaal anima]
PI.

- Los virus vacunales,excepciónhechade los mutantestermo-sensibles,pueden
atravesarla placentaeinfectaral feto con lasmismasconsecuenciasde la infección
natural:muerte fetal, abortos,alteraciones congénitas, nacimiento de terneros Pl,
etc. (Orbanel al., 1983; Liess el al., 1984; Trautweinel al., 1986) (ver apartadode
patogenia).Por lo tanto,estasvacunasno debenaplicarseenanimalesgestantes.

- Estas vacunas pueden ocasionar una inmunosupresióntransitoria que se
manifiesta poco después de la vacunación (Roth y Kaeberle, 1983). La
inmunosupresiónpuede potenciarla patogenicidadde otros agentesinfecciosos
dandolugara una enfermedadpostvacunal.PorJo tanto, sedesaconsejael uso de
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estasvacunasen animalessometidosa un alto gradode estrésy, por supuesto,en
animalesenfermos.

- Puedenproducirsefallos vacunalescuandola vacunasealmacenao se manejade
formainadecuada. —

- Existe la posibilidad de que el ARN del virus vacunal recombinecon ácidos
nucleicosde otrosvirus o delanimal vacunado(Meyersel al., 1991; Meyersel al., U

1992) y que, como consecuenciade ello, se origine un virus capazde producir
enfermedad.

e

- La vacunaciónduranteelperíodode incubaciónde la enfermedadpuededar lugar
a la explosión clínica de la DVB por lo que la vacunaciónde emergenciase
consideradeescasovalor. U

L6.2.2. Vacunasinactivadas

Las vacunasinactivadasfrenteal VDVB se desarrollaronvarios añosdespuésde las
atenuadasy surgieron como respuestaa las desventajasasociadascon estas últimas
(especialmentesuseguridad).

La diversidadde cepasutilizadasen la producciónde estasvacunasesmuchísimo e
mayor que en el casode las atenuadas.Numerosasvacunasinactivadassonbivalentesy
contienencepascitopáticasy no citopáticasdel VDVB. Estasvacunastambiéncontienen
diversosadyuvantesparareforzar la inmunogenicidad.Se han utilizado varios métodos U

parainactivar las partículasvíricasen diferentesprototiposde vacunasinactivadas.Así, se
ha usadocloroformoo detergentespararomperlas panículasvíricasproduciendovacunas
que constande antígenovírico soluble (Ferneliusel al., 1971; Mohanty el al., 1989).
Asimismo, sehanproducidovacunasquecontienenvirus muertosintactosutilizandocomo
agentesinactivantesformalina,beta-propiolactona,acetiletilenaminao etilenaminabinaria e
(Ferneliusel al., 1972; Kolar el al., 1972; McClurkin y Coria, 1978; McClurkin y Coria,
1980). Actualmentela etilenaminabinaria es el agentemás utilizado para inactivar al
VDVB. Las vacunasinactivadasse administranpor vía subcutáneao intramusculary U

generalmenteseaplicandosdosiscon 2 a4 semanasde intervalo.

Ventajasde lasvacunasinactivadas

- Las vacunasinactivadasno tienen muchasde las desventajasasociadascon las
vacunasatenuadasy suprincipalventajaesquesonmuyseguras,porlo quepueden U

administrarseatodos los animales,incluidoslos gestantes.

- Los métodosutilizados para inactivar estasvacunasprobablementeinactivan
tambiéncualquierotro posibleagentecontaminante,lo que minimiza el riesgode
que seproduzcaunaenfermedadpostvacunal.

a
- Estasvacunasno produceninmunodepresiónni alteranel númerode linfocitos
circulantes(Ellis el al., 1988;Larssony Fossum,1992).
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- Dado que el virus se ha inactivado,es muy improbableque se produzcauna
reversiónde la virulenciao unarecombinacióngenéticaconotrosvirus

Desventajasdelas vacunasinactivadas

- Los dosprincipalesinconvenientede estasvacunasson: (a) que la protecciónque
confierenespoco duradera(distintasevidenciassugierenque la protecciónpuede
durar sólo de 4 a 6 meses,Potgieter, 1995) y (b) que la inmunidadfrentea cepas
heterólogaspuedeser inadecuada(Bolin el al., 1991;Dubovi, 1992; Martin et al.,
1994). El factor crítico responsablede la menor inmunidad inducida por las
vacunasinactivadasen comparacióncon las atenuadasmuy posiblementesea la
respuestade base celular, pues, mientras que las vacunasatenuadasestimulan
eficazmenteestarespuesta,las inactivadasno inducenunarespuestasólida de las
célulasT (Potgieter, 1995).En cualquiercasohay autoresque consideranque las
vacunasinactivadasprobablementesean suficientementeprotectorascuando la
presiónde infecciónno esmuy elevada.Otrosautores,sin embargo,opinanquelas
vacunasinactivadasno puedenproporcionaruna inmunidad efectiva (Potgieter,
1995).

Martin elal. (1994)investigaronla proteccióncruzadainducidaen terneros
con diferentescepasdel VDVB. En el estudioincluyeronunacepade cadauno de
los cuatroserogruposdefinidos por Bolin el al. (1988) (NADL, TGAN, C24V y
Singer),unacepapatogénicadelgenotipoII y un aisladode campoNCP. Con cada
uno de los virus, una vez inactivados,inmunizaroncuatro ternerosaplicandodos
dosis con tres semanasde intervalo. En el estudio se incluyeron ademáscomo
controlesun grupode ternerosno inmunizados,otro grupoinmunizadocon una
vacunaatenuadacomercial(preparadacon unacepadel genotipo 1) y un grupode
ternerosconvalecientesa los que se habíainfectadoexperimentalmentecon lacepa
890 del VDVB. A las dossemanasde la segundavacunacióntodos los ternerosse
sometierona unainfecciónexperimentalcon la cepa890 del VDVB valorándosela
respuestaclínica y hematológica.Asimismo, se midió la producciónde Acs
neutralizantescon todaslas cepas.Los autoresconsideraronque seconseguíauna
respuestaprotectoracompletacuando,tras la infecciónexperimental,se producía
una mínimaelevaciónde la temperaturay no seproducíalinfopenia. Unicamente
los ternerosvacunadoscon la cepahomólogainactivada,los convalecientesy los
inmunizadoscon la vacunaatenuadacomercialestabancompletamenteprotegidos
frentea la infección. Además,tres de las cepas(C24V,NADL y Singer)indujeron
una buena respuestade Acs neutralizantesfrente a cepasheterólogaspero no
produjeronuna proteccióntotal frentea la infecciónexperimental.Los resultados
de esteestudio cuestionanla eficaciade las vacunasinactivadas,al menospara
protegerfrente al genotipo II del VDVB, e indican que la existenciade Acs
neutralizantesen un animal puede no ser un indicador precisode la inmunidad
frenteal virus, especialmentesi los anticuerposprocedende unainmunizacióncon
virus inactivado.

- Las vacunasinactivadascon frecuenciano previenenla infección fetal o sólo lo
hacen durante un corto periodo. Así lo demuestran diferentes estudios
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experimentales(McClurkin el al., 1975; Roederet al., 1986; Harknessel al.,
1987b;Meyling el al., 1987)y de campo(Bolin el al., 1991).Recientementese ha
descritouna nuevavacunainactivadaque en un estudioexperimentalconsiguió
prevenir la infección fetal en 15 hembrasgestantesinfectadascon una cepa
fetopatógenaentre los días 25 y 75 de gestación(Brownlie el al., 1995). Los a
resultadosesperanzadoresde esteestudio,dadoque se utilizaron pocosanimalesy
unaúnicacepadel VDVB parainfectarlos animales,debentomarsecon cautela.

a

- Las vacunasinactivadassonmáscarasquelas atenuadas.

- La primovacunaciónexigedosdosisde vacunaadministradascon un intervalode a
3 a 5 semanas.Esto haceque, en comparacióncon las atenuadas,se alargueel
tiempo necesario para obtener una mínima protección, lo que suponeuna

U
desventajacuando se necesitaobtener una rápida protección. Además, para
mantenerel nivel deproteccióndeberevacunarseconunaperiodicidadno superior
a un año y segúnalgunosautorescada5-6 meses(Bolin, 1995b),lo que, ademásde
encarecerlos programasde vacunación,puedesuponerunacomplicacióna la hora
de manejarlos animales.

U

- Aunquecon estasvacunasno seproduceenfermedadpostvacunala menosquela
inactivación viral sea incompleta, en ocasionespuedenpresentarsereacciones
adversastalescomo inflamación local en el punto de inoculación o reacciones
anafilácticas.Además, en el vacuno lechero puede producirse un descenso
transitorio de la producciónlácteapoco tiempo despuésde la vacunación(Bolin,
1995b).

Actualmenteseintentaaumentarel poderinmunógenodeestasvacunasmediantela
Uincorporaciónde nuevosadyuvantesque potencienla respuestainmune inducidaporeste

tipo de vacunas.

En la mayoría de las vacunascomercialesfrente al VDVB, sean atenuadaso
inactivadas,se incluyentambiénotrosagentesinfecciosos.En la actualidadenel mercado
español se comercializan vacunas frente al VDVB monovalentesy, sobre todo,
polivalentes.Estasúltimas puedenser bivalentes(VDVB y VRIB), trivalentes(VDVB,
‘VRIB y VPI-3) o tetravalentes(VDVB, VRIB, VPI-3 y VRSB). En las vacunasatenuadas
se usan principalmentecepas termo-sensiblesdel VDVB. Las vacunas polivalentes —
inactivadascombinan cepas tanto CP como NCP. En la tabla 1.11 se resumenlas
característicasde estasvacunasy susprincipalesventajasy desventajas.

U

a

U
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Tabla I.tl. Característicasde las vacunasatenuadase inactivadasfrente al VDVI3 con sus
ventajasy desventajas.

ATENUADAS INACTIVADAS

CARACTERISTICAS

Generalmentecontienenuna
únicacepadelbiotipo CP
Serequiereunasóladosis

Inicial
Unarevacunaciónanualpuede

sersuficiente

Muchassonbivalentesy

contienencepasCP y NCP
. Incorporandiversos
adyuvantes
. La primovacunaciónrequiere
dosdosiscon 2 a 4 semanasde
intervalo
. Debe revacunarsecomo
minimo cada6 meses

VENTAJAS

Estimulanunarespuesta
inmunerápida
La inmunidadinducidaesde

largaduración
La inmunidadesefectivafrente

a unagamamásampliade cepas
Sonbaratasdeproducir

. Son muy seguras

. Mínimo riesgo de enfermedad

postvacunal

. No producen inmunosupresión

. Muy improbable la

recombinación con otros

ácidos nucleicos

DESVENTAJAS

Puedenproducirenfermedad
postvacunalincluidala EM

Los virus vacunales,a
excepcióndelos termo-
sensibles,puedenatravesarla
placentacon lasmismas
consecuenciasde la infección
natural
. Puedenocasionar
inmunosupresióntransitoria
Puedenproducirsefallos

vacunalespor almacenamientoo
manejoinadecuado
Existe laposibilidaddequeel

ARiN del virus recombinecon
ácidosnucleicosdeotrosvirus o
delanimalvacunado

. La protección que confieren es

poco duradera.

. La inmunidad frente a cepas

heterólogas puede ser

inadecuada

. Con frecuencia no previenen

la infección fetal

. Ocasionalmente pueden

producirse reacciones adversas

(inflamación local o reacciones

anafilácticas)

. Son más caras que las

atenuadas

1.6.2.3.Recomendacionesde vacunación

Con la excepciónde unospocospaísesen los que la vacunaciónno estápermitida,
la utilizaciónde vacunasfrenteal VDVB enla mayoríade los paísesha ido aumentandoa
medidaque sehanido conociendoconprecisiónlas diferentesalteracionesasociadascon
la infección. Españano es ajena a este fenómeno general y puede decirse que,
especialmenteen la última década,el uso de vacunasfrente al VDVB se ha extendido
muchísimo,sobretodo en el ganadolecheroy en los cebaderosde terneros.
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Es precisoinsistirenqueel controlde la infecciónen las explotacionesno debería
basarseexclusivamenteenunprogramade vacunación,puesla experienciademuestraque e
en estecaso los avancesen la luchacontrala infecciónpuedensermuy lentos,sobretodo
si se utilizan vacunasinactivadas.Bolin el al. (1991)detectaron2 animalesPI de 2 y 3
años de edad en una explotaciónque llevaba 7 años realizandoun programa de
inmunizacióncon una vacunainactivada(cepaSinger). El programaconsistíaen realizar
unaprímovacunaciónde los terneroscon dosdosisde vacunaa las 4 semanasdel destete,
aplicaruna dosis única 2 a 3 semanasantesde la primera cubrición y posteriormente
revacunaciónanualantesde la cubrición. Dadoqueni la madrede uno de los animalesPl
ni los hermanosdel otro estabanPI, los autoresconsideraronque los dos animalesPI

U
nacieroncomoconsecuenciade unainfeccióntranspíacentariaduranteunainfecciónaguda
transitoriade sus madres.Esto indicaría que el programade vacunaciónutilizado no
consiguióprevenirla circulacióndel virus en laexplotaciónni, por supuesto,la infección
fetal.

De lo expuestoenel apartadodedicadoa las vacunaspuedededucirseque no existe
un programade vacunaciónestándaraceptadocon caráctergeneral.La idea generalmas
bien esque los programasde vacunacióndebenadaptarsea las circunstanciasparticulares
de cadaexplotación.En este sentido,nos limitaremos a haceralgunasconsideraciones U

generalesque debentenersepresentesa la horade decidirel programade vacunación.El
veterinarioresponsablede diseñarun programaparticularde vacunacióndeberáteneren
cuentalas siguientescuestiones: U

- El tipo de explotaciónal que se destina. En la situación españolapodemos
considerar,en general,tres grandesgruposde explotaciones:intensivasde leche, e
extensivasde carney cebaderosde terneros.

- El manejodelos animalesen laexplotación. e

- La situación epidemiológicade la explotacióncon respectoal VDVB, si se —
conoce,o al menossi ha habidoo no brotesclínicos (diagnosticadoso presuntivos)
asociadosconel VDVB.
- La edadde los animalesa vacunar.En los terneros habrá que considerar la posible
interferenciacon los anticuerposmaternales.

- Si existeno noanimalesgestantesen el grupoavacunar. e

- El historial de vacunacionespreviasfrenteal VDVB en la explotación,estoes, si
eso no la primeravezqueseinstauraunprogramade vacunación. U

Las consideracionesanterioresdeberíancondicionarel tipo de vacunaa emplear
(atenuada, inactivada o ambas) y su frecuencia. No obstante, la experiencia previa del u
veterinariocon lasvacunasy suspropiaspreferenciassuelenpesarengranmedidaen esta
decisión.

e
Con independenciade quela vacunaseleccionadaseaatenuadao inactivada,y muy

especialmenteen estesegundocaso,debe optarsepreferentementepor las vacunasque
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combinandos o máscepasdel VDVB (citopáticoso no) en detrimentode las que sólo
importaronuna.El crecientereconocimientode la diversidadantigénicaexistenteentrelos
aisladosdel VDVB ha llevado a algunosveterinariosen los últimos añosa modificar los
programasde vacunaciónaumentandola frecuenciade las vacunaciones(con lo que se
pretendemantenerconstantementenivelesaltos de Acs) y recurriendoa la rotación de
vacunaselaboradaspor diferentescasascomerciales(con lo que se amplia la gamade
cepasvacunalesy, consiguientemente,se reduceel riesgode infección de los animales
vacunadoscon cepasheterólogas)(Bolin, 1995b). En definitiva estasmodificaciones
persiguenproporcionarunaprotecciónmásampliay de máslargaduración.

SegúnHjerpe (1-Ijerpe, 1990) la preocupaciónsobrela seguridadde las vacunas
atenuadascon frecuencia se ha exagerado.Este autor consideraque, cuando están
claramenteindicadas,no deberíadudarseensuadministración.

En los terneroslos Acs calostralespuedeninterferir con la vacunación.En teoría,
por lo tanto, la edadparainiciar la vacunaciónde los ternerosdeberíadependerde sutasa
de Acs calostrales,si bien en condiciones de campo no es fácil ni práctico hacer
diferenciaciones.Cuandosetiene la certezade que los terneroscarecende Acs calostrales
pornacerde hembrasseronegativaspuedenvacunarseporprimeravezalas 2-4semanasde
vida y despuésrevacunarcon la frecuenciaapropiadade acuerdocon el tipo de vacuna
empleada.Enlos ternerosquenacende hembrasseropositivas(porinfeccióno vacunación)
los Acs calostralespersistenmás o menostiempo, generalmenteentre 2 y 8 meses,en
funcióndel título inicial de Acs,quea suvezdependedel título de Acs de la madrey de la
cantidaddecalostroingeridodurantelas primeras36 horasde vida. Sehacomprobadoque
la inmunizaciónde terneroscon vacunaatenuadano se inhibe cuandoel título de Acs
neutralizantesdel ternero es 1:32 o inferior (Brar el al., 1978; Menanteau-1-Iortael al.,
1985).Teniendoen cuentalavida mediade los Acs calostralesy suprobabletítulo inicial,
seconsideraque la inmunizacióndebeteneréxito en la mayoríade los ternerosquetengan
4 a 6 meses de edad (Schultz, 1993). Los fabricantesde vacunas frecuentemente
recomiendancomenzara vacunara los ternerosa los 3 meses.Si se haceesto deberá
tenerseen cuenta que la inmunización puede fallar en un buen número de terneros,
especialmenteen los nacidosde madrescon títulos altos de Acs y que tomen calostro
normalmente.Parasolventaresteproblemaserecomiendarevacunara los ternerosa los 7-
8 mesesde edadsi seutiliza vacunaatenuaday con más frecuenciasi se usainactivada.

La inmunización efectiva de las hembrasreproductorasdebe ser un objetivo
prioritario de los programasde vacunación.Las novillas de reposición,independientemente
de las inmunizacionesque hayanrecibidodesdeel inicio a los 3-6mesesdel programade
vacunación,debenrevacunarseun mesantesde la primeracubrición. Posteriormentesi se
usavacunaatenuadapuedesersuficienteunarevacunaciónanualantesde la cubrición. Si
seutiliza vacunainactivadalo recomendableesrevacunarcomo mínimocada6 meses(hay
quien utiliza hasta3 ó 4 revacunacionesanuales,Bolin, 1995b), pues la revacunación
anual,comoa vecesserecomienda,no serásuficienteenmuchoscasosparaalcanzaruna
protecciónadecuada.

El usode vacunasatenuadasenlas explotacionesextensivasminimizael manejode
los animales,lo queenmuchasocasionessuponeunaventajadecisiva.
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Algunaspautasde imnunizaciónrecomiendanvacunaro revacunara las hembras e

duranteel tercer trimestrede la gestaciónparareforzar la inmunidadde los terneros(las
vacunasatenuadasya no tendríanefectosadversossobreel feto). Cuandoseusanvacunas
atenuadasno pareceque estaprácticaseanecesana. e

Cuandose vacunapor primera vez una explotaciónpuedenemplearsevacunas
atenuadasen las hembrasvacíasy vacunasinactivadaso atenuadastenno-sensiblesen las
preñadas.

Muchomáscomplejoresultaelaborarun programaapropiadode vacunaciónen los U

cebaderosde terneros.El control de la infecciónporel VDVB en estasexplotaciones,por
su propianaturaleza,esun problemacompletamentedistinto al casode las explotaciones e
lecherasy de carne,y la vacunaciónes prácticamentela únicamedidadeprevenciónque
cabeaplicar. En muchasocasionesel interéspreferenteque existe en los cebaderosde
ternerospor inmunizarfrentea las infeccionesrespiratoriasvíricas,paralo cual se recurre
con muchafrecuenciaal uso de vacunaspolivalentes(en las que tambiénse incluye el
VDVB), condicionalosprogramasde vacunaciónfrenteal VDVB.

U

En teoría los programasde vacunaciónde los cebaderosdeberíanadaptarseen
función de la edad a la que los animalesentran en la explotación,del tiempo de
permanenciay de su inmunidadpasiva.No obstante,dadala diversaprocedenciade los
ternerosque seincorporana los cebaderos,con frecuenciano setieneuna ideaclara del
estadoinmune de los animalesy lo más normal esque varíemuchode unosanimalesa
otros. Si los animalesentranen los cebaderoscon másde 3 mesesde edadlo ideal sería —
queel programadevacunaciónsehubierainiciado en laexplotaciónde origen.

e
Por otra parte,dadala situaciónepidemiológicade la infecciónpor el VDVB en

España,el riesgode que los animalesen los cebaderosentrenen contactocon el virus, a
travésde algúnanimalPI o dealgúnanimal quesufrala infecciónaguda,esmuy alto. Si la —
experienciadel cebaderodemuestraque la exposiciónal virus es prácticamentesegura,
convendríaque los animalesestuvieraninmunizadoslo antesposible,paralo cual seha
recomendadovacunara los ternerosa la llegadaal cebaderocon una vacunaatenuada —
(Hjerpe,1990).No obstante,hay quetenerencuentaquelos terneroshanestadoy seguirán
estandosometidosa un gran estrés,lo que haceque no seancandidatosidealespara el
empleodevacunasatenuadas.

Se hasugeridoquecuandolavacunaciónfrentea otrosagentesinfecciososcoincide
con unainfecciónconel VDVB, estainfecciónpuededisminuir laeficaciade las vacunas.
Esto puedetenerespecialimportanciaen los cebaderosde ternerosen relacióncon el uso
de vacunasfrente a las infeccionesrespiratoriasvíricas. Edwards,(1996b) inmunizó
terneroscon una vacunafrente al VRIB dos días despuésde haberlosinfectadopor vía
intranasalconel VDVB. La infecciónexperimentalposteriorde los terneroscon un aislado
virulento del VRIB indicó que el grado de protecciónfrentea la enfermedadclínica fue

U
similar al de los terneroscontroles(vacunadosfrenteal VRIB pero no infectadoscon el
VDVB). Sin embargo,los ternerosinfectadosdosdíasantescon el VDVB eliminaronpor
la secrecciónnasal 140 veces más el VRIB que los controles,lo que sugiere que la
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infecciónpreviaconel VDVB tuvo algúnefecto moduladorsobrela inmunidad inducida
por la vacuna.

Los programasdevacunacióndiseñadosadecuadamentetendránéxito si se incluye
atodoelefectivode la explotacióny si seesconstanteensuaplicación.

1.6.2.4.Vacunasdel futuro

El recientereconocimientode dosgenotiposdentro de los aisladosdel VDVB, ha
motivado la inquietud de si las vacunascomercialesactuales,que contienensólo el
genotipo1, protegeno no frente al genotipoII. La cuestiónno estátodavía clara. Se ha
argumentadoque sí protegenpuestoque los brotesde enfermedadagudagrave asociados
con el genotipoII se hanproducidoen explotacionesvacunadasinadecuadamentepero no
en las vacunadascorrectamente(Cortese, 1994). Además,los resultadosde un estudio
recienteindican que ternerosa los que se administró una vacunaatenuadacomercial
preparadaconunacepadel genotipo1 desarrollaronunarespuestainmuneprotectivafrente
aunainoculaciónexperimentalposteriorcon unacepadel genotipoII (Martin el al., 1994).
Sin embargo,para otros autores,que admitenque las vacunascomercialesdisponibles
puedenproporcionaralgunaproteccióncruzadafrentea los aisladosdel genotipoII, una
cuestióntodavíasin aclararessi estasvacunastambiénsoncapacesdeprevenirla vremia
y la infeccióntranspíacentaria.El genotipoII del VDVB sehaaisladode ternerosnacidos
de madresvacunadas(Ridpatheta?., 1994), lo que indicaríaquela proteccióncruzadano
fue suficienteparaprevenir la infección transpíacentaria.Teniendo en cuentaque se ha
encontradoque la reactividadserológicacruzadaentrelos genotipos1 y II esrelativamente
baja,cadavez sonmáslos investigadoresque aboganporquelas frituras vacunasincluyan
tambiéncepasdel genotipoII (Pellerineral., 1994).

Los avancesen biotecnologíay en la formulación de vacunasposiblementeden
lugar enun futuro cercanoa una nuevageneraciónde vacunasfrente al VDVB y otros
pestívirus. En diferentesartículos se ha descrito el uso de nuevosenfoques para la
inmunizaciónfrente al VDVB. Un ejemplo es el uso de complejos inmunoestimulantes
(ISCOMs).Estos ISCOMssonmezclasde colesterol,saponinay proteína.Se han usado
proteínasparcialmentepurificadasdel VDVB paraprepararISCOMs que son capacesde
estimular la producciónde títulos elevadosde anticuerposneutralizantescuando se
inoculanen bóvidos y óvidos (Carlssonel al., 1991; Kamstrupel al., 1992). Otro nuevo
enfoquees el uso de anticuerposantiidiotípicospara la inmunización(Xue a al., 1991;
Onisk el al., 1992). Un anticuerpoantiidiotípico actúacomouna réplica del antígenoy
sirve como vacuna. Finalmente,se ha usadola tecnologíadel ADN recombinantepara
incorporarsecuenciasdel genomadel VPPCtantoenel virus vacunacomoenel virus de la
enfermedadde Aujeszky (Rumenapfel al., 1991; Van Zijí el al., 1991). Estos virus
recombinantessehanutilizadoparainmunizarcerdos,queresultaronprotegidosfrenteala
infecciónexperimentalconaisladovirulentodel VPPC.
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II. OBJETIVOS

La ampliadifUsión delvirus de la DiarreaVírica Bovina (VDVB) en las poblaciones
bovinasdeprácticamentetodos los paísescon unaproducciónbovina importante(incluido
España),las diferentes, y en ocasionescomplejas, manifestacionesclínicas que puede
producir y su importanterepercusióneconómicasobrela producciónjustifican el que la
DianeaVírica Bovina(DVB) se considereuna de las principalesenfermedadesinfecciosas
de los bóvidosaescalamundial.

El VDVB da lugar a importantespérdidaseconómicasen la mayoríade los países
incluido España.Las pérdidasdirectasderivanfUndamentalmentede las menorestasasde
concepción,de los abonos,de la mortalidadperinataly de la mortalidadde los animalesque
sufrenla Enfermedadde lasMucosas(EM). A estohabríaqueañadirotraspérdidasasociadas
a la infección producidapor estevirus como son la disminuciónde la producciónde los
animales que sufren la DVB, las menoresproduccionesen las explotacioneslecheras
derivadasde los problemasreproductivos,la pérdidadel valor genéticode la cabañacomo
consecuenciade las muertesde animalesjóvenes,el aumentode los costesde reposición,etc.
Asimismo,hay queteneren cuentaqueen un estudiolongitudinalrealizadorecientementela
infección subelínica se ha asociadocon una disminución de la producción de leche
(Moermannel al. 1994).

Porotraparte,en los costesocasionadosporel VDVB hay que incluir los destinados
al diagnosticoy muyespecialmente,dadasu cuantía,los destinadosal controlde la infección.

Paraconseguirunareducciónen la repercusióneconómicay sanitariaproducidapor
el VDVB esnecesarioconocer,entreotros factores,las característicasantigénicasde este
virus. Así, el conocimientode los tipos antigénicosdel VDVB presentesen un país es
importanteparael desarrollode vacunaseficacesdadoque si las diferenciasantigénicasentre
las cepasde campoy lascepasvacunalessonimportantesla vacunaciónno seráeficaz.

Al mismotiempo,eseconocimientodelos tipos antigénicospermitiráel desarrollode
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anticuerposmonoclonales(AcMos), en particular aquellos dirigidos contra la proteína
p8O/NS3, para ser usadosen las pruebas de diagnóstico. El disponer de pruebas de a
diagnóstico suficientementesensiblesy razonablementeespecíficases fundamentalpara
llevar acabolos programasde control.

a
Porúltimo, y no menosimportante,la identificaciónde los distintostipos antigénicos

es importanteparala obtenciónde anticuerpos(Acs) específicosútiles para los estudios
epidemiológicosdel VDVB.

Portodo ello, un objetivo de estetrabajofue la caracterizaciónde diversosaisladosde
campodel VDVB en bovinosen nuestropaís.Paraello, hemosutilizado un amplio panelde U

AcMos frente a estosaislados.EstosAcMos estándirigidos frente a una de las siguientes
proteínasvíricas: 1) gp48/EO:proteínade la envolturaaltamenteconservadaentrelos aislados
del VDVB, 2) gp53/E2: proteína de la envoltura que induce la aparición de Acs U

neutralizantesy 3) p8O/125:proteínano estructuralaltamenteconservadaentrelos pestivirus
y queademáspermitediferenciarentrelos aisladosno citopáticos(NCP) y citopáticos(CP)
del VDVB. Los resultadosobtenidoslos analizarnoscon dospaquetesinformáticos,uno de
los cualespermite establecerlas relacionesfilogenéticas (PHYLIP) mientras que el otro
indica la distanciaantigénicaentrelas distintascepas(MÁP). e

Asimismo, compararnosestos resultadoscon los obtenidos previamenteen el
“CentralVeterinaryLaboratory” (CVL) de Weybridge(Inglaterra)usandoel mismopanelde
AcMos frente a aisladosde campodel VDVB y distintas cepasde referenciade otros
pestivirus. Con esta comparaciónpretendimosconocer si los aisladosespañolesestán
antigénicamenterelacionadoscon las cepasde referenciadel VDBV y si forman un grupo
apartede lamayoríade los aisladosinglesesy de otros países.Además,investigamossi los
aisladosprocedentesde distintas áreasespañolaspuedeno no formar linajes geográficos
diferentesdelrestode los aisladosde otrospaísesy cepasdereferenciadel VDVB. U

El control de una enfermedaden el ganadose dirige generalmentea la actuación
sobre cl rebaño en el marco de un áreageográficadeterminada.Para ello, es de suma U

importanciael conocimientode la prevalenciade la infeccióny de los factoresde riesgo que
contribuyenala transmisiónde la enfermedad,y la definiciónde unapolítica de intervención
paraeliminar,o al menosreducir,la infecciónexistentey/o reducirla transmisión. U

En los últimos años en la Comunidad Autónoma de Madrid (CAM) el sector
ganaderoen generalseha visto desplazadoporel incrementode los sectoresindustrial y de —
servicios, así como por la creciente urbanización, lo que ha supuestopara este sector
ganaderouna importantepérdidade pesoespecífico.Sin embargo,tanto la Unión Europea —
(UE) como la propia CAM quieren conseguirque la agricultura sirva de soporte para
conseguirla conservaciónde los recursosnaturalesy la preservaciónde los hábitats. Por
tanto,esimportanteparaestaComunidadAutónomala erradicacióno en sudefectoel control U

de las principalesenfermedadesinfecciosas,entreellasla DVB, queafectanala ganadería.

En la CAM no sehan realizadoestudiospreviossobrela prevalenciay factoresde
riesgode la infecciónproducidaporel VDVB. Porello, otroobjetivo de nuestratesisha sido
el estudiode la prevalenciade Acs frente al VDVB en los rebañosbovinosde la CAM y el
estudiodelos posiblesfactoresde riesgoquecondicionanlatransmisiónde la infección. U
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La detecciónde Acs frente al VDVB la realizamosmedianteuna pruebaELISA de
bloqueocomercial en la cual las placasestántapizadascon unaproteínacomún(pBO/120)a
todas las cepasdel VDVB. Dentro de los posiblesfactoresde riesgo que condicionanla
transmisiónde la infección analizamosla zona geográfica,la aptitud y el tamañode la
explotación.Parael estudiode la zonageográficadividimos el territorio de la CAM en 4
áreasgeográficasteniendoen cuenta,ademásde consideracionesgeográficas,el censode
vacunoen esascomarcas.Con respectoa la aptitud, separamosla población en 3 grupos:
vacunode leche, vacunode carney vacunode cebo. Por último, dentrodel tamañode la
explotaciónestablecimosúnicamente2 tipos de explotaciones:con másde 100 animalesy
con menosde 100 animales.

Los resultadosde este estudio permitirán aproximamosa la cuantificaciónde las
pérdidaseconómicasproducidaspor la DVB, las cualesseránlas que marquenel interésdel
establecimientode medidasde controlde estaenfermedad.
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III. MATERIAL Y MÉTODOS

III.A.l. CARACTERIZACIÓN MEDIANTE ANTICUERPOS
MONOCLONALES DE AISLADOS ESPAÑOLES DEL VDVB

En estecapitulo sedescribematerialy métodosutilizados parala caracterización
antigénicade diferentesaisladosespañolesdel Virus de laDiarreaVirica Bovina(VDVB).

III.A.1.1. CultivosCelulares

III.A.1.1.1. Líneascelulares

Parael cultivo de todas las cepasdel VDVB estudiadasse utilizaron las líneas
celularesestablesBT de cometesbovinosy MDBK de riñón bovino.

La línea celular BT fue proporcionadapor el “Central Veterinary Laboratory”
(CVL) de Weybridge,que a suvezla obtuvo originalmentede la “AmericanType Culture
Collection” (ATCC), Ames, Iowa, EstadosUnidos, y la línea celular MDBK usada fue
proporcionadaporel Laboratoriode SanidadAnimal de Barcelona.

III.A.1.1.2. Cultivo y mantenimientode las líneascelularesBT y MDBK

Las líneascelularesBT y MDBK seutilizaronparala replicacióndel VDVB y se
mantuvieronmediantepasesseriadosen frascostipo “Falcon” (Falcon,BectonDickinson
& Co) de 25, 75 y 150 cm2 de superficieparacultivos celulares,empleandocomo medio
de crecimientoel “Minimal EssentialMedium” (MEM) suplementadocon un 10% de
suerofetal bovino(SFB).

Como medio de cultivo se utilizó el siguiente medio sintético, según las
recomendacionesdel fabricante: “Minimal Essential Medium” - MEM - (lOx),
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Material y Métodos
(GibcoJBRL),con salesde Earles,L-glutamina2mM y sin NaHCO3.

Parasu preparación,los 9,5 gr de MEM se disolvieron en 1000 ml de agua r
destiladay desionizada(dde) (aguaMilli - RO PLUS 30, Millipore), bajo agitación
constanteañadiéndosea continuaciónel NaHCO3,el hidrolizado de lacto-albúminay el
piruvatosódicoen las cantidadesindicadas.

Lacomposiciónde la soluciónconcentradasedetallaa continuación:

u

- NaHCO3al7,5%(Imperial) 25,0 ml
- Hidrolizadode lacto-albúminaal 5% (Gibco) 10,0 ml
- Piruvatosódico0,1 M (Gibco) 10,0 ml u-
- MEM (lOx) concentrado 9,5 gr
- Aguadestiladay desionizada(dde) 1000 ml

u

Se ajustó el pH a 7,2 - 7,4 con HCl lN, se filtró con un filtro de 0,22 1.1
Viii a

(PolydiscTI~~AS, WhatmanInternationalLtd.), y sesometióa las pruebasde esterilidaden
mediossólidos (agarsangre,Difco) y líquidos (caldotioglicolato, Difco), en estufaa 37

0C
durante48-72horas.Despuésde estetiempose añadieron5 ml de lasolución antibiótica-
antimicóticaparaconseguirunaconcentraciónfinal de:

- PenicilinaU 100 UnidadesInternacionales/ml
a

- Estreptomicina 100 pg/ml
- Micostatina 25 UnidadesInternacionales/ml

a

El mediode cultivo asípreparadosemantuvoenneveraa +40C.
a

Los pasessucesivosparael mantenimientode las lineascelularesBT y MDBK se
realizarontripsinizando el tapiz celular de 4-5 días de desarrollocon tripsina-versene,
empleandounasoluciónque contenía: a

- SoluciónA:
a

- NaCí 160,0 gr
- KCl 8,0 gr
-Aguadde 1000 ml

Se disolvió en agitación magnéticaconstantey, posteriormente,la solución se
fraccionóenalícuotasde 200 ml paracongelara -200C.

- SoluciónB: o

- Glucosa 20,0 gr
- NaHPO

4(12H20) 2,4 gr
- KH2PO4 1,2 gr
- Rojo fenol 0,2%(Imperial) 20,0 ml
-Aguadde 1000 ml
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Se disolvió en agitaciónmagnéticay despuésse repartióen frascosde 200 ml para
congelara -200C.

La soluciónfinal de tripsina-versenesepreparó,mezclando200 ml de la solución
A (sin Ca~~ ni Mg~~) y 200 ml de la soluciónB en 3600 ml de aguadde en constante
agitación,añadiéndoseacontinuación:

- Tripsina1:250(Uibco) 10,0 gr
- NaHCO

3 5,6 gr
- EDTA (Sigma) 1,1 gr

La mezclasemantuvoen agitaciónmagnéticadurante3 horas,ajustándoseel pH
con NaOH iN, y esterilizándosepor filtración con un filtro de 0,22 1.J.m. Despuésde las
pruebasde esterilidadencaldotioglicolato y agarsangre,se añadiólasoluciónantibiótica-
antimicóticaen unacantidadde 10 ml porcadalitro y sealmacenóparasuusoa +4

0C.

Paratripsinizarel tapizcelularseretiróel mediode cultivo y selavó dosvecescon
la soluciónde tripsina-versene(20mí)precalentadaa370C. Un tercervolumende tripsina-
versenese añadióen suficientecantidad(1-2 mi) para cubrir las células y se llevó a la
estufa de 370C durante 10 minutos. Cuando el tapiz comenzabaa desprendersese
añadieron10 ml de mediode cultivo (MEM) conun 10%de suerofetal bovino (SFB).

Las célulassedisgregaronpipeteandosucesivasveces.Se comprobóquelas células
se habíandesprendidoy flotabany seañadióla cantidadde mediode crecimientonecesaria
parasubcultivarenuna relación 1:2. La concentracióncelulardel inóculo seajustóa una
concentraciónaproximadade 100000células/ml.

III.A.1.1.3. Conservaciónde lineascelularesporcongelación

A partir de un tapiz celular formado se tripsinizó y las célulasdesprendidasse
centrifugarona 1500 rpm durante10 minutos.El sedimentocelular se resuspendióen el
medio de congelaciónconsistenteen MEM con SFB al 10%y un 10% de dimetilsulfóxido
- DMSO - (Sigma), esterilizado poi autoclavadoa 1210C durante 30 minutos. La
concentracióncelularseajustóa3 x 10 células/ml. La suspensióncelularen el medio de
congelaciónserepartióen volúmenesdc 1 ml encriovialesdeplásticode 1,5 ml y tapónde
rosca (DeltaLab)sin que seformaraespuma.Los viales así preparadosseintrodujeron en
un contenedorapropiadopara congelación(por ejemplo una caja de poliestireno)y se
mantuvieron24 horasa -800C. Al día siguientese introdujeronen nitrógenolíquido a -

1960C. Esteprocesode congelacióngradualevita la formaciónde cristalesenel citoplasma
de lascélulas.

III.A.1.1.4. Descongelaciónde líneas celulares

Siempreque fue necesariosedescongelaronlas líneas celulares.La descongelación
se llevó a cabo poniendo los viales rápidamenteen un baño de agua a 370C. A
continuaciónseresuspendieronlas pélulasen 10 ml de mediode crecimiento(MEM) con
10% de SFB en “Falcon de 25 cm de superficie.Pasadas24 horasde incubacióna370C
en una atmósferacon un 5% de CO

2, y una vez que las célulasestabanadheridas,se
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renovóel medio de cultivo paraeliminar los residuosde dimetilsulfóxido, tóxico paralas
células. La viabilidad de las células recién descongeladasfue del 50 al 80%. Esta se
determinódiluyendo las células 1:1 en una soluciónde azul trípano (0,2 % en solución e
salinafosfato-PBS-, pH 7,6). Las célulasmuertasaparecíanteñidasde azulal microscopio
invertido.

e
La soluciónsalinafosfato(PBS)0,O1M, pH 7,6 sepreparócomo seindicaacontinuación:

- NaCí 8,5 gr e
-Na2HPO4(2H20) 1,55 gr
- NaH2PO4(2H20) 0,203 gr
-Aguadde 1000 ml e

Estasoluciónseautoclavóa 120
0C durante20 minutosy sealmacenóa+ 40C. t

III.A.1.2. Produccióny titulación de los ¡nóculosvíricosdel VDVB

III.A.1.2.L. Virus de referenciautilizados

Los pestivirus de referencia que se enfrentaron al panel de anticuerpos
monoclonalesseencuadranen cuatrograndesgrupos: 1) Virus de la PestePorcinaClásica
(VPPC), 2) Virus de la DiarreaVírica Bovina (VDVB), 3) Virus de la Enfermedadde —
Border (VEB), y 4) Virus Atipicos (Paton el al., 1995). Asimismo, se incluyeron los
aisladosGiraffe y Deerque, aunqueparecenligeramentediferentesde los VDVB, aun no e
puedeestablecersesi constituyeno no un grupoaparte.El VPPC al presentarsesólo en
cerdospuedesuprimirseen una caracterizaciónantigénicade aisladosde rumiantes.La
mayoríade las cepasde referenciade ganadovacuno son similaresantigénicamenteal —
VDVB, existiendo unos pocosque son atípicos. Los aisladosbritánicos procedentesde
ovejas son similares al VDVB o a virus Atípicos o similares al VEB. Las cepasde
referenciautilizadasfueronlas siguientes: n

- Cepas de VDVB de ganadovacuno:NADL (Gutekunsty Malmquist 1963),
C24V (Gillespie et aL, 1960), Osloss(Hafez el al., 1976), 1138 (Hafez et al.,
1976), AlOSO, 150022, 168485, 156672, 153735, 144800, 154540, 154985,
178003,162903, 172984,173481,179725y 116962(Patonel aL, 1995).

e
- Cepade VDVB aisladode ovejas:Weybridge(HarknesselaL, 1977).

- Cepasde VEB: Moredun(Vantsisetal., 1976)y S137(Patonel aL, 1995).

- CepasAtípicas: Vosges(porcino) (Wensvoorty Terpstra,1988), 166312(bovino)
(Patonel aL, 1995).

- Cepassin clasificar: Giraffe (Plowright, 1969),Deer(Patonel al., 1995),144584
(Patonel aL, 1995).
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III.A.1.2.2. Aisladosespaflolesdel VDVB

Las cepasdelVDVB investigadasseaislaronendistintoslaboratoriosespañolesa
partir de diversasmuestrasde tejidosbovinos.La descripciónde los 49 aisladosespañoles
estudiadosjunto con algunasde sus característicasse muestranen la tabla III.A. 1. El
origengeográficode los virus aparecereflejadoenla figura 6.

Figura6. Origengeográficode los aisladosespañolesdel VDVB.

10

14

E-

Las cepas1/89,2/90, 3/90,5/91,6/91,7/91, 8/91,9/91, 10/92, 11/93, 12/93, 13/93,
15/93, 16/93, 17/94, 19/94, 20/94, 21/94, 22/94, 23/94, 25/94, 26/94, 31/94, 32/94, 33/95,
34/95,35/95, 37/95, 38/95, 39/95, 41/95, 42/95, 43/95, 45/95, 46/95, 47/95, 15/93 fueron
aisladaspor la Dra.RosaRoselí (Laboratoriode SanidadAnimal de Barcelona),las cepas
Leónl, Leónl y León3 fueron aisladaspor el Dr. Marcelino Álvarez (Facultad de
Veterinariade León), la cepaRIBO fue aisladapor el Dr. JuanPlanaDurán (Cyanamid-
Sobrino).Lascepas14, 3002, 8SV, 9SV, 135V, 14SV, 1 ÓSV y El494/92 fueron aisladas
pornosotros.La cepaE1494/92tambiénseaisló pornosotosa partir de una muestrade
intestinoenviadaporel Dr. O. Aduriz (SIMA, Derio, Vizcaya).
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III.A.1.2.3. Preparaciónde lasmuestrasparael aislamientodel VDVB
e

Lasmuestrasparael aislamientovírico (tejidoso suero)seprocesarona su llegada
al laboratorioo despuésde haberlasmantenidoalmacenadasa-700C. Los tejidos (pulmón,
bazo,hígado,riñón, intestino,ganglioslinfáticos)y coágulosde sangresehomogeneizaron a
por trituracióncon arenade mar estéril (Panreac)en un homogeneizadorde Griffith o de
Potter. Posteriormentese añadieronaproximadamente10 ml de PBS 0,01 M, pH 7,2
enriquecidoconunasuspensiónde antibióticos(1Ox) por gramodemuestra, e

LasoluciónPBS0,0 IM, pH 7,2 sepreparócomo seindicaa continuación:

e

-NaCí 8,5 gr
- NaHPO

4(2H20) 1,37 gr
- NaivI2PO4(2H20) 0,36 gr u
-Aguadde 1000 ml

a

Estetampónseautoclavóa 120
0C durante20 minutosy sealmacenóa + 40C.

El sobrenadantese dejó expuestoa la acciónde los antibióticos durante1 hora a
temperaturaambienteantesde procedercomoen los demáscasos.

e
Una vez homogeneizadoel tejido secentrifugó a 2000 g durante10 minutos. El

sobrenadantese pasópor un filtro de 0,45 ~t paraesterilizarloo se utilizó directamente
comomuestraaanalizar.

a

a

a

e

a

a
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TablaIll.A.1 Aisladosespañolesdel VDVB utilizadosen esteestudio.

Cepa NCP aislada de un riñón de feto
Autónomade Cataluña

Cepa NCP aislada de un riñón de feto
AutónomadeCataluña

Cepa NCP aislada de un riñón de feto
Autónomade Cataluña

bovino. Comunidad

bovino. Comunidad

bovino. Comunidad

CepaNCPaisladadeleucocitos.ComunidadAutónomadeMadrid

CepaNCPaisladade leucocitos.ComunidadAutónomade Madrid

CepaNCP aisladade leucocitos.ComunidadAutónomade Madrid

CepaNCPaisladade leucocitos.ComunidadAutónomade Madrid

CepaNCP
positivaal

aisladade leucocitosde una novilla de 3 meses.Madre
VDVB. ComunidadAutónomadeMadrid

CepaNCP aisladade leucocitosde un sementalque no presentaba
srntornatologiaclínica.ComunidadAutónomadel PaísVasco

CepaNCP aisladade leucocitos de un ternerodc 15 meses.El
animal presentabaretrasoen el crecimiento.ComunidadAutónoma
de Madrid

CepaNCP. ComunidadAutónomadel PaísVasco

Cepa NCP aislada de leucocitos de un ternerode 14 meses.El
animal presentabaretrasoen el crecimiento.ComunidadAutónoma
de Madrid

CepaNCPaisladade leucocitosde un ternero.La granjapresentaba
problemas de abortos y retraso en el crecimiento. Comunidad
Autónomade Cataluña(Girona)

CepaNCP. ComunidadAutónomadelPaísVasco

Identificación Alo deafrlaniiénto owentario~

Cepa NCP aislada de una línea celular establecida
ComunidadAutónomade Madrid

(GBK).

Cepa NCP aislada de leucocitos de un ternero. Comunidad
Autónomade Cataluña(Girona)

CepaNCP aisladade leucocitos.ComunidadAutónomade Galicia
(Lugo)

1/89

2/90

3/90

5/91

6/91

7/91

8/91

9/91

10/92

11/93

12/93

13/93

15/93

16/93

17/94

19/94

20/94

1989

1990

1990

1991

1991

1991

1991

1991

1992

1993

1993

1993

1993

1993

1994

1994

1994
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(Continuación)

CepaNCP aisladade leucocitos.ComunidadAutónomade Castilla
y León(Salamanca)

CepaNCP aisladade leucocitos.ComunidadAutónoma de Castilla
y León (Salamanca)

CepaNCP aisladade leucocitos.ComunidadAutónomade Castilla
y León (Salamanca)

Cepa NCP aislada de leucocitos de un semental. Comunidad
Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos de un semental.Comunidad
Autónomadel PaísVasco(Derio)

CepaNCP aisladade leucocitosde un sementalsangradodos meses
antes(25/94)

Cepa NCP aislada de leucocitos dc un ternero.
Autónomade Cataluña(Girona)

Comunidad

Cepa NCP aislada de leucocitos de un ternero. Comunidad
Autónomade Cataluña(Girona)

Cepa NCP aislada de leucocitos

Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos

Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos

Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos

Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos

Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos
Autónomadel PaísVasco(Derio)

IdentWcación Año deaislamiento tarjas

de un semental. Comunidad

de un semental. Comunidad

de un semental.Comunidad

de un semental. Comunidad

de un semental.Comunidad

de un semental. Comunidad

CepaNCP. ComunidadAutónomade Madrid

Cepa NCP aislada de víscerasde un buey adulto. Comunidad
Autónomadel PaísVasco(Derio)

Cepa NCP aislada de leucocitos de un semental.Comunidad
Autónomadel PaísVasco(Derio)

e,

e!

u!

u’
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2 1/94

22/94

23/94

24/94

25/94

26/94

31/94

32/94

33/95

34/95

3 5/95

37/95

38/95

39/95

4 1/95

42/95

43/95

1994

1994

1994

1994

1994

1994

1994

1994

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995

1995 ¡

1995

u’
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a

a

a

a

a
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(Continuación)

Identificación ¡ AiG de
aisl~ntlento

CepaNCPaisladade leucocitosde un semental.Comunidad
Autónomadel PaísVasco(Derio)

CepaNCPaisladade leucocitosdeun ternerode 13 meses.
ComunidadAutónomadeCataluña(Girona)

CepaNCPaisladade un toro. ComunidadAutónomade Cataluña
(Girona)

CepaCPaisladade intestino,ComunidadAutónomadel PaísVasco

Cepa NCP aislada de una línea celular establecida(GBK).
ComunidadAutónomade Madrid.

CepaNCP. ComunidadAutónomade Madrid

CepaNCP.ComunidadAutónomadeMadrid

Cepa NCP. ComunidadAutónomadeAndalucía(Córdoba)

Cepa NCP. ComunidadAutónomade Andalucía(Córdoba)

CepaNCP. ComunidadAutónomade Madrid

CepaNCP.ComunidadAutónomade Madrid

CepaCP aisladadeun casoclínico de la enfermedadde las
mucosas.ComunidadAutónomadeAsturias

CepaCP aisladade un animalpersistentementeinfectado,
ComunidadAutónomade Asturias

CepaNCP aisladade un animalpersistentementeinfectado.
ComunidadAutónomade Cantabria

CepaCP aisladadeun ternero.Otrosanimalesde la granja
presentabansíntomasclínicos.ComunidadAutónomadeCataluña
(Lleida)

Cuandoseremitió un feto, se tomaroncomomuestrasparael aislamientovírico
sangrede corazón,tejidosy/o líquido amniótico.Las muestrasde sangreenteraconservada
conheparmnasecentrifugarony setomóel sobrenadante.

Enlos animalesmenoresde 6 mesesel aislamientoserealizóapartir de leucocitos.

45/95

46/95

47/95

E 1494/92

14

3002

8sV

95V

I3SV

145V

I6SV

León1

León2

León3

RIBO

1995

1995

¡ 1995

1992

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1989

1986
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Material y Métodos
Paraello la sangrecon heparmnase mezclócon tampónde hemólisis a partesiguales,se
dejó actuardurante5-10minutosatemperaturaambientey secentrifugóa 1000-2000rpm
durante10 minutos.El botónde leucocitosquedabaen el fondo. st

La composicióndel tampónde hemólisises la siguiente:
ml

-NH4 Cl 16,6 gr
-NaHCO3 2,0 gr
-diNa EDTA 0,185gr
-Aguadde 1000 ml

mt
Seajustóel pH a7,2 - 7,4 y seconservóen neveraa +4

0C.

El sobrenadantesetiró y los leucocitosseresuspendieronen 0,5 ml de medio de
cultivo o PBS pH 7,2 estéril. Si sealmacenaronen congelacióna -700C se añadióun 10%
de DMSO.

a
III.A.1.2.4. Obtención de inóculos víricos de los aisladosdel VDVB

Los inóculos viricos se obtuvieroninoculando 1 ml de las diferentescepasdel
VDVB

2 y/o de lasmuestrasenviadasal laboratorioparaaislamientoen frascos‘Falcon de
25 cm con cultivos confluentesde la línea celular BT (Patonel al., 199Ib) en medio de e
cultivo (MEM) y un 10% de SFB. Los cultivos se incubarondurante4 díasa 37

0C en una
atmósferade 5% de CO

2. Los frascosse observarontodos los díasal microscopioóptico
paracomprobarlapresenciade efectoCP, caracterizadoporvacuolizacióno por la muerte a
celular. Pasadoestetiempo, los cultivos celularesinfectadoscon VDVB sesometierona
tres ciclos sucesivosde congelacióny descongelación,desprendiéndoselas célulasde la
superficie. A continuaciónse centrifugó a 1000 g durante 10 minutos a 4

0C y el
sobrenadantesehomogeneizóy serepartióen alícuotasde 1-2 ml en ampollasde plástico
quesecongelarona-800C. Seelegió unvial de cadacepavíricaparala titulacióndelvirus.

III.A.1.2.5. Titulación de los aislados ‘viricos mediante la técnica de
Inmunoperoxidasa

a
A partir de sobrenadantesde los cultivos víricos mantenidosen congelacióna -

800C se realizarondilucionesdecimaleshasta la dilución 10.10. En placasde cultivos
celularesde 96 pocillos (NunclonMicrowell plates)sedepositaron50 .d de la dilución 10 —
lO encadauno de lospocillos de la columna10, haciendolo mismocon la dilución 1W9 en
la columna9 y así sucesivamentehastaladilución io1. Seutilizaronlas 8 filas de la placa
de microtitulación.La columna12 se utilizó como testigoy en ella seañadieron50 p.tl del O

medio de cultivo.

En todos los pocillos de la placaseañadieron100 gí de una suspensiónde células
(aunaconcentraciónde 1-3 x ío~ células/mí)de la líneacelularBT en medioMEM con un
10% de SFB.Las placassecubrieroncon una películade plásticoadhesivay se incubaron
a 370C en estufacon un 5% de CO

2durante4 días. Seguidamentese determinóel titulo —
medianteuna técnica de Imnunoperoxidasa(PeroxidasaLinked Assay -PLA-; Holm
¿Tensen,1981).

92
e



Material y Métodos

III.A.1.2.5.1. Reactivosutilizados

Soluciónde fijación.

Seempleóacetonaal 20% diluidaen PBS0,01M, pH 7,6.

2.- Soluciónde lavado.Estasoluciónsecomponede:

- PBS 0,01M,pH 7,6 1000 ml
- Polioxietilenglicol (80) sorbitanmonolaurato(Tween80) 0,5 ml

3.-Diluyentedel sueroy del conjugado.Estediluyentesecomponede:

- NaCí
-Na2HPO4(2H20)
-NaH2PO4(2H20)
- Tween80

29,5
1,5
0,2
0,5

-Aguadde 1000

gr
gr
gr
ml
ml

4.- Tampónácidoacético(0,05M,pH 5,0):

- Acetatosódico 2,89
- Ácido acéticoglacial 0,89
-Aguadde 1000

gr
ml
ml

5.- Substrato:

- Soluciónmadre: 0,1 gr de 3-amino-9-etilcarbazol
formamida.

- Soluciónde uso: 0,3 ml de soluciónmadreen 5 ml
HO al 30%

disuelto en 15 ml de dimetil

de tampónsubstratoy 5 jil de

III.A.1.2.5.2. Realización de la técnica

El mediode cultivo de lasplacassetiró y lasmismassefijaron con acetonaal 20%
en PBS 0,O1M, pH 7,6, durante10 minutos.Las placasse desecaronbajo unalámparade
mesaa 30

0C aproximadamentedurante3 ó 4 horasy se almacenaronen bolsasde plástico
a -200C si no iban a ser teñidasinmediatamente.Las microplacasfijadas y secadasse
rehidrataronañadiendo50 gí por pocillo de PBS 0,O1M, pH 7,6. Tras dejar reposarlas
placas5 minutos a temperaturaambientese añadieronen cadapocillo 50 ~l de suero
policlonal bovinoanti-VDVB proporcionadoporel CVL a ladilución de 1/100y seincubó
a 370C durante10 minutos.
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A continuaciónlas placasselavaron tres vecescon la soluciónde lavado(PBS-
Tween80).

Después,en cada pocillo se añadieron 50 ¡il de suero de conejo anti-bovino
conjugadocon peroxidasa(HorseRadishPeroxidase,Dako).

Finalmente,seañadieron501.11 porpocillo de la soluciónde sustratopreparadaen
el momentode suutilización y seincubóa 370C durante15 minutos.Cuandola intensidad
de color fue la adecuadael sustratosetiró y la reacciónse frenó consoluciónde lavado.

El título de virus se calculó porel métodode Reedy Mtiench(1938)expresadoen
DL

0CT. Estemétodo,como otrosmétodosestadísticosparacalcularel punto final de una
titulación,sebasaen la definicióndel punto final como la dilución del virus queinfectaal
50% de los hospedadoresinoculados,expresándoseel título de la suspensiónvirica
original como dosis infectiva 50% (DI50CT en cultivos celulares)por mililitro (tabla
JII.A.2).

TablaIll.A.2. Ejemplode unatitulación de un aisladovirico porel métodode Reedy Muench

Dilucion víricá Resultadosde un ensayo(efectocitopático)

102 + + + + +

í o~
3 +±± + +

í o~ + + + +±

io-~ - + - - -

1 ~-6

Titulo 1 0.5.2 DI
50CT/ml

III.A.1.3. Anticuerpos monoclonalesutilizados

Parala caracterizaciónantigénicade los aisladosseusóen todos los casosun panel
de 23 anticuerpos monoclonales (AcMos) cedidos generosamentepor el “Central
VeterinaryLaboratory” (CVL) de Weybrídge(Inglaterra),estosanticuerposmonoclonales
seutilizaron paracompararla reactividadantigénicade los virus y sedirigían frentea las
glicoproteinasgp53/E2y gp48/EO y la proteínap80/N53/12S¡NS23de los virus (tabla
III.A.3).

a

e

u

u’

La produccióny caracterizaciónde los anticuerposmonoclonalesusadosha sido
ampliamentedescritapor Edwardsel aL (1988), Edwardsy Sands(1990)y Paton et al.
(1991a,1994).

En la tabla III.A.3 figuran las diluciones
monoclonales,la cepavírica frente a la que fueron

de uso de los 23 anticuerpos
obtenidosy la proteínavírica que
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Material y Métodos
reconocen.

Los AcMos sediluyeronala mitadcon glicerol paraalmacenarseen faselíquidaa -

200C. Cadapreparaciónde AcMos setituló por PLA frente al virus homólogo. Se tomó
como punto final la dilución más alta antes de que el color comenzaraa disminuir
marcadamente.La dilución de trabajoseleccionadaparael análisisde los virus de campo
fue unadilucióndoblede laquemarcabael puntofinal (tablasIII.A.3 y IILA.4)

TablaIll.A.3. Anticuerposmonoclonalescedidospor el CVL. Dilución de uso del panelde cada
unode los anticuerposmonoclonales,cepavírica
frentea la quesedirigen(Edwardsetal., 1988).

frentea la que fueronobtenidosy proteínavirica

AcMo 1UC1Qfl orlgeñ

Vrótefn~

Viral ¡ucin

Virus

ori en

Proteína

viral

WBIO5 1/320 C24V p8O/l25 WA536 1/40 59386 gp48/EO

WB1I5 1/160 C24V gpS3/E2 WA538 1/160 59386 gpS3/E2

WB162 1/160 C24V gp53/E2 WA548 1/320 59386 pSO/l25

WB163 1/640 C24V gpS3IE2 WH216 1/80 VPPC
Baker/A gp48/EO

W8165 1/320 C24V gp53/E2 WH303 1/320 VPPC 86/2 gpS3/E2

WB2IO 1/40 C24V gp4S/EO WS363 1/80 VER 87/6 gp48/EO

WB215 1/320 C24V gp53/E2 W5381 1/160 VER 87/6 gpS3/E2

WB16O 1/160 NADL p80/l25 WS384 1/160 VER 87/6 gpS3/E2

WB166 1/320 NADL gp53/E2 WV433 1/160 Vosges gp48/EO

WBI7O 1/80 NADL gpS3/E2 WV437 1/320 Vosges p80/125

WB212 1/80 NADL p8O/125 WV438 1/160 Vosges gp53/E2

WB214 1/80 NADL gpS3/E2

La clase de inmunoglobulinay la subclasede cadaanticuerpomonoclonal fue
determinadaenel laboratoriode Weybridgeporagargel inmunodifusión(AGID) frentea
antisuerosde referenciacomo muestrala tabla III.A.4, donde tambiénse describenlos
títulos de neutralizaciónparacadaanticuerpomonoclonalparalas dos cepasde VDVB de
procedenciaNADL y OregonC24V (Sand,comunicaciónpersonal).

En la tabla III.A.5. se describeel comportamientoobservadoen el CVL de las
cepasde referenciaque forman los cuatrograndesgruposde pestivirususandounatécnica
de Inmunoperoxidasafrente al panel de AcMos usado para investigar los aislados
españoles.La especificidaddel panel de anticuerposmonoclonalesdel CVL frentea 187
pestivirusdiferentesfue determinadapor Edwardsy Sand(Edwardsa al., 1987, 1988;
Edwards y Sands, 1990; Sand, comunicación personal) usando una técnica de
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Inmunoperoxida(PLA) y analizandocadaanticuerpomonoclonalauna dilución simple y
predeterminada.

Tabla IILA.4. Clasey subclasey títulos de neutralizaciónparacadaanticuerpomonoclonalpara
lasdoscepasdeVDVB de procedenciaNADL y OregonC24V (Sand,comunicaciónpersonal).

CepaNADL

AnticuerpoMonocional cIas~ Tft4k.deneútrahzavión
subelasedel

NADL OregonC24V
WB16O IgG 1 50 50

WBIÓ6 IgO 1 6400 50

WB17O IgG 1 50 50

WB212 IgO 1 50 50

WB214 IgG 1 6400 6400

~epaOregonC24V

AnticuerpoMonoclonal Cla~e>’ Título deneutralización
subclasedeIg

NADL OregonC24V

WBIO3 IgG 1 50 50

WBIO5 IgG2a 50 50

WBlO6 lgG2a 50 50

WBIO9 lgG 1 50 50

WBII2 lgG2a 50 50

WBIIS IgG 1 50 50

WB162 IgG 1 50 1600

WB163 lgG2a 50 3200

W8165 lgG2a 50 50

W8210 1gW 50 50

WB215 IgG2b 50 1200
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Tabla II1.A.5. Detalle de los resultadosobtenidosy del comportamientode las cepasde referencia
con el panel de anticuerpos cedidos por el “Central Veterinary Laboratory” de Weybridge
(Inglaterra) que fueron usadospara caracterizarlos virus de esteestudio (Sand,comunicación
personal).

¡ VEfl Virus AÚpiQos VPPC

WBIOS Todos Todos Todos Todos

WBlIS Algunos x x x

W8162 Algunos x x x

WB163 Algunos Algunos x x

WBI6S Pocos x x x

WB210 Algunos x x x

WB2IS Algunos x x x

WB 160 Mayoría Mayoría x x

WB166 Algunos Algunos Algunos Pocos

WB 170 EspecificoNADL x x x

WH212 Mayoría Mayoría Mayoría Mayoría

WB214 Algunos x x x

WS363 x Todos x x

WS381 Pocos Todos x Pocos

WS384 Algunos Todos x Algunos

WV433 x x Todos x

WV437 x x Todos Todos

WV438 x x Algunos x

WA536 x x Algunos x

WA538 x x Algunos x

WA548 x x Algunos x

WH216 VDVB cepasCP x x Mayoría

WH303 x x x Todos

x: el anticuerpomonoclonalnoreaccionaconesegrupode pestivirusde referencia.
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III.A.1.3.2. Caracterización de los aislados del VDVB mediante el panel de
anticuerpos monoclonales

Con los diferentesaisladosse infectaroncélulasBT y/o MDBK cultivadas en
microplacasde 96 pocillos con un inóculo final de 300 DI CT/pocillo. La dilución de
trabajoparalos aisladosdel VDVB/ml requeridasegúnel tit%~o obtenidoaparecedescrita
en la tablaIII.A.6. Las cepasno citopáticasse incubarondurante3-4 díasy las citopáticas
durante2 días.A continuaciónel medioseretiró y las placassefijaron conacetonaal 20% a
en PBS 0,O1M,pH 7,6 durante10 minutos,sedesecaronbajounalámparade mesaa 300C
durante 3 ó 4 horas, y se almacenarona -200C hasta su posterior utilización. Las
mícroplacasfijadasy secadasse rehidrataronañadiendo50 i.tl porpocillo de PBS 0,0IM,
pH 7,6 y se esperódurante5 minutos.Posteriormenteseañadieron50 ~‘l de cadaAcMo
por duplicado con el panel de anticuerpos monoclonalesdel “Central Veterinary
Laboratory” de Weybridge. Los anticuerpos ligados se detectaronpor la técnica de
Inmunoperoxidasa,usandolas dilucionesóptimasdeterminadaspreviamenteparacadauno
de los anticuerpos(tablaIII.A.3). Las placassemantuvieronen incubacióna 370C durante
15 minutosy posteriormentelas placassc lavarontres vecescon la soluciónde lavado U
(PBS-Tween80).

A continuaciónseañadieron50 ití porpocillo de unadilución 1/100del conjugado a
(anti-Igs de ratón marcadascon peroxidasa,Dako) y se incubarona 370C durante 15
minutos.

a

Las placasselavarontres vecescon la soluciónde lavado (PBS-Tween80) y una
cuartavezcon aguadestilada

Finalmente,seañadieron50 ¡1 porpocillo de la soluciónde sustratopreparadaen
el momentode suutilización,y seincubó a 370C durante15 minutos.Cuandola intensidad e
de color fue la adecuadael sustratosetiró y la reacciónsefrenó con soluciónde lavado.

Las placasseleyeronbieninmediatamenteo biendespuésde unanochemantenidas
enneveraa -f-4”C utilizandounmicroscopiode objetivoinvertido. La tinción de las células
infectadasse valoró microscópicamenteen función de la intensidadde la tinción y del
número de células teñidas con referencia a pocillos controles negativos.
Microscópicamentelas célulasinfectadaspresentaronun citoplasmateñido de un color
marrón-rojizo. Los resultadosse registraroncualitativamentecomo se detalla en el
apanadosiguiente. e

e

e

e
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Tabla Ill.A.6. Dilución de virus por ml utilizada para infectar célulasBT o MDBK en microplacas
de 96 pocillos para obtenerun inóculo final de 300 DI50CT/pocillo requerida según el título
obtenidoparala Inmunoperoxidasaen placa.

TINI 50 1 Dilución delvituspór
-2 5

10 10001.11
-2 75

10 560g1
-3 0

10
300i11

.325
10 iSOgí

—3.5
10 100 pl

.375
10 56p1

-4.0
10 l3Opl

-4.25
10 l8p1

-4.5
10 lOitI

-4.75
10 5,6i11

-5.0
10 31.~l

.5.25
10 21.11

.5.5
10 Igl

-5.75
10 O,56 pl

-6,0
10 O,3 pl

-6.25
10 0081.11

-6.5
10 0,1 pl

-6.7 5
10 0,056pl

III.A.1.4. Análisis de los resultados

Los resultadosobtenidosse analizaroncon dos paquetes informáticos (MAP y
PHYLIP). En el primerode ellos (MA?), ideadopor el ProfesorSmith de la Universidad
de Londresy que establecela distanciaantigénicaentre las cepas,se introdujeron unos
valoresnormalizadosobtenidosen base a la intensidadde la tinción segúnel criterio
expuestoen la tablaIII.A.7.

99



Material y Métodos

Tabla IH.A.7. Normalizaciónde los valoressegúnla intensidadde la tinción para los distintos
anticuerposmonoclonalesutilizados.

SIGNO ~R1PCIÓ TINCIONDE VALORNORMALIZADO VALORASIGNADO

++ MUY INTENSA 1 3

+ INTENSA 0,66 2

INDETERMINADA 0,33 1

O NEGATIVA 0 0

(++) GRUPOSCELULARES MUY INTENSOS 0,5 1,5

(+) GRUPOSCELULARES INTENSOS 0,33
GRUPOSCELULARES
INDETERMINADOS

0,16 0,5

El segundoprograma(PHYLIP, Phylogcny Inference Packagcversión 3.Sc),
ideadopor JosepFelsesteinde la Universidadde Washington,se utilizó paraanalizarlos
resultadoscualitativamente.En este caso los datos se introdujeron en forma binaria
(positivo1,negativoo)de acuerdocon el criterio que semuestraenla tablaIII.A.8.

Tabla III.A.8. Valores asignadosintroducidosen el programaPHYLIP segúnla intensidadde la
tinción paralos distintosanticuerposmonoclonalesutilizados.

SIGNO DESCRIPCIÓNTINCIÓN VALOR

ASIGNADO

1+- MUY INTENSA 1

+ INTENSA

+/- INDETERMINADA O

O NEGATIVA O

(++) GRUPOSCELULARES MUY INTENSOS O

(±) GRUPOSCELULARESINTENSOS O

(/) GRUPOSCELULARES
INDETERMINADOS

o

En las tablas111.9 a 111.12 sedetallael comportamientoobservadoen el CVL con
cadauna de las cepasde referenciaque forman los cuatrograndesgruposde pestivirus
(pestivirus bovinos, ovinos, porcinos atípicos y no clasificados)usando la técnica de
Inmunoperoxidasa.Los datosde las tablas111.9 a 111.12 se introdujeronen los dospaquetes
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Material y Métodos
informáticos utilizados para el análisis dc los resultados,usándosecomo referencia
comparativaparalos aisladosespañoles.Los programasinformáticosutilizados permiten
exponerlos resultadosbiencomo diagramade árbolo bienen formade mapade distancias
antigénicas.
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III.B.1. SEROPREVALENCIA DE ANTICUERPOS FRENTE AL VDVB
EN EL GANADO BOVINO DE LA CAM

111.11.1.1.Zonadeestudio

El estudio se desarrollódentro del ámbito de la ComunidadAutónoma de Madrid
(CAM). Los 179 términos municipalesque la constituyense encuentranagrupadosen 11
delegacionesde acuerdocon la organizaciónadministrativade los serviciosde produccióny
sanidadanimal de la DirecciónGeneralde Agricultura y Alimentaciónde la CAM, y éstasa
suvezseagrupanen 6 ComarcasAgrariasde conformidadcon la ComarcalizaciónAgrariade
España(tabla III.B. 1. y Figura7). Estadivisión encomarcasparecela másadecuadacuando
como en nuestrocasose planteaun muestreoestratificadopor localizacióngeográfica,ya que
una comarcaagrariasedefinecomo“todo aquelterritorio caracterizadoporciertauniformidad
en susrasgosfisicos y biogeográficos:caracteresgeológicos,climáticosy botánicos”.

Tabla InRI. Resumenpor Comarcasde la OrganizaciónAdministrativa de la CAM. (Servicio de
CoordinaciónAgrariay Tramitaciónde Ayudasde la DirecciónGeneraldeAgriculturay Alimentación
de la ComunidaddeMadrid -nopublicados-).

,~ F~

.:j;~~i~~¿

Q~ni&t6É~ t~$$<~¡.~~< ~ ¡

~ ~, ~ ¡
1 Lozoya-Somosierra

~ ~ ~

2 Guadarrama
3 AreaMetropolitana
4 Campiña

5 Suroccidental 138842 34
6 Las Vegas 130804 21

Total Provincial: 802792 179
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111.81.2.Muestra

Material y Métodos

La poblacióndianade esteestudio fue el ganadobovino de la CAM con una edad
superioral año. La poblaciónobjeto de estudioestabaidentificadaen el censoganaderode
1995del Serviciode CoordinaciónAgrariay Tramitaciónde Ayudasde la DirecciónGeneral
de Agricultura y Alimentación de la Comunidadde Madrid (no publicado), y que nos fue
proporcionadopor dicho organismoen soporteinformático (tabla III.B.2.). Dicho soporte
informáticoconteníadatosdetalladosde las explotacionesde la CAM, talescomo ubicación,
(municipioy comarca),númerodevacasde ordeño(VOR), de vacasde no ordeño(VNO), de
plazasde cebo de bovino (PCV) y tipología (vacuno de leche, came y cebo), entre otras.
Asimismosedisponíadelnombre,la direccióny el teléfonodel titular de la explotación.

Tabla111.8.2.CensoGanaderode la Comunidadde Madrid (1995).FuenteMinisterio de Agricultura,
Pescay Alimentación. SecretariaGeneral Técnica.Entre paréntesispeso con el que ponderan las

poblacionesparcialessobreel total del Censode la CAM.

Y¡¡t<1i~j~4y ‘~¿<4¡j¡¡~.
~

t ~jdrui~:; ~

I
Ir

~V¿~tii cé~9<~<4~ ~<

1 4398 (27,8) 13484 (46,1) 3150(26,1)

2 2269 (14,3) 9523(32,6) 3549(29,4)

3 4614 (2%2) 3440 (11,8) 2611 (21,6)

4 1107(7,0) 158(0,5) 278 (2,3)

5 2592(16,4) 1821 (6,2) 1687(14,0)

6 834 (5,3) 796 (2,7) 793 (6,6)

TOTAL ANIMALES
PORTIPOLOGíAS

15814 (27,7) 29222 (51,2) 12068 (21,1)

TOTAL ANIMALES 57104

III.B.1.2.1.Tamañode la muestra

El tamañomuestralestimadonecesarioparaestudiarla seroprevalenciade anticuerpos
frenteal VDVB enel ganadobovino de la CAM sedetenninóutilizando la fórmula(Cochran,
1977):

P (1-P)
n =
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Material y Métodos

Donde:

n = Númerodemuestrasnecesarias.

Z = Valor de la t de Student,que paraun nivel de confianzadel 95% (cz=0,05)
estudioZa esigual a 1,96.

P = Valor de la prevalenciaque seesperaen lapoblación.De acuerdocon los
seroprevalenciapublicadospor otros investigadoresespañoles(Ovejero, 1971;
1984; Prieto et aL, 1988 y Álvarez et aL, 1994a) la seroprevalenciaesperada
45%.

fijado en este

resultadosde
Castro et al.,
se fijó en un

d Precisióncon laque sedeseaestimarel parámetro.En nuestrocasola precisiónabsoluta
sefijó en 1,8%(lo que equivaleaunaprecisiónrelativaenla estimacióndel 4%).

Aplicandola fórmulaa las condicionesfijadas:

1.962 . 0,45 (1-0,45)
= 2.988 3.000

(0,018)2

III.B1.2.2. Técnica de muestreo

Para la selecciónde la muestrase recurrió a un muestreoaleatorio polietápico,en
nuestrocasoen dos etapas.En unaprimeraetapaserealizó un muestreoestratificadopor un
factor y en una segundase tomaron como conglomeradoslas explotacionesde forma
equiprobabilística(muestreoporconglomerados).

fIL BJ.2.2.L Primera etapadelmuestreo: muestreo estratificado

La población a muestrear se estratificó por los 3 factores que inicialmente
consideramosquepodíaninfluir en laprevatenciade anticuerposfrenteal VDVB:

• Zonageográfica
• Aptitud (tipología)
• Tamañode la explotación
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Material y Métodos
e’

Zona geográfica

Pararealizarel muestreo,la división de la CAM en 6 comarcassesimplificó a 4 áreas si

geográficasreuniendolas comarcas4, 5 y 6 de la tabla III.B.l enunaúnicaárea(Figura 7).
Esta decisión se tomó teniendoen cuenta, ademásde las consideracionesgeográficas(las
comarcasunificadasenglobanla zona suroestede la CAM), el censo de vacunode estas —
comarcas(ver tablaIII.B.2.).

Aptitud (t4wlogia)

Conrespectoa la aptitud,la poblaciónsedividió entresgrupos:
e

• Vacunode leche
• Vacunode carne mt

• Vacunodecebo

e

Estaclasificaciónsehizo por explotacionessiguiendo los criterios del Ministerio de
Agricultura, Pescay Alimentación(MAPA) sobrela basede la cuantificaciónde la capacidad
productivade la explotación,paralo que setiene en cuentael númerode vacasde ordeño
(VOR), el númerode vacasde no ordeño(VNO) y las plazasde cebode bovino (PCV). La
tipologíade unaexplotaciónsefija de acuerdocon la sistemáticasiguiente:

(O) = VOR xl,5
(N)=VNO
(C)PCVxO,6

u
1) SiO=N=C=O TIP=O
2) Si O>Ny0 =C TIP = 1 TipologíaVACUNO LECHE
3) SiN>OyN=C TJP=2 TipoIogIaVACIJNOCARNE —
4) SiC>OyC>N T1P3 TipoIogíaVACUNOCEBO

e

Tamañodela Explotación

En las tres tipologíasdefinidasseestablecierondos únicosestratosde tamaño(tabla
III.B3:

u

• Explotacionescon menosde 100 animales.
• Explotacionesconmásde 100 animales. —

u
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Figura7.- División de la CAM en 6 comarcasy simplificacióna 4 áreasgeográficasreuniendolas
comarcas4, 5 y 6 en unaúnicaáreapararealizarel muestreo.
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Material y Métodos

Tabla Ill.B.3. Distribución de las explotacionesde la CAM en función del área geográfica,la
tipología,y el tamaño.

Áreas geográficas

vAc<JNO óiúi~p VACUNO NQ ¡ CEBO

Explotaciones!

áreasgeográficas

N ExplotaQicaes N EXpIQtSCiQflU
—

<100 >100

$~ Explotaciones

<400 tIGO <100 >100

01 91 10 552 25 35 0 713

02 71 2 318 II 21 2 425

03 69 8 96 4 33 1 211

04 68 12 74 3 62 2 221

N Explotaciones 299 32 1040 43 151 5 1570

El número de muestrasa tomar por área geográficay por tipología sc calculó
linealmente,esdecir, de cadaáreageográficasetomaron1/4 y de cadatipología 1/3 de las
muestrastotales (tabla III.B.5). El númerode muestrasa tomaren función del tamañode la
explotación,y dadoque existíandiferenciasimportantesen el númerode animalespresentes
en las explotacionesde más de 100 animales y menos de 100 animales, se calculó
proporcionalmenteal número de animalesexistentesen cada uno de estos grupos(tabla
III.B5).

Así por ejemplo,de las 249 muestrasque correspondetomarde acuerdocon el reparto
lineal de los animalesde leche del áreageográfica1, un 59,5% (148) se tomaron de las
explotacionesde menosde 100 animalesy un 40,5% (101) de las de más de 100 (tabla
III.B.5), puesto que este es el reparto proporcional de los animaleslecherosen el área
geográfica1 entrelas explotacionesmenoresde 100 (2617de 4398,59,5%)y mayoresde 100
(1781 de 4398,40,5%)animales(ver tablaIII.B.4).

Tabla Ill.B.4. Distribucióndel ganadovacunodela CAM enfuncióndel áreageográfica,la tipología,
y el tamaño.

Áreas
geográficas

VACUNO 0W)ENO VACUNO $0 OSDEÑO CEBO.

. Total/áreas

geográficas

N0 AIIúUaICS PU’ Animales N0 Animales
<100 > jwj<> <j~> > ~{gj

01 2617 1781 10266 3218 1610 1540 21032
02 1901 368 7678 1845 2559 990 15341
03 2875 1739 2789 651 2131 480 10665
04 1742 2791 2265 510 2333 425 10066

Total 9135 6679 22998 6224 8633 3435 57104
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Material y Métodos
La distribuciónteóricafinal del tamañomuestral,de acuerdoconel criterio de reparto

mencionadoantes,seexponeenla tabla1113.5.

TablaIII.B5. Distribucióndel tamañomuestralsegúnlos criteriosantesestablecidos.

geográficas

VAcUNO 01WEÑO VACUNONO0JtPEÑO CEllO

Te tal /Areas
eo lOcas

N0imales W..AnimaWs 0Ánírnales
<J~0 =100 <190 >ioój <190 >100

01 148 101 190 59 127 122 747
02 209 40 201 48 180 69 747
03 155 94 202 47 204 45 747

04 96 153 204 45 211 38 747
Total 608 388 797 199 722 274 2988

IILB.1.2.2.2. Segundaetapadelmuestreo:muestreoporconglomerados

Con el fin de simplificar el procedimientode muestreo,se decidió seleccionarun
número representativode explotacionespor cadatrinomio Área-Aptitud-Tamaño,y de éstas
seleccionar linealmente el número de animales precisos para alcanzar el tamaño muestral
requerido en cada caso (mínimo 5).

La selecciónde laexplotacióny de los animalesa muestrearse hizo al azarutilizando
una tabla de números aleatorios.

a
En la tabla III.B.6 figura el númeroy el porcentajede explotacionesseleccionadas

inicialmente para cada trinomio Área-Aptitud-Tamaño.El porcentajede explotacionesa
muestrear de cada conglomerado se selecciono por razones de factibilidad. Cuando el número
de explotaciones en un trinomio dado era bajo (menos de 5) se seleccionaron todos.

Tabla llI.B.6. Número y porcentaje de explotaciones seleccionadas en cada uno de los grupos
establecidos.

Áreas
geográficas

VACUNO OBDE<Ñ ¡ CuNONO.PRJ)EÑO tESO
total/Áreas
geográficas

NÚExtil¿taetonek/
Setecci6nadas <%).

Wflp~cu~,ionet/
SéIéccion~dás(%~

f44 1~KÉ1ófrci9nes/
S¿lecciopádas(%)

¿100 >100 <100 %100 <¡Go >100

01 91/30 (33,0) 10/5 (50) 519/28 (5,4) 58/9 (15,5) 35/15 (42,8) 0/0 (0) 713/92 (12,9)

02 71/24 (33,8) 2/2 (100) 318/25 (7,8) 11/5(45,4) 21/15 (71,4) 2/2 (100) 425/73 (17,2)

03 69/23 (33,3) 8/5 (62,5) 96/20 (20,8) 4/4 (100) 33/20(60,6) 1/1 (100) 211/73(34,6)

04 68/23 (33,8) 12/6 (50) 74/18 (24,3) 3/3 (JOO) 62/25 (40,3> 2/2 (100) 221/77 (34,8)

N0 Explot 299/100 (33,4) 32/18 (56,2) 1007/91 (9,0) 76/21 (27,6) 151/75 (49,6) 5/5 (100) 1570/310(19,7)
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Material y Métodos

En la tabla III.B.7 figura el número de animalesque nos propusimos muestrear
inicialmenteen lasexplotacionesseleccionadas.

Tabla IH.B.7. Número de explotacionesseleccionadasaleatoriamentepor estrato y número de
animalesquesetomó decadaunadeellas.

geográficas

..VACUTflO ORDENO VAcVNORO ORDEÑO ~CEBO

Tota Áreas
geográficas

N0 Expiot (Animaks 19 Explot (Animales

~

<WC >100

N0 Explot (Animales

Ezpl~

-c 100 > 100<j<)o > loo
01 30(5) 5(21) 28(9) 9(5) 15(9) 0(0) 87

02 24(9) 2(20) 25(9) 5(10) 15(12) 2(40) 73

03 23(7) 5(19) 20(11) 4(12) 20(10) 1(45) 73

04 23(5) 6(26) 18(12) 3(15) 25(9) 2(20) 77

N0Explot 100 18 91 21 75 5 310

Como consecuenciade la sistemáticadel muestreo usada los animales de una
explotaciónconunatipologíadiferentea la que definíala explotaciónquedaronexcluidosdel
muestreo.En la tablaIII.B.8 sedetallael númerode animalesexcluidosdel muestreoen cada
uno de los gruposporestacausa.Como puedeapreciarseen dichatablael númerode animales
de lechey de carneexcluidosfre muy bajo,pero,enel casode los animalesde ceboquedaron
excluidosel 61,5%del censototal.

Tabla 111.8.8.Animalesquequedaronfueradel muestreopor serde una tipología diferentea la que
definía la explotación.

1117 1540 2687

1746 689 2819

1110 279 1519

805 140 1022

4778 2648 8047Total
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IJI.B.1.2.3. Fuentede las muestras

Las muestrasdesuerocorrespondientesa los animalesseleccionadossegúnlo expuesto
en el apartadoanterior se obtuvierondel bancoregional de sueros(BRS) del laboratorio
regionalagrariode la CAM. Las muestrasde sueroutilizadascorrespondierona la Campaña
de SaneamientoGanaderodel año 1995. Los suerosestabancatalogadossegúnlos principios
generalesestablecidospor la OrganizaciónMundial de la Salud (OMS) (OMS, 1959, 1970)y
porMoorhousey I-Iugh-Jones(1981).

LII.B.1.3. Análisis de los sueros

La detecciónde anticuerposfrente al VDVB se realizó con una pruebaELISA de
bloqueocomercial(SerelisaBVD/BD Ab, RhóneMérieux diagnostics,Lyon, Francia). Las
placasestabantapizadasconunaproteínano estructural(p80/l2O) comúna todaslas cepasde
VDVB. e

La realización de la pruebay la interpretaciónde los resultadossehicieron siguiendo
las instruccionesdel fabricante.El modo de empleode esteELISA comercialescomúna otros e
enzimoinmunoensayosy se basa en añadir sucesivamentelas muestras,el conjugado
específicoy el eromógeno,con las correspondientesincubacionesy lavandoentrecadapaso.

e
Así, enprimerlugar, seañaden100 j.tl de los suerosa estudiar,previamentediluidosal

1:10 conel tampónde dilución que proporcionael fabricante,y 100 gí de los testigos(por
e

duplicado)positivoy negativo.Después,la placaseincubaa50C ±30C durante14 a 18 horas
y selava cuatrovecescon la solución de lavado.A continuaciónse añadeel conjugado,un
anticuerpomonoclonalanti-VDVB conjugadocon peroxidasa,diluido al 1:10 conel diluyente
del conjugadoqueproporcionael fabricante,y seincubade nuevodurante1 horaa50C ±30C.
Tras un nuevo lavado (x 4), se añadela solucióncromógenapreparadaen el momento,se
incubaen la oscuridaddurante30 minutosa temperaturaambientey, por último, seañadela
soluciónde parado.

La lecturade ladensidadóptica(DO) de los pocillos serealizaenun lector de ELISA a
450 nm e inmediatamentedespuésde añadir la soluciónde parado,dado que el cromogeno
puedecristalizaren los pocillos con señalesfuertes.

a
La intensidad de la reacción (cantidad de conjugado fijado) será inversamente

proporcionala la cantidaddeanticuerposanti-VDVB presentesen la muestrade suero,por lo
que los controlespositivosseránincolorosy los negativosintensamentecoloreados. —

De acuerdocon las instruccionessuministradaspor el fabricantepuedenutilizarsedos
métodosparala interpretaciónde los resultados: —

• Medianteel cálculodel porcentajede competición.
• Medianteel análisisde lasDO.

e
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En estetrabajose utilizó estesegundocriterio queconsisteencalcularlas DO delos
puntosde corte(PC)correspondientesal 30 (DOPC3O)y 50%(DOPC5O)delporcentajede
competiciónde acuerdoconlas fórmulassiguientes:

DOPC3O= 0,70 DOTN + 0,30 DO TP

DOPC5O= 0,50 DO TN + 0,50 DO TP

Donde:

DO FN = Mediade la densidadópticade los dostestigosnegativos.

DO TP = Mediade la densidadópticade los dostestigospositivos.

Unamuestraseconsiderapositivasi suDO esmenorque la DO PC 50 y negativasi su
DO es mayorque la DO PC 30. Los suerosproblemacuyaDO estaentreestosdos valoresse
considerarondudosos(Figura8).

Figura8. Interpretacióndelos resultadosdel ELISA.

En la interpretaciónde los resultadosparaque un ensayo fuera consideradoválido
debíacumplir las siguientesdoscondiciones:

• La DO TN>0.500.

• El porcentajede competicióndelTP =80%.
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mt

En este estudiolos suerosdudososseconsideraroncomo negativosparael cálculo de
la seroprevalencia.A los positivos, y en función dc su DO, se les asignó un valor
semícuantitativo(+, ++, +++, ++++, +++++) de acuerdocon el siguientecriterio:

DO PC 50- DO TP

e

u
x

4
e

Valor de la DO:
e

a DOTP

de DOTP

de DOTP±X

de DOTP+2X

a DOTP+X

a DOTP+2X

a DOTP+3X

a DOTP+4X +

Los sueroscon DO correspondientesa 3 ó más crucesseconsideraronque tenían un
título alto de anticuerpos frente al VDVB y este criterio se

e

e

utilizó para calcular la
seroprevalenciadetítulo alto (TA) en lapoblacióny en los diferentesestratosconsiderados.

Finalmente,porconveniencia,en el conjuntode los animalesy en los diferentesgrupos
secalculólo que sedenominótítulo medio (TM) de anticuerposasignandoun valor numérico
a las diferentescategorías(+ = 1, ++ = 2, +++ = 3, ++++ = 4, ++±±± = 5, - y ±= O) y
aplicandola fórmulasiguiente:

e

a +b2+c~3+d4+e5
TM -

N

e

e

Donde:

a, b, c = númerode animalescon reaccióncorrespondiente1, 2, 3, ...cruces.

N = número de animales analizadosen el total de la muestrao en un grupoo subgrupodado.
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III.B.1.4. Análisis Estadístico

Los resultadosde los análisis fueron codificadosy posteriormenteanalizadoscon la
aplicaciónestadísticaEpí Info, versión6.04 (DeanetaL, 1994).

Las prevalenciasy las prevalenciasde TA de los diferentesestratosy substratosse
compararoncon la pruebade chi-cuadrado(x2) y las diferenciasseconsideraronsignificativas
cuandop<O,OS. En los casosen los que los datosa compararno cumplíanlas condicionesde
aplicacióndel x2 seusolapruebaexactade Fisher’s.

Para la comparaciónde los TM se utilizó un análisis de varianza de un factor
(“oneway”) paradatos independientes.Las diferenciasse consideraronsignificativascuando
p<O.OS. En el caso de encontrarsediferenciassignificativasentre las mediascomparadasse
realizabaun análisiscomplementariodenominadocontrasteaposterioriporel procedimiento
de Bonferroniparacomparacionesmúltiples consistenteen realizarcomparacionesdos a dos
con las mediasobtenidaspara cadauno de los grupos. Los cálculosse realizaroncon el
programaestadísticoSPSS.

III.B.1.5. Cuestionario

De las explotacionesde aptitud lechera y cárnica seleccionadasal azar para el
muestreo,segunseexpusoantes,sedecidió recabarinformación,entreotros temas,sobreel
gradode conocimientodelganaderode la DVB, sobrelasprácticasde manejo(especialmente
las que suponenun riesgode introducciónde la infeccióncon el VDVB en las explotaciones)
y sobrelas prácticasde vacunación.Paraello se elaboróun cuestionariocon 40 preguntas,
agrupadasen los siguientesbloquestemáticos:1) datosgeneralesde la explotación,II) manejo
generalde la explotación,III) antecedentesde enfermedad,IV) antecedentesdiarreavírica
bovina, V) practicashabitualesde vacunacióny desparasitación,VI) datos del ganadero
(Figura 9). Las respuestasa las preguntasdel cuestionariofueron prácticamenteen todos los
casoscerradas,esdecir, con opcionesprefijadaspornosotrosmutuamenteexcluyentes,lo que
facilita la codificaciónde la información y evita sesgosde interpretación(Schukkenet al.,
1989; Edwards,1990).Las preguntasrelativasa enfermedadeso síndromesfueron diseñadas
de tal formaquelos ganaderospudiesenreconocerlosfácilmente(Simpsony Wright, 1979).

El cuestionario,antesdesuuso general,seensayóenun númerolimitado de ganaderos
paraevaluarsu diseño,el gradode comprensiónde los entrevistadosde cadapreguntay el
tiemporequeridoparasurealización.Esteensayoprevio posibilitó, además,el adiestramiento
delencuestador(Waltner-Toews,1982).

Parala realizaciónde las encuestassecontactótelefónicamentecon los responsablesde
las explotacionesparaconocersudisposicióno no a responderal cuestionarioy, en sucaso,
fijar una cita con el entrevistador.Las encuestasserealizaronpor el métodode entrevistaal
ganaderoresponsablede la explotación, siempre por la misma personay en la propia
explotación.
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ENCUESTA: DIARREA VIRICA BOVINA

DATOSGENERALESDE LA EXPLOTACIÓN

1 Leche
2 Came
3 Cebo

LI
E
LI

2 ¿Sobrequé animalesserealizaron las
Ganadero?: 1 Leche

2 Came
3 Cebo

3 Número animales explotación:

CampañasOficiales de Saneamiento
E
LI
LI

< 6 meses=

6-18 meses =

> 18 meses=

4 Tipo Explotación:Usanovillas propiasparareposición,Cerrada
Abierta

5 Edad de incorporación animales: meses

6 Animales no bovinos en la explotación: No LI Sí E E CerdosN0
E Otros.
Especificar:__________

E OvejasN0

MANEJO GENERAL DE LA EXPLOTACIÓN

7 Cubrición por: Inseminaciónartificial
Montanatural
Ambos

8 Transferencia de Embriones:
E

Sí E
No E

9 Edad de separaciónterneros de la madre: días

10 Tiempo quetoman los terneros calostro: días

e
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ANTE CENTESDE ENFERMEDAD

Enfermedadesde Control Oficial. Sehan diagnosticadoen los últimos 3 años:

11 Brueelosis: Sí LI No LI No sabeLI Fechaúltimo diagnos.__________

ANTECEDENTESDIARREA VIRICA BOVINA

12 ¿Conocela EnfermedadDiarrea Vírica Bovina?: Sí LI No LI No sabe LI

13 ¿Seha diagnosticadoen la explotación?: Si LI No LI No sabe LI

14 Fechaaproximada diagnóstico: ________________________

15 Tipo: 1 Clínico LI
2 Laboratorial LI

16 Nombre del veterinario:___________________Tel.:________

17 Nombre del Laboratorio:___________________

Antecedentesde sintomatologfa/problemática compatiblescon DVB:

18 Abortos: Sí LI No E No sabeE último diagnostico

19 N o (%) abodos: 1 Ultimo año
2 Penúltimoaño
3 Antepenúltimoaño

20 ¿Sehan observadoaboflos con fetosmomificados?:
SiE NoLI NosabeE

21 ¿Sehizo diagnóstico laboratorial?:
SíLI NoLI NosabeE
Resultado_________________________

22 ¿Ha observadodisminucionesimportantes de la fertilidad en el último año?:
Sí LI No LI No sabe LI
Desdecuando:_____

23 ¿Ha observadorepetición de celoscon cicloslargos?:
Sí LI NoIi NosabeLI
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Han nacido terneros con:

24 Problemasmotores (ataxia): Sí LI No U
Fecha:

25 Problemasoculares: Sí LI No E
Fecha:

26 Anormalidadescongénitas,del SNC:

27 Pequeñosy quenocrecennormalmente:

No sabe LI

No sabe E

Sí E No E No sabe E
Fecha:

Sí E No E No sabeE
Fecha:

28 ¿Han observadoen algún animal (6 a 24 meses)evidenteretraso en el
crecimiento respectoal resto de animalesde su edad?:

Si E No E NosabeE
Fecha:

29 ¿Hanobservadoenanimalesde 6 a 24 mesesdiarreaspersistentesqueno
respondanal tratamiento?:

Sí LI No E No sabe LI
Fecha:______

30 ¿Han muerto animales entre 6 y 24 mesescon úlceras en boca
digestivos?:

Sí E No LI
Fecha:

y otrosórganos

No sabe LI

e

e

e

e,

e.

e,

e

e

e
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FRA CTICASHABITUALES DE VACUNACIÓN YDESPARASITAClON

Vacunafrente a:

31 DVB: Sí LI No LI No sabe LI
Vacunautilizada:
Pautautilizada:
Ultima vacunación:

RIB: Sí LI No LI No sabe

PI-3: Sí LI No LI No sabe

VRSB: Sí LI No LI No sabe

Diarr-neonat.: Sí LI No LI

Sí E No LI

32

33

34

35

36 Desparasita:

Producto,
Frecuencia

LI

LI

LI

No sabe LI

No sabe LI

37 Nombre
38 Domicilio
40 Localidad

39 Teléfono

1

vacuna

vacuna

vacuna

vacuna

DATOSDEL GANADERO
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IV.A.l. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

IV.A.l. CARACTERIZACIÓN MEDIANTE ANTICUERPOS

MONOCLONALES DE AISLADOS ESPAÑOLES DEL VDVB

IV.A.1.1. Titulación de los aisladosespañolesdel vdvb

Todos los virus fuerontituladosen las lineascelularesMDBK y/o BT mediantela
técnica de la Innaunoperoxidasaen niicroplaca -PLA- (Holm Jensen,1981). El titulo
obtenidoparacadauno de los aisladosespañolesestudiadossedetallaenla tablaIVA. 1.

IV.A.1.2. Biotipos observadosen los aisladosespañolesdel vdvb

En tres de las cepasespañolasdescritaspreviamentecomo citopáticas(León1,
RIBO y E1494/921NT)seconfirmaronlos biotipos citopáticosy seobservaronvacuolas
citoplasmaticasy muerte celular, los cuales son efectos característicosdel biotipo
citopático del VDVB. La cepaLeón2 que veniadescritacomo citopáticano se comportó
como tal en nuestroscultivos celulares,al no observarsevacuolizacióno muerte celular.
En el aisladoLeónl el efectocitopáticoseobservóa las 48 horaspostinoculación,mientras
que en los aisladosRIBO y E1494/921NTel efectocitopáticosedetectóa los tresdías. El
restode las cepasespañolasinvestigadas(46 cepas,93,9%)secomportaroncomo biotipo
no citopático. Estoconfirmalos resultadosobtenidosen estudiosprevios en el sentidode
que estascepasNCP se aislan de la gran mayoríade las infeccionesproducidaspor el
VDVB (Dubovi, 1992).
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Resultadosy discusión

Tabla IV.A.1. Resultadosde la titulación de lascepasdeVDVB aisladasen Españay utilizadasen
este estudio.

Cepa DI50CT/mJ. Cepa DI5oCT/ml
1/89 i0

4-0 32/94

2/90 10425 33/95
3/90 i045 34/95
5/91 io~35 35/95
6/91 1W35 37/95
7/91 ío4-75 38/95
8/91 1W30 39/95
9/91 ío-~-~ 41/95
10/92 ío4-75 42/95 10625

E1494/921NT 10.450 43/95 105o
11/93 i03’75 45/95 1025

12/93 lo40 46/95 1o45O
13/93 1 o-~-~ 47/95 1 0~-~
15/93 10350 14
16/93 10425 3002
17/94 1 ~ 85V í o~-~
19/94 1 ~4.75 9SV 1
20/94 10525 135V 106o
21/94 ío~5-5 I4SV 106o

22/94 ío~-~~ l6SV 10+25
23/94 lo4-75 León1 1 ~
24/94 i&-5 León2 10425

25/94 í o-4-5 León3
26/94 1 o-~-~ RIBO í ~
3 1/94

IV.A.1.3. Reactividad de los aislados españolesdel VDVB frente a los anticuerpos
monoelonalesagrupadossegúnla cepavirica utilizada para producirlos

Analizado el comportamientode los AcMos en función de la cepade referencia
utilizadaparasuproducciónsecomprobóque:

1.- El grupode anticuerposmonoclonalespreparadospor Edwardset aL (1988)a
partir de la cepadel VDVB OregonC24V y dirigidos frente a la proteínaviral gp53
(WBl 15, WB162, WB163 y WB165) mostraron mayoritariamenteuna reactividad
negativa. El anticuerpo monoclonalWB2lS mostró una reactividad intermedia (tabla
IV.A.2).

2.- Con el AcMo WB2lO dirigido frentea la proteínagp48,y obtenidoigualmente
a partir de la cepaOregonC24V, los aisladosespañolesmostraronmayoritariamenteuna
reactividadpositiva(tablaIV.A.2).
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Resultadosy discusión

Tabla IV.A.2. Reactividadde los aisladosespañolescon los AcMos obtenidosfrente a la cepa
OregonC24V y quereaccionancon las proteínasviralesgp53 y gp48.

AM Proteina 1 aactí~daddelos ?isladosespatioles

N0 ~osit4yos(¾) N0 Negativos (%)

WBI15 gp53 4(8,2) 45(91,8)

WB162 gpS3 1(2,0) 48(98)

WB163 gpS3 1(2,0) 48(98)

WB165 gpS3 0(0) 49(100)

W8215 gpS3 18(36,8) 31(63,2>

WB2IO gp48 42(85,8) 7(14,2)

3.- Los dosAcMos (W160 y WB212)preparadospor Edwardset al. (1988)a partir
de la cepadel VDVB NADL y dirigidos frente a la proteína viral pSO/l25 mostraron
mayoritariamenteunareactividadpositiva(tablaIV.A.3).

4.- Del grupode anticuerposmonoclonalespreparadosporEdwardset al. (1988)a
partir de la cepaNADL y que reaccionancon la proteínaviral gp53 (WB 166, WB 170 y
WB214) dosde ellosmostraronmayoritariamenteunareactividadpositivamientrasque el
otro no reaccionócon ningunode los aisladosestudiados(tablaIV.A.3).

Tabla IV.A.3. Reactividad de los aisladosespañolescon los AcMos obtenidos frente a la cepa
NADL y quereaccionancon las proteínasviralesp80/125y gpS3.

AoNia Proteínavjral Reactivid?ddelos aisladosespañoles

1 N0Positivos<%) j N’ Negativos(Ve>
W8160 pSO/125 46(93,9) 3(6,1)

WB212 pSO/125 48 (98) 1(2,0)

WB166 gpS3 46(93,9) 3(6,1)

WBI7O gp53 0(0) 49(100)

WB214 gpS3 46(93,9) 3 (6,1)

5.- El AcMo (WH216) preparadopor Edwardsy Sands(1990) a partir de la cepa
del VPPC Baker/A y dirigido frentea la proteínaviral gp48 mostróuna reactividadalta
(tablaIV.A.4).
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Tabla IV.A.4. Reactividadde los aisladosespañolesfrenteal AcMo obtenido frentea la cepade
referenciaHaker/A y dirigido frentea la proteínaviral gp48.

Ac $Mactívidaddelos aisladosespañoles

o ?ásitivoÉQt’o) .1 .. .~ $~Negativas(%)
Wlz-1216 gp48 31(63,3) 18(36,7)

6.- El AcMo (WH303) preparadopor Edwardsy Sands(1990) a partir de la cepa
del VPPC 86/2 y dirigido frentea la proteínaviral gpS3mostró unareactividadnegativa
(tablaIV.A.5).

Tabla IV.A.5. Reactividadde los aisladosespañolesfrente al AcMo obtenido dc la cepa de
referencia86/2 y dirigido frentea la proteínaviral gp53.

AcMo Proteína

viral

Reactividadde los aisladosespafloles

N0 Positivos(%) N0 Negativos(%)

WH303 gp53 0(0) 49 (100)

7- De los dos AcMos (W5381 y WS384)preparadospor Patonet al. (1994) a
partir de la cepa87/6 del VEB deorigenporcinoy dirigidosfrenteala proteínaviral gpS3,
uno de ellos reaccionócon másde la mitad de las cepasmientrasque el otro mostróuna
reactividadmayoritariamentenegativa(tablaIV .A.6).

8.-El AcMo (W5363)preparadoporPatonet aL (1994)a partirde la cepadel VEB
87/6 y dirigido
IV.A.6).

frente a la proteínaviral gp48 mostró una reactividadnegativa (tabla

TablaIV.A.6. Reactividadde los aisladosespañolesfrente a los AcMos obtenidosfrentea la cepa
87/6 y quereaccionancon las proteínasviralesgp53 y gp48.

AcMo Protelpa~ j Reáctividadde losaisladosespaflo~

¿ L.. y.. .... N0Negativos(%)

WS381 gp53 2(4,1) 47(95,9)

WS384 gp53 26(53,1) 23 (46,9)

WS363 gp4S 0(0) 49(100)
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Resultadosy discusión

9.- El AcMo (WV437) preparadoporPatonet al. (1994)apartir de la cepaatípica
porcinaVosgesy dirigido frentea la proteínaviral p80/l25sólo reconocióa las dos cepas
pertenecientesal grupode pestivirusatípicos(ver identificaciónde las cepasenel apartado
IV.A.1.4) (tablaIV.A.7).

10.-El AcMo (WV438)preparadoporPatonet al? (1994)apartir de la cepaatípica
Vosgesy dirigido frentea la proteínaviral gp53 no reconocióninguno de los aislados
estudiados(tablaIV.A.7).

11.- El AcMo (WV433)preparadoporPatoneta!. (1994) apartir de la cepaatípica
Vosgesy dirigido frente a la proteína viral gp48 mostró una reactividad baja (tabla
IV.A.7).

Tabla IV.A.7. Reactividad de los aisladosespañolesfrente a los anticuerpos monoclonales
obtenidosfrentea la cepa Vosgesy dirigidos frentea las proteínasviralesp80/125,gp53 y gp48.

AcMo Proteína
1 Reactividadde los aisladosespañoles

1 N~Positivos (Ve) 4 N0Negativos(%).

WV437 p8O/l25 2(4,1) 47(95,9)

WV438 gp53 0(0) 49(100)

WV433 gp48 7(14,3) 42(85,7)

12.-El AcMo (WA548)preparadoporPatonetal. (1994) apartir de lacepaatipica
ovina 59386 y dirigido frente a la proteína viral p8O/l25 mostró una reactividad
mayoritariamentenegativay reaccionósólo con las doscepaspertenecientesal grupode
pestivirusatípicos(tablaIV.A.8.).

13.-El AcMo (WA538)preparadoporPatonet al. (1994)apartir de lacepaatípica
ovina59386y dirigido frentea laproteínaviral gp53 no reconocióningunode los aislados
estudiados(tablaIV.A.8).

14.-El AcMo (WA536)preparadoporPatonet aL (1994) apartirde la cepaatípica
ovina 59386 y dirigido frente a la proteínaviral gp48 mostróuna reactividadbaja(tabla
IV.A.8).

127



e

Resultadosy discusión e

Tabla IV.A.8. Reactividadde los aislados españolesfrente a los anticuerpos¡nonoclonales
obtenidosfrentea la cepa59386y dirigidosa las proteínasviralesp80/l25,gpS3y gp48. a

AcMo . Proteína

viral

... Reactividad.de.los aisladosespañoles

W Positivos(%) N0 Negativos(O/o)

WA548 PSO/125 2(4,1) 47(95,9)

WA538 gpS3 0(0) 49(100)

WA536 gp48 5 (10,2) 44(89,8)

IV.A.1.4. Caracterizacion de los aisladosespañolesdel VDVB con los anticuerpos
monoclonalesutilizados

En 1986, Peterel al. describieronporprimeravezel uso de AcMos parael estudio
de los pestivirus. Estos primeros AcMos permitieron establecerla relación entre los
epitoposy sufunción, la presentaciónde reaccionescruzadasy la localizaciónde epitopos
dentrode la estructuraantigénicade estosvirus.

La mayoría, sino todos, de aquellosprimerosAcMos estabandirigidos frente a
proteínapSO/125y tuvieronuna amplia utilización en las pruebasdiagnósticas.Después
hansido numerososlos gruposinvestigadoresquehan desarrolladopanelesde anticuerpos
monoclonalesfrenteal VDVB y otros pestivirus.Uno de estospanelesesel desarrollado
porEdwardsel al. (1988)y esel quehemosutilizado en estetrabajo.

Edwardsel aL (1988) utilizando los AcMos WBl 15, WB16O, WB162, WB163,
WBl6S, WB166, WB17O, WB21O, WB212, WB214, WB21S y WB216 paracaracterizar
pestivirusaisladosde rumiantesen el Reino Unido comprobaronqueestepanelde AcMos
presentabauna gran variabilidad de reaccionescon los aislados analizados.Nosotros
tambiénhemoscomprobadoestagran variabilidadcon los aisladosespañolesestudiados
comoquedareflejadoen las tablasIV.A.9 a IVA. 11.

Como cabíaesperar,todos los aisladosestudiadosreaccionaronpositivamentecon
el AcMo no competitivo (reconocetodos los tipos de pestivirus) WBLO5, el cual ha
reconocidotodoslos pestivirusanalizadoshastala fechaen el CVL (Edwardsel al., 1988).
EsteAcMo nos sirvió comocontrol positivo paraestablecersi los aisladospertenecíanal
grupode los pestivirus.

Exceptuandoel AcMo WBlO5, cincosonlos AcMos que reaccionaroncon másdel
80% de los aisladosespañolesestudiados(WBl6O, WB166, WB21O, WB212 y WB214).
Uno de ellos se obtuvo de la cepaOregonC24V y los otros cuatroa partir de la cepa
NADL (tablasIV.A.2 y IV.A.3). En un estudiorealizadopor Patonel al. (1991a)estos
AcMostambiénreconocierona lamayoríade los aisladosdel VDVB.
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Aunque algunos AcMos dirigidos frente a las proteínas gpS3 y p8O/12S
reconocierona más del 90% de los aislados(tabla IV.A3) ningún AcMo salvo el
anticuerpono competitivo WBlO5, reconocióa todos los aisladosestudiados.Estedato
coincide con los resultadosobtenidospor diversosgruposde investigaciónque tampoco
encontraronningún AcMo que reconocierade forma exclusivaa todos los aisladosdel
VDVB (Bolin et al., 1988; Corapi el aL, 1990; Deregtet aL, 1994; Edwardsel aL, 1988;
Patonel al?, 1991a;Xueel aL, 1990).Sin embargo,otros autoreshandescritoAcMos que
reconocenatodoslos aisladosdel VDVB (Cay el aL, 1989;McHughel al., 1988;Moennig
et al., 1987)pero probablementeestose debea que el númerode cepasanalizadaspor
estosinvestigadoresfueraescaso.

El conjunto de los resultadoscon los AcMos utilizados permite afirmar que la
mayoríade los aisladosestudiadossonsimilaresentresí y muy probablementepertenecen
a los aisladosclásicosdel VDVB. Estosdatosapoyanlo manifestadoporEdwards(1996a)
enel sentidode que,a pesarde la considerablevariabilidadantigénicadescritadentro de
los aisladosdel VDVB, los aisladospredominantesde estevirus en el ámbitomundial son
similaresy parecidosa las cepastipo del VDVB aisladosde los EstadosUnidos (p. ej. cepa
NADL).

Dos de los aisladosestudiados(14 y 17/94) se puedenencuadrardentro del grupo
de pestivirusatípicospor su patrónde reactividadcon el panel de AcMos utilizado pero
sobretodo con los AcMosobtenidosa partirde la cepaatipicaporcinaVosgesy de lacepa
atipicaovina59386(Patonetal?, 1995).Hay quereseñarqueestasdoscepasno seaislaron
de muestrasde animalessino de una línea celularestablecida(UBK) procedentede la
AmericanType Culture Collection (ATCC). Dado que las dosmuestrasde dichalínea

celularnos llegarondedoslaboratoriosespañolesdiferentes,los cualeslahabíanadquirido
de la ATCC, pensamosque la línea celular venia contaminadade origen. Estascepas
pertenecenal biotipo NCP y su presenciaen una línea celular no es extrañadadoque la
contaminaciónde líneasy cultivos celularesporcepasNCP del VDVB es relativamente
frecuente(Dubovi, 1990).

El no haber encontrado ningún aislado de campo pertenecienteal grupo de
pestivirusatípicosno esextrañoy coincidecon los resultadosobtenidosen otros paísesen
los quelapresenciade aisladospertenecientesaestegrupoesvestigial(Edwards,1996a).

Edwardsy Sands(1990) estudiandoaisladosdel VPPC describieronvariaciones
antigénicasentreaisladosde diferentespaisesy entreaisladoseuropeosde la fechadel
estudiocon respectoa aislados10 años más antiguos. Sin embargo,con los AcMos y
aisladosestudiadosen estetrabajo no hemosencontradovariacionesantigénicasentre
cepassegúnlazonageográficadel aislamiento.

Parahacer más comprensiblela presentaciónde los resultadosy discusión de
nuestroestudiocon los anticuerposmonoclonalesutilizadoshemosdividido a los mismos
en tresgrupossegúnlaproteínaquereconocen(gp53,gp48y p8O/l25).

El primergrupode AcMos sedirige frentea la glicoproteinade la envolturagpS3,
la cualcontieneunaregiónhipervariable(Bolin, 1988;Bolin y Ridpath,1989; Bolin el aL,
1991; Donis el al,, 1987a, 1991) y es la responsablede la generaciónde los anticuerpos
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neutralizantes(Bolin el aL, 1988; Donis el aL, 1988; Magar et aL, 1988). Por ello, esta
proteínatienemuchasposibilidadesde serutilizadacomovacunade subunidades(Patonet
al., 1996). Al parecer, son múltiples los epitoposde esta proteína implicados en la
neutralizacióndel virus (Bohr el al., 1988) y, por ello, es importante conocer las
diferenciasantigénicasenestaproteínaentrecepasdelVDVB paraevitar fallos vacunales.

a
Dentro del grupo de AcMos que reconocenla proteína gpS3, dos anticuerpos

(WB166 y WB214) reaccionaronconcasitodos los aisladosestudiados(93,9%),otros dos
presentaronuna reactividadintermedia(W5384 un 53,1% y WB2IS un 36,8%)y el resto —
de AcMos presentaronuna reactividadescasao nula (0-8,2%). Esto confirma los datos
publicadospordiversosautoresqueseñalanquelos aisladosdel VDVB presentanunaalto
grado de variabilidad antigénicaen estaproteínade la envoltura (Corapi et al., 1990, a
1991), a diferenciade lo que ocurrecon los aisladosdel VPPC que presentandominios
másconservadosparaestaglicoproteina(Edwardsy Sands,1990;Patonel al., 1995).

El que haya AcMos frente a la proteínagp53 que reconozcana casi todos los
aislados estudiadosmientras que otros AcMos dirigidos frente a esa proteína no

e
reconozcana ninguno o casininguno de los aisladossugiere,ademásde la variabilidad
antigénicade estaproteína,la existenciade epitoposaltamenteconservadosy epitopos
muy variables dentro de esta proteína entre aisladosdel VDVB. Este hecho ya sido
observadoporotrosinvestigadores(Patonet aL, 1993).

Los AeMos obtenidosfrente al virus de referenciadel ganadovacuno Oregon e
C24V (WBI 15, WB162, WB163, WB165 y WB2IS) mostraronunareactividadmuy baja
con los aisladosespañoles(0-8,2%), con la excepciónde uno de ellos, el WB215 que
reconocióel 36,8%de los aislados.Por otraparte,los AcMos obtenidosfrente al también
virus de referenciabovino NADL (WB166, WBl7O y WB214) presentaronvalores
extremos:uno de ellos (WBI7O) no reaccionócon ninguno de los aisladosestudiados
mientrasque los otros dos (WB166 y WB214) reconocierona casi todos los aislados
(93,9%).Estosdatosmuestranunagranvariabilidaden los dominiosentreestasdos cepas
de referenciay confirmanotros estudiosal respecto(Moennig et aL, 1989; Wensvoortet
al?, 1989; Xue el al., 1990). Además,diversos investigadoreshan estudiadomediante —
AcMos los epitoposde la glicoproteinagp53 en las cepasNADL y OregonC24V y no se
ponende acuerdoen el númerode dominios en los que seincluyen estosepitopos: dos
segunPatonel al. (1992), tres segúnMoennig el al. (1989) y cuatrosegúnXue a al. e
(1990). SegúnPaton el aL (1992) uno de estosdominiossólo estápresenteen la cepa
NADL y otroescomúna ambascepas.

Los AcMos preparadosporEdwardsy Sands,(1990)y Patonel al., (1994) apartir
de las cepasdel VPPC 86/2 (WH303), del VEB 87/6 (WS381 y WS384),atípicaporcina
Vosges (WV438) y atípica ovina 59386 (WA538) mostraron una reactividad t

mayoritariamentenegativa.Sólo el AcMo W5384 mostróunareactividadmedia(53,1%).
Esto datossugierenque existendiferenciasantigénicassignificativasen la proteínagpS3
entreel VDVB y el resto de los pestivirus.Además,el resultadoobtenido con el AcMo
WH303 confirma los datos obtenidospor otros investigadoresen el sentido de que los
AcMos que reconocenla proteína gp53 se pueden utilizar para diferenciarentre los e
aisladosdel VDVB y los delVPPC dadaslas importantesdiferenciasantigénicasexistentes
enesaproteínaentreambosvirus (Deregtel al., 1994;Patonel al?, 1995).
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Portanto, losAcMos frenteala glicoproteinagp53 puedenserde granutilidad para
fines diagnósticos,para comprobarla variabilidadantigénicaentreaisladosy parapoder
predecirlaeficaciade lasvacunas.

El segundogrupode AcMos estudiadosesel que sedirige frenteala glicoproteina
de la envoltura gp48. Esta proteínainduce títulos altos de anticuerpospero con una
capacidadlimitada de neutralizacióndel virus (Boulangeret al., 1991; Ridpath et al,
1994).

Los aisladosespañolesmostraronunareactividadmuy variable frentea estegrupo
de AcMos segúncual fuera la cepa de virus frente a la que fueron obtenidosestos
anticuerpos.Así, el AcMo WB21O obtenido frente a la cepadel VDVB OregonC24V
presentóuna reactividadmuy alta (85,8%),el AcMo WH216 obtenidofrentea la cepadel
VPPC Baker/A presentóuna reactividadelevada(63,3%),mientrasque los anticuerpos
obtenidosfrentea la cepaatípicaporcinaVosges(WV433), la cepaatípicaovina 59386
(WA536) y la cepadel VEB 87/6 (W5363)mostraronunareactividadescasao nula.

El último grupode AcMos estudiadosesel que reconocela proteínapSO/l25. Esta
proteínaesla másaltamenteconservadadentrode los pestivirusy anticuerposfrenteaesta
proteínadel VDVB reaccionanconproteínassimilarespresentesenel VPPCy en el VEB
(Patonet al, 1991b;Wensvoorty Terpstra,1988, 1989).El alto gradode conservaciónde
laproteínap80/125sepuededeberaqueesunaproteínano estructuraly, por tanto,no está
expuestaa la presiónselectivadel sistemainmunedel hospedadorde la mismaformaen la
quelo estánlasproteínasestructurales(Moennigeta!, 1987).Además,sehacomprobado
que los bóvidos infectadospor cepasde campodel VDVB, así como los vacunadoscon
cepasvivas, desarrollanunaintensarespuestahumoralfrentea estaproteína,mientrasque
los animalesvacunadoscon vacunasinactivadasno desarrollabananticuerposfrentea esta
proteínano estructural(DonisetaL, 1995).

Comoera de esperarpor lo descritopordiversosautores(Edwards,1988;Patonet
al., 1995), los AcMos dirigidos frente a estaproteínay obtenidosfrente a la cepadel
VDVB NADL (WB16O y WB212) reconocieronmayoritariamente(93,9 y 98,0%,
respectivamente)a los aisladosespañolesestudiados.Sin embargo,los AcMos obtenidos
frentea la cepaatípicaporcinaVosges(WV437) y frente a la cepaatípicaovina 59386
(WA548) reaccionaronsólo con los dos aisladospertenecientesal grupo de pestivirus
atípicos. Estos datos sugierenque a pesar de que la proteínapSO/l2S está altamente
conservadadentrode los pestivirusexistenepitoposespecíficosde los pestivirusatipicos
con respectoa los aisladosclásicosdel VDVB. Por tanto, los AcMos que reconocendichos
epitopos podrían utilizarse para diferenciar los aislados clásicos del VDVB de los
pestivirusatípicos.

IV.A.1.5. Representación gráfica de los resultados obtenidos con los anticuerpos
monoclonalesestudiadosy los aisladosespañolesdel VDVB

Los datosde la reactividadde los AcMos con los aisladosespañolesdel VDVB
(tabla IV.A.9) y con las cepasde referencia(tablasIII.A.12 a III.A.l5) se usaronpara
construirtantoel árbolquemuestralas relacionesfilogenéticasde algunosde los pestivirus
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de rumiantes(figura 11) como el mapa de la distanciaantigénicapara los diferentes
aisladosespañoles(figura 12).

e
En estasdosrepresentacionesgráficasno seincluyerontodoslos aisladosespañoles

del VDVB estudiadosdebidoa quemuchosdeesosaisladossonsimilaresy al incluir los
datos de todos los aislados muchos de esos datos se superponíanunos con otros u.
dificultandola interpretaciónde estasrepresentacionesgráficas.

Viendo las figuras se observa que la mayoría de los aisladosespañolesson te

similares pero que sepuedendiferenciardos gruposde aislados.Casi todos los aislados
españolesestudiados(47de 49 -95,9%-),junto conlas cepasde referenciadelVDVB y las

e
cepasDeer y Giraffe, pertenecenal grupode los aisladosclásicosdel VDVB. Las cepas
Deery Giraffe parecenligeramentediferentesdel restode los aisladosclásicosdel VDVB
pero no puedeestablecersesi constituyeno no un grupo aparte(Patonet al., 1995). Es

eimportantedestacarquelapertenenciaa uno de los gruposde pestivirusno implica quelos
aisladosseanantigénicamentehomogéneos(Edwardset al., 1988). Como ya semencionó
en el puntoIV.A.4, sólo dosaisladosestudiadosseincluyendentrodel grupode pestivirus u
atípicosy ambosfueronaisladosde una línea celular.

Hay que reseñar que las representaciones gráficas de las cepas de referencia del —
VDVB deganadovacunoNADL y OregonC24V quedarondistorsionadasdebidoa quela
mayoríade los AcMos utilizados sehan obtenido frentea dichascepas(Edwardset al,
1988; Patonetat, 1992). te

Los paquetesinformáticoscomo el MAP, que sirve para establecerla distancia
antigénicaentre las cepas,o el PHYLIP, que analizalos resultadoscualitativamentey e
establecelas relacionesfilogenéticasentrecepas,permitenpresentarlos resultadosde
análisis de las cepas con AcMos bien como mapade distanciaantigénicao bien como
diagramade árbol. En su día, estosprogramasinformáticossirvieronparacomprobarque e
el anteriorcriterio de clasificaciónde los pestivirusno era correcto y colaboraronen el
establecimientode la actualpropuestade clasificaciónde estosvirus. Sin embargo,hoy en
día, estos paquetesinformáticos tienen utilidad casi exclusivamentecomo forma de e
clasificaciónde los aisladosen los distintosgruposde pestiviruspero son menosválidos
paradeterminarrelacionesde parentescoentreaisladosestrechamenterelacionadoso muy
similaresantigénicamente.

A modo de resumen podemos decir que los AcMos en el estudio del VDVBy otros
pestivirussonútiles paraidentificar y clasificarlos pestivirus, identificar variacionesen la
glicoproteina gpS3 (responsablede la neutralización del virus) y elaborar árboles
filogenéticos de gran utilidad en los estudios epidemiológicos dado que permiten
establecer patrones en la propagación de enfermedades. El llegar a conocer qué grado de
diversidadexistedentrode las diversascepasde pestivirusaisladasesun reto importante,
aún pendiente de resolver.

e
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Resultadosy discusión

Figura 11. Relaciónfilogenéticade alguno de los pestivirus de rumiantes. Este árbol representa un
consenso de cientos de árboles derivados de la misma base de datos.
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Figura 12. Mapa antigénico correspondiente a los diferentes virus
cualitativamentemedianteun programade distanciasantigénicas“MAl”’.

españoles, analizados
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IV.B.l. SEROPREVALENCIA DE ANTICUERPOS FRENTE AL VDVB
EN EL GANADO BOVINO DE LA CAM

IV.B.1.1. Muestreo

En el apartado de material y métodos dedicado al muestreo se calculó el número de
animales a muestrear con las condiciones fijadas (2988 animales), su reparto teórico en los
diferentes estratos considerados, así como la selección ideal por conglomerados de las unidades
de muestreo.

En la tabla IV.B.l se detalla el resultado del muestreo, es decir, la muestra real utilizada

específicamente para cada subgrupo, el número de explotaciones y el número de animales
muestreados. Como se expone en dicha tabla, se muestrearon en total 2634 animales (1085 de
leche, 1042 de came y 507 de cebo)correspondientesa 242 explotaciones(111 de leche,97 de
carne y 34 de cebo>.

Tabla ]TV.B.1. Número de animalesy explotacionesque se analizaronpor estratodel total dc Ja
población.

tV$t$Ú,~ ~qur~vw¿zv~
~t$~W~J4~1¡tWetú¿%~#ThvaláráasÁ~ 4j4At@ Síoiñet~o4

01 174/28 125/4 214/25 7 5 42/4 0/0 626/66

02 156/19 21/1 259/27 55/4 163/7 20/4 674/62

03 236/27 110/5 190/16 50/3 123/10 46/2 755/63

04 117/22 146/5 171/15 32/2 105/6 8/1 579/51

Total
Estratos 683/96 402/15= 834/83 208/ 14 433/27 74/7 2634/242
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La justificación al desvío de la muestra real utilizada (2634 animales) con respecto al
número de animales que nos propusimos muestrear inicialmente (2988 animales) se explica e
porqueen las explotacionesseleccionadashubo algunasmuestrasque no pudieronencontrarse
en el banco de sueros y otras que por conveniencia se añadieron al estudio (por ejemplo si había
másde un sementalen laexplotación). a

Asimismo, del tamaño muestral se excluyeron aquellos grupos de animales procedentes
de explotacionescon tipologíasmixtas que no se correspondíancon la cuantificaciónde la
capacidad productiva de la explotación (MOR, VNO, PCV), seleccionándose sólo aquellos
animales que entraban dentro de la tipología establecida para cada explotación según la
sistemática expuesta en el apartado III.B. 1.2.2.1 de material y métodos. Esto explica el que en
el área geográfica 01 para la aptitud cebo en explotaciones mayores de 100 animales no se
seleccionara explotación alguna a pesar de existir 1540 animales repartidosen explotaciones
con una tipología que no se correspondía con la propia del cebo según los criterios expuesto en
material y métodos.

IV.B.1.2. Seroprevalenciade anticuerpos frente al VDVB

La seroprevalencia de Acs frente al VDVBen el ganado bovino de la CAMestimada en
este estudiofue del 65,6% (tabla IV.B.2). La prevalenciade explotacionescon al menosun
animal seropositivo fue del 94,2%. Estos resultadosson ligeramente superiores a los
encontrados en otros estudios realizados en España en el caso de la seroprevalencia de u’
anticuerpos en animales y prácticamente iguales en el caso de la seroprevalencia por
explotaciones. Asimismo, nuestros resultados coinciden en general con los publicados en otros
paísestanto en la proporción de animalescomo de explotacionesseropositivas.En 1971 e
Ovejero en una reducida encuesta serológica realizada con 117 sueros bovinos de 5 provincias
(Madrid, Navarra, Segovia, Valladolid y León) encontró una seroprevalancia media del 47,8% y
más concretamenteuna seroprevalenciadel 50% en la provincia de Madrid. Posteriormente, a
Castro et al. (1984) sobre 2118 sueros de animales en su mayoría de aptitud cárnica de
explotaciones con y sin antecedentes de procesos entéricos y respiratorios encontraron una e
seroprevalencia media del 43,5% que para la Comunidad de Madrid se elevaba al 59,7%.
Aunque en ninguno de estos dos trabajos se indicaba el porcentaje de rebaños seropositivos,
ambos estudios son de gran valor ya que, cuando se realizaron, todavía en España no se
utilizaban vacunas frente al VDVB. Más recientemente, Prieto et al. (1988)realizaronuna
encuesta serológica en vacuno lechero de la región asturiana sobre un total de 180 animales
pertenecientes a 45 explotacionesde tamañopequeño-mediano(entre 12 y 20 hembrasadultas)
en las que nunca se había vacunado frente al VDVB. Estos autores encontraron una prevalencia
de animales seropositivos del 48,8% y una prevalenciade explotacionescon al menos un
animal seropositivo del 84,4%. Alvarez el al. (1994a) en un estudio reciente sobre 5403 sueros a
de 188 explotaciones de ganado frisón de la provincia de León encontraron una prevalencia de
animales seropositivos del 51,3% y una prevalencia de explotaciones del 91,5%. Del mismo
modo, Marín (1997) sobre un total de 2311 animales con trastornos reproductivos de —
Extremadura encontró una seroprevalencia del 53,3%. Finalmente, Sánchez (1998) sobre 203
suerospertenecientesa 10 explotacionesde ganadobravo de las 35 existentesen laprovinciade
Badajoz encontró una prevalencia de animales seropositivos del 65% y una prevalencia de
explotaciones del 90%.
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Los estudios de prevalencia de rebaños realizados en distintos países demuestran que,
salvo en algún país como Finlandia (sólo 3%de explotaciones infectadas), la mayoría de las
explotaciones (entre un 73 y un 100%) sufren la infección (Houe, 1995). Como ya hemos
indicado, se encontró que la prevalencia por explotación fue del 94,2%, pero con ligeras
diferencias según la aptitud de los animales de la explotación. Así, encontramos un 100% dc
explotaciones seropositivas en el ganado de cebo, un 95,9% en el ganado de carne y un 91%en
el de leche. Nuestros resultados, por lo tanto, estarían de acuerdo con lo apuntado por Hjerpe
(1990)enel sentidode quelo normalesquesólo ocasionalmentese encuentrenexplotaciones,
especialmentelas pequeñasy/o cerradasy/o aisladas,libresde la infección.

En la tabla IV.B.2 se detallanlos resultadosde la pruebaELISA con el criterio de
valoración semicuantitativo empleado en el total de los animales investigados. Entre los
animales que fueron positivos a la prueba el resultado semicuantitativo más frecuente fue
(++++) (37,8% del total de los animales, un 57,6% de los positivos), seguido de (-I-±+++) (13,1
%del total de los animales, un 19,9% de los positivos) (tabla IV.B.2). La seroprevalencia de
título alto (TA) (59,8%) fue ligeramente inferior a la seroprevalencia global. El título medio
(TM) de Acs, de acuerdo con el criterio de cálculo expuesto en el apartado correspondiente de
material y métodos, en el conjunto de la población fue 2,524 (±1,976).

Tabla IIV.B.2. Resultados de la detección de anticuerpos ftente al VI3VB en el total de animales
investigados.

RESVLfl»CC IiiliÁ4t*NNMfl ____

Negativo 906 34,4
(+) 66 2,5
(4-I-) 88 3,3
(+4+) 234 8.9
(+44+) 996 37,8

344 13,1
Total 2634 100.0

Seroprevalencia: 65,6%
SeroprevalenciaTítulo Alto: 59,8%
Titulo Medio: 2,524
DesviaciónEstándar: 1,976

Patona al. (1991)utilizando un ELISA de competición,similar al usadopor nosotros
en este estudio y dirigido frente a la proteína p80, encontraron una correlación positiva entre los
resultados de absorbancia del ELISA y los títulos de seroneutralización. Dando por buena esta
correlación y teniendo en cuenta los estudios realizados por Houe et al (1995a), es posible que
el TA, tal y como lo hemos definido en este estudio, pudiera utilizarse para predecir la
presencia o no de animales PI en las explotaciones mediante el análisis serológico de un
número reducido de animales de la explotación. Y ello en base a que los títulos de Acs de los
animalesde las explotacionescon animalesPI son mayoresque los de las explotaciones sin
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animales PI, incluso cuando se utilizan vacunas inactivadas (Houe, et aL, 1 995a). De acuerdo
con los estudios de Houe et al. (1995a), si las explotaciones no utilizan vacunas o solo usan
vacunas inactivadas, el análisis serológico de un pequeño numero de animales de la explotación a
puede utilizarse como un indicador indirecto de la presencia o no de animales PI. El método
propuesto por Houe et al. (1995a) consiste en estudiar el título de Acs neutralizantes en cinco
animales de la explotación del grupo de 9 a 18 meses y clasificarlos en animales con título alto a

(= 128) o con título bajo (< 64). En las explotaciones con animales PI la probabilidad de
obtener al menos 3 animales con título alto es mayor del 99%mientras que en las explotaciones

a
sin animales PI la probabilidad es menor del 1% en las que utilizan vacunas inactivadas y
menor del 0,1% en las que no usan dichas vacunas.

e

Los resultados de seroprevalencia global, de seroprevalencia de TA y de TMen los tres
estratos en que se dividieron los animalespor suaptitudfueronmuy homogéneos(tabla IV.B.3)
no encontrándose diferencias significativas en ninguno de los casos.

Tabla IV.B.3. Resultadosde la detecciónde anticuerpos frente al VDVB por aptitudes.
u’

APTItUD
e

JUSULTÁbOS
AnirnaIe~ M W hnM tÁuIMks 1%

Negativo 380 35,0 357 34,3 169 33,3
(+) 26 2,4 34 3,3 6 1,2 —

(++) 39 3,6 31 3,0 18 3,6
108 10,0 87 8,3 39 7,7
425 39,2 361 34,6 210 41,4
107 9,9 172 16,5 65 12,8

Total 1085 100,0 1042 100,0 507 100,0

Seroprevalencia: 64,9% 65,7% 66,7% u’

Seroprevalencia Título Alto: 59,0% 59,4% 61,9%
Titulo Medio: 2,454 2,554 2,611
Desviación Estándar: 1,943 2,014 1,966 u’

u’

Laseroprevalenciaporáreasgeográficasoscilóentreel 61,7%de la 4 y el 69,2%de la 1
(tabla IV.B.4). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la u’

seroprevalenciadel áreageográfica4 y las seroprevalenciasde la 1 (p<O,Oí)y de la 3 (p<0,05).
No obstante, ni en la prevalencia de TA ni en el TMseencontrarondiferenciassignificativas
entre los resultados de las cuatro áreas geográficas consideradas (tabla IV.B.4)

e

u’

e
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Tabla IV.RA. Resultadosde la detecciónde anticuerpos frente al VOVB por áreas geográficas.

193 35,9 249 33,0 222 38,3
28 4,5 11 1,6 15 2,0 12 2,1

(++) 20 3,2 23 3,4 31 4,1 14 2,4
59 9,4 52 7,7 76 10,1 47 8,1
236 37,7 249 36,9 295 39,1 216 37,3
90 14,4

TOTAL 626 100,0

Seroprevalencia: 69,2%

97 14,4 89 11,8 68 11,7
674 100,0 755 100,0 579 100,0

64,1% 67,0% 61,7%
Seroprevalencia Título Alto: 61,5% 59,0% 61,0% 57,1%
Título Medio: 2,618 2,513 2,556 2,392
Desviación Estándar: 1,949 2,011 1,939 2,009

Son varios los trabajosque describendiferenciassignificativasen la prevalenciaen
función del áreageográfica.Así, Harknesset aL (1978)en un estudiosobre1593animalesde
133 rebañosen Inglaterray GalesencontraronunaseroprevalenciadeAcs frenteal VD’VB por
animalesdel 62,5%.Estaprevalenciavarió entreel 43 y el 79% entre las diferentes regiones
estudiadas.En otro trabajo realizadopor Niskanena al. (1991) en Sueciaseencontróuna
diferenciaen la seroprevalencia,que osciló entreel 76% en el sur con una mayor producción
lechera y el 21% del norte con bajo censo bovino. Similares resultados han sido descritos por
Loken et al., (1991) en Noruega, donde una encuesta serológica realizada sobre 1133 animales
de 187 rebaños mostró una seroprevalencia baja en el norte (6,5%)y alta en el sureste (24,2%).
Estos países nunca han usado la vacunación en sus programas de control. Las altas prevalencias
en el sur de Noruega y Suecia comparadas con las regiones del norte de estos países pueden
explicarse por el hecho de que la prevalencia de la infección por el VDVB tiende a
incrementarse a medida que aumenta el censo de bovinos en una zona (Houe 1995). En nuestro
estudio los resultados de prevalencia coinciden con lo manifestado anteriormente y el área
geográfica con mayor censo -el área geográfica 01 con 21032 animales (36,83%)- es la que
presenta la prevalencia global más alta (69,2%) en contraposición con el área geográfica 04 con
10066 animales (17,62%) y una prevalencia del 61,7%.

Los resultados de seroprevalencia global, de seroprevalencía de TA y de TMde las
explotacionescon menos de 100 animales fueron muy similares a las halladas en las
explotaciones de más de 100 animales, no encontrándose diferencias significativas entre ellas
(tabla IV.B.5).
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Tabla IV.B.5. Resultados de la detección de anticuerpos frente al VDVB por tamaño de
explotación. u.

te

t ‘. W MIlu~És
Negativo 673 34,5 233 34,1
(+) 47 2,4 ¡9 2,8 e

(++) 63 3,2 25 3,7
171 8,8 63 9,2
735 37,7 261 38,2 e
261 13,4 83 12,1

TOTAL 1950 100,0 684 100,0

te
Seroprevalencia: 65,5% 65,9%
SeroprevalenciaTítulo Alto: 59,9% 59,5%
Titulo Medio: 2,529 2,510
DesviaciónEstándar: 1,982 1,961 e

e

Estosresultadosno coincidencon los encontradosporotros autorescomo Georgieret —
al. (1996), quienesencontrarondiferenciassignificativasen la seroprevalenciaentre granjas
dependiendodel tamaño.Así, estosinvestigadoresencontraronque las granjasgrandes(600 a
800 vacaslecheras)presentabanunaprevalenciadel43,6 al 62,3%y las granjaspequeñas(50a
60 animales)unaprevalenciadel 15 al 16%. Houe(1996)sostienetambiénque el tamañodel
rebañopuedejugar un papelimportanteen la prevalenciade la infecciónporel VDVB. Y asi,
cuatropaísescomo Finlandia,Noruega,Sueciay Dinamarcadonde el tamañode los rebaños u
variade másamenosen el ordenen que aparecenescritos,ven disminuidala prevalenciade la
infección en la mismadirección.Deacuerdocon Houe(1996)parecerazonableasumirque, en
cualquiercasoy en igualdadde condiciones,los rebañosgrandessoninfectadosmasfácilmente e
que los rebañospequeños.Además,la infección de un rebañoen unazona con explotaciones
grandestieneun impactomayorsobrela prevalenciaglobalde la infecciónencomparacióncon
zonasdonde predominanlos rebañospequeñosporqueuna vez que un rebaño,grande o —
pequeño,es infectadoprobablementeel resto de animalesverá favorecido su infección más
prontoo más tarde.

En la tabla IV.B.6 se muestranlos resultadosde la detecciónde Acs frente al
VDVB en función de la aptitud y del tamañode la explotación.Comparandolos resultados

e
obtenidosen lasdiferentesaptitudesen los bovinosde explotacionesde másde 100 y menosde
100 animalesno se encontrarondiferenciassignificativas en el caso de la leche ni en la
prevalencia,ni en la prevalenciade TA ni en el TM. Sin embargo,la prevalenciaen el ganado —
bovino de explotacionesde carnecon más de 100 animales(73,1%) fue significativamente
mayor (p<O,OS) que la encontradaen el de menos de 100 animales(63,9%), si bien en la
prevalenciade TA y en el TM no seencontrarondiferenciasestadísticamentesignificativas.
Estosdatosirían en el sentidode lo manifestadoanteriormentecon respectoal tamañode la
explotación. Por otra parte, en las explotacionesde cebo menoresde 100 animales la

u’
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prevalencia, la prevalencia de TA y el TMfueron significativamente mayores (p<0,OS) que los
correspondientes a las explotaciones de más de 100 animales (tabla IV.B.6.).

Los resultados de la detección de Acs en los animales de explotaciones lecheras de
menos de 100 vacas en las cuatro áreas geográficas consideradas se detallan en la tabla IV.B.7.
Tanto la prevalencia, como la prevalencia de TA y como el TMen el área geográfica 4 fueron
significativamente menores en comparación con el resto de las áreas geográficas (prevalencia
p<0,OOOl en todos los casos,prevalenciaTA p<O,OOl conrespectoala 1 y p<O,Ol con respecto
ala 2 y 3; TM p<O,O5 conrespectoa la 2 y p<0,00i con la 1 y la 3).

En la tabla IV.B.8 figuran los resultadosobtenidosen las explotacioneslecheras
conmásde 100 animalesporáreasgeográficas.Laprevalenciaen el áreageográfica2 (19,1%)
fue significativamentemenorque en las otrastres áreasgeográficas(80,8%en la 1, p<0,OOOl;
61,8%enla 3, p<O,OOl; 58,9%en la 4, p<O,Ol), si bienhay quetenerencuentaqueen el área2
sólo semuestreóunaexplotacioncon másde 100 animales.Además,seencontrarondiferencias
significativas entre la prevalencia en el área geográfica 1 y las prevalenciasen el área
geográfica3 (p<O,Ol) y en la 4 (p<O,OOl). En la prevalenciade lA seencontraronlas mismas
diferenciasseñaladaspara la prevalencia.En el TM se encontraron,asimismo, diferencias
significativasentreel áreageográfica2 conel resto (p<O,OOl con respectoa la 1 y p<O,Oí con
respectoala 3 y la4) y entrela 1 y la 4 (p<0,05).

En el ganadobovino de carnede explotacionesdemenosde 100 animalesno se
encontrarondiferencias significativas entre los resultadosobtenidosen las distintas áreas
geográficas(tablaIV.B.9).

En el ganado bovino de explotacionesde carne mayores de 100 animales se
encontróque la prevalenciadel áreageográfica3 (96,0%) fue significativamentemayor que en
el restode las áreasgeográficasconsideradas(67,6%en la 1, p’ZO,OOl; 74,5%en la 2, p<O,OOl;
46,9%en la 4, p<O,OO1). Además,tambiénseobservóquelaprevalenciaenel áreageográfica2
fue significativamentemayor que en la 4 (p<0,05) (tabla IV.B.10). Las mismas diferencias
estadísticasentreáreasgeográficasse encontraronal compararla prevalenciade TA y el TM,
excepciónhechadel casodel TM entrelas áreasgeográficas3 y 2, que no mostródiferencias
significativas(tablaIV.B.10).

En la tabla IV.B.l 1 semuestranlos resultadosobtenidosen el ganadobovino de
cebo de explotacionesde menosde 100 animalespor áreasgeográficas.Comparandolos
resultadosde prevalenciay de prevalenciade lA se encontróqueel áreageográfica4 mantenía
diferenciassignificativasconlas otrastresáreasgeográficas(prevalenciap<O,Ol conrespectoa
la 1, pcto,05con respectoa la 2 y p=0,0Olcon respectoala 3; prevalenciade TA p<O,00l con
respectoa la 1 y la 2 y PCO,OOl con respectoa la 3). En el TM únicamenteseencontraron
diferenciassignificativasentrela 4 y la 3 (p<0,01).

El númerode explotacionesde ceboconmásde 100 animalesasí como el número
de animalesmuestreadosde estasexplotacionesno permitenrealizarunacomparaciónporárea
geográfica.
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Resultadosy discusión

IV.B.1.3 Cuestionario

Nuestro objetivo inicial era completar el cuestionario en todas las explotaciones de
leche y carne de las que se seleccionaron animales en el muestreo para la detección de
anticuerpos.No obstante,la informaciónincluidaen el cuestionariosólo pudo finalmente
obtenersedel 68,5% (76/111)de las explotacioneslecherasy del 20,6%(20/97) de las de
carne. Los cebaderos de terneros, por la propia naturaleza de estas explotaciones, se
excluyerondeestapartedel estudio.

La casi totalidad de las preguntas del cuestionario fueron de tipo cerrado, es decir,
con un número fijo de opciones con el fin de facilitar la codificación de la información y
de evitar sesgos de interpretación a la hora de recoger las respuestas (Schukken et al, 1989;
Edwards, 1990). Este formato de preguntas es el más recomendable cuando el grado de
formación de los entrevistados es bajo (Vaillancourt e¿ aL, 1991).

En el caso de las explotaciones de leche, las que no se encuestaron fue porque el
ganadero declinó responder al cuestionario. Sin embargo, en las explotaciones de carne la
situaciónfue diferente.En éstasexplotacionespor su idiosincrasiael propietariono suele
estar en la explotación lo que dificultó el poder establecer contacto telefónico para
concertarunaentrevista.

En la tabla IV.B.12 se muestra el reparto de las explotaciones en las que se rellenó
el cuestionario por áreas geográficas y tamaño de explotación.

Tabla IV.B.12. Distribución de las explotacionesencuestadaspor áreas geográficasy tamafio de
explotación.

VaCUNOOU»LEÑO VÁgsNoNOoRoE1~Q

Ár~*Z044táflC~

r ñ¡%lótack»iesthgúestudgs/t«
ex~pltitnIns Sbálfrzds

N~txplouwtúnn *Eué*tádas/W
t4totacionos18811zft44u

=100 >w0> <100 >100

01 22/28(78,6%) 3/4(75%) 8/25 (32%) 0/5 (0%)

02 13/19(68,4%) 0/1 (0%) 4/27(14,8%) 0/4 (0%)

03 23/27(85,2%) 4/5 (80%) 6/16(37,5%) 1/3 (33,3%)

04 7/22 (3 1,8%) 4/5 (80%) 1/15 (6,7%) 0/2(0%)

Total Estratos 65/96(67,7%) 11/15(73,3%) 19/83 (22,9%) 1/14(7,1%)

u’

La eficacia conseguida por áreas geográficas y/o estratos para el vacuno de ordeño
comparando el numero de explotaciones encuestadas con el de las que se habían
muestreado para la detección de anticuerpos se mantiene uniforme. Sin embargo, en el
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Resultadosy discusión
caso del vacuno de no ordeño, la uniformidad entre áreas geográficas y/o estratos sólo se
mantiene en el área geográfica 3.

En la tabla IV.B.13 se muestran los resultados de seroprevalencia global, de
seroprevalencia de TA y de TM en los animales de las explotaciones de leche y carne
encuestadas.

Tabla IV.B.13. Resultadosde la detecciónde Acs frente al VDVB en los animales de las
explotaciones de teche y carne encuestadas.

(4-) 8 4,2

28 4 2,2

89 18 9,5

313 40,7 93 49,2

(+44+4-) 81 10,5 40 21,2

TOTAL 769 100,0 189 100,0

Seroprevalencia: 68,5% 86,2%

SeroprevalenciaTítulo Alto: 62,8% 79,9%
Título Medio: 2,614 3,396
Desviación Estándar: 1,895 1,615

Comparandoestosresultados con los obtenidos en el conjunto de los animales de
las explotaciones de leche y carne muestreados (ver tabla IV.B.4), no se encontraron
diferencias significativas entre los resultados de seroprevalencia global, de seroprevalencia
de TA y de TM enel casode los animalesde las explotacionesde leche.Sin embargo,la
seroprevalenciaen el ganadobovino de carneencuestadofuesignificativamentemayorque
la encontradaen el ganadobovino de la muestra (p<O,OOl). En la seroprevalenciade TA y
de TM seencontraron,asimismo, diferenciassignificativas entre los animalesde carne
encuestadosy los muestreados(p<0,0001). Estasdiferencias,atribuiblesen un principio a
la bajaeficaciaconseguidaen la respuestaa la encuestaen las explotacionesde carne,no
permitenextrapolarlos resultadosdel cuestionariomasallá de lamuestraencuestada.

El hechode que la seroprevalenciaen los animalesde las explotacionesde carne
encuestadasseasignificativamente mayor que el de los animales de carne muestreadosno
puedeatribuirsea un mayor de vacunasen las primerasque en las segundas(ver más
adelante).Por lo tanto, estadiferenciaes atribuiblea unamayor tasadc infecciónpor el
VDVB en las explotacionesencuestadasque en las muestreadas.Previsiblementeesto
suponga que en las explotaciones encuestadas había habido más antecedentes de posibles
problemasasociadosa la infeccióncon el VDVB y ello, a suvez, podríahabermotivadoa

Negativo 242 31,5 26 13,7

16 2,1

3,6

11,6
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los ganaderosa accedera contestarla encuestacon la esperanzade recibir asesoramiento
técnicopararesolversusproblemas.

El 67,1%(51/76) de las explotacioneslecherasencuestadaserancerradas,esdecir,
no incorporabananimalesde otrasexplotaciones,y el 32,9%(25/76) eranabiertas.De las
20 explotaciones de carne encuestadas, 17 (85%) eran cerradas y las 3 restantes (15%)
abiertas.

En la tabla IV.B.14 se muestranlos resultadosde seroprevalenciaglobal, de
seroprevalencia de TA y de TMen los animales de las explotaciones lecheras encuestadas
en funciónde quefueranabiertaso cerradas.

u

Tabla IV.B.14. Resultados de la detección de Acs frente al VDVB en los animales de las
explotacioneslecherasabiertasy cerradas.

rxrtQ!AC¶QNES LECRElIAS
ÁBIEI4IS CtBRA»AS

$E$ULTADQS WÁnhwtles N~AÚttÉÉles
Negativo 44 18,1 198 37,6

(+) 4 1,6 12 2,3

(+4-) 12 4,9 16 3,0

(4-4-4-) 36 14,8 53 10,1

(-4-4-4*) 114 46,9 199 37,8

33 13,6 48 9,1

TOTAL 243 100,0 526 100,0

Seroprevalencia: 81,9% 62,4%
SeroprevalenciaTítulo Alto: 75,3% 57,0%

Título Medio: 3,115 2,355
DesviaciónEstándar: 1,660 1,961

La seroprevalencia global, la seroprevalenciade TA y el TM fueron
significativamentemenoresen las explotacioneslecherascenadasque en las abiertas(p<
0.0001 en todoslos casos).Las diferenciasen las seroprevalenciasentrelas explotaciones
abiertasy cerradassontantomassignificativascuantoque 15(29,4%)de las explotaciones
cerradasy sólo una (4%) de las abiertasusabanvacunas(ver másadelanteel efectode la
vacunaciónen la seroprevalenciaen las explotacioneslecheras).El hecho de que la
seroprevalenciaseamayor en las explotacionesabiertasque en las cenadases lógico
puesto que la forma más frecuente de introducción de la infección en una explotación es a
través de la incorporación de animales infectados bien en la fase aguda, bien infectados
persistentementeaparentementesanoso bien de hembrasgestantesque portan un feto
infectado.
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Resultadosy discusión

En la tabla IV.B. 15 figuran los resultados de seroprevalenciaglobal, de
seroprevalenciade TA y de TM en los animalesestudiadosen las explotacionesde carne
abiertasy cenadas.

Tabla IV.B.15. Resultados de la detección de Acs frente al VDVH en los animales de las
explotacionesdecarneabiertasy cerradas.

Negativo 7 23,3 19 11,9

(4-) 1 3,3 7 4,4

(+4-) 0 0 4 2,5

(4-4-4-) 0 0 18 11,3

(+4-4-4-) 21 70,0 72 45,3

(+4-4-4-4-) 1 3,3 39 24,5

TOTAL 30 100,0 159 100,0

Seroprevalencia: 76,7% 88,0%
Seroprevalencia Título Alto: 73,3% 81,1%

Título Medio: 3,000 3,471
Desviación Estándar: 1,789 1,582

Al contrario de lo observadoen las explotacionesde leche, las prevalenciade
anticuerposfueronsuperioresen las cerradasqueen las abiertas,si bienno seencontraron
diferenciassignificativasentrelas abiertasy cerradasni en la seroprevalenciaglobal, ni en
la seroprevalenciade TA ni en el TM. Esto podría deberseal bajo númerode animales
estudiadosen las explotacionesabiertas y al hecho de que, mientras que de las 17
explotacionescerradassólo una usabavacunas,una de las tres explotacionesabiertas
también las utilizaba (ver más adelanteel efecto de la vacunaciónen la prevalenciade
anticuerpos). En cualquier caso, como ya señalamos antes, los resultados referidos a las
explotacionesdecarnedebeninterpretarsecon cautelay solo sonaplicablesa la muestra
encuestada.

En las explotacioneslecherasabiertas la edadde incorporaciónde los animales
osciló de 1 a 72 meses predominando los animales con 24 (32%), 30 (12%) y 36 (12%)
meses.En el vacunodecarnelaedadde incorporaciónde los animalesen las explotaciones
abiertasoscilóentre 18 y 48 meses.

En 24 de las 76 explotacioneslecherasencuestadashabíaanimalesde otras
especies diferentes a la bovina. En 21 de estas 24 explotaciones los otros animales eran
ovejas (12 explotaciones) o cerdos (9 explotaciones), que como sabemos, se consideran
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reservoriospotencialesdel virus). Si bien,diferentesestudiosindicanqueestatransmisión
naturalentreespecies,seproducesobretodo de los bóvidos a las otras especies.Aunque
también se ha demostrado la transmisión natural del virus dc las ovejas al ganado vacuno
Carlsson, 1991; Carlsson et aL, 1994; Loken, 1994; Loken, 1995. La cabra y el cerdo, como
potencialesportadoresdel virus, podríantambiéndifundir la infeccióna los bóvidos. En
cuanto a las explotacionesde carneencuestadas,en 5 habíaanimalesde otrasespeciesy en
4 de estaslos otrosanimaleseranovejas.

En las tablas IVB.16 y IV.B.17 se muestranlos resultadosde la detecciónde
anticuerposfrente al VDVB en los animalesde las explotacionesde leche y de carne
encuestadas que tenían o no otras especies de riesgo. En dichas tablas únicamente se han
consideradoespeciesde riesgola ovinay laporcina.

Tabla IV>.BAÓ. Resultados de la detección de Acs frente al VDVB en los animales de las
explotacioneslecherasen funciónde quehubierao no otrasespeciesde riesgo(ovejasy cerdos).

rtnor4c~c~os»n~enh ...
~t4tt~*~Iw4e dt ríe~p $~flpteus de ts

WMlniala
Negativo 54 32,5 188 31,2

(4-) 5 3,0 11 1,8

(+4-) 6 3,6 22 3.6
(4-4-4-) 21 12,6 68 11,3

(+4-4-4-) 67 40,4 246 40,8

13 7,8 68 11,3

TOTAL 166 100,0 603 100,0

Seroprevalencia:
SeroprevalenciaTitulo Alto:
Título Medio:
DesviaciónEstándar:

67,5%
60,8%
2,488

1,887

68,8%
63,3%

2,623
1,907
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Resultadosy discusión

Tabla IV.B.17. ResuJtados de la detección de Acs frente al VDVB en los animales de las
explotacionesde carneenfunciónde quehubierao no otrasespeciesderiesgo(ovejasy cerdos).

USVLTMDO iU~tátt~ ¾‘

Negativo 4 22 13,6

(4-)

14,8

2 7,4 6 3,7

(4-4-) 1 3,7 3 1,8

(+4-4-) 6 22,2 12 7,4

(4-444-) 12 44,4 81 50,0

(+++4-+) 2 7,4 38 23,5

TOTAL 27 100,0 162 100,0

Seroprevalencia: 85,1% 86,4%
SeroprevalenciaTítulo Alto: 74,1% 80,9%
Titulo Medio: 2,960 3,469
DesviaciónEstándar: 1,551 1,620

Tanto en el ganadolechero como en el de carneno se encontrarondiferencias
significativas ni en la prevalencia global» ni en la prevalencia de TA ni el TM entre las
explotacionesqueteníanotrasespeciesde riesgoy las queno las tenían.En principio, por
lo tanto, en la muestraanalizadala presenciade ovejaso cerdosen las explotacionesno
parecerafectara laprevalenciade anticuerposen los bóvidos.La realizaciónde un análisis
multivariante,que no ha sido consideradoenesteestudio,permitiríahacerunavaloración
más precisa del posible efecto de la presenciade otras especiesde riesgo en las
explotacionessobrela seroprevalenciade anticuerposfrenteal VDVB en los bóvidos,ya
que con dicho análisispuedecalcularseel efecto individual de cadavariablecorrigiéndose
el efectode otrasposiblesvariablesconflisoras(en nuestrocaso,por ejemplo,el que las
explotacionesseanabiertao cerradas,queutilicen o no vacunas,etc.).

En cuantoal métodode cubrición empleado,el 42,1%(32/76) de las explotaciones
lecherasencuestadasusabansólo la JA, el 22,4%(17/76) sólo la montanaturaly el 35,5%
(27/76) utilizaban tanto la monta natural como la JA. Por otra parte, en 17 de las 20
explotacionesde carne(85%) encuestadasseusabacomo único método la montanatural,
en 2 seutilizabala JA y en unaambosmétodos.

En la tabla IV.B.18 se muestran los resultados de la detección de anticuerpos frente
al VDVB en los animalesde lasexplotacionesde lecheencuestadasenfuncióndel método
de cubriciónempleado.
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Resultadosy discusión
Tabla IV.1118. Resultados de la detección de Acs frente al VDVB en los animales de las
explotacionesde leche en función del métodode cubrición (inseminaciónartificial -lA-, monta
natural-MN-, o ambos-lA + MTN-) utilizado.

~
RUULTM$%s tCn~# Á % t4~M~mMs

Negativo 82 23,5 41 25,8 119 45,6
(4-) 8 2,3 4 2,5 4 1,5
(4-4-) 10 2,9 7 4,4 11 4,2
(+4-4-) 40 11,5 23 14,5 26 10,0
(4-4-4+) 168 48,1 62 39,0 83 31,8
(4-4-4-4-4-) 41 11,7 22 13,8 18 6,9
TOTAL 349 100.0 159 100.0 261 100,0

u
Seroprevalencia: 76,5% 74,2% 54,4%
SeroprevalenciaTítulo Alto: 71,3% 67,3% 48,7%
Título Medio: 2,937 2,789 2,015
DesviaciónEstándar: 1,786 1,841 1.961 e

e

No se encontraron diferencias significativas ni en la seroprevalencia global, ni en la
e

seroprevalenciade TA ni en el TM entrelos animalesde las explotacionesde leche que
usaban sólo LA y las que sólo utilizaban la monta natural. Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas en la seroprevalencia global, en la seroprevalencia de TA y en el
TM entrelas explotacionesque utilizabanambosmétodosde cubricióntanto con las que
sólo utilizaban la LA como con las que sólo usaban la monta natural (p< 0,001 en todos los
casos).Estos resultadosno son fáciles de interpretary, posiblemente,las diferencias
observadasseanunaconsecuenciaindirectade algunosotros factoresque concurranen las
explotacionesqueutilizan ambosmétodosde cubrición. Así, porejemplo,el queun 74,1%
(20/27)de estasexplotacionesfueran cerradas, mientras que sólo eran cenadasun 52,9 %
(9/17) de las que usaban la monta natural, podría explicar, al menos en parte, las
diferenciasentre ellas (ver anteriormenteel efecto del tipo de explotación-abiertao
cerrada-sobrela seroprevalencia).Esterazonamiento,sin embargo,seríamenossólidoa la
horade explicarlasdiferenciasconlasexplotacionesqueusansólo JA, dadoqueun 68,7%
de ellas eran cenadas.Como se expuso antes, el uso de un análisis multivariante
contribuiríaaunainterpretaciónmásprecisade estosresultados. u

En las explotacionesde carne,dado el absolutopredominio de la monta natural
frente a las otras dosposibilidades,no secompararonlos resultadosde la detecciónde U

anticuerpos.

De las explotacionesencuestadas,el 7,9%(6 /76) de las de lechey el 5% (1/20) de u’

las de carneusabanla transferenciade embriones.De las explotacionesde leche que
usabantransferenciade embriones,sólo una usabala inseminaciónartificial, 2 sólo la
montanaturaly 3 ambosmétodos.De estas6, 5 erancerradasy unaabierta,3 conocíanla u’

DVB y 3 no la conocían,y sólo unano vacunaba.En el casode las explotacionesde carne,

u’
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Resultadosy discusión
la única que usabatransferenciade embriones,utilizaba la monta natural, era cerrada,
conocíala DVB y vacunaba.

En la tabla IV.B.19 se muestran los resultados de seroprevalenciaglobal, de
seroprevalenciade TA y de TM en los animalesde las explotacioneslecherasencuestadas
en función de que usaran la transferenciade embrioneso no.

Tabla JV.B.19. Resultadosde la detecciónde anticuerpos frente al VDVB enlos
explotacioneslecherasqueutilizan y no utilizan la transferenciade embriones.

(+4-)

(+4-4-)

(4-4-4-4-) 50

1,6
3,1

8,5
38,8 263

animales de las

41,1

(+4-4-4-4-) 11 8,5 70 10,9

TOTAL 129 100,0 640 100,0

Seroprevalencia:
SeroprevalenciaTítulo Alto:
Titulo Medio:
Desviación Estándar:

60,5%
55,8%
2,310
1,983

70,2%
64,2%
2,653
1,882

La seroprevalencia global, la seroprevalenciade TA y el TM fueron
significativamentemenoresen las explotacioneslecherasqueutilizabanla transferenciade
embrionesfrentea las queno lautilizaban(~p>C0.05 entodoslos casos).

El usoo no de la transferenciade embrionesen las explotaciones,máximoteniendo
en cuentaque eraunaprácticaocasional,no explicaríalas diferenciasencontradas.Estas
seríanatribuiblesal efecto indirectode otrasvariables.En concreto,el hecho de que 5 de
las 6 explotacionesque utilizaban la transferenciade embrionesfueran cerradaspodría
explicarenbuenamedidalas diferenciasencontradas(veranteriormenteel efectodeltipo
de explotación-abiertao cenada-sobrela seroprevalencia).Además,esprobableque las
practicasde manejoe higieneen las explotacionesque usantransferenciade embriones
sean en generalmejoresque en las que no lo usany ello, a suvez,tambiénpodríainfluir
sobrela seroprevalencia.No obstante,el hechode que solo una de las explotacionesque
usabanla transferenciade embrionesno utilizara vacunasentraríaen conflicto con las
diferencias encontradas (ver más adelante el efecto de la vacunación en la
seroprevalencia).

En las
enfermedadde
lechesehabía

explotacionesencuestadasse preguntó por los antecedentesde una
control oficial, la brucelosis.En el 30,3%(23/76) de las explotacionesde
diagnosticadoestaenfermedaden los últimos 3 años; mientrasque en el

Negativo 51 39,5 191 29,8
(4-) 2 2,2

4 3,7
11 12,2

14

24

78
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Resultadosy discusión
69,7% no se habiadiagnosticado.En la tabla IV.B.20 se muestranlos resultadosde
seroprevalenciaglobal, de seroprevalenciade TA y de TM en los animales de las
explotacioneslecherasen funciónde que sehubierao no diagnosticadobrucelosisen los 3 a
últimos años.

te

TablaIV.B.20. Resultadosde la detecciónde anticuerposfrenteal VDVI3 en los animalesde las
explotacioneslecherasque resultaronpositivas y negativasal diagnosticode brucelosisen los
últimos 3 años.

1ML~ KCWIERkU

RESULTADOS N’Milmáles MtImáles ¾
Negativo 69 24,7 173 35,3

(+) 4 1,4 12 2,4

(+4-) 9 3,2 19 3,9

(+4-4-) 32 11,5 57 11,6

(+++4-) 132 47,3 181 37,0
(4-4-++4-) 33 11,8 48 9,8

TOTAL 279 100,0 490 100,0

Seroprevalencia: 75,3% 64,7%
SeroprevalenciaTitulo Alto: 82,1% 58,4%
Titulo Medio: 2,906 2,418
Desviación Estándar: 1,806 1,935

La seroprevalencia global, la seroprevalenciade TA y el TM fueron
significativamentemayores en las explotacionesen las que se habia diagnosticado
brucelosisen los 3 ultimos años que en las que no se había diagnosticado (p<O,Ol para la
prevalenciaglobal, p><0,001 parala prevalenciaTA y p<O,Ol paraTM). Estasdiferencias,
que logicamentenada tienen que ver con la presenciao no de brucelosis en las
explotaciones,seríanachacablesal efecto indirecto de otros factoresque, teniendo un
efecto directo sobrela seroprevalenciade anticuerposfrenteal ‘VDVB, concurririancon
mayor intensidad en las explotaciones con casos de brucelosis que en las libres de esta
enfermedad.En estesentido,el usode vacunasy, enmenormedidada,el carácterabiertoo
cerradode las explotacionespodríanser en buenaparte responsablesde las diferencias
observadas.En efecto,frentea un 30,4%(7/23) de explotacionespositivasa brucelosisque
usabanvacunassolo un 17,0%(9/53) de las negativaslo hacian.Ademas,un 39,1%(9/23)
de las explotacionespositivasa brucelosisfrentea un 30,2%(16/53) de las negativaseran
abiertas. Tampoco podría descartarse el hecho de que las practicas de manejo e higiene en
las explotacionespositivasabrucelosisfueranen generalpeoresque en las libres de esta
enfermedady queesto,asuvez, influyeraen la seroprevalencia.

Por otraparte,en 4 de las 20 explotacionesde carne(20%) encuestadassehabía
diagnosticadobrucelosisen los 3 últimos añosy todasellas (100%)eranexplotaciones
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Resultadosy discusión
cerradasy no utilizabanvacunas,mientrasque de las 16 explotacionesencontradascomo
negativas 13 (81,2%) eran cerradasy 3 (18,7%) abiertas y solo 2 (12,5%) utilizaban
vacunas.En la tabla IV.B.2 1 se muestranlos resultadosde seroprevalenciaglobal, de
seroprevalenciade TA y de TM en los animalesde las explotacionesde carneen función
de que se hubiera o no diagnosticadobrucelosis. Aunque las prevalenciasfueron
ligeramentesuperioresen los animalesde las explotacionespositivasa brucelosisno se
encontrarondiferenciassignificativasen los animalesde las explotacionesnegativas.En
cualquiercasoel numerodeanimalesestudiadoenlas explotacionespositivasfuebajo.

Tabla IV.B.21. Resultados de la detecciónde anticuerpos frente al VDVB en los animalesde las
explotacionesde carneque resultaronpositivasy negativasal diagnosticode brucelosisen los
últimos 3 alios.

(4-4-)

(4-44) 6 15

(444-4-) 12 30 81 54,4

15 37,5 25 16,7(4-4-4-4-4-)

TOTAL 40 100,0 149 100,0

Seroprevalencia: 92,5% 84,6%
SeroprevalenciaTitulo Alto: 82,5% 79,2%
Título Medio: 3,675 3,322
DesviaciónEstándar: 1,525 1,640

En la tablaJV.B.22 semuestranlos resultadosde las respuestasobtenidasal grupo
de preguntasreferidas a los posibles antecedentesde Diarrea Vírica Bovina en las
explotacionesencuestadas.La enfermedadera más conocidapor los ganaderosde las
explotacionesde leche(30,3%,23/76)quepor los de carne(10%,2/10).

Diez de los ganaderosencuestados(9 de explotacionesde lechey uno de carne)
respondieronque la enfermedadse habia diagnosticadoen su explotación. En las 9
explotacionesde leche el diagnostico fue laboratorial,mientrasque en la de came el
diagnosticofue clinico.

Dentro del grupo de preguntas referidas a los posibles antecedentesde
sintomatologiay/o problemáticacompatiblecon la infeccióncon el VDVB, el 46,1%de
los ganaderosrespondieronhaber tenidosabonosy el 38,2% y el 43,4% respondieron
haberobservadorespectivamentedisminuciónimportantede la fertilidady repeticionesde

23 15,4

(4-) 2 5 6 4,0

2 5 2 1,3

12 8,]
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Resultadosy discusión a
celo a ciclo largo. Sólo un 13,2% de los ganaderosde lecherespondieronhaberobservado
fetosmomificados.

En las explotacionesdecarne,el 40% de los ganaderosrespondióhaberobservado
disminucionesimportantesde la fertilidad,mientrasque sólo el 15% afirmó habertenido
abortos,y sólo el 25%dijó haberobservadorepeticionesdecelo.Hay quetenerencuenta e
que,porsuspropiascaracteristicas,enlas explotacionesde carneelparámetromás fácil de
mediresla disminuciónde la fertilidad.

a
Al cruzar las respuestasa las preguntassobre estos cuatro trastornos de la

reproducción,encontramosqueen 60 de las 76 explotacionesde leche(78,9%)y en 10 de
las 20 de carne(50%)sehabríanpresentadoalgunode estostrastornos.Deacuerdocon las
respuestasde los ganaderosen ninguna de las explotacionesencuestadasse habrían
observadolascuatroalteracionesy sólo en 8 de las explotacionesde lechesedescribentres
deellas(abortos,disminucionesde la fertilidad y repeticionesdecelo). e

En el segundobloquede preguntasrelacionadasconla observaciónde antecedentes
compatiblescon la DVB en los terneros tanto de las explotacionesde lechecomo de las de u’
carne,los porcentajesde respuestasafirmativas sonen generalbajos (entre el 1,3 y el
15%), como cabía esperarpor lo infrecuentede estos síntomas.No obstante,en las
explotacionesde leche encuestadasse describenmás casosde hallazgos clínicos en
terneroscompatiblescon la infeccióncon el VDVB que en las explotacionesde carne,si
bienhay que teneren cuentael bajonúmerode respuestasobtenidasen las explotaciones
de carne.

En 18 explotacionesde leche(23,7%)el encuestadorespondióhaberobservadoen
los ternerosalgunade las alteracionescompatiblescon la infeccióncon el VDVB y en dos
de estas los ganaderosafirmaron haber observadotodas las alteraciones.Estas dos
explotacionesremitieron muestrasal laboratorio diagnosticandoseen ambos casos la
infeccioncon el ‘VDVB. Ademas,3 de las 18 explotacionesen las que seobservoalguna
(pero no todas)de las alteracionesen ternerostambienremitieronmuestrasal laboratorio
parasuanalisis,perolos responsablesde estasexplotacionesno recordabanenel momento e
en que serealizó laencuestael resultadode los análisis.

En las explotacionesde carne,4 (20%) describieronen los ternerosalgunode los e
síntomas compatibles con DVB. En uno sólo de los casos se solicito diagnóstico
laboratorialy tampocorecordabael responsableel diagnósticodel laboratorio.

e
Por último, en 11 explotacionesde leche(14,5%) el encuestadorespondióhaber

observado en los animales de 6 a 24 meses bien retraso en el crecimiento con respecto al
resto de animalesde la misma edad,bien diarreaspersistentesque no respondíanal
tratamientoy/o bienmuertede animalesconúlcerasen labocay órganosdigestivos.En 3
de estoscasosseremitieronmuestrasal laboratoriosin resultadoconocido.

En las explotacionesde carnesólo 2 ganaderosrespondieronhaberobservadoen e
losanimalesde 6 a 24 mesesalgunade los síntomasantesdescritos,peroenningúncasose
enviaronal laboratorio.

u
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Resultadosy discusión

El porcentajede explotacionesen las queseutilizabaalgúntipo de vacunafrenteal
VDVB fue relativamentebajo: sólo 16 de las 76 (21,0%) de los ganaderosde leche
encuestados afinnaron que usaban vacunas, mientras que 55 (72,4%)manifestaron que no
las usabany 5 (6,6%) no sabían si se estaban o no utilizando en la explotación. En cuanto a
las explotaciones de carne, el uso de vacunas frente al VDVB era una práctica más
infrecuenteque en las de leche: únicamenteun 10% (2/20) de los ganaderosmanifestaró
quelas usaban,frenteaun 75% (15/20)que dijó queno las usabany un 15% (3/20)queno
sabíaconcertezasi seestabano no usandoen suexplotación.

En la tabla IV.B.23 se muestranlos resultadosde seroprevalenciaglobal, de
seroprevalenciade TA y de TM en las explotacionesde lecheenfunciónde si utilizan o no
vacunas.En dicha tabla no se han incluido los animalesde las 5 explotacionescuyos
ganaderosno sabíansi usabano no vacunas.

Tabla IV.B.23. Resultados de la detección de Acs frente al VDVB en los animales de las
explotaciones lecheras que utilizan y no utilizan vacunas.

M
MESULTAI*S ¾ ¾

Negativo 59 24,1 173 36,2

(4-) 5 2,0 8 1,7

(+4-) 4 1,6 24 5,0

(+4-4-) 33 13,5 52 10,9

(+4-4-4-) 116 47,3 175 36,6

(444+4-> 28 11,4 46 9,6

TOTAL 245 100,0 478 100,0

Seroprevalencia: 75,9% 63,8%
SeroprevalenciaTitulo Alto: 72,2% 57,1%
Titulo Medio: 2,922 2,389
DesviaciónEstándar: 1,790 1,939

Como cabía esperar,en las explotacioneslecherasque utilizaban vacunas la
seroprevalenciafue significativamentemayor que en las que no vacunaban(p< 0,01),
comolo fue laprevalenciade TA (p< 0.0001)y el TM (p< 0.001).

En la tabla IV.B.24 figuran los resultados de seroprevalenciaglobal, de
seroprevalenciade TA y de TM en los animalesestudiadosen las explotacionesde carne
en funciónde si utilizan o no vacunas.En la tablano sehanincluido los animalesde las 3
explotacionescuyosganaderosno sabíansi usabano no vacunas.
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Resultadosy discusión

Tabla IV.B.24. Resultadosde la detecciónde Acs frente al VDVB en los animalesde las
explotacionesde carnequeutilizan y no utilizan vacunas.

(+) 1 2,3 7 5,8

0 0 4 3,3

12 9,9

54 44,6

23 19,0

171 íoo,oTOTAL 43 100,0

(+4-)

(4-44)

(+4-4-4-)

(4-4-4-4-4-)

5

27

8

11,6

62,8

18,6

Seroprevalencia:
SeroprevalenciaTítulo Alto:
Título Medio:
DesviaciónEstándar:

95,3%
93,0%
3,814

1,118

82,6%
73,5%
3,157
1,742

Como en el caso de las explotacionesde leche, la seroprevalenciaglobal, la
seroprevalenciade TA y el TM fueron significativamentemayoresen las explotaciones
quevacunabanqueen las queno lo hacían(p< 0,05,pc0.01 y p< 0.05, respectivamente).

Respectoal uso de otras vacunas,el porcentajede explotacionesen las que se
utilizabaneraen generalbajo (tablasIV.B.25 y IV.B.26). Además,comoen la vacunación
frente al VDVB, en las explotacionesde carne,el uso de otrasvacunaserauna practica
más infrecuentequeen lasexplotacionesde leche(ver tablasIV.B.25 y IV.B.26).

Tabla IV.B.25. Utilización de vacunas frente a la rinotrqueitis infecciosa bovina (MB),
parainfluenza-3(PI-3), virus respiratoriosincitial bovion (VRSB) y diarreasneonatalesen el
ganadodeleche.

~IK01~40Q!*~PÑ¶14VS6
$Q t4g~~t%N S~~bátNa ~onfrstp

$4
!4p*rneW~1n

RIB 57 75

PI-3

14 18,4 5 6,5

7 9,2 62 81,5 7 9,2

VRSB 5 6,5 64 84,2 7 9,2

Diarrea
Neonatal 28 36,8 45 9,21 3 3,9
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Resultadosy discusión

Tabla IV.B.26. Utilización de vacunas frente a la rinotrqueitis infecciosa bovina (RIB),
parainfluenza-3(PI-3), virus respiratoriosincitial bovion (VRSB) y diarreasneonatalesen el
ganadodecarne.

WarnACzv~SÉPÉCAÉNÉ
VACÚÑM# NO V4CUI~1AN . . Ni~ stbrnúTfla confrstaa

Explotaciones Explotaciones txp¡otac¡onee ..
RIR 3 15 15 75 2 10

PI-3 1 5 16 80 3 15

VRSB 1 5 16 80 3 15

Diarrea
Neonatal 4 20 12 60 4 20

-y

u

a

u’

e

a

te

Porúltimo y en relacióncon el tratamientode desparasitación,todos los ganaderosde las
explotacionesde carney un 61,8%de las de lecheafirmaronquelo realizaban. u
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA.-

SEGUNDA.-

TERCERA.-

CUARTA.-

QUINTA.-

De los 47 aisladosde campodel VDVB estudiados44 (93,61%)pertenecieron
al biotipo no citopático. Esto confirma que la mayoría de los aisladosde
campopertenecenaestebiotipo.

El conjunto de los resultadosobtenidoscon los anticuerposmonoclonales
utilizados permite afirmar que todos los aisladosde campoestudiadosson
similares entre sí y similares a las cepas tipo del VDVBy pertenecieron al
grupode los aisladosclásicosdelVDVB.

Ninguna de las cepas aisladas de animales pertenecieron al grupo de pestivirus
atípicos.Las dos cepasestudiadaspertenecientesa estegrupose aislaronde
líneascelularesestablecidas.Porlo tanto, la presenciadepestivirusatípicosen
nuestro país seria, como máximo, vestigial.

Los resultadosobtenidoscon los anticuerposmonoclonalesdirigidos frentea
la glicoproteinade la envolturagp53 y obtenidos frente a cepas del VDVB
mostraronla existenciade epitoposaltamenteconservadosy epítoposmuy
variablesdentro de estaproteínaentre los diferentesaisladosinvestigados.
Además, los anticuerpos nionoclonales que reconocen está glicoproteina
preparadosa partir de otros pestivirus diferentesal VDVB mostraronuna
reactividadmayoritariamentenegativa.

Los resultadosde este estudio confirman que la proteínapSO!125 posee
epítoposespecíficosde los pestivirusatípicos con respectoa los aislados
clásicosdel VDVB. Por lo tanto, los anticuerposmonoclonalesquereconocen
dichos epítopospodríanutilizarsepara diferenciar los aisladosclásicosdel
VDVB de los aisladospertenecientesalgrupode los pestivirusatípicos.
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Conclusiones a

SEXTA.- Ninguno de los anticuerposmonoclonalesespecíficosdel VDVB empleados
en esteestudio, reconoció a todos los aislados estudiados. Por lo tanto, sería
necesarioutilizar un conjunto de anticuerposmonoclonalesespecíficosde este
virus para poder detectar todos los aislados del VDVB.

SEPTIMA.-

OCTAVA. -

NOVENA. -

DECIMA.-

UNDÉCIMA.

La seroprevalenciade anticuerposfrenteal VDVB en el ganadobovino de la
ComunidadAutónomade Madrid estimadaen esteestudiofue del 65,6%,la
seroprevalenciade título alto (TA) fue del 59,8%, ligeramenteinferior a la
global, y el título medio(TM) de anticuerposfue 2,524(±1,976)

La prevalenciade explotacionescon al menosun animal seropositívofue
del 94,2%encontrándoseligerasvariacionesen funciónde la aptitud: en el
100% de las explotacionesde cebo, enun 95,9% de las de carney en un
91%de las de lecheseencontraronanimalesseropositivos.

Los resultados de seroprevalencia, de seroprevalencia de TA y de TMen los
tres estratosen que se dividieron los animalespor su aptitud (leche, carney
cebo) y en los dos en que se clasificaronpor el tamañode la explotación
(menos de 100 y más de 100 animales) fueron muy homogéneos, no
encontrándose diferencias significativas en ninguno de los casos.

La seroprevalenciapor áreasgeográficasoseiló entreel 61,7%de la 4 y el
69,2%de la 1, encontrándosediferenciasestadísticamentesignificativasentre
la seroprevalenciadel área4 y las seroprevalenciasde la 1 y de la 3. No
obstante,ni en la prevalenciade TA ni en el TM se encontrarondiferencias
significativasentrelos resultadosde las cuatroáreasgeográficasconsideradas.

- El porcentajede explotacionesde leche muestreadasque consiguieron
encuestarse (68,5%) fue bastante aceptable, mientras que el de las de came fue
bajo (20,6%). Además,no se encontrarondiferenciassignificativas en la
seroprevalencia,en la seroprevalenciade TA y en el TM entrelos animalesde
las explotacionesde lecheencuestadasy los de las muestreadas,mientrasque
sí seencontrarondiferenciasen los tresparámetrosentrelos animalesde las
explotacionesde carneencuestadasy los de lasmuestreadas.

DUODÉCIMA.- El carácterabierto o cenadode la explotacióny el uso o no de vacunas
afectan significativamentea la seroprevalenciade anticuerposfrente al
VDVB en la poblaciónde ganadolechero estudiada,siendomayoren los
bovinosde las explotacionesabiertasy en los de las quevacunan.

DECIMOTERCERA.-La DiarreaVírica Bovina es una enfermedadrelativamentepoco
conocidaentrelos ganaderosde la Comunidadde Madrid, si bien esmás
conocidaentrelos de lechequeentrelos de carne.

DECIMOCUARTA.- El porcentajede explotacionesbovinas de la Comunidadde Madrid
enlas queseutiliza algúntipo de vacunafrente al VDVB esrelativamente
bajo.
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VI. RESUMEN

En estetrabajosehancaracterizado49 cepasdel VDVB, 46 aisladas principalmente
en bovinosprocedentesde distintaszonasgeográficasde nuestropaísy 2 cepasaisladasde
una línea celular establecida(GBK) procedentede la “American TypeCulture Collection”
(ATCC). La mayoriade estas cepas(46 -93,9%-)pertenecieronal biotipo no citopático.Para
la caracterizaciónantigénicade estos aislados se utilizó un panel de 23 anticuerpos
monoclonalesdirigidos frente a las siguientesproteínasvíricas: 1) gp4S: proteína de la
envoltura,2) gp53:proteínade la envolturaque induce laapariciónde Acs neutralizantes,y
3) pEO!125: proteínano estructuralaltamenteconservadaentrelos pestivirusy que además
permite diferenciar entre aislados no citopáticos y citopáticos del VDVB.

Los resultados obtenidoscon los aisladosespañolesy los anticuerposmonoclonales
empleadosse analizaron mediantedos paquetesinformáticos,uno de los cuales permite
establecerlas relacionesfilogenéticas(PHYLIP) mientrasque el otro indica la distancia
antigénicaentrelas distintascepas(MAl>). Asimismo,se compararonestosresultadoscon los
obtenidos previamenteen el “Central Veterinary Laboratory’ (CVL) de Weybridge
(Inglatena)usandoel mismo panel de AcMos frente a aisladosde campo del VDVB y
distintascepasde referenciade otros pestivirus.

Del grupode AcMos quereconocenla proteínagp53, dosde ellos reaccionaroncon
casi todoslos aisladosestudiados,otrosdospresentaronunareactividad intermedia,mientras
que el resto de AcMos de estegrupo presentaronuna reactividadescasao nula. Estos
resultadosmuestranque los aisladosdel VDVB presentanun alto grado de variabilidad
antigénicaen esta proteínade la envolturay que ademásque dentro de la misma existen
epitopos altamente conservadosy epitoposmuy variablesentrelos diferentesaisladosdel
VDVB.

Los AcMos quereconocengpS3obtenidosfrente al VDVB de referenciadel ganado
vacunoOregon C24Vmostraron,con la excepciónde uno de ellos,unareactividadmuy baja
con los aisladosespañoles estudiados.Por otraparte, los AcMos específicosde gp53
obtenidos frente al también VDVB de referencia bovino NADL presentaronvalores
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extremos:uno de ellosno reaccionócon ningunode los aisladosestudiadosmientrasquelos
otrosdosreconocierona casitodos los aislados.Estosdatosmuestranunagran variabilidad
antigénicaen la glicoproteinagp53entreestasdoscepasdereferenciadel VDVB. e

Los AcMos dirigidosfrentea gpS3preparadosa partir de las cepasdel VPPC 86/2,
del VEB 87/6, atípicaporcina Vosgesy atípica ovina 59386 mostraronuna reactividad a
mayoritariamentenegativa. Estos datos sugieren que existen diferencias antigénicas
significativasen laproteínagp53entreel VDVB y el restode los pestivirus.

e
Los aisladosespañolesmostraronuna reactividad muy variable con el grupo de

AcMos que se dirigenfrentea la glicoproteinade la envolturagp48 segúncual fuerala cepa
de virus frentea la cualfueronobtenidosestosanticuerpos.Así, los AcMos obtenidosfrente m
a la cepadel VDVB OregonC24V y frentea la cepadel VPPC Baker/A presentaronuna
reactividadelevadao muy elevada,mientrasquelos AcMos obtenidosfrentea la cepaatípica
ovinaBD 59386y frenteala cepadel VEB 87/6 mostraronunareactividadescasao nula. —

Del grupode AcMos quereconocenla proteínap80/l25 los obtenidosfrentea la cepa
edel VDVB NADL reconocieronmayoritariamentea los aisladosespañolesestudiados.Sin

embargo,los AcMos específicosde pSO/l2Sobtenidosfrentea lacepaatípicaporcinaVosges
y frentea la cepaatípicaovina 59386 reaccionaronsólo con dos aisladospertenecientesal
grupode pestivirusatípicos.Estosdatossugierenqueapesarde quela proteínap80/l25está
altamenteconservadadentrode los pestivirusexistenepitoposespecíficosde los pestivims
atípicoscon respectoa los aisladosclásicosdel VDVB. Portanto, los AcMos quereconocen
dichos epitopospodríanutilizarseparadiferenciar los aisladosclásicosdel VDVB de los
pestivirusatípicos.

u’
La representacióngráfica de los resultados obtenidos con los anticuerpos

monoclonalesy los aisladosespañolesdel VDVB estudiadosmostraronque se pueden
diferenciardosgruposde aislados.En uno de ellos se encuentranla mayoríade los aislados —
estudiados(47 de 49 -95,9%-), los cualesson similaresentre sí y similaresa las cepasde
referenciadel VDVB y pertenecenal grupode los aisladosclásicosdel VDVB. El segundo
grupoestáformadoexclusivamentepor dos aislados,los cualespertenecenal grupo de los —
pestivirusatípicos.Es importantedestacarque estasdoscepasno fueronaisladasde animales
sino de líneascelularesestablecidas.Por tanto, la presenciade pestivirusatipicosen España
seríacomomáximovestigial. —

Un segundoobjetivo de este trabajo fue investigar la prevalenciade Acs frente al
VDVB en la ComunidadAutónomade Madrid (CAM). —

La poblacióndianade esteestudiofue el ganadobovino de la CAM con una edad
superior al año. Para la selección de la muestrase recurrió a un muestreoaleatorio
polietápico, en nuestrocaso en dos etapas.En una primera etapaserealizó un muestreo
estratificadopor un factor. La poblacióna muestrearse estratificópor los 3 factoresque
inicialmente consideramosque podíaninfluir en la prevalenciade anticuerposfrente al
VDVB: lazonageográfica,la aptitudy el tamañode la explotación.Parael estudiode lazona
geográficasedividió el territorio de la CAM en 4 áreasgeográficas(1-4) teniendoen cuenta, —
ademásde consideracionesgeográficas,el censode vacunoenesascomarcas.Conrespectoa
la aptitud,sediferenciaron3 grupos:vacunode leche,vacunode carney vacunode cebo.Por
último, dentro del tamaño de la explotación se establecieronúnicamente 2 tipos de —
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Resumen

explotaciones:conmásde 100animalesy conmenosde 100animales.

En una segundaetapase tomaroncomo conglomeradoslas explotacionesde forma
equiprobabiii stica

El númerode animalesque se muestrearondel total de la población fue de 2634
(1085de leche, 1042 de carney 507 de cebo)correspondientea 242 explotaciones(111 de
leche,97 de carney 34 de cebo).

La detecciónde Acs frente al VDVB se realizó medianteuna pruebaELISA de
bloqueocomercialen la cuallasplacasestabantapizadascon unaproteínacomún(pBO/120)
a todaslas cepasdel VDVB. Asimiamo, los resultadosde la pruebaELISA seanalizaron
segúnun criterio de valoración semicuantitativo,segúnel cual los suerosdudososse
consideraroncomonegativosparael cálculo de la seroprevalencia.A los positivos,y en
función de su densidad optica (DO), se les asignó uno de los siguientes valores
semicuantitativo (+, ½+++, +±++, ±+±++).

Los suerosconDO conespondientesa3 ó máscrucesseconsideraronqueteníanun
titulo alto de anticuerposfrente al VDVB y este criterio se utilizó para calcular la
seroprevalenciade título alto (TA) en la población y en los diferentes estratos
considerados.Finalmente,por conveniencia,en el conjunto de los animalesy en los
diferentes grupos se calculó lo que se denominé título medio (TM) de anticuerpos
asignandoun valornuméricoa las diferentescategorías(+ 1, ++ = 2, ±++ 3, ++++ 4,

= 5, - y ±0).

La seroprevalenciade anticuerpos frente al VDVB en el ganadobovino de la
ComunidadAutónomade Madridestimadaen esteestudiofue del 65,6%,la seroprevalencia
de titulo alto (TA) fue del 59,8%, ligeramenteinferior a la global, y el título medio (TM) de
anticuerposfue 2,524 (±1,976).La prevalenciade explotacionescon al menosun animal
seropositivofue del 94,2%encontrándoseligerasvariacionesen funciónde la aptitud: en el
100%de las explotacionesde cebo, en un 95,9%de las de carney en un 91% de las de
lecheseencontraronanimalesseropositivos.

Los resultadosde seroprevalenciaglobal (64,9%parala leche,65,7%parala carne,y
66,7%parael cebo),de seroprevalenciade TA (59,0%parala leche, 59,4%parala carney
6 1,5%parael cebo),y de TM (2,454parala leche,2,554 parala carney 2,611 parael cebo)
en los tres estratosen que se dividieron los animalesporsuaptitudfueronmuy homogéneos
no encontrándosediferenciassignificativasen ningunode los casos.

La seroprevalenciapor áreasgeográficasosciléentreel 61,7%de la 4 y el 69,2%de
la 1. Se encontrarondiferenciasestadísticamentesignificativasentre la seroprevalenciadel
áreageográfica4 y las seroprevalenciasde la 1 (p<0,01)y de la 3 (p<O,OS).No obstante,ni en
la prevalenciade lA ni en el TM se encontrarondiferenciassignificativasentrelos resultados
de tascuatroáreasgeográficasconsideradas.

Los resultadosde seroprevalenciaglobal, de seroprevalenciade TA y de TM de las
explotacionescon menos de 100 animales fueron muy similares a las halladas en las
explotacionesde más de 100 animales,no encontrándosediferenciassignificativas entre
ellas.
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Resumen

Los resultadosobtenidosen las explotacioneslecherascon menosde 100 animales
poráreasgeográficas,tantoparala prevalencia,comoparala prevalenciade TA y TM en el e
áreageográfica4 fueronsignificativamentemenoresen comparacióncon el restode las áreas
geográficas(prevalenciap<zO,OOOl en todoslos casos,prevalenciaTA p’tO,00l conrespectoa
la 1 y p<O,Oí con respectoa la 2 y 3; TM p<0,OScon respectoa la 2 y p<O,OOl con la 1 y la u’

3).

Los resultadosde prevalenciay de prevalenciade TA, obtenidosen el ganadobovino e
de cebo de explotacionesde menos de 100 animalespor áreas geográficasindicaron
igualementeque el áreageográfica4 manteníadiferenciassignificativascon las otras tres
áreasgeográficas(prevalenciap<O,Ol con respectoa la 1, p<O,05 con respectoa la 2 y u’

p<O,OOl con respectoa la 3; prevalenciade TA p<0,OOl con respectoa la 1 y la 2 y p<O,OOl
conrespectoa la 3). En el TM únicamenteseencontrarondiferenciassignificativasentrela 4

u’y la 3 (pCO,0l).

De las explotacionesde aptitud lecheray cárnica seleccionadasal azarpara el
u’muestreo, se decidió recabar información, entre otros temas, sobre el grado de

conocimientodel ganaderode la DVB, sobrelas prácticasde manejo(especialmentelas
quesuponenun riesgode introducciónde la infecciónconel VDVB en las explotaciones) u
y sobrelasprácticasde vacunación.Paraello se elaboróun cuestionariocon 40 preguntas,
agrupadasen 6 bloquestemáticos:1) datosgeneralesde la explotación,II) manejogeneral
de la explotación,III) antecedentesde enfermedad,IV) antecedentesdiarreavírica bovina,
V) practicashabitualesde vacunacióny desparasitación,VI) datosdel ganadero.

El porcentajede explotacionesde lechemuestreadasque consiguieronencuestarse u’

(68,5%)fue bastanteaceptable,mientrasqueel de las de carnefUe bajo (20,6%).Además,no
seencontrarondiferenciassignificativasen la seroprevalencia,en la seroprevalenciade TA y
en el TM entre los animalesde las explotacionesde leche encuestadasy los de las u’

muestreadas,mientrasque sí se encontrarondiferenciasen los tres parámetrosentre los
animalesde las explotacionesde carneencuestadasy los de las muestreadas.Los cebaderos
de terneros,por la propianaturalezade estasexplotaciones,seexcluyeronde estapartedel e
estudio.

La seroprevalenciaglobal, la seroprevalenciade TA y el TM fueron
significativamentemenoresen las explotacioneslecherascerradasque en las abiertas(p<
0.0001 en todoslos casos).Las diferenciasen las seroprevalenciasentrelas explotaciones
abiertasy cerradassontantomás significativascuantoque 15 (29,4%)de las explotaciones u’

cerradasy sólo una(4%) de las abiertasusabanvacunas.
u’

En 24 de las 76 explotacioneslecherasencuestadashabíaanimalesde otrasespecies
diferentesa la bovina.En 21 de estas24 explotacioneslos otrosanimaleseranovejas(12
explotaciones)o cerdos(9 explotaciones),que como sabemos,se consideranreservorios
potencialesdel virus. No se encontrarondiferenciassignificativasen el ganadobovino
lechero ni en la prevalenciaglobal, ni en la prevalenciade TA ni el TM entre las
explotacionesqueteníanotrasespeciesde riesgoy las que no las tenían.En principio, por
lo tanto, en la muestraanalizadala presenciade ovejaso cerdosen las explotacionesno
parecerafectara laprevalenciade anticuerposenlos bóvidos.
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Resumen

En cuantoal métodode cubriciónempleado,el 42,1%(32/76) de las explotaciones
lecherasencuestadasusabansólo la JA, el 22,4%(17/76) sólo la montanatural y el 35,5%
(27/76) utilizaban tanto la monta natural como la JA. Por otra parte, en 17 de las 20
explotacionesde came(85%) encuestadasseusabacomo único método la monta natural,
en 2 seutilizabala JA y en unaambosmétodos.

No se encontrarondiferenciassignificativasni en la seroprevalenciaglobal, ni en la
seroprevalenciade TA ni en el TM entrelos animalesde las explotacionesde lecheque
usabansólo JA y las que sólo utilizaban la monta natural. Sin embargo,se encontraron
diferenciassignificativasen la seroprevalenciaglobal, en la seroprevalenciade TA y en el
TM entrelas explotacionesque utilizabanambosmétodosde cubrición tanto con las que
sólo utilizabanla JA comocon las que sólo usabanla montanatural (p’<0,00t en todoslos
casos).

La DiarreaVírica Bovinaesuna enfermedadrelativamentepoco conocidaentre los
ganaderosde la Comunidadde Madrid, si bien la enfermedaderamás conocidapor los
ganaderosde las explotacionesde leche(30,3%,23/76)queporlos de carne(10%,2/10).

El porcentajede explotacionesen las que seutilizabaalgúntipo de vacunafrenteal
VDVB fue relativamentebajo: sólo 16 de las 76 (21,0%) de los ganaderosde leche
encuestadosafirmaronque usabanvacunas,mientrasque 55 (72,4%)manifestaronqueno
las usabany 5 (6,6%)no sabíansi seestabano no utilizandoen la explotación.Comocabía
esperar,en las explotacioneslecheras que utilizaban vacunasla seroprevalenciafue
significativamentemayor que en las que no vacunaban(p< 0,01), como lo fue la
prevalenciade TA (p<0.0001)y el TM (p< 0.001).
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