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RESUMEN

La diarrea viral bovina es una enfermedad de distribucion mundial y endémica en la mayoria de las
poblaciones bovinas. Es responsable de ocasionar un amplio rango de manifestaciones clinicas y lesiones, siendo
los trastornos reproductivos los de mayor impacto econémico. Las estrategias de erradicacion dependen de la
situacion epidemioldgica regional; basicamente consisten en la identificacién y eliminacion de bovinos
persistentemente infectados, principal fuente de infeccidn y reservorio del virus. En la Argentina los estudios de la
enfermedad son aun escasos y no existe un real conocimiento de la prevalencia de la infeccion en las distintas
regiones ganaderas. El objetivo de esta investigacion bibliografica es aportar datos actualizados sobre distintos
aspectos de la diarrea viral bovina y conocer su situacion en la Argentina.
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1. ETIOLOGIA

1.1. Taxonomia y estructura. El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) pertenece al género Pestivirus de la
familia Flaviviridae Son virus envueltos, esféricos y miden 40 a 60 nm de diametro. Se componen de una cadena
simple de ARN compactado por una capside proteica, rodeada por una membrana fosfolipidica con tres
glicoproteinas ancladas a ella

1.2. Variabilidad. La principal caracteristica de este virus es su variabilidad genética y antigénica. La
caracteristica principal de un virus ARN es su plasticidad y ésta se debe a la falta de una exonucleasa eficiente
para corregir las bases mal incorporadas, ocasionando una sustitucion de base de alta frecuencia (1 error por cada
10.000 nuclettidos polimerizados). EI vDVB usa esta estrategia para sobrevivir, originando cepas mutantes que
escapan a la respuesta inmunolégica del hospedador El cruce de especies crea otra oportunidad para la
diversificacion, ya sea por adaptacion al nuevo hospedador o por evolucion divergente. Sin embargo, el virus
DVB aislado de cerdos y ovejas tienen caracteristicas bioldgicas y antigénicas similares a los aislados del bovino.

Otra posible causa para la variabilidad es la oportunidad para la mutacion que ofrecen los prolongados
periodos de replicacion en animales persistentemente infectados. Sin embargo, esta Gltima posibilidad no parece
suceder con el vDVB Bolin y Ridpath (1992) demostraron que nuevas variantes antigénicas se originan durante el
pasaje del virus en bovinos susceptibles que desarrollan una infeccién aguda. Esto sugiere que, mientras los
animales persistentemente infectados son mas importantes como reservorios, los animales con infeccién aguda
pueden ser mas importantes para la generacion de nuevas variantes antigénicas Las con-secuencias de esta
diversidad se reflejan en el espectro de manifestaciones clinicas y lesiones, dificultando ademas, su diagndstico y
limitando el espectro de proteccion brindada por el empleo de vacunas monovalentes

1.3. Clasificacion. La clasificacién del vDVB es dificil, debido a su variabilidad genética y antigénica y a su
estrecha relacion con otros miembros del género Pestivirus (virus de la peste porcina clésica y virus de la
enfermedad de la frontera del ovino). Los hospedadores en que eran aislados los Pestivirus fueron las bases
iniciales para su subdivisidn. Asi, los Pestivirus que eran aislados del cerdo, ovino y bovino se los clasificaba
como virus de la peste porcina clésica, virus de la enfermedad de la frontera y vDVB, respectivamente. Sin
embargo, este criterio de clasificacion es poco fiable debido a que los Pestivirus cruzan facilmente la barrera de
especie.

Segun sus efectos en los cultivos celulares, los Pestivirus se dividen en biotipos citopaticos (CP) y no
citopéticos (NCP). Los virus CP ocasionan vacuolizacion y muerte celular, los virus NCP no ocasionan cambios
visibles en el cultivo celular y la célula infectada parece normal. Esto no implica que los biotipos NCP sean no
patogénicos. Por el contrario, es el biotipo predominante en la naturaleza, aislado de la mayoria de las formas
clinicas y el Unico capaz de originar infeccion persistente El biotipo CP se aisla Gnicamente de animales con
enfermedad mucosa y se originan por mutacion a partir del biotipo NCP; ya sea por deplecion de fragmentos del
genoma viral, insercién de fragmentos de ARN celular o duplicacion y reordenamiento del ARN viral.

Hay considerables variaciones en la virulencia de las distintas cepas aisladas del vDVB, las infecciones pueden
ser inaparentes o tener un desenlace fatal. Sin embargo, no se han identificado marcadores de virulencia que
permitan un sistema de clasificacion de las cepas de campo en base a su patogenicidad También, han sido
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infructuosos los intentos de correlacionar los signos clinicos con la agrupacion filogenética de las distintas cepas
aisladas

No se ha podido establecer una serotipificacion del vDVB. Estudios de neutralizacion cruzada entre distintos
virus DVB demuestran que pertenecen a un grupo serolégicamente relacionado, dentro del cual hay un espectro
antigénico con reaccion cruzada, sin suficientes diferencias antigénicas para clasificarlos en serotipos. EI empleo
de anticuerpos monoclonales disciernen diferencias antigénicas sutiles y permiten clasificar a los Pestivirus en 4
grupos: virus de la peste porcina clasica, virus de la enfermedad de la frontera del ovino, Genotipo 1y Genotipo 2
del vDVB. Sin embargo, algunos virus aislados de jirafas, ciervos, ovinos y bovinos no han podido ser tipificados
satisfactoriamente; ellos pueden representar variantes de algunos de los 4 grupos principales o ser grupos
adicionales

La genatipificacion es el método aceptado para clasificar a los Pestivirus. Bajo este sistema de clasificacion el
vDVB se agrupa en 2 genotipos: Genotipo 1 y Genotipo 2 del virus de la diarrea viral bovina El genotipo | del
vDVB puede ser dividido en al menos 11 genogrupos y es muy probable que nuevos genogrupos sean revelados
en futuros andlisis

En la Argentina, recientemente se han identificado ambos genotipos. Esto tiene gran implicancia en el
diagnostico y control debido a que las cepas empleadas en los laboratorios para la elaboracion de vacunas y
reactivos de diagndéstico pueden no ser capaces de abarcar el espectro antigénico y genético de los aislados de
campo. Por lo tanto, es necesario una reevaluacion de estas cepas de laboratorio Sin embargo, los estudios de
Ronchi y col. (2001) indican que la respuesta inmune a los dos genotipos es parcialmente homoéloga, ya que
bovinos inmunizados, de manera natural o artificial, con vDVB del Genotipo 1 estan parcialmente protegidos
contra el virus del Genotipo 2.

2. EPIDEMIOLOGIA

2.1. Prevalencia de la infeccion. Esta enfermedad tiene una distribucién mundial y la infeccién tiende a ser
endémica en la mayoria de las poblaciones bovinas. La mayoria de las encuestas en los diferentes paises alcanza
niveles de 0,5 a 2 % de bovinos persistentemente infectados (P1) y 60 a 80 % de bovinos seropositivos

2.2. Situacién en Argentina. En la Argentina los datos de seroprevalencia son variables. Kobrak y Weber
(1997) informan que la situacion en Argentina es similar al resto del mundo, con 70 % de seroprevalencia y una
prevalencia de bovinos Pl del 1 %. Odedn y col. (2000) reportan seroprevalencias del 90,7 % y 48,6 % en bovinos
adultos en el sudeste de la provincia de Buenos Aires y en los llanos de La Rioja, respectivamente. El porcentaje
de bovinos seropositivos de 6 a 12 meses de edad fue de 41,9 %, 25,6 % y 45,6 % para 11 distritos del sudeste de
la provincia de Buenos Aires, 7 del sur de Corrientes y 9 de los llanos de La Rioja, respectivamente. Estos
nameros indicarian la presencia de la enfermedad en nuestro pais, endémica en algunas regiones, y que un
porcentaje importante de bovinos jovenes esta siendo expuesto al virus. Sin embargo, surge el interrogante del
grado de interferencia de los anticuerpos vacunales en la seroprevalencia. Otro dato, que no deja lugar a duda de
la presencia de rebafios con infeccion activa en la poblacion bovina, es la elevada prevalencia de infeccién en los
fetos

2.3. Hospedador. Los Pestivirus infectan naturalmente sélo a los ungulados del Orden Artiodactila. Los
Pestivirus rumiantes infectan a porcinos, bovinos, ovinos, caprinos, alpacas, llamas, camellos, bufalos de agua y
rumiantes silvestres. Estas consideraciones deben tomarse en cuenta a la hora de implementar un programa de
control, ya que los Pestivirus cruzan la barrera de especie

2.4. Fuente de infeccion. La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son los
bovinos PI. Ellos eliminan continuamente durante toda su vida grandes cantidades del virus en secrecion nasal,
saliva, orina, materia fecal, lagrimas, semen y leche. Los animales con infeccion aguda también son fuente de
infeccidn; aunque menos eficiente, ya que eliminan el virus en cantidades mas bajas y por cortos periodos

2.5. Modos de transmision. La transmision puede ser vertical u horizontal, por contacto directo o indirecto.

2.5.1. Transmision vertical. La infeccidn transplacentaria ocurre en hembras susceptibles infectadas durante la
prefiez. Si el feto es infectado por biotipos NCP antes de adquirir competencia inmunoldgica (antes del dia 125 de
gestacion, aproximadamente) desarrollard una infeccion persistente Pese a la eleva tasa de mortalidad de los
animales Pl en su primer afio de vida (mas de 50 %), muchos alcanzan la madurez sexual y se reproducen
Hembras PI siempre dan terneros Pl. La transmision vertical también ocurre luego de la transferencia embrionaria
si el recipiente es PI, o la vaca donante es Pl y no se realiza el correcto lavado del embrion =

2.5.2. Transmision horizontal. El contacto directo con animales PI, especialmente contacto nariz—nariz, es el
modo mas eficiente de transmision en condiciones naturales El contacto directo con animales que cursan una
infeccidn aguda también puede transmitir el virus.

Se ha demostrado experimentalmente la transmision por via aérea a corta distancia entre bovinos
persistentemente infectados a bovinos centinelas. Aunque la transmision aerégena no es la principal ruta de
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transmision, puede tener consecuencias graves cuando cepas de alta virulencia afectan a poblaciones susceptibles
y con alta densidad animal

El semen crudo o criopreservado de toros Pl o con infeccion aguda es una importante via de transmision
horizontal. Para evitar el uso de estos animales, en los centros de inseminacion se debe recurrir al aislamiento viral
y a un periodo de cuarentena que supere la fase aguda de la infeccion. Sin embargo, un toro con infeccion aguda
puede escapar al aislamiento viral en sangre, superar el periodo de cuarentena y seguir siendo una amenaza. El
virus puede eliminarse en semen por un corto periodo mas alla del Gltimo dia de viremia y se han detectado toros
fuertemente seropositivos no virémicos que eliminan persistentemente el virus por semen Esta Gltima situacion se
presenta cuando la infeccion ocurre en la pubertad, durante la formacion de la barrera inmunolégica hemato—
testicular, permitiendo al virus replicarse dentro del testiculo y evadir la respuesta inmune. Por lo tanto, es
esencial un examen del eyaculado antes que el semen sea distribuido

También es posible la transmision por transferencia embrionaria. La mayoria de las células del tracto
reproductivo de la hembra son permisibles al virus; ademas, los cultivos celulares y el suero fetal bovino
utilizados en transferencia embrionaria pueden estar contaminados. Los embriones producidos in vivo, con zona
pellcida intacta, recolectados de vacas natural o artificialmente infectadas, no actuarian como vectores para la
transmisién de la enfermedad si se cumple con los procedimientos de lavado o lavado y tratamiento con tripsina
recomendados por la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria. Sin embargo, la presencia de una zona
pellcida intacta y los procedimientos de lavado, no garantizan que los embriones estén libres del virus, ya que
pueden desarrollarse de oocitos infectados. Se ha demostrado que los oocitos soportan la replicacion del vDVB,
pudiendo ingresar al oocito en forma directa o a través de las células del cumulus, las cuales son susceptibles al
virus y estan en estrecho contacto con el oocito por medio de procesos citoplasmaticos. Pese a que no se ha
demostrado si estos oocitos infectados son capaces de desarrollarse hasta la ovulacién, no debe descartarse el
potencial de las células germinales para transmitir al vDVB Los embriones producidos in vitro son una fuente
potencial de introduccién del vDVB. La zona pellcida de embriones producidos in vitro presentan alteraciones
estructurales y bioquimicas permitiendo al virus penetrar hasta aproximadamente 50 % de su espesor, de manera
que los procedimientos de lavado y tratamiento con tripsina no eliminan el virus. Sin embargo, no se ha
determinado si la cantidad de virus asociado a estos embriones podria constituir una dosis infectiva para
recipientes susceptibles via intrauterina

Experimentalmente se han demostrado varias vias de transmisién indirecta como el uso de agujas, mocheta,
palpacion rectal y la accién de insectos hematéfagos, minutos después de haber estado en contacto con animales
PI. Sin embargo, su importancia practica aun no esté clarificada, ya que es un virus que se inactiva facilmente. Es
rdpidamente inactivado por el calor, desecacion, luz ultravioleta, detergentes, solventes orgénicos y pH que
exceda el rango de 5,7 a 9,3 Otra modo importante de transmision es el uso de vacunas a virus vivo modificado o
vacunas contaminadas =

2.6. Transmision entre rebafios. La principal forma de introducir el virus a un rebafio susceptible es a través de
la adquisicién de bovinos Pl o0 hembras que transportan fetos PI. Otras vias de introduccion son: el uso de vacunas
vivas, semen contaminado, cohabitacién con ovinos, transferencia embrionaria y el contacto con bovinos con
infeccion aguda.

2.7. Transmision dentro del rebafio. La tasa de transmision dentro del rebafio depende de la forma de
introduccion del virus al mismo. Cuando un animal Pl es introducido a un rebafio, la transmisién a animales
susceptibles ocurre rapidamente a la mayoria de los animales del rebafio. Por el contrario, cuando la infeccién se
inicia por un bovino con infeccion aguda o por alguna otra via que inicie una infeccion aguda, la transmision es de
corta duracion y solo incluye un pequefio porcentaje del rebafio antes que la transmision cese. El sistema de
produccién y la virulencia de la cepa también participan en la tasa de transmisién. La diseminacién es mas
eficiente en sistemas de produccién que permiten un estrecho contacto entre animales y con cepas virulentas.

3. MANIFESTACIONES CLINICAS Y PATOGENIA

El vDVB es responsable de originar un amplio rango de manifestaciones clinicas y lesiones como resultado de
la interaccion de factores tales como: cepa y biotipo viral, edad y estado inmune del hospedador, respuesta inmune
inducida, factores estresantes y otros patégenos concurrentes

3.1. Diarrea viral bovina aguda. Es una infeccion post natal aguda, de severidad variable, en bovinos
seronegativos e inmunocompetentes.

3.1.1. Infeccién subclinica. La mayoria de las infecciones son subclinicas o de caracter moderado, con fiebre,
descarga oculonasal, leucopenia transitoria, elevada morbilidad y baja mortalidad = Se desarrollan anticuerpos
neutralizantes 14 a 28 dias postinfeccién y consecuentemente la proteccidon contra reinfecciones por cepas
homologas del virus es de por vida

3.1.2. Complejo diarrea neonatal bovina. Cuando fracasa la transferencia pasiva de anticuerpos, el virus
participa en el complejo diarrea neonatal de los terneros. Infecciones concurrentes con enteropatégenos resultan
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en manifestaciones clinicas mas severas, debido al efecto inmunodepresivo del vDVB o simplemente a una
sumatoria de efectos

3.1.3. Infeccidén aguda severa. Inicialmente se prestaba poco interés a las infecciones agudas, dada su baja
mortalidad. Sin embargo, cada vez son méas frecuentes los informes de infeccién aguda severa de elevada
morbilidad y mortalidad, asociada con virus de alta patogenicidad, caracterizada por fiebre elevada, signos
respiratorios, diarrea, tormenta de abortos, caida en la produccion de leche y muerte subita. En otros casos, la
exposicion a cepas de alta virulencia ocasiona una enfermedad con signos clinicos y lesiones anatomopatoldgicas
similares a la forma enfermedad mucosa.

3.1.4. Sindrome hemorragico. Virus del genotipo 2 del vDVB se asocian a una condicion fatal denominada
sindrome hemorragico. Se caracteriza por mucosas anémicas con hemorragias petequiales y equimoticas,
hipertermia, hemorragia en mdultiples sistemas organicos, diarrea sanguinolenta, epistaxis, sangrado constante en
los sitios de inyeccion, anemia, leucopenia, trombocitopenia y muerte. Esta signologia se atribuye a
trombocitopenia y alteracion de la funcion plaquetaria. Se ha demostrado una disminucion de la respuesta de las
plaquetas a la agregacion y, aunque se desconoce el mecanismo de estas alteraciones, es probable que el virus
actlle por uno o mas de estos mecanismos: 1) se ha detectado antigeno viral en los megacariocitos, lo que podria
resultar en una menor produccion de plaquetas y en un incremento en el porcentaje de plaquetas envejecidas (los
trombocitos viejos son menos sensibles a los estimulos de agregacion); 2) el virus se aisla de trombocitos y una
interaccion virus—plaqueta directa puede afectar la respuesta plaquetaria a la agregacion; 3) aumento en la
produccién de sustancias inhibidoras de la agregacién plaquetaria; bovinos infectados con el vDVB presentan
altas concentraciones de prostaglandina E y oOxido nitrico Hay una fuerte correlacién entre la fase
trombocitopénica y la viremia; ademas, la recuperacion del recuento plaquetario esta estrechamente relacionada
con la aparicion de anticuerpos neutralizantes. Esto sugiriere que este sindrome es el resultado de una alteracion y
consumo de los trombocitos periféricos, mas que una alteracién en su produccion

3.1.5. Inmunodepresion. EI vDVB ocasiona leucopenia y altera las funciones de los leucocitos, aumentando la
patogenicidad de microorganismos coinfectantes. Tiene una fuerte afinidad por el tejido linforreticular,
ocasionando necrosis y atrofia de dichos tejidos En el tejido linfoide el virus se localiza principalmente en las
células del estroma, incluyendo macréfagos y células de soporte. Estas células elaboran citoquinas esenciales para
el normal desarrollo y maduracion de linfocitos, lo que sugiere que la necrosis linfoide es secundaria al trastorno
del microambiente que proveen las células intersticiales y no a la accion directa del virus sobre los linfocitos

3.1.6. Enfermedades respiratorias. EI vDVB origina inmunodepresion sistémica y pulmonar, aumentando la
patogenicidad de los restantes agentes respiratorios. - Ademas, se ha demostrado que ciertos virus de la diarrea
viral bovina actian como agentes primarios de neumonias =

3.1.7. Trastornos reproductivos. EI mayor impacto econémico de la infeccion con el vDVB es el ocasionado
por los trastornos reproductivos = Los efectos de la infeccidn antes y durante la gestacion se discuten en orden
cronoldgico.

La infeccion aguda altera la funcién ovarica y reduce la fertilidad. EI vDVB causa ooforitis intersticial no
purulenta, con necrosis de células de la granulosa y de oocitos. Es posible detectar el antigeno viral en los
macréfagos y células del estroma ovarico, entre los dias 6 a 60 post infeccion y en células foliculares y oocitos en
distintos estados de maduracién Ademas, las infecciones agudas ocasionan un retraso en el desarrollo de los
foliculos pre—ovulatorios durante dos ciclos estrales consecutivos reduccién de los niveles de estradiol durante la
fase folicular =y disminucién o ausencia de las oleadas de hormona luteinizante pre—ovulatoria o retraso en el
tiempo del pico de hormona luteinizante pre—ovulatoria

No esta claro de que manera el vDVB altera la funcién ovérica, aunque es posible que actle por uno o0 mas de
los siguientes mecanismos: 1) inadecuado soporte gonadotréfico por infeccion de la glandula pituitaria 2) la
leucopenia que acompafia a la infeccién aguda puede ser el reflejo de una deficiencia en la poblacion de leucocitos
ovaricos, células vitales para la dindmica folicular normal 3) la necrosis de las células de la granulosa de los
foliculos pre—ovulatorios, afecta negativamente la secrecion de estradiol y, consecuentemente, suprime la
liberacion de hormona luteinizante y retrasa o impide la ovulacion 4) la disfuncién ovarica puede ser el resultado
de la ooforitis y de los cambios en la concentracién de citoquinas ovaricas 5) la reduccion de los niveles de
estradiol durante la fase folicular pueden perjudicar el comportamiento estral, impedir la ovulacion o reducir el
namero y calidad de oocitos liberados

El impacto del vDVB durante la prefiez se divide en cuatro periodos, en base a las manifestaciones clinicas de
la infeccion durante estos intervalos de tiempo especificos.

Etapa embrionaria (0-45 dias): Las infecciones de hembras susceptibles préximas al momento del
apareamiento ocasiona muerte embrionaria y repeticiones de servicio hasta que desarrollen respuesta inmune. Se
desconoce como los biotipos NCP afectan al embrion. El virus no tiene efecto sobre el crecimiento y desarrollo de
los embriones hasta el dia 8-9, momento en que pierden la zona pellcida y se vuelven susceptibles. El resultado
de la infeccion puede ser citolitico o no. Ambos terminan en muerte embrionaria, aunque la infeccion no citolitica
también puede causar dafio cromosémico, resultando en el desarrollo de malformaciones. Por otra parte, la
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replicacion del virus en células oviductales puede alterar sus funciones biol6gicas, como la secrecion de factores
embriotropicos que soportan el desarrollo embrionario

Dia 45 a 125 de gestacion: Este periodo comienza al finalizar la etapa embrionaria y culmina cuando el feto
adquiere competencia inmunoldgica al vDVB. El momento exacto en que el feto adquiere competencia
inmunoldgica al virus no es claro; se han detectado anticuerpos neutralizantes contra el virus en fetos infectados
entre los dias 100 y 135 de gestacion. La infeccion con biotipos NCP antes que el feto adquiera competencia
inmunoldgica, resulta en el nacimiento de animales persistentemente infectados e inmunotolerantes. Durante este
periodo también se produce muerte fetal con momificacion o aborto meses después y un pequefio porcentaje de
teratogénesis.

Dia 125 a 175 de gestacidon: Este periodo representa el comienzo de la inmunocompetencia fetal y del estado
de organogénesis, momento en el cual se presenta un gran porcentaje de alteraciones del desarrollo. También se
pueden producir abortos, pero estos son mas frecuentes en las etapas tempranas de gestacion. Se pueden observar
distintos tipos y grados de malformaciones tales como hipoplasia cerebelar, microencefalia, hipomielogénesis,
hidranencefalia, hidrocefalia, atrofia o hipoplasia de timo, cataratas, microftalmia, degeneracién de retina,
hipoplasia y neuritis del nervio 6ptico, alopecias, hipotricosis, hipoplasia pulmonar, braquignatismo, artrogriposis,
retraso general del crecimiento y deformidades esqueléticas. Posibles explicaciones de estas malformaciones
serian el dafio celular directo por el virus o la destruccion de las células infectadas por el sistema inmune fetal.
Los fetos ovinos infectados con el virus de la enfermedad de la frontera desarrollan hipotiroidismo y los bajos
niveles de hormonas tiroideas afectan la concentracion de la enzima 2’,3’— nucleétido ciclico-3’—fosfodiesterasa,
esencial para la mielinizacion y el normal desarrollo del sistema esquelético. Se desconoce si el vDVB induce
fetopatias por un mecanismo semejante. La inmunohistoquimica revel6 abundante cantidad de antigeno en
glandula pituitaria, hipotalamo y tiroides de un ternero infectado in Gtero con trastornos severos y generalizados
de la osteogénesis. Este hallazgo sugiere que el virus altera el metabolismo hormonal fetal originando trastornos
del desarrollo esquelético.

175 dias de gestacion en adelante: En esta etapa el feto se encuentra en un periodo de crecimiento general y es
inmunoldgicamente competente. Las infecciones en este periodo resultan en el nacimiento de terneros
seropositivos normales o débiles; mientras que los abortos son ocasionales.

3.2. Infeccidn persistente. Un animal persistentemente infectado es aquél en que es posible aislar el virus de la
sangre o tejidos en dos ocasiones sucesivas con un intervalo no menor a dos semanas. Estos animales son
virémicos durante toda su vida y no producen anticuerpos contra la cepa que les originé inmunotolerancia. La
infeccion persistente debe ser considerada en todo ternero pequefio al nacimiento, con escaso desarrollo y
ganancia de peso, débil y con cuadros recurrentes de enfermedad respiratoria y digestiva. Otros son clinicamente
normales, siendo indispensable el laboratorio para su diagndstico.

3.3. Enfermedad mucosa. Esta condicion solo ocurre en animales Pl que sufren sobreinfeccion con biotipos CP
homologos. En esta forma se aislan ambos biotipos, que son antigénicamente similares. El biotipo CP surge de
mutaciones del biotipo NCP, aunque no se descartan fuentes externas Es una forma esporadica, fatal, de curso
agudo o cronico y se caracteriza por severa leucopenia, diarrea profusa, erosiones y ulceraciones en el sistema
digestivo.

4. DIAGNOSTICO

Debido al amplio tipo y severidad de lesiones inespecificas, en ocasiones solo evidenciadas por microscopia, el
diagndstico se basa Unicamente en el aislamiento del virus o deteccién del antigeno viral especifico. El objetivo
principal del diagnostico es la deteccion y remocién de bovinos PI, principal fuente de infeccion y reservorio del
virus.

4.1. Serologia. La distribucion de anticuerpos en los distintos grupos de edades de rebafios con animales Pl y
sin animales PI, determina que existan 5 fases en el ciclo de infeccion:

Fase A: Rebafios con infeccion aguda sin animales PI. Solo un pequefio porcentaje del rebafio serd
seropositivo.

Fase B: Rebafios infectados con animales Pl meno-res de 3—-4 meses de edad. La mayoria de los animales
estan bajo una infeccidn aguda, a una velocidad variable dependiendo del sistema de produccion.

Fase C: Rebafios infectados con animales Pl mayores de 3—4 meses de edad. Usualmente, mas del 90 % del
rebafio es seropositivo.

Fase D: Rebafios previamente infectados, donde los animales Pl han sido removidos recientemente. Los
animales jovenes seran seronegativos cuando pierdan sus anticuerpos calostrales a los 6-8 meses de edad. Los
animales adultos permanecen seropositivos.

Fase E: Rebafio previamente infectado, donde los animales PI han sido removidos hace varios afios. Todos los
animales jOvenes seran seronegativos (excepto algunos terneros con anticuerpos calostrales). Eventualmente el
rebafio se volvera seronegativo.
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Estos estudios epidemiol6gicos han permitido desarrollar diferentes métodos seroldgicos para la deteccion de
rebafios con infeccion activa (con bovinos PI) de manera simple, eficaz y econémica.

El analisis seroldgico de una pequefia muestra de sangre tomada al azar de terneros de 6 a 12 meses de edad
permite distinguir rebafios con infeccién activa, de rebafios sin bovinos PI, con un alto grado de seguridad. Se
pueden cometer errores de clasificacion cuando los rebafios poseen animales Pl muy jovenes, que no han tenido
tiempo de infectar a los animales seronegativos remanentes, cuando los sistemas de explotacion y la virulencia de
la cepa permitan una diseminacion lenta, o si se toma la muestra de animales menores de 6 meses de edad, los
cuales tendran anticuerpos calostrales. Estos problemas se solucionan repitiendo el examen unos meses después

Medir el nivel de anticuerpos en leche almacenada en tanques también permite determinar el status infeccioso
del rebafio "y es ampliamente empleado en paises que estan controlando la enfermedad. Sin embargo, este método
no distingue entre rebafios con animales Pl y rebafios donde dichos animales han sido recientemente eliminados,
debido a que los titulos de anticuerpos en la leche declinan lentamente. Se recomienda el uso de este método en
las fases finales de un programa de erradicacién y en la vigilancia de rebafios libres

4.2. Deteccion del virus o componentes virales. Una vez identificados los rebafios con infeccidn activa, se debe
testear individualmente a los animales para detectar a los bovinos PI. Para ello contamos con cuatro métodos
diferentes.

4.2.1. Aislamiento viral. El aislamiento viral es el método de referencia, es 100% especifico y altamente
sensible. Sin embargo, es econdmicamente prohibitivo para ser usado en el diagnéstico de animales Pl en un
programa de control y erradicacion El cultivo celular se ha optimizado con el sistema microtitre multi-well, donde
células cultivadas en placas con multiples pocillos son inoculadas con 10 a 50 pl de suero problema e incubadas
por 4 dias; la presencia de biotipos NCP se detecta con el empleo de anticuerpos anti-vDVB mar-cados con
peroxidasa o fluorocromos

4.2.2. Deteccion de antigenos mediante enzimo-inmunoensayo (ELISA). La prueba de ELISA utiliza
anticuerpos monoclonales o policlonales para “capturar” antigenos del vDVB en muestras de sangre. Comparado
con el aislamiento viral, es un método rapido y econdmico, por lo tanto, es el método de preferencia para la
deteccidn a gran escala de animales Pl

Los sistemas ELISA basados en anticuerpos policlonales dirigidos contra varias proteinas y glicoproteinas de
cepas antigénicamente diferentes, son capaces de detectar una amplia variedad de vDVB. Este sistema,
comparado con el aislamiento viral, ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad (97,9 % y 99,7 %
respectivamente) y es comparable a los sistemas ELISA que utilizan un pool de anticuerpos monoclonales Por
otra parte, los sistemas ELISA basados en un anticuerpo monoclonal epitope especifico son cuestionables, debido
a que su estrecho rango de especificidad puede fallar en detectar algunas cepas del vDVB

4.2.3. Deteccion de antigenos mediante inmunohistoquimica (IHQ). La IHQ se realiza, rutinariamente, en
tejido fijado en formalina y embebido en parafina; aventajando a otras técnicas en términos de conveniencia en la
remision de las muestras, posibilita el estudio retrospectivo de muestras enviadas para examen histopatolégico y
permite una precisa asociacion entre el antigeno viral con tipos celulares y lesiones histologicas

La IHQ de tejidos fijados en formalina es el método diagndstico mas conveniente para la deteccion del vDVB
en fetos. Hay un significativo nimero de resultados falsos positivos y falsos negativos con la inmunofluorescencia
(sensibilidad: 77 %, especificidad: 83 %), y significativo nimero de falsos negativos con el aislamiento viral
(sensibilidad: 83 %, especificidad: 100 %), mientras que la IHQ posee el mejor desempefio: especificidad: 97 % y
sensibilidad: 97 % En casos de fetos con avanzada autdlisis, la IHQ de cerebro fijado en formalina se recomienda
sobre el aislamiento viral y la deteccion de antigeno por ELISA

La presencia del antigeno del vDVB en queratinocitos de la epidermis y células epiteliales de foliculos pilosos
de bovinos PI clinicamente normales ha originado el desarrollo de la técnica inmunohistoquimica en biopsias de
piel para el diagndstico de estos animales. Esta técnica, en comparacién con el aislamiento viral, ha demostrado
ser eficaz, rdpida, econdmica, sencilla y facilmente implementable en cualquier laboratorio de histopatologia.
Ademas, la coleccién y remisién de las muestras al laboratorio es simple. Las muestras fijadas en formalina son
maés estables que las muestras de sangre o suero, evitandose asi falsos negativos por autélisis o putrefaccion, y los
anticuerpos calostrales no interfieren con la técnica, permitiendo analizar terneros neonatos.

6 de 11



El Sitio de la Produccion Animal

.‘:'-a"‘, . _‘?:1% 3 ._a-- s
.'. L -.- Fo -:'. ER - o . - T
Figura 1: Inmunolocalizacion del vDVB en piel de bovino PI. Anticuerpo monoclonal 15.¢.5 (10x).

Figura 2: Demostracion inmunohistoquimica del vDVB en el citoplasma de las células epiteliales
que conforman la raiz de los pelos de un bovino PI. Anticuerpo monoclonal 15.¢.5 (5x).

En nuestra experiencia, la inmunoreaccion en piel de bovinos Pl nos permitié visualizar al vDVB como
estructuras granulares de distinto diametro, localizadas en el citoplasma de todas las células epiteliales de la
epidermis y de los foliculos pilosos, células de las glandulas sebéceas, células de las glandulas sudoriparas,
histiocitos, masculo liso y células endoteliales (Figura 1). Este patrén de tincion y la distribucién de la
inmunoreaccion son caracteristicos de una infeccién persistente y deben tenerse en cuenta a la hora del
diagnostico inmunohistoquimico. Ademas, pudimos demostrar la presencia de antigenos del vDVB en el
citoplasma de las células que conforman la vaina de la raiz de pelos extraidos manualmente de bovinos Pl (Figura
2). Sin embargo, no recomendamos el empleo de muestras de pelo para el diagnostico rutinario de estos animales,
ya que pese a ser sumamente facil la toma de muestra, es una técnica laboriosa que consume gran cantidad de
reactivos y no permite el estudio simultdneo de numerosas muestras. La inmunolocalizacion de este virus en
tejidos fijados en formalina al 10 % empleando anticuerpos monoclonales es dificil, ya que es un virus
antigénicamente variable y sensible a los efectos de la fijacion. En nuestra experiencia solo pudimos
inmunomarcar el antigeno viral con los anticuerpos monoclonales 15.c.5 (Dr. Dubovi) y WB210 (Central
Veterinary Laboratory, UK), previo tratamiento proteolitico y térmico, respectivamente. Por lo expuesto,
recomendamos la utilizacion de anticuerpos policlonales para el diagnoéstico inmunohistoquimico del vDVB en
tejidos fijados en formalina al 10 %.

4.2.4. Deteccidn del acido nucleico viral. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método répido,
sensible, que detecta diversos vDVB y permite investigar un gran nimero de muestras en corto tiempo Su
sensibilidad permite detectar el virus en pool de muestras de sangre y leche de tanque. Sin embargo, su elevada
sensibilidad puede originar resultados falsos positivos

Para maximizar la deteccion de vDVB se han seleccionado partidores de la region 5’ no codificante del
genoma pestiviral, ya que es la region del genoma que més se conserva entre los virus aislados Sin embargo,
Vilcek y col. (2001) considerando la alta variabilidad, recomiendan un cuidadoso examen de los partidores para
asegurar que sean capaces de detectar todos los virus del genotipo 1 del vDVB.

5. ERRADICACION

La erradicacion de la diarrea viral bovina a nivel de rebafio es posible y, manteniendo el rebafio cerrado,
mejora sustancialmente su salud y productividad Las estrategias de erradicacion dependen de la seroprevalencia,
uso de vacuna, densidad poblacional y précticas de manejo.

5.1. Erradicacidn sin vacunacion. En regiones donde la seroprevalencia y la densidad poblacional es baja y no
se emplean vacunas, la erradicacion se basa en: 1) identificacion de los rebafios con infecciéon activa; 2)
eliminacion de animales Pl del rebafio; y 3) medidas de bioseguridad o mantener rebafios cerrados para evitar la
infeccion de rebarios libres.

5.2. Erradicacion con vacunacion. En poblaciones bovinas con alta prevalencia de la enfermedad, donde no es
posible mantener un rebafio cerrado o con estrictas medias de bioseguridad, las estrategias de control deben
incluir: 1) identificacion de rebafios con infeccion activa; 2) eliminacion de animales Pl y 3) programa de
vacunacion en vacas y vaquillas. La vacunacion por si sola no elimina el virus del rebafio y su finalidad es proveer
proteccion contra infecciones transplacentarias que den origen a terneros Pl
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5.3. Experiencia europea. El impacto econdmico que causa el vDVB ha llevado a numerosos paises europeos a
iniciar programas de erradicacion. La isla de Shetland fue la primera region libre de diarrea viral bovina.

El plan de erradicacion a nivel nacional que implementaron Noruega, Finlandia, Suecia y Dinamarca provee
un marco regulatorio para el control de las rutas de infeccion, determinacion del estatus infeccioso de cada rebafio
por examen seroldgico, por ELISA indirecto, de muestras de leche de estanque y/o de sangre de 5 terneros entre 8
y 12 meses de edad, deteccidon y eliminacidon de animales Pl positivos a un ELISA basado en anticuerpos
policlonales para la deteccidn de antigeno en sangre, asi como examen seroldgico anual para mantener el estatus
libre de infeccion.

Los suecos iniciaron su plan de erradicacion en el afio 1993 y demostraron que ésta es posible aln sin
vacunacion. Aungue la participacion en el programa es voluntaria y los productores pagan los costos del muestreo
y las pruebas, el 100 % de los productores lecheros (11.735 rebafios) y mas del 99 % de los productores de carne
(13.834 rebafios) se encontraban afiliados en el afio 2001. Ese afio se declararon libres de vDVB el 92.5 % de los
rebafios lecheros y el 88 % de los rodeos de carne, en tanto que numero de rebafios positivos continda
disminuyendo

La experiencia danesa demuestra que un programa de erradicacion en areas de alta prevalencia no puede ser
seguro sin regulaciones oficiales que controlen las vias de transmisién y que coordine la erradicacion en todos los
rebafios de una region, ya que la principal via de reintroduccién del virus a un rebafio libre es a través del contacto
directo o indirecto con rebafios Pl

En Alemania, debido a la elevada prevalencia de la infeccion (més del 80 %) y alta densidad animal, la
estrategia de control se basa en la identificacion y remocion de bovinos Pl, mediante la deteccidn de antigeno en
sangre por el método ELISA, y la vacunacion sistematica de las hembras, ademéas de medidas de higiene y testeo
de todo animal que ingrese al rebafio para prevenir la reintroduccion del virus. Todavia no hay informacién sobre
la eficacia de este programa de control. Sin embargo, surge la necesidad de promover mayor educacion e
informacion a productores y veterinarios, ya que muchos rebafios no contintan con el programa luego del testeo
inicial y eliminacion de los bovinos PI.

6. CONCLUSIONES

El vDVB tiene una distribucién mundial y es un importante patégeno del bovino que, a pesar de su nombre,
afecta principalmente la salud reproductiva del rebafio, originando importantes pérdidas econdémicas.

Debemos tener presente que en los rebafios con infeccién activa, el 60 % o mas de los bovinos son
seropositivos y naturalmente inmunes al vDVB; por lo tanto, no tiene sentido vacunar a una poblacién donde la
mayoria de sus individuos ya esta protegida. Los esfuerzos deben dirigirse a la deteccion y eliminacion de los
bovinos PI, principal fuente de infeccion y reservorio. La vacuna por si sola no elimina los animales Pl y debe
emplearse como una herramienta para evitar la reintroduccién de la infeccion.

En Argentina los estudios de la enfermedad son aun escasos. Queda mucho por investigar en términos de
situacion epidemioldgica en distintas regiones, montaje de métodos diagndsticos eficaces e impacto econémico de
la infeccién, prerrequisitos indispensables para planear una estrategia de erradicacién y control. Ademas, se
desconoce la real participacion de este virus como causal de patologias digestivas, respiratorias y reproductivas
del bovino en nuestros sistemas de produccion.
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