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RESUMEN

La Diarrea Viral Bovina es una enfermedad que se encuentra distribuida a nivel mundial siendo una
de las principales causas de pérdidas econdmicas a nivel de hatos ganaderos, ya que afectan de forma
significativa la reproduccion de los animales y es de facil diseminacion. El agente etiologico es un
Pestivirus de la familia Flaviviridae perteneciente a un virus de ARN con una nucleocapside proteica
rodeada por una membrana fosfolipidica con proteinas estructurales y no estructurales. El objetivo de
la presente investigacion fue evidenciar la presencia de anticuerpos contra VDVB a través de la
aplicacion del método de Elisa con lectura cualitativa en muestras de sangre obtenidas en 3 ganaderias
representativas del Canton Santa Rosa (Provincia de El Oro). El presente trabajo de investigacion se
llevd a cabo en el Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Machala. La metodologia de este trabajo fue recolectar 145 muestras de suero
de animales que presentaron o no sintomatologia a nivel de ganaderias de produccion (vacas de
ordefio, vacas secas, vaquillas y/o terneros). Se realizé la técnica inmunoenzimatica de ELISA
mediante un Kit comercial CIVTEST BOVIS BVD/BD P80 de la Marca HIPRA. Hubo una
frecuencia de 16 animales positivos a la presencia de anticuerpos de diarrea viral bovina
representando el 7,58 % del total muestreado, asi mismo se logré identificar la circulacion del VDVB
a nivel de todos los hatos muestreados demostrando la amplia diseminacion del virus en la zona. Se
concluye la presente investigacion con la determinacion de la presencia del virus de diarrea viral
bovina en el cantén Santa Rosa y se recomienda manejo, vacunacion y ampliar este tipo de
investigaciones por su importancia en toda la provincia y la determinacion futura del virus por
técnicas moleculares para la determinacion de antigenos virales. Asi mismo se recomienda el uso del
diagnostico cualitativo por medio de Elisa de bloqueo tnicamente en casos donde se desee conocer
sobre la circulacion de anticuerpos en una zona determinada. Sin embargo, no se recomienda su uso
con lectura cualitativa en vista de la alta subjetividad que puede generar la determinacion de positivos
y negativos al cambio de color, sosteniendo un margen de muestras indeterminadas altas.
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Qualitative Determination of the Presence of Antibodies Against Bovine
Viral Diarrhea Virus using Blocking ELISA in Santa Rosa Canton,
Ecuador

ABSTRACT

Bovine Viral Diarrhea (BVD) is a disease distributed worldwide and is one of the main causes of
economic losses in cattle herds, as it significantly affects animal reproduction and is easily spread.
The etiological agent is a Pestivirus from the Flaviviridae family, belonging to an RNA virus with a
protein nucleocapsid surrounded by a phospholipid membrane with structural and non-structural
proteins. The aim of this research was to demonstrate the presence of antibodies against BVDV using
the ELISA method with qualitative reading in blood samples obtained from three representative cattle
farms in Santa Rosa Canton (EI Oro Province). This research was conducted at the microbiology
laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences at the Technical University of Machala. The
methodology involved collecting 145 serum samples from animals with or without symptoms from
production herds (milking cows, dry cows, heifers, and/or calves). The ELISA immunoenzymatic
technique was performed using a commercial CIVTEST BOVIS BVD/BD P80 Kit from the HIPRA
brand. There was a frequency of 16 animals positive for BVD antibodies, representing 7.58% of the
total sampled. Furthermore, the circulation of BVDV was identified in all sampled herds,
demonstrating the widespread dissemination of the virus in the area. This research concludes with the
determination of the presence of BVDV in Santa Rosa Canton and recommends management,
vaccination, and the expansion of this type of research throughout the province due to its importance,
along with future determination of the virus using molecular techniques for the detection of viral
antigens. It is also recommended to use the qualitative ELISA blocking test only in cases where it is
necessary to know about the circulation of antibodies in a specific area. However, its use with
qualitative reading is not recommended due to the high subjectivity that can arise in determining

positives and negatives based on color change, resulting in a high margin of indeterminate samples.
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INTRODUCCION

Las enfermedades viricas se encuentran a nivel mundial afectando a muchas ganaderias en especial
las infecciones por diarrea viral bovina (DVB), que es una de las principales causas de pérdidas
econémicas ya que afectan de forma significativa la reproduccion de los animales y es de facil
diseminacion (Rosete y col., 2018). Es necesario tener un conocimiento de la enfermedad para saber
como enfrentarla y tener un control sanitario dentro de las ganaderias (Abad y col., 2019). El virus de
la diarrea viral bovina es un Pestivirus perteneciente a la familia Flaviviridae y se presenta en 4
especies, las dos primeras es el virus de la diarrea viral bovina 1 y 2, la tercera es la peste porcina
clasica y por ultimo esta la enfermedad de las fronteras (Donoso, 2018). Los biotipos se dividen por
su citopatogenicidad en vdvb citopatico (CP) y no citopatico (NCP) (Daves y col., 2016). Su
clasificacion depende de su capacidad de realizar una lisis celular en cultivos de tejidos del animal
(Dow y col., 2015) Se estima que en muchas zonas ganaderas endémicas los animales son afectados
con la enfermedad en un 60%, debido a que el virus puede permanecer dentro del hospedero, afectar
al feto y causa inmunotolerancia (Rivera, 2019). En la actualidad existen diferentes causas para que
exista un cuadro diarreico dentro de un establecimiento ganadero y se debe tener un cuadro
exploratorio del animal para identificar los sintomas, porque pueden ser provocadas por plantas
toxicas, bacterias, parasitos o virus. La enfermedad infecciosa de la diarrea viral bovina esta
ampliamente distribuida en todas las ganaderias del pais y el mundo entero, esto se debe a que existe
un manejo inadecuado de las haciendas ganaderas y falta de conocimiento para su prevencion. La
DVB es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad, provocando problemas
reproductivos, pérdidas de peso entre otros sintomas. Haciendo que los ganaderos tengan grandes
pérdidas economicas. En la mayoria de los paises se han realizado estudios para poder identificar la
enfermedad de la diarrea viral bovina y se lo han realizado mediante la identificacion de 17 anticuerpo
o de antigeno por diferentes métodos de diagnostico para mantener el control epidemiologico y asi
prevenir la enfermedad (Buitrago, 2018). La infeccion del virus ocasiona pérdidas en el rendimiento
productivo del ganado o también por los gastos econdmicos que se realizan para su control y

eliminacion del virus (Rendon y col., 2016). Al presentarse dentro de la provincia una amplia

cantidad de animales bovinos que estan propensos a esta afeccion viral se hara un ensayo en uno de




los cantones de la provincia, el cual sera Canton Santa y asi poder identificar el virus de la familia
Flavividae, el cual se determinara si existe la presencia de la enfermedad DVB dentro del Laboratorio
con la técnica de alta especificidad y sensibilidad e inmunoenzimatica de Elisa con el fin de
determinar la existencia del virus en animales aparentemente sanos y persistentemente infectados para
asi aportar una ayuda a la prevencion de la enfermedad. La presente investigacion tuvo como objetivo
determinar la presencia de anticuerpos contra el VDVB a través de la aplicacion de un método
inmunoenzimatico de Elisa en muestras de suero individuales obtenidas de 3 ganaderias del Canton
Santa Rosa en la provincia de El Oro (Ecuador).

METODOLOGIA

Area y poblacién de estudio

La presente investigacion se realiz6 en un total de 145 animales (n=145), provenientes de 3 fincas
modelo dedicadas a la produccion de leche en el Cantéon Santa Rosa (Gl; G2 y G3). Para la
determinacion de anticuerpos contra el virus de la DVB se realizd un muestreo al azar de los
animales, de donde se utiliz6 el plasma sanguineo el mismo que fue recolectado de la vena coccigea
con tubos vacuntainer de 4 ml. (tapon rojo sin anticoagulante), luego se los conservo en un termo
refrigerante y se llevo al laboratorio de microbiologia de la facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Machala (Utmach), donde se centrifugd la muestra para su posterior
procesamiento.

Preparacion de ELISA

Para la determinacion de los anticuerpos de VDVB se utilizé un kit comercial inmunoenzimatico de
ELISA para la deteccion de anticuerpos contra la proteina p80 por bloqueo (Protocolo corto). Asi
mismo para el procesamiento de las muestras se respeté las instrucciones dispuestas por el fabricante
(CIVTEST® BOVIS BVD/BD P80; HIPRA, Lab. HIPRA, Espana). Es importante equilibrar los
reactivos a temperatura ambiente antes de iniciar el procedimiento del ensayo. Solucién de lavado

(10x) (Vial N°0): para reconstituirla afiadir 1 volumen de solucion de lavado (10x) a 9 volimenes de

agua destilada o desionizada.




Preparacion de las muestras

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

Despegamos la cubierta adhesiva de plastico y dispensamos 100 pl tanto de los controles negativo y
positivo diluidos 1/10 como de las muestras diluidas 1/10 en solucion diluyente de suero (vial N°1) a
los pocillos apropiados en la placa. Cubrimos la placa con una cubierta adhesiva e incubamos 60
minutos a + 36 °© C - + 38 ° C. Luego retiramos el adhesivo y realizamos el lavado de las placas 4
veces con 300 pl de solucion de lavado diluida. Al final, invertimos la placa y la golpeamos
firmemente sobre papel absorbente. Afiadimos 100 pl de solucién de conjugado (Vial N°2) a cada
pocillo y cubrimos la placa con una cubierta adhesiva para nuevamente incubar durante 60 minutos a
+ 36° - + 38°. Realizamos 4 lavados de cada pocillo con 300 pl con solucion lavado diluido,
invertimos la placa y golpeamos firmemente sobre papel absorbente. Luego en cada pocillo
colocamos 100 pl de solucion de sustrato (Vial N°3). Agitamos suavemente la placa durante 2
segundos y sellamos la misma con una tapa adhesiva e incubamos a temperatura ambiente (+ 20 ° C -
+ 25 ° C) en la oscuridad durante 10 minutos. Finalmente quitamos la tapa adhesiva y dispensamos en
cada pocillo 100 pul de solucion de paro (Vial N°4). Agitamos golpeando ligeramente el flanco de la
microplaca y procedemos a interpretar los resultados en base al cambio de color.

RESULTADOS

Para la interpretacion de los resultados en los sueros individuales se utilizo los criterios e indicaciones
del fabricante del kit diagnostico para una lectura cualitativa en base al cambio de color, en donde
mediante este principio el kit discrimina entre la presencia (Resultado Positivo, sin coloracion) o
ausencia (Resultado Negativo, aparicion de color amarillo) de anticuerpos anti-p80 en las muestras
analizadas (CIVTEST® BOVIS BVD/BD P80; HIPRA, Lab. HIPRA, Espafia). A estas categorias se
le ha afiadido que ante la presencia de ligeros cambios de color presentados en el pocillo se lo nombre

como Resultado Indeterminado (Aguilar, 2024), como se muestra en la figura 1. Se considerd para

este ensayo el comparativo obligatorio de cada pocillo muestra con los pocillos controles para la toma




de decisiones. La observacion fue directa con una distancia no mayor a 20 cm. Sobre un fondo oscuro
sin sobrepasar los 4 minutos después de la aplicacion de la solucion de frenado.

Figura 1: Interpretacion de los resultados en los sueros individuales.
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Analisis de datos

El manejo de los datos y analisis estadistico se desarrollé mediante tablas de contingencia para una
prueba no paramétrica de ji cuadrado con una confiabilidad del 95 %, utilizando el software
estadistico SPSS version 22 (Statistical Package for Social Sciences ).

RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de 145 animales muestreados, sometidos a la prueba de ELISA se obtuvo un 7,58 % de
positividad (11/145 animales); seguido de un 5,52 % de animales indeterminados (8/145 animales) y
finalmente 86,90 % (126/145 animales) negativos a la presencia de anticuerpos contra el VDVB. Es
decir, una frecuencia del 7, 58 % de anticuerpos contra VDVB en sueros individuales como se
representa en la tabla I y la figura 2.

Tabla I. Resultados de la presencia de anticuerpos virales contra VDVB en la ciudad de Santa Rosa.

Resultados Numeros de muestras Porcentajes [%]
Positivo 11 7,58 %
Indeterminado 8 5,52 %
Negativo 126 86,90 %

Total 145 100,00%




Figura 2. Porcentaje de seroprevalencia contra anticuerpos a VDVB
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RESULTADOS

Un total de 126 muestras presentaron cambio de color marcado representado el 89,90% del total
estudiado, mientras que un 5, 52 % (8/145) presentaron cambios sutiles de color los cuales no se
lograron ubicar en ninguno de los controles considerandolos para el estudio como indeterminados. La
enfermedad de la diarrea viral bovina se encuentra presente en los diferentes hatos ganaderos a nivel
mundial. Abad en el 2016 indico que Estados Unidos presento en algunos estados incidencias de hasta
un 89% de animales con VDVB y estudios en México determinaron en el centro del pais prevalencia
de hasta el 73,2 % y un porcentaje del 12,27% en la parte sur. Valdez en el 2018 en Cusco (Pert),
presento una investigacion con una prevalencia del 50,8 % de animales que presentan los anticuerpos
contra el virus DVB. Asi mismo Labanda en el 2015 en la provincia de Loja (Ecuador), publica una
seroprevalencia de 29 % en los bovinos de leche. Los porcentajes de la investigacion difieren con
datos estadisticos de otros autores por lo que infiere que el manejo del ganado a nivel del cantéon no ha
mejorado de todo y aun persiste presencia del virus dentro de la zona, pero de forma controlada.
Debemos tomar en cuenta el motivo de preocupacion al existir un animal infectado ya que produce
infeccion ha sido asociada con el aborto epidémico en ganado de leche, ademas la forma de
transmision vertical hace que la infeccion se perpetie en los hatos de forma rapida (Irigoyen, 2018).
Los datos de la investigacion de animales seropositivos con relacién al lugar de muestreo (3
ganaderias pertenecientes al Canton Santa Rosa), se determind que el mayor porcentaje de animales

con presencia de anticuerpos a VDVB es la ganaderia Karfel (G1), sumando un total de 5,52 % de

seropositividad; seguido de la ganaderia Nicvanna (G2), con un total de 1,38 % de animales con la
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infeccion y por ultimo la Ganaderia Las Lomas (G3), con dos animales dando 0,69 % de
seropositividad. Por cada hato ganadero muestreado se presentd un animal infectado o sospechoso lo
que indica la amplia distribucion del virus en los animales de las ganaderias muestreadas y la
existencia de factores que contribuyen directa o indirectamente a la difusion de la enfermedad. A
pesar que el porcentaje a indeterminados fue bajo (<6 %), la presencia de estos implicaria que no
podemos sostener con la suficiente confiabilidad la presencia o ausencia de anticuerpos circulantes en
estos animales y por ende en el hato, asi mismo entender la subjetividad que presenta la lectura de
color en los pocillos muestra, lo cual a pesar que se compara con los controles la lectura final en
ciertas muestra con cambios muy sutiles de color, esto siempre llevara una limitante a la hora de
declarar el resultado reduciendo su sensibilidad y especificidad. Es asi como podemos entender la
utilidad de conocer la frecuencia real de anticuerpos contra VDVB por medio de una lectura final de
medicion de densidad Optica a través de un lector de microplaca de ELISA y poder discriminar
animales positivos verdaderos y negativos verdaderos.

Figura 3: Lectura cualitativa de 22 muestras de suero para anticuerpos de VDVB.

A: Reconociendo el control positivo (CP:1/8), el control negativo (CN:1/8), las muestras negativas (N:6/8);
B: Las muestras negativas (N:5/8) y muestras positivas (P:3/8);
C: Las muestras indeterminadas (I:2/8) y las muestras negativas (N:6/8).




CONCLUSIONES
Se evidencia la circulacion de anticuerpos contra el VDVB en el cantéon Santa Rosa (Ecuador), y
expresa una moderada presencia del virus en las haciendas ganaderas muestreadas con un 7,58 % de
positividad a nivel de serologia individual, y es de considerar un 5,58 % de animales de resultado
indeterminado que son sospechosos a la DVB. Asi mismo se logré determinar que todos los hatos
lecheros investigados presentaron al menos un individuo infectado considerandolo muy preocupante
en vista de la amplia diseminacion que esta teniendo el virus en la zona. Se recomienda el uso del kit
de diagnéstico de Elisa de bloqueo sobre el interés de conocer la circulacion de anticuerpos de DVB
en un hato ganadero o en una zona geografica. Sin embargo, se cuestiona su uso sin la aplicacion de
un lector de microplaca, ya que representa una limitante el manejo de la técnica sin la lectura de la
densidad dptica en vista de la subjetividad que puede generar la toma de decisiones a la presencia de
cambio sutiles de color, pudiendo enmascarar falsos negativos y comprometer los programas de
bioseguridad del hato.
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