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1. Etiologia. Proteinas de interés diagnostico

La Diarrea Virica Bovina (BVD) esta
causada un pestivirus RNA, intimamente
emparentado con el virus de la Enfermedad de
la frontera ovino (Border Disease) y el virus de
la Peste porcina clasica. Se han descrito dos
tipos, el BVDV-1y el BVDV-2, aunque el tipo
1 es ampliamente mayoritario en Espafia, con
escasas descripciones de presencia del tipo 2.

Respecto a los aspectos de la
estructura viral con interés diagnostico, destaca
la existencia de la proteina no estructural p80,
sintetizada Unicamente tras la replicacién viral
en el animal, por lo que sélo el virus de campo
y las vacunas vivas atenuadas inducen
anticuerpos frente a ella, no asi las vacunas

inactivadas. Se citan reacciones serologicas
débiles en algunos animales tras vacunaciones
reiteradas con vacunas inactivadas, a pesar de
lo cual la serologia de deteccion de anticuerpos
anti-p80 es muy Util para distinguir animales
infectados de animales vacunados con vacunas

inactivadas,  especialmente  cuando  se
investigan colectivos.
2. Patogenia. Aspectos claves para la

interpretacion serolégica

En la patogenia del virus, hay que
distinguir entre la infeccién aguda postnatal y
la infeccion en la hembra gestante con
infeccion fetal consiguiente (Figura 1).
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Figura 1. Aspectos de la patogenia del BVDV con interés diagndstico

En el primer caso, cuando un animal
adulto se infecta se produce un proceso clinico
con frecuencia leve o inaparente durante el
periodo de viremia (4-14 dias). No obstante, se
puede producir fiebre, leucopenia, fallo
reproductivo, diarrea 'y  complicacion
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respiratoria, por lo que si se produce un
contagio brusco y generalizado el rebafio
puede experimentar un  periodo de
inmunodepresion. El animal infectado en vida
desarrolla respuesta inmune eficaz que vence
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al virus y la presencia de anticuerpos es
detectable durante el resto de su vida.

En el segundo caso, cuando se
contagia una hembra gestante y se produce la
infeccion fetal, las consecuencias dependen de
la fase gestacional y de la gravedad de la
infeccion, y van desde la reabsorcion
embrionaria hasta el nacimiento de terneros
sanos, pasando por aborto o neonatos afectados
clinicamente. Cuando la infeccion es anterior
al desarrollo de la inmunidad fetal pero el
animal es capaz de sobrevivir al virus
(habitualmente cuando la infeccion fetal se
produce entre los dias 40 y 120 de gestacion),
se puede producir el nacimiento de un animal
seronegativo, virémico permanente y que no
desarrollara respuesta de anticuerpos. Es el
denominado animal Pl (“persistentemente
infectado™). Los animales Pl pueden estar
perfectamente sanos, aunque con frecuencia
presentan escaso crecimiento, bajos indices
productivos o infertilidad.

Las consecuencias, desde el punto de
vista diagndstico, son las siguientes:

- El animal infectado en vida es seropositivo
y no infectado, y por tanto es positivo a
anticuerpos y negativo al virus (Ac+ / Ag-),
por lo que puede considerarse como un animal
sano no contagioso.

- El animal Pl es seronegativo y positivo
persistente al virus (Ac- / Ag+), por lo que
debe considerarse como un animal contagioso.

3. Diagnostico de un proceso clinico
Se puede realizar de forma directa o indirecta:

- Diagndstico directo: se basa en detectar el
virus en tejidos de animales con infeccion
aguda (sangre, mucosas afectadas, abortos
etc.), principalmente mediante técnicas de
PCR, ELISA de antigeno 0
inmunohistoquimica. En el caso del anélisis de
deteccion de virus en sangre, hay que tener
presente que los terneros infectados de menos
de 6 meses de edad (y en especial aquellos de
menos de 3) pueden sufrir un enmascaramiento
de la viremia debida a la neutralizacion del
virus por anticuerpos de origen materno
(calostral), dando lugar a falsos negativos. El
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uso de la muesca de oreja como alternativa de
muestreo pretende evitar este problema.

- Diagndstico indirecto: se basa en la deteccion
de anticuerpos. Respecto al diagnostico
indirecto de un proceso clinico o brote de
BVD, hay que tener en cuenta:

La necesidad de demostrar
seroconversion o incremento de titulos
pareando sueros (con un intervalo de 15-30
dias entre el primer y segundo analisis)

La posible interferencia con
anticuerpos de origen materno (calostral) en
terneros de edad inferior a 6-9 meses.

La posible interferencia con
anticuerpos vacunales (en vacunas Vvivas
principalmente).

4. Serologia: interpretacion del ELISA

Disponemos de dos tipos principales
de ELISA:

- ELISA de anticuerpos totales. Es POSITIVO
en animales infectados y en vacunados con
cualquier tipo de vacuna.

ELISA de anticuerpos anti-p80. Es
POSITIVO en animales infectados y en
vacunados con vacunas vivas, y en general
negativo en animales sanos y en vacunados
con vacunas inactivadas.

Dada la utilidad de los ELISAs anti-
p80 para discriminar entre animales infectados
y animales sanos vacunados, se utilizan de
forma mayoritaria.

5. Detectar la enfermedad en el rebario

Se pueden distinguir cuatro situaciones
que permiten  estrategias  diagnosticas
diferenciadas segun tipo productivo (vacuno de
leche vs vacuno de carne) y pauta vacunal
(vacuna inactivada o ausencia de vacunacion
VS vacuna viva).

5.1. Deteccion de la enfermedad en rebafios de
leche sin vacuna viva.

Cuando existe un animal Pl en la
explotacién, se produce una transmision
horizontal ~ persistente, por lo  que
paulatinamente se produce la seroconversion
de un ndmero creciente de animales, hasta
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alcanzar seroprevalencias que habitualmente
son superiores al 70%. Por ello, la serologia es
una herramienta muy interesante para detectar
la circulacion del virus en la explotacion.

En el caso del vacuno lechero (Figura
2), podemos utilizar la serologia en muestra de
leche de tanque, que permite en un solo
analisis detectar anticuerpos en una poblacion
grande de animales. Algunos kits de ELISA
permiten ademas establecer rangos
aproximados de seroprevalencia en base al
resultado numérico de la serologia, y el
monitoreo en el tiempo de dichos valores
permite sospechar de un posible incremento de
la seroprevalencia, indicativo de la existencia
de animales PI. Un resultado negativo en leche
de tanque no descarta la existencia de animales
seropositivos, pero si permite sospechar de
seroprevalencia bajas, normalmente por debajo
del 10%.

En caso de poder segregar las novillas
de primer parto en el ordefio y coger muestra

de leche de su conjunto, un ELISA positivo es
especialmente relevante porque indica la
existencia de animales jovenes seropositivos
(seroconversiones cercanas en el tiempo) y por
tanto la alta probabilidad de la existencia
actual de animales PI.

Al margen de la leche de tanque, es
necesario realizar chequeos seroldgicos en
animales individuales. Los seroperfiles por
edades nos aportan informacion sobre la
antiguedad y evolucion de la enfermedad, pero
en general el muestreo mas interesante es el de
novillas de entre 6 y 24 meses edad (con un
nimero de entre 10 y 20 animales, segun
tamafio del rebafio), cuya seropositividad nos
informa de infecciones recientes. Hay que
tener en cuenta que la existencia de animales
seropositivos solo nos permite asegurar la
existencia de un Pl en el rebafio (anterior o
presente) si han nacido en el rebafio, ya que si
han nacido fuera pueden haberse infectado y
seroconvertido en origen.

Detectar la enfermedad en el rebano

EN REBANOS DE LECHE SIN VACUNA VIVA
SEROLOGIA EN LECHE DE TANQUE (P30)

- POSITIVO:
- NEGATIVO:

Rangos de prevalencia
Prevalencia baja (< 10%4)

|Dru:|eFo de novillas de 12 parto: CIRCULACION RECIENTE |

__.-'""" |
k % i PCR EN LECHE DE TANQUE

SEROLOGIA INDIVIDUAL (P80)

|5E-'0 verfil por edades: ANTIGUEDAD / EVOLUCION |

|1G'-2CI animales de 6-24 meses: CIRCULACION RECIENTE |

Ojo con animales fordaneos

Figura 2. Deteccion de la enfermedad en vacuno leche sin vacunas vivas

5.2. Deteccidn de la enfermedad en rebarios de
carne sin vacuna viva.

Dado la inexistencia de la leche de
tanque como muestra de eleccidn, es necesario
realizar chequeos serologicos en animales
individuales tal y como se explica en el
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apartado anterior. De igual forma, la existencia
de animales seropositivos solo nos permite
asegurar la existencia de un Pl en el rebafio
(anterior o presente) si han nacido en el
rebafio, ya que si han nacido fuera pueden
haberse infectado y seroconvertido en origen.
Ademas, si los rebafios tienen contacto entre si
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en los pastos, los animales pueden contagiarse
a partir de portadores foraneos y por tanto
detectarse seropositividad en el rebafio sin que
exista en él animales PI.

5.3. Deteccion de la enfermedad en rebafios de
leche con vacuna viva.

Dado que la vacunacion con vacuna
viva impide discriminar entre seropositividad
de origen vacunal y aquella debida a infeccion
por el virus de campo, la serologia pierde gran
parte de su utilidad diagndstica, por lo que la
deteccion directa del virus en animales
portadores se convierte en la principal
herramienta (Figuras 3y 4).

En el ganado lechero, la PCR en leche
de tanque, gracias a su elevada sensibilidad, es

un analisis que permite detectar, con un coste
minimo, portadores en un colectivo grande de
animales (el efectivo en ordefio), cifrado segun
algunos estudios en hasta 300 vacas (aunque
puede ser aconsejable ordefiar y muestrear
seriadamente lotes mas pequerfios). Si se realiza
de forma frecuente, se conseguird incluir en el
andlisis de tanque a la mayor parte de los
animales del rebafio segun se vayan
incorporando a ordefio. Unicamente quedarian
por analizar vacas infértiles y fuera de ordefio,
asi como novillas no paridas. En este caso, se
puede recurrir a analisis individual en sangre
mediante ELISA de antigeno, o bien a PCR de
pooles (sangre de 20 en animales de mas de 6
meses 0 de 10 en animales de menos de 6
meses).

Detectar la enfermedad en el rebario

EN REBARIOS DE LECHE CON VACUNA VIVA

PCR EN LECHE DE TANQUE

|L\'m\te de deteccién: 300 vacas |

- |A1éhs\s eriodico: Quedan por analizar las vacas infértiles
h o |Avlisls periddico; Quedan poranalizaslas vacas Infediles

® POSITIVO: Presencia de animales Pl en el ordefio
® NEGATIVO: Ausencia de animales Pl en el ordefic

L 2

Detectar la enfermedad en el rebano

EN REBANOS DE LECHE CON VACUNA VIVA

PCR POOLES DE SANGRES

® POSITIVO: Presencia de animales Pl en el lote
® NEGATIVO: Ausencia de animales Pl en el lote

Figuras 3y 4. Deteccion de la enfermedad en vacuno leche con vacunas vivas

5.4. Deteccidn de la enfermedad en rebarios de
carne con vacuna viva.

Para la deteccion de la existencia de
Pls en rebafios de carne vacunados con vacuna
viva, es necesario recurrir al analisis en sangre
de todos los animales, sea mediante ELISA
individual de antigeno o mediante PCR en
pooles de animales, tal y como se describe en
el apartado anterior.

No obstante, la serologia no queda
totalmente invalidada en rebafios en los que se
utilizan vacunas vivas. La vacunacion tiene
dos objetivos principales: proteger a las vacas
gestantes de la infeccién fetal, y reducir los
efectos inmunodepresores de un posible pase
virico. En base a ello, es planteable dejar una
pequefia poblacion centinela (5 a 20 novillas,
segun el tamafio del rebafio) que no sea
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vacunada hasta la pre-cubricion, momento en
el que se puede realizar en ella un chequeo
serolégico de cara a detectar posibles
seroconversiones indicativas de la circulacion
virica en el rebafio.

5.5. Detectar la enfermedad en el cebadero

En el caso de cebaderos, habitualmente
el interés principal es diagnosticar la
implicacion del virus en un brote clinico. Para
ello, utilizaremos dos estrategias:

- Diagnostico directo: detectar la
presencia del virus en muestras patoldgicas
(muestras de necropsia, sangre de animales en
fase clinica aguda o en pooles de sangres para
chequeo colectivo) mediante técnicas de PCR
0 ELISA de antigeno.
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- Diagnostico indirecto: detectar la
seroconversion de los animales enfermos
mediante el analisis de suero en el momento de
la infeccidn aguda y 3-4 semanas despues.

6. Control / erradicacion en el rebafio

Dado que la enfermedad se perpetia
en el rebafo a través de los animales PlI, la
deteccion y retirada de éstos conduce de forma
directa a la erradicacién del virus. Ahora bien,
en un plan de erradicacién hay que tener en
cuenta que los Pls presentes pueden estar

representados por tres tipos de animales
(Figura 4):

- Animales PI en el momento del plan
de erradicacion.

- Las hijas de los animales PI, hayan
nacido o estén en estado fetal en la madre Pl
gestante.

- Posibles animales aun en estado fetal
de hembras no Pl gestantes que se han
contagiado durante la prefiez. Esta posibilidad
exige mantener la vigilancia analitica sobre
nuevos animales nacidos durante 9 meses a
partir del inicio del programa.

Control /

[ ] INFECCION TRANSITORIA

erradicacion en el rebano

@ INFECCION PERSISTENTE (PI)

Pl

Figura 4. Posibles origenes del animal PI a tener en cuenta en un plan de erradicacion

La busqueda de animales Pl se puede
plantear ~ mediante  distintas  estrategias
laboratoriales, tal y como se describe a
continuacion. Las opciones 1 y 2 se
corresponden con las estrategias utilizadas
antes de la generalizacion de las técnicas de
PCR, mientas que la tercera esta basada en el
uso de esta Ultima (Figuras 5y 6).

6.1. Opciones 1 y 2. Uso de ELISAs de
anticuerpos y de antigeno

Asumiendo que el coste de los ELISAs
de antigeno es algo superior a los ELISAs de
anticuerpos, y que los animales Pl son en
principio seronegativos, la opcion 1 se basa en
analizar la presencia de anticuerpos en todos
los animales mayores de 6 meses (por debajo
de esta edad, la seropositividad podria ser de
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origen calostral y por tanto un ternero PI
podria ser seropositivo por serlo su madre), asi
como el resto de animales jovenes cuando
supere esta edad. En una segunda fase, se
analiza mediante ELISA de antigeno todos los
animales que han sido seronegativos
previamente.  Finalmente, quedaria por
investigar todos los animales que nazcan en los
siguientes nueve meses, dado que podrian ser
también animales persistentemente infectados.

La opcién 2 se basa en utilizar
solamente el ELISA de antigeno para testar
todos los animales, evitando la fase previa de
analisis de anticuerpos. En los animales de
menos de 6 meses, en los que se puede
producir una neutralizacion de la viremia por
los anticuerpos maternos, la muesca de oreja
puede ser una alternativa.
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En caso de una seroprevalencia del
rebafio muy alta, la primera opcién tiene la
ventaja de un ahorro de costes, ya que seran
pocos los animales que deban testarse con
ELISA de antigeno. En prevalencias bajas o
medias, serd necesario duplicar la prueba en
muchos animales, por lo que se pierde esa
rentabilidad. Por otro lado, no puede
descartarse totalmente que un animal Pl sea
débilmente seropositivo (se describe esta
situacion cuando el animal sufre una
reinfeccion con una cepa heterdloga, por lo
gue es siempre mas seguro, ademas de rapido,
optar por la opcién de analizar la presencia de
antigeno en todos los animales (opcion 2).

6.2. Opcioén 3. Combinacion de PCR y ELISA
de antigeno

Esta estrategia se basa en utilizar la
PCR para el analisis de pooles de animales y el
ELISA de antigeno para testar en una segunda
fase los animales pertenecientes a pooles
positivos. En el ganado vacuno lechero, se

puede analizar la leche de tanque (completa o
por lotes de ordefio) para detectar Pls entre los
animales en ordefio, recurriendo a la muestra
de sangre Gnicamente en animales en periodo
seco 0 novillas. Tanto para conseguir una
sensibilidad suficiente como para alcanzar un
mejor equilibrio de costes entre el nimero de
pooles y el nimero de animales individuales
gue haya que analizar en funcion del numero
de Pls detectados, un nimero de 20 animales
por pool puede ser adecuado. En el caso de
animales de menos de 6 meses de edad, es
aconsejable no confeccionar pooles de méas de
10 animales.

Teniendo en cuenta que el coste de una
PCR es 3-5 veces superior al ELISA de
antigeno, esta opcion es con mucha diferencia
la mas econdmica y sencilla desde el punto de
vista laboratorial. Como Unico inconveniente
cabe destacar una cierta incertidumbre que el
trabajo con pooles genera respecto a la posible
pérdida de sensibilidad de deteccién de
animales PI poco excretores del virus.

Control / erradicacién en el rebanio
OPCION 1

® ELISA-Ac (suero/plasma) a todo el rebafio adulto e

* ELISA-Ag (suero/plasma/SANGRE) a animales seronegativos o IeETe
* ELISA-Ag (muesca de oreja) a animales < 6-9 meses e .
VENTAJAS: Con prevalencia alta, mas barato que la 2 0380008
INCONVENIENTES: Posibilidad de que un Pl sea seropositivo

OPCION 2

* ELISA-Ag (suero/plasma/SANGRE) individual a todo el rebafio
® Suero / Plasma / SANGRE CON EDTA
® Muesca de oreja en animales < 6 meses

VENTAJAS: Con prevalencia media, mds barato que la opcién 1
Optimo en eficacia de deteccion de Pls
Optimo en rapidez

INCONVENIENTES: Con prevalencia alta, mas caro que la opcign 1

Control / erradicacién en el rebafno

OPCION 3

® OPCIONAL: PCR en leche de tanque (hasta 300 o por lotes/parques)

® PCR en pooles de 20 animales en lote de secas b L

(suero/plasma/SANGRE) e ™
® PCR en pooles de 20 animales en lote de ordefio (si Tanque POS) L
® PCR en pooles de 10 animales < 6-9 meses (muesca de oreja)

® ELISA-Ag (suero/plasma/SANGRE) a animales de pooles positivos

® ELISA-Ag (muesca de oreja) a animales < 6-9 meses de poles
positivos
VENTAIJAS: Permite un importante abaratamiento de costes :j'; i i
INCONVENIENTES: Incertidumbre por el trabajo con pooles
(seguimiento)

Figura 5. Erradicacion basada en ELISA de
anticuerpos y de antigeno
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Figura 6. Erradicacién basada en PCR y
ELISA de antigeno




