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PALABRAS CLAVE Resumen El virus de la diarrea viral bovina (BVDYV, por su sigla en inglés) ocasiona pérdidas
Diarrea viral bovina; econdmicas significativas en la industria ganadera internacional y en Argentina, donde circula
Pérdidas con alta prevalencia. En condiciones de alta prevalencia, las infecciones causadas por el BVDV
reproductivas; se controlan mediante vacunacion una vez identificados y segregados los animales persisten-
Lecheria; temente infectados. En este estudio, se evalud la factibilidad de controlar la circulacion del
Vacuna inactivada BVDV en condiciones de campo combinando herramientas de diagnoéstico, medidas de manejo
combinada; y vacunacion. La experiencia abarco 2 tambos de la provincia de Santa Fe. Se utilizaron kits de
Diagnostico ELISA comerciales para determinar la proteina NS3 (P80) o los anticuerpos contra esta proteina,

RT-PCR anidada para detectar el genoma viral y seroneutralizacion viral para evaluar la eficacia
vacunal. Antes de la intervencion, la seroprevalencia promedio de los tambos fue del 58,4%,
con una tasa de animales persistentemente infectados del 2,4%. Tras la segregacion de los ani-
males persistentemente infectados y la vacunacion con una vacuna combinada comercial que
contiene BVDV inactivado, los porcentajes de aborto disminuyeron significativamente (p < 0,05),
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Introduccion

El virus de la diarrea viral

del 20,5 al 11,6% en el tambo 1y del 34% al 23,4% en el tambo 2 durante el segundo ano de la
estrategia de control. La tasa de concepcion aumenté del 29 al 33% en el tambo 1 durante el
primer ano; en el tambo 2, el aumento fue de 7 puntos durante el segundo ano. La estrategia
implementada logré condiciones en las que el BVDV dejo de circular. Este es el primer reporte
sobre el manejo controlado del BVDV en tambos utilizando herramientas disponibles para los
productores en Argentina.

© 2024 Los Autores. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. en nombre de Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Report of a field control experience of bovine viral diarrhea virus in 2 dairy farms of
Argentina applying management, diagnostic, and vaccination tools

Abstract Bovine viral diarrhea virus (BVDV) causes significant economic losses in the interna-
tional livestock industry and in Argentina, where it circulates at high prevalence. Under high
prevalence conditions, BVDV infections are controlled through vaccination once persistently
infected animals are identified and segregated. This study evaluated the feasibility of contro-
lling BVDV circulation under field conditions by combining diagnosis, management measures,
and vaccination in 2 dairy farms in the province of Santa Fe. Commercial ELISAs were used for
the detection of the NS3 (P80) protein or antibodies against this protein as well as an RT-nested
PCR for the detection of the viral genome, and viral seroneutralization to assess vaccine effi-
cacy. The average seroprevalence of the farms was 58.4%, with a persistently infected animal
rate of 2.4%. After segregating the persistently infected animals and vaccinating them with a
commercial combined vaccine containing inactivated BVDV, abortion rates significantly decrea-
sed (p<0.05) in farm 1 (from 20.5 to 11.6%) and in farm 2 (from 34 to 23.4%) during the second
year of the control strategy. Conception rates increased from 29 to 33% in farm 1 during the
first year, while in farm 2, the increase was 7 points during the second year. This methodology
achieved conditions in which BVDV ceased to circulate, constituting the first controlled report
on BVDV management in dairy farms using tools available to producers in Argentina.

© 2024 The Author(s). Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

(PI), inmunotolerante a la cepa infectante, que producira
y excretara el virus en grandes cantidades a lo largo de su

bovina (BVDV, por sus vida luego de nacid014’21 .

siglas en inglés) pertenece al género Pestivirus, familia
Flaviviridae'®, y tiene una distribucion mundial*. Es un
patdgeno del ganado econdmicamente importante, con una
alta prevalencia en varios paises, especialmente en aque-
llos que no cuentan con programas de control®’. Los estudios
serologicos realizados en rodeos bovinos en nuestro pais han
demostrado que el virus circula con una seroprevalencia que
varia entre el 32 y el 90%%32831,

El BVDV es uno de los patégenos que mas afecta
la eficiencia reproductiva, lo cual genera grandes pérdi-
das econdmicas’ 310264 | a infeccion aguda por el BVDV
produce una amplia variedad de signos clinicos debido
a sus efectos inmunosupresores, ademas de tener un
efecto directo sobre las enfermedades respiratorias y la
fertilidad®®.

En las hembras, el BVDV es capaz de afectar la viabili-
dad del ovocito, el embrion o el feto, o de inducir lesiones
que provocan abortos o malformaciones fetales*?%3%:3¢, La
infeccion de una madre susceptible durante el periodo que
va de los 40 a los 160 dias de la gestacion puede resul-
tar en la produccion de un feto persistentemente infectado

La prevalencia de animales Pl a nivel individual suele
ser menor del 3% y se ha clasificado como baja (<0,8%:
Europa, América del Norte, Australia), media (> 0,8 a 1,6%:
Asia oriental) o alta (>1,6%: Asia occidental). Los paises
que no implementaron ningin programa de control del
BVDYV, incluida la vacunacion, son los que muestran mayor
prevalencia de animales con infecciones persistentes®. La
infeccion persistente puede dar lugar a terneros pequeiios al
nacimiento, con escaso desarrollo y ganancia de peso, débi-
les y con cuadros recurrentes de enfermedad respiratoria 'y
digestiva. Sin embargo, muchos terneros Pl son clinicamente
normales, lo que vuelve indispensable realizar ensayos espe-
cificos para poder detectarlos'®.

EL BVDV se agrupa en 3 genotipos: genotipo 1 y genotipo
2, los que pueden incluir numerosos subtipos’, y genotipo
3 o «virus HoBi-like»*?. Segun sus efectos en los cultivos
celulares, se los divide en 2 biotipos: citopaticos y no
citopaticos; este ultimo es el biotipo predominante en la
naturaleza, el que se aisla de la mayoria de las formas clini-
cas y el Unico capaz de originar infeccion persistente en el
feto’.
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En su conjunto, los reportes publicados muestran que las
vacunas seguras Yy eficaces aplicadas después de retirar a
todos los animales PI constituyen una medida de bioseguri-
dad adicional, sobre todo en areas con alta seroprevalencia,
donde el riesgo de introduccion del BVDV es alto. Varios esta-
dos miembros de la Union Europea han trabajado en planes
a gran escala’?. En el caso de Alemania, debido a la elevada
prevalencia de la infeccion (mas del 80%) y la alta densidad
animal, la estrategia de control consistio en la identificacion
y remocion de bovinos Pl mediante la deteccion de antigeno
en sangre por el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzi-
mas (ELISA) o la retrotranscripcion seguida de la reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y la vacunacion sis-
tematica, ademas de medidas de higiene y testeo de todo
animal que ingresa al rebafo para prevenir la reintroduccion
del virus'>.

En Argentina no existen programas de control ni de
erradicacion del BVDV, a pesar de que su relevancia como
causal de abortos esta bien establecida. Contamos con
vacunas inactivadas, en general combinadas. Son vacunas
seguras y se pueden administrar en todas las categorias
bovinas, incluidas hembras en gestacion, pero requieren de
reinmunizacion para mantener los niveles de anticuerpos
vacunales®,

En este trabajo realizamos una prueba de principios sobre
la factibilidad de establecer programas de control de la
enfermedad por establecimiento. El objetivo fue determi-
nar si, en condiciones de campo en tambos nacionales, la
aplicacién de medidas como la identificacion de animales
Pl, su segregacion y la vacunacion sistematica del resto de
la poblacion se asocia a una mejora de los parametros repro-
ductivos de los tambos afectados por el BVDV.

Materiales y métodos
Células

Los stocks virales del BVDV cepa Singer 1a utilizados en la
técnica de seroneutralizacion viral se produjeron utilizando
la linea celular Madin-Darby bovine kidney (MDBK). Para el
crecimiento de la linea celular, se utilizo medio de cul-
tivo minimo esencial de Eagle (MEM-E, Gibco, Paisley, Reino
Unido) adicionado con 10% de suero fetal bovino (Internego-
cios S. A., Mercedes, Argentina) y antibioticos/antimicotico
(100u/ml de penicilina, 100 ng/ml de estreptomicina y
0,25 ng/ml de anfotericina B; Gibco, Paisley, Reino Unido).
Las células, procedentes del Banco Argentino de Células,
y los medios de cultivo fueron provistos por la Seccion de
Cultivo de Tejidos del Instituto de Virologia, INTA Castelar.

Para las infecciones, se utilizé una multiplicidad de infec-
cion de 0,1. Brevemente, el inoculo viral se diluyé en 1 ml
de medio MEM-E y luego se incub6 a 37°C con movimiento
orbital durante una hora para permitir la adsorcion del
virus a la célula. Posteriormente, se agreg6 de manteni-
miento (MEM-E, 2% de suero fetal bovino) y se incubo a
37°C en estufa con un 5% de CO, durante 72 h. La disrupcion
de las células remanentes se realizd mediante un ciclo de
congelamiento-descongelamiento, seguido de clarificacion
por centrifugacion a 4.000g a 4°C por 20 min. El sobrena-
dante se fracciond y se almacend a —80°C.

El titulo de cada stock viral se calculd por el método de
Reed y Muench?®*. Para ello, se inocularon placas de cultivo
de 96 pocillos con monocapas de MDBK, con un 70% de con-
fluencia con el virus a titular en diluciones seriadas en base
10. Cada dilucion se realiz6é por cuadriplicado y se incubo
durante 72 h a 37°C en estufa con 5% de CO,. Los titulos se
expresaron como el 50% de unidades infecciosas en cultivos
de tejido por mililitro (TCID50/ml).

Vacuna

Se utilizd6 una vacuna comercial producida por Agrop-
harma Salud Animal con la siguiente composicion antigénica
(entre paréntesis se indica el titulo por dosis): herpes
virus tipo 1 (3,03E+07); BVDV genotipo 1a cepa Singer
(3,01 E+07); virus parainfluenza 3 (2,2E+07); Moraxella
bovis (2,2E+08); Histophilus somni (1,00E+08); Mann-
heimia haemolytica (1,10E+08) y Pasteurella multocida
(1,53 E+09). El cultivo del BVDV fue inactivado con pro-
piolactona. La vacuna estaba formulada con el adyuvante
acuoso Alupharm®, preparado en base a gel de hidroxido de
aluminio micronizado, con un inmunopotenciador de des-
arrollo propio a base de polisacaridos y saponina purificada;
la composicion y concentraciones se hallan bajo secreto
industrial (Agropharma Salud Animal S. A.).

La vacuna se aplico por via subcutanea en la tabla del
cuello, a razon de 2 ml/dosis. Todos los animales de los tam-
bos 1y 2 sin infeccion persistente fueron vacunados con 2
dosis, espaciadas por 21 dias, y revacunados anualmente.

Disefio experimental y trabajo a campo

El trabajo se realiz6 en 2 tambos de la localidad de
San Cristobal, en la provincia de Santa Fe. Estos tam-
bos habian detectado problemas reproductivos asociados al
BVDV durante el periodo 2018-2022. Los 2 tambos se encon-
traban libres de brucelosis y tuberculosis. El acuerdo de
trabajo a campo se realizo6 a través de la empresa productora
de vacunas.

Ambos tambos utilizan un sistema de produccion de
pastoreo con suplementacion, tenian antecedentes de pro-
blemas reproductivos (abortos) y serologia positiva para
BVDV por medicion de anticuerpos anti-NS3. No se habian
identificado otros causales infecciosos de aborto al iniciar
el estudio.

Los diagndsticos anteriores al periodo que abarcé nuestro
estudio habian sido realizados en diversos laboratorios de
diagnostico privados habilitados por la autoridad sanitaria
argentina (SENASA). Los bovinos eran de raza Holstein de
diferentes categorias: vacas, vaquillonas preiadas, terneros
presentes y terneros nacidos durante el periodo del estudio
criados en «guacheras» a estaca. La crianza de terneros en la
guachera se basa en un conjunto de directrices de gestion
que buscan alcanzar el desleche entre los 45 y 60 dias de
vida, proporcionando leche o sustituto lacteo en un sistema
que resulta econémicamente lucrativo. El tambo 1 contaba
con 749 animales, el tambo 2 con 309 animales. Inicialmente
fueron 92 terneros los muestreados, los que no se separaron
por tambo, ya que, al nacer, todos formaban parte del mismo
espacio fisico, esto es, la misma guachera.
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Figura 1 Representacion esquematica de la cronologia del estudio, basado en el diagnostico y la identificacion de bovinos

persistentemente infectados (Pl), con su posterior segregacion y la vacunacion de toda la poblacion no Pl. En el panel superior
(«Actividad») se detallan las intervenciones, y en el panel inferior («Diagnostico»), las técnicas diagnosticas aplicadas. ELISA-Ag:
inmunoensayo para la deteccion de la proteina NS3; ELISA-Ac: inmunoanalisis para la deteccion de anticuerpos reactivos a la pro-
teina NS3; RT-PCR: retrotranscripcion seguida de amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa anidada; SNV: ensayo

de seroneutralizacion viral utilizando la cepa vacunal.

La intervencion involucré a todos los animales de los
2 tambos. Se realizaron los siguientes procesos secuencia-
les (fig. 1): 1) evaluacion de la presencia del virus y de
anticuerpos contra el BVDV en la totalidad del rodeo; 2)
identificacion de animales con PI; 3) segregacion de los ani-
males con PI; 4) vacunacion de toda la poblacion no PI; 5)
seguimiento de la respuesta inmune inducida por la vacuna,
seglin el esquema de vacunacion reproductivo habitual;
6) monitorizacion del estado inmunitario de los animales,
parametros reproductivos y estado de salud general, y 7)
muestreo posvacunacion en una muestra de 20 animales
adultos, escogidos al azar, a los 21 dias de concluido el pri-
mer esquema de vacunacion. En todas las tomas de muestra
se corrobord la ausencia de genoma viral (fig. 1).

Durante el tiempo del estudio y desde entonces a la
fecha, todo animal que ingresa (por movimientos o naci-
mientos) se somete a la deteccion de antigenos virales
y anticuerpos anti-NS3. Asimismo, toda pajuela que se
adquiere se analiza mediante RT-PCR anidada® para detec-
tar el genoma del BVDV. Desde 2020, una vez al afo se
toman alrededor de 50 muestras al azar (segin disponibi-
lidad del personal del campo) y se realiza el chequeo para
la deteccion del genoma viral.

Toma de muestras y estrategia de diagnostico

Las tomas de muestras de sangre entera sin anticoagulante
se realizaron por venopuncion yugular, siguiendo linea-
mientos estandar del Comité de Bienestar Animal del INTA
(TECNICA Bo 1, CICUAE INTA, «Extraccion de sangre por
vena yugular»). Las muestras fueron colectadas en tubos de
5ml, incubadas durante 30 min a 37 °C y luego centrifugadas
(3.000 rpm, 10min). El suero se separ6 y se expuso a 56 °C
para inactivar el sistema del complemento; se fraccionaron
alicuotas de 500 pl, las que se mantuvieron a —20°C hasta
su analisis.

Al iniciar el estudio, de 1.150 bovinos (incluidos los
92 terneros presentes en la guachera compartida por los

tambos; tablas 1 y 2) se tomaron 3ml de sangre sin anti-
coagulante. Se realizd la deteccion de anticuerpos anti-NS3
y de antigeno NS3 por ELISA; ademas, se investigo la pre-
sencia de genoma viral mediante RT-PCR anidada, como se
detalld. También se tomaron muestras del epitelio auricular
en terneros menores de 6 meses para la deteccion de anti-
geno por ELISA, a fin de evitar la posible interferencia de
los anticuerpos maternos especificos contra el VDVB, si los
hubiera. Aquellos animales que dieron un resultado positivo
a la presencia del virus fueron sangrados nuevamente a las
2 semanas del primer muestreo para confirmar este resul-
tado y detectar un resultado falso positivo, ya que podria
tratarse de un animal con infeccion aguda. Una vez iden-
tificados los animales PI, estos fueron enviados a un tercer
tambo, alejado varios kildbmetros de los tambos incluidos en
este estudio.

A los 90 dias de la vacunacion, se tomaron muestras de
sangre de 20 bovinos vacunados para titular anticuerpos neu-
tralizantes contra la cepa vacunal. A los 12 meses de iniciado
el protocolo de identificacion de animales P, la segregacion
de estos y la vacunacion, se tomaron muestras de sangre de
50 terneros, 25 terneros por tambo, lo que represento apro-
ximadamente la mitad del total de terneros de cada tambo,
por lo que se consideraron muestras representativas.

En todas las muestras obtenidas de los bovinos incluidos
en este estudio se analizo la presencia de anticuerpos contra
NS3 y se realizo la identificacion de animales con infeccion
persistente (fig. 1). La interpretacion de los resultados del
analisis del BVDV en lo referente a la presencia de anticuer-
pos especificos y de antigenos virales que se detallan en la
tabla 1 se presenta en el material suplementario.

Deteccion de anticuerpos anti-BVDV

La deteccion en muestras de suero de anticuerpos espe-
cificos contra la proteina no estructural NS33', altamente
conservada entre diferentes cepas del BVDV, se realizd
por ELISA con el kit PrioCHECK™ Bovine BVDV Ab Plate
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Tabla 1 Prevalencia de anticuerpos contra el BVDV y de animales con infeccion persistente
Categoria
Vacas y vaquillonas (no prenadas) Vaquillonas prenadas Total
N SP PI N SP Pl N SP PI
Tambo 1 649 322 (49,7%) 16 (2,4%) 100 62 (62%) 3 (3%) 749 422 (56%) 19 (2,5%)
Tambo 2 262 154 (58,7%) 5 (1,9%) 47 41 (87%) 1(1,8%) 309 196 (63,4%) 7 (2,2%)
Total 1.058 618 (58,4%) 26(2,4%)

BVDV: virus de la diarrea viral bovina; SP: nimero de animales con serologia positiva; Pl: nimero de animales persistentemente infectados.

Tabla 2 Identificacion de terneros con infeccion persis-
tente a lo largo del tiempo

Terneros Ano 2019 Ano 2020 Ano 2021
N.° muestras 90 50 45

N.° PI 3 0 0

%Pl 3,3 0 0

Luego de segregar a los animales persistentemente infectados
(Pl) detectados en el muestreo de 2019 (que no discriminé por
sexo), se vacuno a toda la poblacion no PI, y en 2020 se mues-
trearon 50 nuevos terneros nacidos. El muestreo de 2021 fue
aleatorio y no discriminé por categoria.

Kit (ThermoFisher Animal Health, ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EE. UU.), siguiendo las indicacio-
nes del fabricante.

Para la titulacion de anticuerpos con capacidad neutrali-
zante, se utilizo la técnica tradicional de seroneutralizacion
viral en microplacas. En placas de 96 pocillos, células MDBK
en monocapa fueron enfrentadas a una concentracion fija de
virus y diluciones de cada suero, tal como se ha descrito'?.
Brevemente, una alicuota de los sueros a evaluar se inactivo
a 56 °C durante 30 min y con estos se realizaron diluciones en
base 4, desde 1:2 hasta 1:512. De cada dilucién se empled
un volumen de 50 ul, que se mezclé con 100 TCID50 de la
cepa BVDV 1a Singer. Adicionalmente, se incluyeron contro-
les negativos y positivos de sueros contra el BVDV, control
de células MDBK y de las TCID50 incluidas en la prueba. A
cada pocillo que contenia la mezcla de suero/virus se le
adicionaron 50 pl de la suspension de células en medio de
cultivo a una concentracion de 150.000 cél/ml de medio. Las
microplacas se incubaron durante 60 min en estufa a 37°Cy
con 5% de CO, durante 3 dias, para posteriormente realizar
la observacion directa de la monocapa en un microscopio
optico, facilitado por tincion con cristal violeta. El titulo
de anticuerpos neutralizantes de los sueros se determind
empleando el método de Reed y Muench®* como log base 2
de la dilucion mas alta que no mostro efecto citopatico.

Deteccion de antigeno viral

Para la deteccidon de la proteina viral no estructural NS3
(también llamada p80), se utiliz6 el kit PrioCHECK™ (Ther-
moFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit esta indi-
cado para evaluar muestras de epitelio auricular. En este
trabajo se evalud, ademas, la posibilidad de detectar anti-

geno en suero. El suero fue diluido 1:2 en tampdn de dilucion
(componente 5 del kit).

Deteccion del genoma viral

Se realizé un ensayo de retrotranscripcion seguido de PCR-
anidada. Brevemente, se extrajo ARN a partir del suero
o semen con Trizol Reagent® Sigma-Aldrich, siguiendo las
indicaciones del fabricante. Para la retrotranscripcion, se
incubaron 300ng de ARN con una premezcla que contenia
transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Promega Corpora-
tion, Madison, Wisconsin, EE. UU.) y el cebador 326-reverse
Pan Pestivirus*? (400 nM). El ADNc obtenido se utilizé como
molde para la primera ronda de la PCR con los cebadores
326-forward y 324-reverse Pan Pestivirus* (667 nM ambos).
El tamano del producto amplificado en esta etapa fue de
288 pb. En la segunda ronda de PCR se mezclaron 2 ul de este
producto con 500 pM de los cebadores Pesti-3 y Pesti-4'8, la
enzima GoTaq®, nucledtidos y cofactores, en un volumen
final de 20 pl. El producto de reaccion esperado, de 171 pb,
se detecto por corrida electroforética en un gel de agarosa
al 1,5% (material suplementario 2). Si bien en este trabajo se
hicieron evaluaciones individuales, pudimos comprobar que
también podriamos trabajar con pools de hasta 30 muestras,
como se demostrd previamente®’.

Analisis de los datos

Se estimd el valor Kappa de Cohen (k) para la concor-
dancia entre los resultados de los ensayos serologicos y
moleculares’. El grado de concordancia fue interpretado
seguin McHugh?® como concordancia nula (0,0-0,2), minima
(0,21-0,39), débil (0,40-0,59), moderada (0,60-0,79), fuerte
(0,80-0,90) o casi perfecta (>0,91). Los niveles de anticuer-
pos pre- y posvacunacion se compararon usando la prueba
de Mann-Whitney.

La tasa de abortos se estimé como el nimero de abortos
sobre el total de hembras prefiadas multiplicado por 100.
La tasa de concepcion se estimo como el nUmero de hem-
bras prenadas dividido por la suma del nUmero de hembras
prefadas y vacias. Los valores fueron calculados en forma
mensual en el periodo prevacunacion, que comprendio6 los
12 meses anteriores al inicio de la blsqueda sistematica de
animales PI (de junio de 2018 a julio de 2019), en el periodo
comprendido hasta completar el esquema de vacunacion
(agosto-septiembre de 2019), en el primer ano posvacuna-
cion (de octubre de 2019 a octubre de 2020) y en el segundo
ano posvacunacion (de noviembre de 2020 a diciembre de
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2021). El analisis estadistico comprendié ANOVA de una via,
seguido de la prueba de Dunnett para comparaciones multi-
ples.

El intervalo de confianza fue del 95% para todas las eva-
luaciones. Para estos analisis, se utilizaron los softwares
GraphPad Prism 5.0 y SigmaSTAT.

Resultados
Presencia del BYDV

Como se indicd, el trabajo se realizé en 2 tambos del depar-
tamento de San Cristobal, provincia de Santa Fe, que habian
tenido casos confirmados de infeccion por el BVDV vy pre-
sentaban problemas reproductivos asociados. Los tambos,
denominados aqui «tambo 1» y «tambo 2», albergaban una
poblacion de 749 y 309 animales, respectivamente. Esta
poblacion incluia vacas, vaquillonas y terneros (tabla 1).

Se determiné la presencia de anticuerpos contra la pro-
teina NS3 y del antigeno NS3 en suero y epitelio auricular
utilizando kits comerciales. Las muestras de suero también
fueron evaluadas para revelar la presencia de genoma viral
mediante RT-PCR anidada® (fig. 1). Notamos que la presen-
cia de anticuerpos en el suero de los animales que arrojaron
resultados positivos a la RT-PCR estaba interfiriendo con la
identificacion de antigeno en el ELISA, ya que los resulta-
dos obtenidos utilizando epitelio auricular (como indica el
fabricante) eran coincidentes con los obtenidos mediante
RT-PCR. La concordancia entre las mediciones realizadas por
RT-PCR anidada y ELISA de antigeno en epitelio auricular
fue fuerte (x=0,89); para suero, la concordancia fue débil
cuando el suero tenia anticuerpos anti-BVDV (k = 0,47) y casi
perfecta con los sueros sin anticuerpos especificos contra el
BVDV (k=0,95). Considerando Unicamente las muestras sin
anticuerpos detectables o con niveles cercanos al punto de
corte, volvimos a estimar la certeza diagnostica del ELISA.
De esa manera, la certeza diagnostica se elevo al 98%; la
concordancia entre el ELISA de antigeno utilizando sueroy la
RT-PCR anidada resulto casi perfecta (k =0,96), y se alcanza-
ron altos niveles de sensibilidad y especificidad diagnosticas
(96 y 100%, respectivamente).

El analisis de anticuerpos contra la proteina no estruc-
tural NS3 realizado mediante ELISA en el tambo 1 arrojo
una seroprevalencia del 49,7% en vacas y vaquillonas no
prenadas y del 62% en vaquillonas prehadas. La prevalen-
cia de PI fue del 2,4% en vacas no prenadas y del 3% en
vaquillonas prefadas. La seroprevalencia total del tambo 1
fue del 56% y la prevalencia de Pl del 2,5% (tabla 1).

En el tambo 2, la seroprevalencia total fue del 58,7%
en vacas y vaquillonas no prenadas y del 87% en vaquillo-
nas prehadas. La prevalencia de PI fue del 1,9% en vacas y
vaquillonas no prenadas y del 1,8% en vaquillonas prenadas.
En ambos tambos, la mayor proporcion de animales seropo-
sitivos se encontro en el grupo de vaquillonas prefadas.

El porcentaje de animales PI considerando todos los ani-
males de todas las categorias de los 2 tambos fue del 2,4%,
y la seroprevalencia promedio de BVDV fue del 58,4% (tabla
1). La seroprevalencia en terneros fue del 2%; se encontra-
ron 3 terneros con infeccion persistente, lo que supone una
prevalencia del 3,3% (tabla 2). Todos los animales Pl fueron
segregados de los tambos en estudio y enviados a un tercer

12- p<0.01
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Figura 2 Induccion de anticuerpos neutralizantes anti-BVDV
cepa Singer 1a (cepa vacunal) posvacunacion. Cada circulo
representa el resultado de una muestra individual; las lineas
indican los valores promedio 4 desviacion estandar. La técnica
utilizada fue la titulacion en microplacas sobre células MDBK.
SNV: seroneutralizacion viral; DPV: dias posvacunacion.

tambo situado a varios kildmetros de los tambos 1y 2 a fin
de evitar el contagio.

Aplicaciéon de medidas de control

Todos los animales diagnosticados como sin infeccion persis-
tente fueron inmunizados con 2 dosis de la vacuna comercial
aplicadas con 21 dias de intervalo. Luego de aplicada cada
dosis, se observo una merma del 2% en la produccién de
leche, que se recuperd a niveles normales a las 24 h (datos
no mostrados).

A los 90 dias posvacunacion (dpv), se tomaron al azar
20 muestras para medir los niveles de anticuerpos neutrali-
zantes utilizando la cepa vacunal BVDV 1a Singer (fig. 2).
Los niveles de anticuerpos especificos neutralizantes se
incrementaron significativamente en todos los animales eva-
luados entre los 0 y los 90dpv (p <0,05). El titulo promedio
de anticuerpos neutralizantes alcanzado a los 90dpv fue de
LogTit='=2,02, con un desvio estandar de 0,32, frente a
un valor promedio de 1,5+ 0,31 en el momento de la vacu-
nacion (0dpv).

Los analisis de presencia de genoma viral arrojaron resul-
tados negativos. Todos los animales fueron revacunados en
2019 y 2020 (y luego siguieron siendo revacunados anual-
mente). En 2020, se continud con el analisis de deteccion
del genoma del BVDV en muestras de terneros de madres que
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Mejoras reproductivas resultantes del programa de control aplicado. La tasa de concepcion se calculé como numero de

vacas prefadas/vacas prefiadas + vacias. Los valores se presentan en formato de caja (lineas horizontales, valor promedio; lineas
verticales, valores minimos y maximos). Se aplicd ANOVA de una via seguido del test de Dunnett para comparaciones multiples. Se

indican diferencias significativas con una confianza del 95%.

habian sido vacunadas. No se detectaron abortos asociados
a BVDV ni terneros Pl en 2020 (tabla 2).

El porcentaje de abortos disminuyé de forma progresiva
en ambos tambos luego de la segregacion de los bovinos Pl
y la vacunacion (fig. 3). La tasa de aborto promedio antes
de iniciar el trabajo era del 20,5% en el tambo 1y del 34%
en el tambo 2. Los porcentajes de aborto disminuyeron de
forma significativa en el primer afo posvacunacion en el
tambo 1 (p<0,05), manteniéndose en valores cercanos al
11% también durante el segundo ano (p <0,05). En el tambo
2, donde la seroprevalencia era mayor, la disminucion en la
tasa de abortos resulté significativa (p <0,05) en el segundo
ano de iniciada la estrategia de control. En ambos tambos
se observo un aumento de los casos de neosporosis y abortos
debidos a esta infeccion parasitaria (datos no mostrados).

La tasa de concepcion aumento del 29 al 33% en el tambo
1 durante el primer ano y se mantuvo en torno al 30% de
promedio durante el segundo ano. En el tambo 2, el aumento
de la tasa de concepcion fue mas notable: paso del 30% al
iniciar el trabajo al 37% durante el segundo ano (fig. 3). No

obstante, debido a la alta dispersion de los valores, estas
diferencias no fueron significativas. La tasa de concepcion
sigue en aumento desde entonces (comunicacién personal).

Discusioén

En estudios realizados en diferentes lugares del mundo, se
observo que en los paises donde se aplican programas de
control, la seroprevalencia del BVDV a nivel individual y por
rodeo se reduce hasta 1,5 veces en comparacion con la de
paises que no implementan medidas de intervencion®’. Las
practicas sistematicas y los programas de control bien coor-
dinados tienen un claro potencial de éxito en la salud de los
animales y su productividad*'.

En regiones de baja seroprevalencia y baja densidad
poblacional no se emplean vacunas?, que si han sido uti-
lizadas en zonas con alto riesgo de reintroduccion viral?°.
Estos antecedentes nos motivaron a evaluar la factibilidad
de establecer medidas de control en condiciones de campo
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Manejo

Implementar medidas de mitigacion
de los posibles contagios.

Contar con instalaciones que
aseguren el bienestar animal.

Controlar la pastura compartida,
especialmente la que se brinda a las
hembras prefiadas.

Diagndstico

Identificar y segregar animales con
infeccion persistente.

Controlar para antigenos o genoma
viral todo ingreso, incluyendo
neonatos y semen.

Identificar causales de aborto.

Medir inmunidad vacunal.

Vacunacion

Vacunar a toda la poblacion del
predio que no padezca infeccion
persistente.

Realizar un protocolo de vacunacién
sistematico

Aplicar vacunas aprobadas por la
autoridad sanitaria.

Establecer medidas de higiene para
el personal, los materiales y los
equipos.

Respetar las indicaciones del
fabricante

Aplicar la vacuna correctamente

Figura 4 Resumen de la estrategia implementada para controlar la circulacion del BVDV. Se establecieron pautas que combinan
medidas de mitigacion, diagnostico y vacunacion. La identificacion y segregacion de animales persistentemente infectados (Pl) y la
aplicacion de la vacunacion sistematica de toda la poblacion no Pl constituye la base de la estrategia.

en 2 tambos representativos del sistema productivo nacio-
nal ubicados en la provincia de Santa Fe. Para el caso de
este estudio y debido a la alta seroprevalencia que tenian
ambos tambos (superiores al 50% y porcentajes de animales
Pl mayores del 2%), se opto por sumar al plan de control
la vacunacién sistematica, similar al modelo aleman'”%,
La estrategia de mitigacion del impacto del BVDV a campo
consistid, entonces, en combinar medidas de manejo, diag-
nostico y vacunacion para reducir la circulacion del BVDV
(fig. 4) y reducir el impacto de esta enfermedad viral en la
tasa de abortos y la tasa de concepcion, disminuyendo asi la
merma productiva.

Las pruebas diagnosticas son fundamentales para todas
las campanas de control y erradicacion. En este trabajo uti-
lizamos las pruebas de diagndstico para clasificar el estado
del rebano (ELISA de anticuerpos anti-NS3), para identificar
animales infectados con el BVDV y para la monitorizacion
continua a fin de confirmar el estado libre de BVDV (ELISA
de antigeno y RT-PCR anidada). Los ELISA comerciales utili-
zados resultaron ser eficientes en la deteccion de antigeno
viral y anticuerpos con la finalidad de identificar bovinos
Pl y segregarlos. No hubo diferencias en el diagndstico
individual mediante ELISA de antigeno o RT-PCR anidada,
aunque esta ultima técnica nos permitié trabajar con pools
de muestras, combinando hasta 30 muestras de suero,
segln datos previos* adaptados en nuestro laboratorio. Para
detectar antigenos en muestras de suero, recomendamos
constatar antes la ausencia de anticuerpos. No observa-
mos interferencia de anticuerpos en muestras de epitelio
auricular.

El 51% de los animales del tambo 1 presentaron serolo-
gia positiva al BVDV, mientras que este valor fue del 74%
en el tambo 2. Los valores de seropositividad encontrados
son similares a los reportados en otros paises en los que no
se aplican medidas de control’. El porcentaje de animales
Pl en ambos tambos se considera «alto» (>1,6%) seglin la
categorizacion propuesta en el metaanalisis de Scharnbock

et al.*’, lo cual es esperable en regiones en las que circula
el virus y no se aplican medidas de mitigacion.

Es importante que la vacunacion confiera altos niveles
de proteccion?’, sobre todo para prevenir las infecciones
transplacentarias que dan origen a terneros con infeccion
persistente y para brindar proteccion ante posibles rein-
troducciones del virus en el campo®. En este estudio se
utilizé una vacuna comercial que contiene una alta con-
centracion antigénica de BVDV inactivado por métodos
quimicos®®, formulada con un hidroxido de aluminio micro-
nizado combinado con un inmunomodulador, para alcanzar
mayor respuesta inmune. Los niveles de anticuerpos espe-
cificos neutralizantes en una muestra tomada al azar se
incrementaron significativamente en todos los animales eva-
luados entre los 0 y los 90dpy, luego de aplicar 2 dosis
espaciadas por 21 dias a toda la poblacion no PI. El titulo pro-
medio de anticuerpos neutralizantes alcanzado a los 90 dpv
fue de Log,Tit~" = 8 (desvio estandar 0,32), frente a un valor
promedio de 2 (desvio estandar 0,31) a los 0dpv. O sea que,
segln la clasificacion de Downey-Slinker'!, los titulos sero-
neutralizantes prevacunales eran «bajos» (<2 y <4) y la
vacunacion indujo titulos en la categoria de «altos» (> 6). En
el citado estudio se evaluo la respuesta inducida por 2 dosis
aplicadas con 21 dias de intervalo y se obtuvieron titulos
similares a los medidos en este trabajo. El valor alcanzado a
los 90 dpv es similar al informado en un trabajo tras la infec-
cion experimental con cepas BVDV-2* y al documentado en
la respuesta establecida frente a vacunas inactivadas com-
binadas en vacas prefiadas a los 37 dpv3.

El nimero de abortos al inicio del estudio era compa-
rable con el de explotaciones productivas con infeccion
endémica®?>*¢, Pudimos constatar una notoria disminucion
en el porcentaje de abortos, que resulté estadisticamente
significativa en ambos tambos al mantener al menos durante
2 anos las medidas de mitigacion. Dado que este trabajo
fue realizado a campo y en condiciones productivas, no
experimentales, no podemos descartar la presencia de otros
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agentes etiologicos que también son causales de abortos en
nuestro pais®. Datos de nuestro laboratorio indican que en
los casos en los que pudo analizarse tejido del feto abor-
tado o placenta, nunca se detect6 genoma del BVDV, pero si
se identifico la presencia de Neospora caninum, otro agente
etioldgico de abortos muy prevalente en nuestro pais®>. Es
importante tener en cuenta otras causas que producen abor-
tos en el ganado bovino, infecciosas y no infecciosas, como
los problemas carenciales, que no fueron considerados en
este estudio. Teniendo en cuenta esta posibilidad, resulta
notable que, al mitigar la incidencia de las infecciones por
un solo virus, se produjo una fuerte disminucion en la tasa
de abortos, que se verificd ya en el primer afo postinter-
vencion en el campo con menor seroprevalencia de BVDYV,
y en el segundo ano en el campo con mayor seroprevalen-
cia. Esto destaca una vez mas la relevancia de este virus en
las pérdidas reproductivas en tambos. Los resultados tam-
bién evidencian que, en los casos de alta prevalencia, seria
necesario sostener el programa de control durante al menos
2 afos para mitigar los efectos del BVDV sobre las pérdidas
reproductivas.

La tasa de concepcion aumento en los tambos al aplicar
las medidas de control, con valores similares a los obtenidos
en estudios publicados anteriormente. La reduccion en la
fertilidad fue documentada a campo en un rebano infectado
con BVDV, en el que se hallaron tasas de concepcion del
78,6% en las vacas inmunes y de apenas el 22% en animales
infectados*®. En otro estudio se demostrd que la infeccion
por el BVDV en el momento de la concepcion redujo las tasas
de prefez a los 77 dias: mientras que la tasa de prefez fue
del 79% en los animales control, fue del 33% en el grupo
expuesto al virus*.

La vacuna aplicada es una vacuna comercial cuya for-
mulacion combina antigenos de otros patdgenos virales y
bacterianos que se formulan juntamente con el BVDV (lla-
madas «vacunas reproductivas»). Esta vacuna comercial
logro aumentar los niveles poblacionales de anticuerpos
seroneutralizantes del rodeo, como se mencioné antes. Un
metaanalisis realizado en 2015%” proporciond apoyo cuan-
titativo al beneficio de la vacunacion en la prevencion
de enfermedades reproductivas asociadas al BVDV. Este
estudio muestra que la vacunacion con vacuna de virus
vivo modificado, inactivado, en formulaciones combinadas o
monovalentes, homologa, heteréloga a las cepas de campo,
logra disminuir los abortos hasta en un 45% en compa-
racion con cohortes no vacunadas. Los datos presentados
confirman que la aplicacion de una vacuna reproductiva
comercializada en Argentina brinda inmunidad suficiente
para ser utilizada en programas de control en condiciones de
campo.

En conjunto, nuestros resultados indican que el trabajo
coordinado de identificacion de animales Pl con su posterior
segregacion, sumado a la vacunacion sistematica de toda
la poblacion susceptible en condiciones de campo con alta
seroprevalencia de BVDV, se asocia a una mejora en los para-
metros reproductivos, con una disminucion en la tasa de
abortos, un aumento en la tasa de concepcion y la ausencia
de BVDV circulante. A la fecha, los tambos 1 y 2 mantienen
la aplicacion de este protocolo de trabajo, continGan libres
de animales Pl y tienen toda su poblacion animal vacunada,
condiciones en las que el BVDV ya no circula.

Se presentan por primera vez los resultados de un estu-
dio controlado para el manejo de las infecciones por el
BVDV en la Republica Argentina utilizando las herramien-
tas diagnosticas y las vacunas disponibles en el mercado.
Verificamos la factibilidad de reducir el impacto de las infec-
ciones por el BVDV en tambos aplicando diagndstico, manejo
y vacunacion. La identificacion de animales infectados per-
sistentemente con el BVDV, su segregacion del rodeo y la
vacunacion sistematica de toda la poblacion susceptible se
asocid a una mejora en los parametros reproductivos y a la
eliminacion de la circulacion viral en condiciones de campo.
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