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1 ABSTRACT

This study estimated Pestivirus infections and seropositivity frequency at herd-level,
species and region. Also, evaluated risk factors associated to small ruminants in
Nuevo Ledn, México. A total of 840 serum samples of different economical regions
(DDR) were obtained from July 2015 to August 2016. 67 caprine and 52 ovine herds
where analyzed by a commercial ELISA test. Moreover, a survey was focused to
detected risk factors that influenced presence of Pestiviruses. In addition to this,
pools of plasma coming of animals having over 90% seropositive or seronegative
herds where analyzed by RT-PCR and nested PCR. Also, oligonucleotides where
designed that recognize Pestivirus conserved genetic sequences. General
seroprevalence found was 44.3% (177/399) and 29.7% (131/441) for goats and
sheep’s, respectively. Furthermore, the presence of at least one seropositive animal
in herds presented 90.3% (47/52) and 61.9% (41/67) for ovine and caprine flocks.
Also, DDR seropositivity was between 43.5 to 44.2% for Anahuac (49/134),
Montemorelos (50/113), Galeana (124/285) and only 24.3% (75/308) for Apodaca.
However, serologic distribution not only was different among regions, but also this
result had higher indexes in the sheep of the state. Features such as regions, herd
size, type of production, presence of wild animals, low weight at birth, low growth
rating, introduction of new animals, absence of quarantine and veterinarian
assistance established a high association by Chi-square test (P<0.0001 — P<0.01).
Risk factors (P<0.05): Region (Montemorelos; OR 3.0; CIl: 95%, 1.7-5.1; Galeana;
OR: 2.2; Cl 95%, 1.3-3.9; Anahuac OR: 2.0; Cl 95%, 1.1 — 3.5), Ovine OR: 2.3; ClI
95%, 1.2 — 4.3; veterinary assistance OR: 1.8; Cl 95%, 1.2-2.8; milk production
system OR: 1.5; Cl 95%, 0.8-2.7; presence of other domestic animals OR: 1.4; CI
95%, 0.9-2.3; introduction of sheep’s/goats OR: 0.6; Cl 95%, 0.3-0.9 and not
applying quarantine OR: 0.5; Cl 95%, 0.3-1.0. RT-PCR/nPCR discovered genetic
sequences of Pestivirus in 5 of 21 pool samples (3 sheep and 2 goat’s herds) with
high seroprevalence herd rate. The fragment of 167 pb of such amplicons revealed
>99% similarity within a highly-conserved region inside the 5’UTR Pestivirus BVDV-
1 sequence. In conclusion, this indicates presence of a high circulation of Pestivirus
in small ruminant’s herds and probably in other susceptible species in the area. This
analysis provides fundaments to stablish programs focused on the control and
prevention of diseases associated to Pestivirus and reinforced biosecurity protocols.

Keywords: Pestivirus, seroepidemiology, risk factors, sheep, goats, biosecurity,
Nuevo Ledn, México.



2 RESUMEN

El propédsito del presente estudio transversal fue estimar la frecuencia de
seropositividad nivel de hato, especie, regidn y los factores de riesgo asociados a la
infeccidén por Pestivirus en caprinos y ovinos en Nuevo Ledn, México. Un total de
840 muestras de suero, obtenidas desde julio del 2015 a agosto del 2016 de
distintas regiones econémicas (DDR), a partir de 67 y 52 hatos caprinos y ovinos,
respectivamente; fueron analizadas mediante ELISA comercial. Un cuestionario
estructurado enfocado a detectar factores de riego para la presencia de Pestivirus
fue aplicado a los propietarios al momento del muestreo. Ademas, un coctel de
plasmas de animales seropositivos o seronegativos de hatos con seropositividad
>90% fueron analizados mediante RT-PCR y PCRanidado (RT-PCR/PCRa),
usando oligonucleétidos disefiados para reconocer regiones genéticas conservadas
de Pestivirus. La seroprevalencia general por especie fue 44.3% (177/399) y 29.7%
(131/441) para ovinos y caprinos, respectivamente. A nivel de hato el 90.3% (47/52)
de los hatos ovinos y el 61.9% (41/67) de caprinos resultaron con al menos un
animal seropositivo. Acorde al DDR la seropositividad fue de 43.5-44.2% para
Anahuac (59/134), Montemorelos (50/113) y Galeana (124/285) y de 24.3%
(75/308) para Apodaca. No obstante, la distribucién serolégica por tipo de hato
especie no fue homogénea de acuerdo a la regidn, resultando los ovinos con mayor
indice de seroprevalencia en todas las regiones del estado. Una fuerte asociacién
(P<0.0001 - P<0.01) fue calculada mediante Chi-cuadrada entre la seropositividad
con la regién, tamarno de hato, tipo de explotacidon, presencia de animales silvestres,
bajo peso al nacimiento, retraso del crecimiento, introduccion de animales
caprinos/ovinos, ausencia de cuarentena y asistencia veterinaria. Los factores de
riesgo asociados (P<0.05%) fueron: la regién (Montemorelos; OR:3.0; Cl:95%, 1.7-
5.1; Galeana; OR:2.2; Cl:95%, 1.3-3.9; Andhuac OR:2.0; Cl:95%, 1.1-3.5), ovinos
OR:2.3; Cl:95%, 1.2-4.3; asistencia de veterinario OR:1.8; Cl:95%, 1.2-2.8; sistema
de produccion leche OR:1.5; Cl:95%, 0.8-2.7; presencia de otros animales
domeésticos OR:1.4; Cl:95%, 0.9-2.3; introduccién de ovinos/caprinos OR:0.6;
Cl:95%, 0.3-0.9 y no aplicar cuarentena OR:0.5; Cl:95%, 0.3-1.0. Los analisis de
RT-PCR/PCRa evidenciaron secuencias genéticas de Pestivirus, en 5 de 21
mezclas de plasma (3 ovinos y 2 caprinos), de hatos con elevada seropositividad.
La secuenciacidén de los fragmentos de 167 pb revel6 >99% similaridad con una
regibn muy conservada dentro de 5'UTR del VDVB-1. Todo lo anterior indica
fuertemente la presencia y alta circulacion de Pestivirus en rumiantes pequenos
domésticos y probablemente en otras especies animales susceptibles de ésta area.
Estos analisis proveen los fundamentos para el establecimiento de programas de
salud animal enfocados en el control y prevencion de las enfermedades asociadas
Pestivirus, basados en instituir y reforzar la bioseguridad pecuaria.

Palabras claves: Pestivirus, seroepidemiologia, factores de riesgo, ovinos, caprinos,
bioseguridad pecuaria, Nuevo Ledn, México.



3 INTRODUCCION

Los virus son causantes de infeccion y dafo en todos los tipos de sistemas celulares
incluyendo procariotas y eucariotas. Lo mas notable de estas entidades bioldgicas
acelulares es que carecen de metabolismo, por lo que estrictamente deben de
reconocer e internarse en una célula hospedadora a fin replicarse. La apropiacion,
modificacion y uso de la maquinaria biosintética celular con propésito de replicar su
material genético (ADN o RNA) y constituyentes, mediante la expresién de su
material genético, conlleva a alteracion de la homeostasis celular y por lo tanto una
descompensacion a nivel de tejidos, érganos y sistemas de los organismos (Koonin,
Dolja, & Krupovic, 2015). Los virus sobreviven en las poblaciones animales cuando
estos son transmitidos a través de la infeccion de nuevos individuos debido a la
presentacion de receptores que son reconocidos por los virus y que los utilizan como
medio de entrada a las células. Dentro de las células el virus se replica, dando lugar
a cambios en el genoma que genera la adaptacion y evaluacién de estos a la

especie e inclusive pueden dar un salto interespecie.

Los miembros del género Pestivirus de la familia Flaviviridae son los agentes
causales de las enfermedades como la Diarrea viral Bovina; la Enfermedad de las
Fronteras (Border disease) y la Fiebre Porcina Clasica (lsken et al., 2014;
Schmeiser, Mast, Thiel, & Kbénig, 2014). No obstante, dentro de este género se ha
reportado la circulacion de aislados de los cuales aun no han sido clasificadas.

Dentro de estos se incluye el virus Bungowannah hallado en un brote de cerdos



neonatales o que nacieron muertos en Australia; el virus de la Jirafa, encontrado en
un foco de la enfermedad de las mucosas dadas en Kenia (Becher et al., 2014) y
aislados de jirafas; el virus atipico de pestivirus el cual fue encontrado en Europa en
un suero de feto bovino (Bauermann, Ridpath, Weiblen, & Flores, 2013; Decaro et
al., 2014); y el virus Pronghorn aislado de un antilope americano ciego (Bauermann

et al., 2013; Neill et al., 2014).

La sintomatologia caracteristica de las infecciones causadas por Pestivirus como
enterorrea, emaciacion, inanicion, problemas reproductivos en hembras, problemas
nerviosos en recién nacidos, causandoles ocasionalmente la muerte. Su
importancia econdmica radica en su rapida diseminacion y persistencia dentro de
los artiodactilos domésticos y silvestres, lo cual causa mermas economicas
importantes (Tait et al., 2013) para los productores. Dentro de la canal de carne se
pierden aspectos como marmoleo, peso de la carcasa y la carne magra lo cual
representa pérdidas financieras, también causa reducciones en el crecimiento, un
compromiso mas laborioso con los animales retrasados en el peso ideal de venta,
ademas de la aplicacion constante de tratamientos costosos, los cuales no surten

efecto de no ser diagnosticada esta enfermedad a tiempo.

Una particularidad de los Pestivirus, es el salto interespecie esto refiriéndose a que
el virus puede afectar a mas de una especie animal en particular, este género puede

ser hallado dentro de variadas especies Artiodactilas (Kautto et al., 2012) como



rumiantes domesticos y silvestres, los cuales pueden estar en contacto directo unos

con otros (Casaubon, Vogt, Stalder, Hug, & Ryser-Degiorgis, 2012).

Su grandiosa capacidad para atravesar la placenta durante la prefez es causante
de severos problemas reproductivos, entre ellos la reabsorcion embrionaria, la
muerte temprana de los fetos, malformaciones o el nacimiento de animales con
anticuerpos dependiendo del periodo de infeccidn de la hembra gestante. Si la
infeccion se realiza en el primer tercio de la gestacién antes que se desarrolle el
sistema inmune se produciran animales persistentemente infectados (pl), los cuales
producen una alta carga viral pero su organismo no forma una respuesta inmune

contra ellos (Lanyon & Reichel, 2014).

Estos animales persistentemente infectados (infectados con virus no citopéticos)
generalmente son de crecimiento retardado, débiles y mas propensos a las
infecciones del tracto digestivo y respiratorio. Si estos animales se superinfectan
con otra cepa distinta y de tipo citopatico pueden desarrollar una enfermedad
llamada enfermedad de las mucosas (MD; por siglas en inglés Mucosal Disease),

(Rajput et al., 2014) teniendo una mortalidad del 100%.

Los Pestivirus tienen distribucion mundial y su prevalencia puede variar entre cada
pais y region del planeta, siendo esto un factor importante en la transmisién del virus
entre las distintas especies animales. En el caso de México se tienen un prevalencia

de 33.6% en bovinos (Segura-Correa, Dominguez-Diaz, Avalos-Ramirez, & Araez-
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Sosa, 2010; Sanchez-Castilleja, Rodriguez Diego, Pedroso, & Cuello, 2012) de que
se pueda transmitir este virus entre los animales, pero informacion acerca de
caprinos u ovinos no se tienen en México y la prevalencia mundial oscila entre 2-

25% (Bachofen, Vogt, et al., 2013).

Existen programas de control alrededor del mundo contra los Pestivirus, los cuales
involucran un diagnostico del hato para la infeccidn, la implementacion de un
sistema de vacunaciéon donde la enfermedad este presente, la implementacion de
medidas de bioseguridad en el hato, el diagnostico de animales persistentemente
infectados (identificacidon serologica, molecular y/o cultivo celular), (Dias et al., 2014)
y la eliminacién de los pl, constante monitoreo de los hatos (Lanyon & Reichel,
2014). Los modelos de control y erradicacién dependen de la prevalencia y de las

leyes de control que cada pais y region.

La finalidad del presente estudio es reconocer la presencia, comportamiento
epidemioldgico y factores de riesgo asociados a Pestivirus en caprinos y ovinos del
Noreste de México, mediante la determinacion de la frecuencia serolégica y

molecular a nivel de especie, hato y region econémica en el estado de Nuevo Leon.



3.1 HIPOTESIS

Dado el comportamiento biolégico y epidemiol6gico que muestran los Pestivirus
es factible su presencia y alta circulacion hatos caprinos y ovinos del Noreste de

México.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia seroldgica y molecular, asi como factores de riesgo
asociados a la infeccién por Pestivirus en ovinos y caprinos del Noreste de

México.

3.2.1 Objetivos Especificos

e Determinar los indices de seropositividad, mediante cELISA comercial,
contra Pestivirus a nivel de hato, especie y regién econdémica en caprinos
y ovinos de Nuevo Leon al Noreste de México.

e Estimar los factores de riesgo asociados a la seropositividad contra
Pestivirus en hatos ovinos y caprinos de Nuevo Lebn, México.

e Detectar secuencias genéticas de Pestivirus en hatos caprinos y ovinos

mediante RT-PCR acoplada a PCR anidada.



3.3 JUSTIFICACION

Las caracteristicas bioldgicas de los Pestivirus, entre ellas el “salto inter-especie”
e inmunotolerancia, asi como su asociacién con efectos negativos en la
produccidn, enfatiza la importancia de determinar si en hatos caprinos y ovinos
del noreste de México; ocurre la presencia y circulacién de estos virus. Conocer
su presencia, seroprevalencia y factores de riego asociadas a la infeccién en
estas especies, permitird disenar programas sanitarios de prevencion, control y

erradicacion de las enfermedades asociadas a Pestivirus.



4 LITERATURA REVISADA

4.1 Clasificacion taxonomica

El Comité Internacional de Taxonomia Viral es un organismo a nivel internacional
que se encarga de agrupar los distintos tipos de virus en oOrdenes, familias,
subfamilias, géneros, especies, subtipos, entre otros. Los criterios que toma en
cuenta este comité para delimitar estas taxonomias son: la relacion genéticas y
antigénicas de los virus, el huésped de origen y el cuadro clinico que causan

(Brown et al., 2012).

Para el caso de los Pestivirus, pertenecen a un grupo de virus RNA de cadena
sencilla de polaridad positiva, la familia Flaviviridae. Esta familia consiste en
cuatro géneros actualmente: Flavivirus, Hepacivirus, Pestivirus (Riedel et al.,
2012) y un nuevo geénero Pegivirus (Stapleton, Foung, Muerhoff, Bukh, &
Simmonds, 2011). Los Pestivirus muestran gran similitud tanto en su estructura
gendmica como en el mecanismo de iniciacion de la traduccion con los

Hepacivirus que otros miembros del género Flavivirus (King, 2012).

El género de los Pestivirus reconoce a cuatro especies, siendo estas: el Virus de
la Fiebre Porcina Clasica (CSFV, de la terminologia en inglés Classical swine
fever virus) (Riedel et al., 2012), El Virus de la Diarrea Viral bovina tipo 1y 2

(BVDV, de la terminologia en inglés Bovine Viral Diarrea Virus) (King, 2012). El
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Virus de la Enfermedad de las Fronteras (BDV, de la terminologia en inglés
Border Disease Virus) (Avalos Ramirez, 2002; Avalos-Ramirez, Orlich, Thiel, &
Becher, 2001; Becher et al., 2003; King, 2012) y se proponen 4 especies atipicas
conocidas como Giraffe, Hobi, Proghorne-Antelope y Bungowannah (Booth,
Thomas, El-Attar, Gunn, & Brownlie, 2013) (Giangaspero, Apicella, & Harasawa,

2013).

4.2 Importancia Econémica

Los Pestivirus son patégenos importantes en los distintos tipos de explotaciones
comerciales a nivel mundial, especialmente dirigidas a rumiantes domésticos, los
cuales causan pérdidas econémicas severas (Bauermann et al., 2013; Xue,
Mattick, Smith, & Maxwell, 2009). Esto es debido a que pueden darse
enfermedades inaparentes e incluso severas, involucrando signologia
respiratoria, gastrointestinal, reproductiva, inmunolégica y endocrina. Estas
pérdidas en promedio rondan en £122 por animal en el caso de ovejas y se estima
una pérdida aun mayor de casi £ 32 millones en la industria de pequefios

rumiantes siendo mas afectada la especie ovina. (Vickers & Wright, 2007)

La pérdida mas importante es dada por los problemas reproductivos, debido a
que el virus afecta el tracto genital en hembras, cruzando la barrera placentaria y
por ende la infeccién del feto, causando complicaciones reproductivas como
abortos, reabsorciones embrionarias, mortinatos o animales persistentemente
infectados que pueden ser inaparentes a la enfermedad, estos ultimos pueden

presentar enfermedades secundarias o infecciones secundarias a Pestivirus que
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al superinfectarse mueren debido a la enfermedad de las mucosas. Debido a que
estas especies no es comun vacunarlas contra Pestivirus, es normal el
desconocimiento de la enfermedad en estos animales, causando como se

menciono pérdidas econdmicas en pequefos rumiantes.

La persistencia por parte de estos virus en ungulados puede deberse al ambiente,
ya que estos virus han creado rangos de resistencia al ambiente con un promedio
de 9 horas a 21°C o inclusive 67 horas a 4 °C de resistencia, lo cual puede
producir una transmision indirecta inter-especie (Kirchgessner, Dubovi, &

Whipps, 2013).

Entre todo esto la Unica manera de mantener a los animales libres, es por medio
de vacunacion en el caso del ganado, pero esto puede causar desconcierto al
momento del diagndstico, causando resultados falsos debido a la circulacion de
antigenos vacunales contra Pestivirus. En las otras especies al no tener una
vacuna contra la enfermedad el control se da aplicando medidas de bioseguridad
en los hatos, la deteccion y eliminacion de los animales persistentemente

infectados, estas ultimas medidas también se toman con el ganado bovino.

Dentro de las pérdidas que sufren los productores, se tiene un estudio por parte
de Bauermann y colaboradores, en el cual se estima que mas o menos por animal

existe una pérdida de $88 délares (Bauermann, Flores, & Ridpath, 2012). En
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Estados unidos un estudio demuestra que la diarrea viral bovina tiene una pérdida
economica entre $10 y $40 millones de dolares por cada millén de terneros (Curti

& Jaeger, 2013).

4.3 Espectro de Hospederos

Los Pestivirus afectan a una amplia gama de miembros el orden de mamiferos
ungulados (Artiodactyla). la cual representa a mas de 50 especies de rumiantes
y no rumiantes (Passler et al., 2014). No existen hospederos invertebrados. Los
virus de este género infectan principalmente cerdos (CSFV) (Dias et al., 2014),
rumiantes domésticos y silvestres (BVDV, BDV y otros especies atipicas)
(Bachofen et al., 2014; Fernandez-Sirera et al., 2011; King, 2012; Martin et al.,

2011).

La transmision horizontal ocurre por contacto directo o indirecto (Ej. Secreciones
nasales o urinarias, heces, alimento contaminado, pastas contaminadas etc.)
(Bachofen, Vogt, et al., 2013) mientras que la transmisién vertical
(transplacentaria) ocurre en todas las especies hospederas (Lamp et al., 2011).
La mezcla en pastas de hatos bovinos, caprinos y ovinos, asi como la
cohabitacién de praderas o pastas de rumiantes domésticos con los silvestres de
la zona aumentan la posibilidad de saltos interespecies de estos virus.

Se han detectado rumiantes silvestres que han sido afectados o diagnosticados

con presencia de antigenos o anticuerpos contra Pestivirus a diferencia de los
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animales domésticos comunmente conocidos, entre estos se encuentran la
cabras de los pirineos (Rupicapra pirynaica) (Fernandez-Sirera et al., 2014),
jirafas (Giraffa camelopardalis) (Avalos-Ramirez et al., 2001), antilope americano
(Antilocapra americana), venados rojos (Cervus elaphus), venado de corzo
(Capreolus capreolus), Venados cola blanca (Odocoileus virginianus) bufalos

(Bubalus bubalis), entre otras especies.

4.4 Propiedades de los viriones de Pestivirus

4.4.1 Morfologia de los Pestivirus

Estudios de la morfologia y estructura de los viriones de pestivirus reportan un
tamano en la mayoria de estos de 50 nm de diametro (cerca del 2% con tamarno
mayor a 65 nm) y con una forma esférica (Callens et al., 2016; Schmeiser et al.,
2014). Poseen una envoltura lipoprotéica derivada de las membranas celulares
(con contenido lipidico enriquecido de 2.3-3.5 veces mas en colesterol,
esfingomielina y hexocilceramidas y una reduccion de 1.5-5 veces de
fosfoglicéridos comparados con el contenido lipidico de las células de bovino
(Callens et al., 2016), asi como con 3 glicoproteinas E™s, E1 y E2 codificadas en
el genoma viral y expresadas en el sistema endomembranoso de la célula
infectada, las cuales son necesarias para el ingreso a la célula y la replicacién

viral (King, 2012; Schmeiser et al., 2014).
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La capside tiene un didmetro de 25 nm, esta conformada por la proteina C. El
genoma es una cadena sencilla de ARN de polaridad positiva de alrededor de

12,300 pb (Brown et al., 2012).

4.4.2 Genoma Viral de los Pestivirus

El virion posee un genoma de &cido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla de
polaridad positiva de aproximadamente 12.4 kb. (Schmeiser et al., 2014). El
genoma esta dividido en dos regiones no codificantes o no traducibles, “5-UTR
(870-385 pb) y 3-UTR (185-273 pb)” (de sus siglas en inglés Untranslated
Region) y una region codificante o un marco de lectura abierta “ORF” (de las
siglas en inglés “Open Reading Frame”) para una poliproteina. En la regién 5°-
UTR, carece de cap y contiene en su lugar un IRES (de sus siglas en inglés
Internal Ribosome Entry Site) (Friis, Rasmussen, & Belsham, 2012; Lattwein,
Klemens, Schwindt, Becher, & Tautz, 2012) que le permite ser traducido
directamente por los ribosomas de la célula (Decaro et al., 2012). Ambas regiones
poseen segmentos hipervariables y algunos muy conservados en todos los

pestivirus.

El marco de lectura abierta del genoma codifica una poliproteina de 3,900
aminodcidos (Risager, Fahnge, Gullberg, Rasmussen, & Belsham, 2013). Esta
poliproteina se madura en las proteinas virales no estructurales y estructurales a

través de cortes que se realizan durante y después de la traduccion mediante
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proteinas virales y celulares. El orden de las proteinas estructurales y no

estructurales del gen es 5' -NP°-C-E™S-E1-E2-p7-NS2-3(NS2-NS3)-NS4A-NS4B-

NS5A-NS5B-3' (Aberle et al., 2014; King, 2012).

4.5 Proteinas codificadas en el genoma de Pestivirus

4.5.1 Proteinas estructurales

Las proteinas que forman parte de los viriones (estructurales) son 4: una proteina
que forma la capside (proteina C, (14 kDa)) y 3 glicoproteinas que se encuentran
dentro de la envoltura lipoprotéica, la proteina E™S (44/48 kDa), la proteina E1

(33 kDa) y la proteina E2 (55 kDa) (Riedel et al., 2012).

La Proteina de la Capside (Proteina C) es polipéptido de entre 86-88 aminoacidos
con un peso aproximado de 14 kDa. Presenta una casi toda la proteina es
hidrofobica a excepciébn de 6 aminodcidos en su terminacion Carboxilo
(ALLAWA). Este sitio hidrofébico es procesado posteriormente por una enzima,
la peptidasa del péptido-senal. De esta forma se une al ARN viral e inicia la

morfogénesis del virus (Li et al., 2013).

Las tres glicoproteinas de la envoltura existen como complejos ligados por

puentes disulfuro embebidos en una capa bilipidica con una concentracién alta

de colesterol, esfingomielina y hexocilceramidas: la glicoproteina E™ como
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homodimero (Aberle et al., 2014) y las glicoproteinas E1 y E2 formando

homodimeros (E2-E2) y heterodimeros (E1-E2) (King, 2012).

La glucoproteina E™s (EO, gp 44/48) con un total de 227 aminoacidos y un peso
molecular entre 44-48 kDa, es altamente glucosilada (7-9 potenciales sitos de
glucocilasién de tipo N), asi como cisteinas para la formacidn de puentes disulfuro
para la formacién de homodimeros, generalmente forma parte de la envoltura
viral, pero también es secretada por las células infectadas. Aunque su actividad
siendo una endoribonucleasa no es del todo clara, se sabe que es importante en
la patogénesis ya que anticuerpos que inhiben su actividad ribonucleasa
neutralizan su infectividad y mutaciones que eliminan la actividad ribonucleasa
también atenda al el virus in vivo (Riedel et al., 2012). Ademas, funciona como
un ancla de membrana, también funciona como una peptidasa en la escision del
sitio entre esta misma y la proteina E1 y por ultimo como una senal de retencion
y secrecion en células infectadas (Aberle et al., 2014). Asi mismo se ha
observado en algunos estudios que previene la induccién de interferén (lgbal,
Poole, Goodbourn, & McCauley, 2004) . Asi mismo en trabajos experimentales
con Glucoproteina E™ recombinante se han detectado apoptosis en leucocitos
de cerdos in vitro lo que podria estar ligado a la marcada leucopenia que se
observan en infecciones naturales con algunas cepas de pestivirus (Bruschke,
Hulst, Moormann, van Rijn, & van Oirschot, 1997; Susa, Konig, Saalmuller,

Reddehase, & Thiel, 1992) .
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La glucoproteina E1, es una proteina transmembranal de tipo 1 (33 kDa), y con
un dominio N-terminal extracelular y uno C-terminal transmembranal, formando
heterodimeros con la glucoproteina E2 (55 kDa), sugiriendo su participacion
como una proteina de fusién de membrana tipo Il, pero ambas son necesarias

para su adhesion a la célula. (El Omari, lourin, Harlos, Grimes, & Stuart, 2013).

La glicoproteina E2 de los pestivirus, es una proteina transmembrana tipo 1 con
un dominio N-terminal extracelular y uno C-terminal transmembrana con distinto
tamanfno en aminoacidos en las distintas especies de pestivirus, como se describe
en el texto anterior forma homodimeros (E2-E2) y heterodimeros (E2-E1). Consta
de 4 dominios DA, DB, DC, DD orientados de la parte N-terminal a la C-terminal.
Posee 17 cisteinas conservadas en todas las especies de pestivirus que permiten
la formacién de enlaces disulfuro (1 enlace intramolecular y 8 intrermoleculares)
para formar la estructura terciaria y cuaternaria de la proteina. La proteina E2
tiene 4 glucosilaciénes de tipo N (oligosacarido ligado a la asparagina) en los
sitios N117, N186, N230, and N298. Los homodimeros de E2 estan relacionados
con el reconocimiento de receptores celulares y la infeccidn celular, mientras que
los heterodimeros de la proteina E2-E1 se cree que se relacionan con el proceso
de fusién de membranas (El Omari et al., 2013) (Li & Modis, 2014). Es la proteina
mas importante para la generacion de anticuerpos neutralizantes, la presencia de

los cuales en los animales puede prevenir la infeccién.
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4.5.2 Proteinas no estructurales

Los Pestivirus codifican 8 proteinas no estructurales: la autoproteasa no
estructural (NP©), la proteina P7 y las proteinas no estructurales NS2, NS3, NS4A,

NS4B, NS5A y NS5B (King, 2012).

La autoproteasa no estructural (proteina NP™) formada por 168 aminoacidos con
un peso molecular de 23 kDa, es una autoproteasa que se cataliza un corte en
los aminoacidos Cisteina-168 y Serina-193 liberandose a si misma de la
poliproteina resultante. Esta proteasa es importante para la replicacién viral y el
procesamiento de la poliproteina, se ha demostrado también que inhibe la
induccion de interferdn a través de una degradacién de IRF-3 (por sus siglas en
inglés Interferon Regulatory Factor 3) (Gottipati, Acholi, Ruggli, & Choi, 2014) en
el proteosoma de la célula infectada (Aberle et al., 2014). Esta accion previene la

apoptosis y la produccién de Interferon (Jefferson et al., 2014).

La proteina no estructural p7 compuesta por aproximadamente de 60-70
aminodcidos con un peso molecular de 7 kDa, es una proteina integral de
membrana con una estructura de hélice alfa, viroporina de clase Il A (formadora
de poros dependiente de los residuos 33-40 y 49 a 55), este domino se inserta
en las membranas de ER y Golgi y se cree que la funcion es de alcalinizacion del
lumen del aparato de Golgi. se presume que tiene un rol en el proceso de

desnudamiento del genoma y la produccién de virus infeccioso, juega un rol
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esencial en el ciclo de vida del pestivirus y contribuye a su patogenicidad (Gladue

et al., 2012; Largo, Gladue, Huarte, Borca, & Nieva, 2014).

La proteina no estructural NS2-3 (120 kDa) (King, 2012) es una proteina
multifuncional, importante y esencial en la producciéon de viriones infecciosos
(Lattwein et al., 2012). Esta proteina se detecta después de la infeccidén con todos
los Pestivirus generalmente asociado a cepas no citopaticas (ncp). En células
infectadas con Pestivirus citopaticos esta proteina es cortada en NS2 y NSS3,
donde grandes cantidades de NS3 pueden ser detectadas. Para cepas no
citopaticas y cepas de CFSV, solo una pequena fraccion de NS2-3 (King, 2012).
La NS2-3 tienen un papel esencial en la morfogénesis del virdn (Klemens,
Dubrau, & Tautz, 2015) . La proteina no estructural NS2 formada por 450
aminodcidos con un peso molecular de 40kDa, es hidrofébica un 40% y contiene
un motivo de unién de zinc el cual se une a metales i6nicos divalentes (King,
2012). La NS2 es una cisteina-autoproteasa que es responsable por el
procesamiento de NS2-3 para dar origen a NS2 y NS3 (Lattwein et al., 2012). La
NS3 se ha caracterizado como una serinproteasa similar a la quimiotripsina de
aproximadamente 80kDa (King, 2012) actla como una proteasa involucrada en
el procesamiento de poliproteinas (cortes entre NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B (Lattwein et al., 2012) y como una helicasa de ARN y una nucle6tido
trifosfatasa (NTPasa) involucrada en la replicacion (Riedel et al., 2012). Para que
NS3 tenga una actividad completa requiere NS4A como cofactor (Lattwein et al.,

2012).
18



La proteina no estructural NS4A con un peso aproximado de 10 kDa (King, 2012)
actia como un cofactor de la actividad de NS3 como proteasa, y regula los pasos
de escision de la poliproteina viral (Lattwein et al., 2012). Por otro lado, para la
proteina no estructural NS4B de 38 kDa en tamafio no se ha identificado
totalmente la funcion que esta desempefa, sin embargo, podria estar involucrado
en la replicacién y patogénesis de los pestivirus. Esta proteina se localiza en las
membranas intracelulares como una proteina de membrana integral y posee en
su region C-terminal un dominio similar al receptor Toll/interleucina-1 que cuando
se muta este sitio en cepas altamente virulentas, se ven atenuadas. Se ha
identificado también que la region N-terminal de la proteina de BVDV y de VCFV
puede actuar como modulador de la citopatogenicidad del virus y contribuye a la

replicacion del genoma (Tamura et al., 2015; Tamura et al., 2012).

La proteina no estructural NS5A se ha estudiado mas en los virus de CSFV, la
cual esta formada por alrededor de 497 aminoacidos, de un tamafo aproximado
de 58 kDa (King, 2012; Sheng et al., 2014), en este virus se ha descrito que
desempefia un papel importante en la sintesis del ARN y puede jugar un rol
importante en la regulacién tanto del RNA viral como del RNAm celular. Se ha
confirmado también que la parte C-terminal de esta proteina interactia con la
proteina C y esto esta a su ver relacionado con la infectividad del virus y su

capacidad de ensamblaje del virién (Tamura et al., 2012).
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La proteina no estructural NS5B también se ha analizado mayormente en el virus
CSFV, en el cual contiene un total de 718 aminoacidos con un peso molecular
aproximado de 77 kDa (King, 2012), es una ARN-polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) que se encarga de la replicacion del genoma del virus. Para llevar
a cabo esta funcion necesita de la interaccién con la proteina NS3 que actua
como una RNA helicasa y NTPasa y esta interaccidbn es esencial para la

replicacion del genoma y su traduccion (Tamura et al., 2012).

4.6 Replicacion de los Pestivirus

La infeccidn de Pestivirus es iniciada por una endocitosis mediada por receptores
y con proteinas de recubrimiento como las clatrinas, involucrando receptores
celulares como CD46 al cual se unen las glicoproteinas virales E1 y E2 (El Omari

et al., 2013) (King, 2012; Zircher, Sauter, Mathys, Wyss, & Schweizer, 2014).

Después de la endocitosis y desnudamiento del genoma, el ARN de polaridad
positivo directamente es traducido por los ribosomas, en este proceso, el inicio
de la traduccién es independiente de cap ya que se involucra un IRES presente
en la region 5-UTR del ARN (Jefferson et al.,, 2014; King, 2012). El
procesamiento de la poliproteina generada en esta traduccién ocurre co y
postraduccionalmente gracias a proteasas virales y celulares (Jefferson et al.,
2014). Generando proteinas no estructurales, descritas anteriormente,

necesarias para la replicacion el virus y su ensamblaje.

20



Las Proteinas no estructurales como NS3, 4A, 4B, 5A y 5B son necesarias para
la replicacion del ARN; (Jefferson et al., 2014). La proteina NS5B es una ARN
polimerasa dependiente de ARN que se encarga de la replicacion del ARN viral
(King, 2012). La formacion de cadenas negativas de ARN en células se da entre
las 10 y 12 horas post-infeccion (King, 2012), en este tiempo se inicia la
replicacion en sentido 3 con el fin de ser usadas como plantillas las para la
sintesis de cadenas positivas de RNA, lo cual coordina tanto la traduccién como

la replicacion del RNA viral.

Tanto la maduracion como el ensamblaje de viriones se inicia por medio de
protusiones propias de la membrana del lumen del reticulo endoplasmico, estas
viriones se forman a partir de la nucleocapside y de envoltura lipidica con la
proteina E2, es en este sitio donde inician las modificaciones postraduccionales
de las proteinas Erns, E1 y E2 (glucosilacion de tipo N y formacién de puentes
disulfuro), los viriones se acumulan en este organelo para luego trasladarse al
aparato de Golgi y terminar su procesamiento y posteriormente ser liberados por
exocitosis (Jefferson et al., 2014; Schmeiser et al., 2014). Las proteinas p7, NS2,
NS3, NS4A y NS5B tienen un papel importante en el ensamblaje de viriones
infectivos, pero segun estudios de Liang y colaboradores no solo las proteinas
no estructurales son utiles, sino también la proteina estructural E2. Esta dltima
junto con la interaccion de p7, se cree que participa en el ensamblaje de viriones
de los Pestivirus reduciendo la acidificacion de la vesicula intracelular para la

produccién de progenie infecciosa (Liang et al., 2009).
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4.7 Propiedades antigénicas

Los miembros de las distintas especies que forman el género Pestivirus estan
relacionados genéticamente y antigénicamente. Dentro de las proteinas contra
las cuales se ha detectado anticuerpos circulantes en los rumiantes son
mayormente anticuerpos contra la E2 y la E™ que forman parte de la envoltura.
De estas la proteina E2 es la mas antigénica y contra la cual se forman
anticuerpos neutralizantes ya que posee dominios que permiten la interaccién
con los receptores celulares para la infeccién o penetracion del virus (Abe et al.,
2016). Los anticuerpos contra Erns aunque no son neutralizantes se han utilizado
en el diagnéstico de algunas especies de pestivirus en vacunas marcadas, donde
se utiliza la proteina recombinante E2 como vacuna y se detectan anticuerpos
anti — E™s para diferenciar de aquellos producidos por infecciones naturales (Luo
et al.,, 2013). También se producen anticuerpos contra las proteinas no
estructurales, destacandose los anti-NS2-3, sin embargo, estos se produciran
solo si se presenta una replicacion del virus en el hospedero. Anticuerpos
monoclonales contra E2, E™ y NS2-3 se utilizan para las distintas pruebas
serolégicas para el diagnostico de infecciones por pestivirus (Vega, Rosell,

Paton, & Orden, 2000).
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4.8 Enfermedades causadas por Pestivirus en pequeios rumiantes

4.8.1 Enfermedad de las Fronteras

4.8.1.1 Transmision

El Virus de la enfermedad de las Fronteras (BDV) puede ser transmitida
horizontalmente entre animales infectados y susceptibles a través de diferentes
formas o verticalmente (infeccion transplacentaria) (Tinsley, Lewis, & Brilisauer,
2012). El contacto directo con animales pl (persistentemente infectados) es la
ruta mas eficiente pata mantener la infeccion en una poblacion animal (King,
2012), asi mismo, el pl puede contaminar con sus fluidos los sitios de estancia y
asi permitir la transmisién indirecta (Tinsley et al., 2012). La probabilidad de la
transmision por métodos indirectos depende del tiempo, temperatura, movimiento
y dosis del virus, por ejemplo, en el semen de machos PI, inyectables

contaminados o embriones contaminados (King, 2012; Tinsley et al., 2012).

La transmision vertical es la causante de producir animales persistentemente
infectados entre los 60 - 80 dias de gestacion (Cabezoén et al., 2010; Fernandez-
Sirera et al., 2012; W. Li et al., 2013). Posterior a los 120 dias de gestacion las

crias pueden nacer con anticuerpos (Fernandez-Sirera et al., 2012).

4.8.1.2 Manifestaciones clinicas

El resultado de una infeccion con Pestivirus depende del estado inmunoldgico del

animal principalmente, ya que los signos tienden a manifestarse en animales
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mayores a 4 meses de edad al disminuir la inmunidad materna, o aquellas crias
que nacen con problemas de un mal desarrollo fetal (Lanyon, Hill, Reichel, &

Brownlie, 2014).

La enfermedad de las fronteras en ovinos y caprinos se caracteriza basicamente
por manifestaciones de pirexias alrededor de 6 a 9 dias post-infeccion, anorexia
y lesiones en mucosas, enterorreas, tremores, caquexia, alopecia,
hiperpigmentacién de piel y varios grados de alteraciones neuroldgicas, como:
ataxia, debilidad y dificultad en el movimiento (Cabezon et al., 2011). Ademas de
una conformacién corporal anormal y pelo en la regién de la dorsal y la craneo

esto ultimo en el caso de animales pl (Li et al., 2013).

En las crias la infeccion es asociada con signologia respiratoria y gastrointestinal
(Yesilbag et al., 2014) como tos y enterorrea (Steffen et al., 2014). Pero estos
sintomas también pueden ser el resultado de infecciones recurrentes o

secundarias.

La signologia en hembras se caracteriza con problemas reproductivos, entre los
que destacan los abortos, crias que nacen muertas, hembras estériles,
desordenes congénitos en corderos y caprinos existiendo debilidad en crias (Liu
et al., 2013). Este tipo de virus en pequefnos rumiantes al igual que en bovinos

produce animales persistentemente infectados (Liu et al., 2013).
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Entre las lesiones nerviosas se presentan en animales que padecieron
infecciones durante la prefiez, causando problemas en el desarrollo fetal entre
las cuales se incluyen: hipoplasia cerebelar, porencefalia, hidrocefalia y
meningoencefalomielitis con hipomielogénesis (Toplu, Oguzoglu, Epikmen, &

Aydogan, 2011).

Un gran porcentaje de ovejas postnatales infectadas presentan enfermedades
subclinicas, pero pueden presentar signos medios o0 inaparentes en animales
adultos. Estos pueden manifestar una viremia corta la cual acaba cuando los

anticuerpos neutralizantes se desarrollan (Cabezén et al., 2011).

En infecciones postnatales de efecto medio, reportan signos como pirexia leve,
con una linfopenia transitoria, lo cual luego sigue con una seroconversion
(Fernandez-Sirera et al., 2012). La signologia entre ovejas y cabras puede ser
similar, pero varia en ciertos aspectos, como las capas de pelaje mas densas que
son visibles en animales pl, ademas de problemas endocrinos como la aparicion
de hiperpigmentacién en el abdomen, mas presentes en ovinos por su

susceptibilidad.

En el caso de machos adultos, una infeccién aguda puede ser asociada con una
transitoria deficiencia en la calidad del semen. Hay indicaciones que el virus

puede persistir y replicarse en tejido testicular por mas de 6 meses, pero aun asi
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no puede ser aislado del semen. Ademas de esto puede ser transmitido por

inseminacioén artificial con semen contaminado (Newcomer et al., 2013).

Los animales pl en ovejas se les conoce como “Hairy Shakers”, esto hace énfasis
en la aparicidn de una capa de pelaje mas densa en las areas de la cabeza, parte
inferior de la mandibula y el dorso de los animales (Cabezén et al., 2011). Este
es un sindrome de las mucosas causado por una superinfeccidbn descrito
ocasionalmente en ovejas el cual tiende a presentar debilidad, depresion,
caquexia enterorrea aguda y la muerte en un lapso de 5-14 dias. Pero el grado
de proteccion fetal contra retos heter6logos puede ser genotipo-dependientes

(Lanyon, Hill, et al., 2014).

4.8.1.3 Patogenia

Se conoce que el virus se localiza en el tejido linfoide 4 a 10 dias post-infeccion
pero esto intermitentemente y a niveles bajos principalmente en macréfagos,
linfocitos de tonsilas y en las placas de Peyer (Peterhans, Bachofen, Stalder, &
Schweizer, 2010), las cuales constituyen las células blanco de la replicacién viral,
lo que genera una serie de factores inmunosupresores como la reduccién de la
quimiotaxis, supresion de las respuestas proliferativas de células mononucleares,
alteracién de la funcién neutrofilica, al nivel de disminuir su capacidad de
degranulacién, asi mismo, decrece la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos y la liberacion de un inhibidor de la actividad de las IL-1 (Peterhans

et al., 2010), esenciales para el desarrollo normal y maduracién de linfocitos.
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Estos efectos, pueden facilitar el ingreso de otros microorganismos coinfectantes
0 aumentar la severidad de estos (Lanyon, Hill, et al., 2014).

Luego de la replicacion en células linfociticas, su diseminacién se da por el
torrente sanguineo hacia otras células epiteliales, al llegar a estas células se
promueve la activacion y diferenciacion de monocitos, pero al mismo tiempo crea
una inhibicién de la presentacion del antigeno a células T. Esta inhibicién causa
una inflamacion incontrolable que aumenta la viremia, la proteina NS3, se
encarga de la induccién de apoptosis tanto intrinseca como extrinsecamente. Los
cambios en las placas de Peyer causan atrofia y una disminucién de linfoides,
dando una apariencia de necrosis. En el estrato espinoso lleva a una interrupcion
en las uniones celulares de células epiteliales, esto casusa a la ruptura de las
superficies epiteliales ocasionando erosiones y ulceraciones del tejido conectivo.
En el caso de fetos, se da las lesiones teratogénicas incluyendo atrofia cerebelar,
degeneracion ocular, braquignatismo, formacion de pseudoquistes en el cerebro,
timo y retardo en el crecimiento 6seo y pulmones, se da también vasculitis
cerebelar, ademas de edema y necrosis de la lamina germinal; causando

hidrocefalia e hipomielinizacién (Lanyon, Hill, et al., 2014).

4.8.1.3.1 Infeccion en hembras no prenadas

En hembras no prefiadas la infeccién es la mayoria de los casos subclinica, pero
dependiendo del genotipo y la especie se puede producir una enfermedad severa
donde los animales sucumben a la infeccién. El virus causa leucopenia y

trombocitopenia (Newcomer et al., 2013) el grado y persistencia de estos
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hallazgos hematologicos estan asociados a la severidad de la infeccion asi como

el grado de viremia (Steffen et al., 2014).

4.8.1.3.2 Infeccion en animales con inmunidad pasiva

Terneros o corderos que reciben calostro con anticuerpos de Pestivirus, alcanzan
una inmunidad pasiva que los protege de infecciones durante el primer de mes
de vida (King, 2012). Los anticuerpos maternales son detectables unas horas
después de la primera ingestiéon y declinan a una tasa de la mitad de los titulos
de anticuerpos restantes cada 21 dias. La duracién de esta proteccion depende
de la concentracién de anticuerpos neutralizantes en el calostro, la cantidad
ingerida y también posiblemente por la exposicién del cabrito y cordero. Los
anticuerpos pasivos pueden detectarse por 4-6 meses (King, 2012). En el caso
de animales pl los anticuerpos maternos declinan a un nivel mas rapido. La
vacunacion interfiere con la inmunidad pasiva en el caso de los bovinos (Ellis,
West, Cortese, Konoby, & Weigel, 2001). Demostraron que la vacunacién antes
de una disminucién de anticuerpos maternales no protege contra la infeccion de
BVDV tipo Il. En otro estudio realizado por (Brar, Johnson, Muscoplat, Shope, &
Meiske, 1978) demostré que los terneros no respondian serolégicamente a la
vacuna hasta que los anticuerpos maternales hayan disminuido esto dandose
luego de 200 dias, ambos experimentos fueron realizados en bovinos, debido a

la existencia de vacuna en esta especie.
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4.8.1.3.3 Infeccion en hembras prenadas

El virus muestra afinidad por células con divisién rapida, y un feto en desarrollo
es un sitio favorable para la replicacion. En hembras prefiadas no inmunes el
virus infecta el feto (Passler et al., 2014). Aun asi, la ruta exacta de como el virus
alcanza el feto no es clara, asi como la secuencia de tiempo para la infeccion de

diferentes tejidos.

El resultado especifico de la infeccion viral depende de la etapa de gestacién,
(Bachofen et al., 2014). Por lo que se puede presentar fallas al momento de
concepcién, el nacimiento de terneros persistentemente infectados (pl),
(Bachofen, Bollinger, Peterhans, Stalder, & Schweizer, 2013) malformaciones,
muerte fetal, abortos, (O’Sullivan et al., 2011) momificaciones, retardo en el
crecimiento intrauterino y terneros muertos o débiles (O’Sullivan et al., 2011). Los
abortos pueden aparecer en cualquier momento de la prefiez y no estan

asociados con el tiempo de infeccion.

4.8.1.3.4 Animales persistentemente infectados

Las infecciones en el 50-63 dia de gestacidn, antes que el feto desarrolle su
sistema inmune, puede resultar en una infeccion persistente, en el caso de
pequenos rumiantes (Bachofen, Bollinger, et al., 2013; Bachofen et al., 2014).
Estos animales pl son los transmisores claves de la infeccidn, debido a que
producen y descargan grandes cantidades del virus en todo tipo de fluidos
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corporales (Bachofen, Bollinger, et al., 2013). Tipicamente los animales pl no
desarrollan una respuesta de anticuerpos al virus, hasta el paso de la inmunidad
maternal, pero si son expuestos a cepas heter6logas estas produciran
anticuerpos neutralizantes (King, 2012). Estos a su vez pueden afectar la
habilidad para aislar virus de dichos animales. Animales pl tienden a ser
inmunodeprimidos o0 inmunosuprimidos, siendo susceptibles a otras
enfermedades (Bachofen et al.,, 2014). Esta razén es la causante que estos
animales mueran o sean sacrificados antes de la edad adulta, a pesar de esto

los animales pueden ser sanos clinicamente (Byers et al., 2011).

Las hembras que son pl que llegan a la edad adulta pueden concebir, de esta
manera la infeccién es transmitida a fetos siendo esta descendencia de animales

pl (Byers et al., 2011).

4.9 Otras Infecciones por Pestivirus en pequeios rumiantes.

La signologia de BVDV reportada en ovinos y caprinos es caracterizada por
manifestaciones reproductivas principalmente como muertes fetales, abortos o la
aparicién de animales pl, pirexia, diacriorrea (Bauermann, Falkenberg, Decaro,
Flores, & Ridpath, 2015), ademas de casos de enterorrea, pero reportes de
caprinos con ausencia de problemas reproductivos son raros. También se

presentan casos de bronconeumonia debido a inmunosupresion, causando al
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mismo tiempo casos de enteritis y serositis. En el caso de cerdos las infecciones
por CSFV se caracterizan por caquexia, hemorragias, leucopenia (Tao et al.,
2013) y ulceras gastrointestinales, variando en su severidad, ademas de su
ubicacion que pueden ser tanto en extremidades como mucosidades orales
(Nelson, Duprau, Wolff, & Evermann, 2016). En el caso de ser infecciones por
BVDV no existen signos aparentes, pero al ser otro tipo de pestivirus a CSFV se
asocian al igual que pequefnos rumiantes a problemas reproductivos, pero se
reportan signos como hipertermia y célicos, en el caso de lechones se describe
anemia, pelo hirsuto, retardo en el crecimiento, tremores, conjuntivitis, diarrea,
poliartritis, petequias en piel y cianosis en las puntas de las orejas. (Tao et al.,

2013)

4.10 Diagnostico de enfermedades causadas por Pestivirus.

El diagnéstico de las enfermedades causadas por los Pestivirus es uno de los
ejes centrales en los programas de control y erradicacion de las mismas. A nivel
internacional la OIE en su manual para el diagnéstico de la enfermedad de los
animales terrestres establece la normativa internacional para el diagnéstico de
las enfermedades causadas por las distintas especies de Pestivirus (Stewart,
2012), asi como también los propios paises establecen normas zoosanitarias

nacionales para este mismo propdésito.
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Para el caso de los pestivirus la prueba de oro para su diagnostico es el
aislamiento viral que se confirma con pruebas como inmunofluorescencia o
inmunoperoxidasa con anticuerpos especificos anti-pestivirus (Stewart, 2012). La
deteccion indirecta de la infeccidn por miembros de este género se da a través
de la respuesta inmune que estos generan en el huésped produciendo
anticuerpos anti-pestivirus a través de seroneutralizacién y pruebas de ELISAS,
principalmente. (Stewart, 2012) Las pruebas moleculares en las ultimas décadas
han permitido detectar fragmentos de los acidos nucleicos en los fluidos y tejidos
corporales de los animales con infecciones con sintomatologia sugerentes de
esta infeccion a través de la Reversa Transcriptasa-Reaccion en Cadena de la
Polimerasas en su modalidad de punto final o tiempo real. Asi como también, la
observacion de viriones en muestras con o sin uso de inmunomarcaje a través

del microscopio electrénico (Stewart, 2012).

4.10.1 Aislamiento Viral

El aislamiento viral se realiza de acuerdo al diagnéstico y la especie animal de la
cual proviene, en diferentes lineas celulares (MDBK, SFT-R, BEL 26, ente otras)
y en distintos tiempos de incubacion. De los animales vivos, se puede hacer el
aislamiento de estos pestivirus a partir de diferentes muestras, entre las cuales
se encuentra el suero, a partir de capa leucocitaria, muestras de leche, heces,
muestras de descargas nasales, muestras de descargas vaginales y por

supuesto muestras de distintos tejidos a la necropsia, segun el sindrome en el
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que participa el virus (respiratorio, digestivo o reproductivo) (Rimenapf & Thiel,
2008). Estas muestras se procesan acorde a los protocolos de diagnéstico de la
OIE para estos virus y finalmente se filtran por una membrana con tamario de

poro de 0.2 um. (Rimenapf & Thiel, 2008)

Si las células son permisivas (es decir pueden ser infectadas por el virus) el virus
se replicara en las siguientes 24-48 horas postinfeccion. La replicacién del virus
causara ciertos efectos en la célula que podran o no ser visibles al microscopio

optico. (Rumenapf & Thiel, 2008)

De acuerdo al efecto que el virus produce en las células existen dos biotipos. Las
cepas citopaticas (cp) que desencadenan la apoptosis en las células infectadas
causando un efecto citopatico (CPE) (Fig. 1y 2) y las cepas no citopaticas (ncp)
que inhiben la apoptosis en células infectadas y estas se observan
aparentemente normales (Rimenapf & Thiel, 2008). Los viriones producidos en
la infeccion se secretan al medio de cultivo pudiendo asi infectar otras células.
Mayor dosis infectiva con virus cp, mayor CPE en la monocapa celular por lo que
el periodo de incubacion varia acorde a carga viral de la muestra y patogenicidad
de la misma para este biotipo. Los biotipos no citopaticos son un contaminante
frecuente de uno de los principales insumos de cultivo celular que es el suero
fetal bovino. Estos virus pasan y sobreviven a los métodos de esterilizacidon
(filtracién e irradiacion) por lo que es importante comprobar con por pruebas

regulares que tanto los sueros usados como los cultivos celulares estan libres de
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virus, ya que la replicaciéon del mismo altera el metabolismo celular, lo que podria

generar resultados no confiables (OIE, 2012).

Independientemente del biotipo se debe realizar una prueba confirmatoria para
demostrar el aislamiento del virus, ya que las cepas ncp no causan efecto sobre
la monocapa celular y el efecto CPE causado por los virus ncp no es exclusivo
de este virus. Las pruebas confirmatorias que se realizan a partir de la monocapa
del cultivo son la inmunofluorescencia indirecta, la inmunoperoxidasa indirecta o
directa y a partir de la monocapa el sobrenadante una RT-PCR (OIE, 2012). Los
sobrenadantes de estos cultivos positivos se guardan a -70°C para su posterior

utilizacién en otras técnicas (OIE, 2012).

Las desventajas de esta técnica son el alto costo para la implementaciéon de un
laboratorio, personal altamente capacitado y el tiempo de incubacién de la
muestra tardandose hasta una semana para la obtencién de los resultados. Las
ventajas es la prueba con mayor sensibilidad para el diagnostico de pestivirus,

siendo esta la prueba de oro (OIE, 2012).

4.10.2 Inmunofluorescencia indirecta (IFl) en cultivo celular

Es una prueba simple, rapida y altamente sensible, detecta principalmente
proteinas como NS2-3 y E2 utilizando anticuerpos monoclonales y policlonales
especificos que estan dirigidos contra la proteina a detectar. Los anticuerpos mas
usados son los monoclonales especificos contra Pestivirus, producidos de

hibridomas murinos utilizandose un anticuerpo anti-raton marcado con
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fluorocromos (FITC, CY3, entre otros) evidenciando la interaccién monoclonal-
proteina de BVDV (OIE, 2012). Resultados positivos se observan cuando dentro

del cultivo una célula posee fluorescencia en su citoplasma (Figura 1).

Figura 1.Inmunofluorescencia Indirecta de una infeccion por Pestivirus en
células MDBK.

Monocapa celular con confluencia del 80% fueron infectadas con la cepa cp NADL-
BVDV1, después de 48 horas postinfeccidn fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo
monoclonal anti-NS3 y un segundo anticuerpo cabra anti-ratdn marcado con Cy3. La
fluorescencia se puede observar en el citoplasma de las células infectadas. Fotografia
cortesia de Cedillo-Rosales S.

4.10.3 Inmunoperoxidasa indirecta en cultivo celular

Es una prueba de inmunodeteccion rapida, detecta antigenos virales cuando
existe una replicacion viral en cultivos celulares. Es una prueba similar a
inmunofluorescencia, sin embargo, en este test se utiliza un anticuerpo
monoclonal o policlonal (IPO directa) o un anticuerpo anti especie (IPO indirecta)

marcado ligado a la enzima peroxidasa (PO). El montaje de la técnica es similar
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a la IFI, sin embargo, aqui se agrega ademas un sustrato que es degradado por
la PO permitiendo un cambio en la coloracion de muestras positivas. La lectura
se realiza mediante un microscopio invertido de campo claro observando un
precipitado de color oscuro en el citoplasma de la célula infectada (OIE, 2012).

Ambas pruebas son muy especificas y con alta sensibilidad, las desventajas son

que se requiere de una infraestructura costosa y alta capacitacion técnica.

Figura 2. Inmunoperoxidasa Indirecta de una infeccion por Pestivirus en
células MDBK.

Monocapa celular con confluencia del 80% fueron infectadas con la cepa cp NADL-
BVDV1, después de 48 horas postinfeccién fueron fijadas y tefidas con un anticuerpo
monoclonal anti-NS3 y proteina G-Porque degrado un sustrato. Las presencias de
precipitado color rojizo en el citoplasma celular indican infeccién viral en las células.
Fotografia cortesia de Cedillo-Rosales S

4.10.4 Ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISAS)

La ELISA (de sus siglas en inglés “Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay’) es la

técnica frecuentemente mas usada para la deteccion de anticuerpos o antigenos
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en muestras de suero, sangre completa y leche (Eiras, Arnaiz, Sanjuan, Yus, &
Diéguez, 2012). Utiliza el concepto de la union de un antigeno a su anticuerpo
especifico, 1o cual ayuda en la deteccién de cantidades muy pequenas de
proteinas o anticuerpos en muestras de fluidos. Este complejo inmune es
evidenciado por una enzima peroxidasa unida a un anticuerpo que degrada un
sustrato indicando la presencia del complejo inmune. Este tipo de pruebas puede
ser cuantitativa o cualitativamente. Existen dos tipos aquellas que detectan

anticuerpos y las que detectan antigenos.

4.10.4.1 ELISA para la deteccion anticuerpos contra los Pestivirus

Existen varios formatos de ELISAS para la deteccion de anticuerpos, los mas
usados para la deteccion de anticuerpos contra pestivirus son los ELISA

indirectos y el ELISA de competencia.

En la ELISA indirecta, un antigeno se liga a la fase sélida (una microplaca de 96
pozos), el cual captura los anticuerpos presentes en la muestra. Posteriormente
se evidencia esta unién con un anti-especie marcado con peroxidasa, la cual a
su vez degrada un sustrato y el resultado se lee por la mediciébn en un
espectrofotometro de la coloracién resultante (Densidad éptica (OD)), donde a
mayor OD, mayor cantidad de anticuerpos de la muestra capturada, mayor
cantidad de anticuerpos anti-especie marcados con PO y mayor sustrato
degradado (OIE, 2012). Para la deteccién de anticuerpos para Pestivirus existen

estuches comerciales de ELISA para la deteccidén de anticuerpos anti-p80/NS3,
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se utilizan en el diagnostico para infecciones naturales o aquellas originados por
vacunas inactivadas utilizando como muestras, suero, plasma y leche (Eiras et

al., 2012).

En las ELISAS de competencia para la deteccién de anticuerpos se utilizan dos
tipos de fases, una ELISA Sandwich donde se fijan a la placa anticuerpos de
captura de un antigeno y un antigeno fijado a este, lo que permite la captura de
los anticuerpos de la muestra (suero, plasma), posteriormente se agrega un
anticuerpo contra el antigeno capturado y marcado con PO y un sustrato por
degradar. Si existen anticuerpos en la muestra se ocuparan los sitios en los
antigenos y el anticuerpo marcado con PO no se une por lo que, a mayor titulo
de anticuerpos, menor OD en la lectura. En el caso contario, si no existen
anticuerpos en la muestra los sitios en los antigenos son ocupados por el
anticuerpo marcado con PO y tendra una mayor OD. En algunas ELISAS por
competencias los antigenos son directamente fijados al pocillo de la placa y el
resto del concepto es similar al ya descrito arriba. Las ELISAS de este tipo que
detectan anticuerpos anti-pestivirus son disefiadas principalmente contra NS3

(OIE, 2012).

4.10.4.2 ELISA para la deteccion de antigeno de Pestivirus

Las ELISAS que detectan antigenos tienen un modelo de captura o de tipo
sandwich. Donde el estuche comercial utiliza para la captura del antigeno un

anticuerpo que se fija en los pocillos de la microplaca de titulacién. La muestra
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(plasma, suero, leche, entre otros) que posee el antigeno (proteina o viriones)
son capturados por este anticuerpo, posteriormente esta unidén se evidencia con
la unién de un anticuerpo contra el antigeno marcado con PO y la degradacién
de un sustrato. A mayor antigeno fijado, mayor anticuerpo-PO fijado, mayor
degradaciéon de sustrato y mayor OD. En muestras negativas no se adhiere
antigeno, por lo tanto, tampoco anticuerpo-PO y abra una menor OD. Existen
ELISAS de captura de antigeno para Pestivirus basadas en la proteina Erns y

E2, asi como de NS3.

La sensibilidad y especificidad de este tipo de pruebas en menor al aislamiento
viral. Sin embargo, el tipo de equipo y la capacitacién de los técnicos no son tan
exigentes como en el aislamiento celular. Otra ventaja es el alto numero de
muestras que se pueden procesar y la rapidez con que se obtienen los resultados

(pocas horas) comparada con dias que se requiere para el aislamiento.

4.10.5 Métodos moleculares para el diagndstico de infecciones por Pestivirus

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa es una reaccién enzimética in vitro
amplificando millones de veces una secuencia especifica de ADN o RNA durante
varios ciclos repetidos, en donde la secuencia blanca es copiada exactamente.
Para ello, la reaccién aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que
tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el DNA en las células. En la reaccién

el segmento a amplificar proviene de una muestra de ADN (gendmico, extra
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cromosomico o viral). Cuando el acido nucleico es de tipo ARN (celular o viral)
se utiliza un paso adicional al PCR donde una enzima transcriptasa reversa o
retrotranscriptasa que produce una cadena complementaria de ADN (ADNCc), a
partir del cual posteriormente se realizara un PCR, denominando a esta técnica
Transcripcién Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Los
elementos importantes son el DNA o cDNA purificado, la enzima ADN-
polimerasas, oligonucleoétidos, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTPs),
el cloruro de magnesio, buffer y agua. En proceso se lleva a cabo en ciclos que
comprenden un paso de desnaturalizacion de la molécula de ADN, un paso en la
alineacion de los oligonucleétidos y un paso de extension o formacion de las

nuevas cadenas del ADN.

En el caso de los Pestivirus como poseen un genoma de ARN de cadena sencilla
de polaridad positiva el método que se utiliza para su diagnéstico es el RT-PCR
a partir de distintas areas del genoma de los pestivirus, aunque la mayoria de los
segmentos seleccionados se encuentran en las regiones mas conservadas que
esla5UTR (OIE, 2012). Esto puede tener un valor especial cuando se sospecha
contaminacioén virica de bajo nivel, por ejemplo, en animales con poca carga viral
0 en productos biologicos tales como vacunas y suero fetales utilizado en el

cultivo celular (OIE, 2012).

Se necesita precaucioén en la interpretacion de los resultados, ya que la deteccién

de ARN virico no implica per sé que el virus infeccioso esté presente (OIE, 2012).
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El PCR de tiempo real tiene como objetivo detectar y cuantificar las secuencias
especificas de acidos nucleicos mediante el uso de fluorocromos en la reaccion
en tiempo real, es decir, la amplificacion se detecta en cada ciclo de amplificacién.
Esta técnica se puede usar también para detectar el ARN viral, mensajero o de
otro tipo, para lo cual se realiza RT-PCR en tiempo real. Con esta metodologia
se puede utilizar para realizar la cuantificacion relativa o absoluta de las
moléculas presentes en la muestra, usando una curva conocida de calibracion y

controles enddgenos para establecer este parametro (OIE, 2012).

4.11 Programas de control y erradicacion de pestivirus en pequeinos

rumiantes.

Los programas de control y erradicacién de pestivirus para el caso de BVDV y
BDV toman en cuenta en primer lugar que no son estrictos a una especie en
particular, ademas de que BVDV puede transmitirse a ganado proveniente de
especies que no son consideradas como especies primarias del virus. Se
considera que un 23% de ovinos y 15% de caprinos se encontraron con
anticuerpo contra BVDV, ademas se encontré que la infeccién de BVDV se da

en mas de 50 especies de vida salvaje (Passler & Walz, 2010).

La frecuencia de transmision se da por la prevalencia de animales pl y de
anticuerpos de pestivirus en pequefos rumiantes y en especies de vida silvestre,

ademas del tamano de las poblaciones, siendo importante ya que las poblaciones
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de ovinos, caprinos y rumiantes de vida salvaje; al ser de menor tamafo que las
poblaciones de bovinos en el mundo, tienden a diseminarse mas rapido.

(Schweizer & Peterhans, 2014)

Hay que tomar en cuenta que la informacidn acerca de animales pl en pequefos
rumiantes y de vida silvestre no se toma como referencia, causando el
desconocimiento de reinfecciones por BVDV en estas especies. Los programas
de erradicacion en Escandinavia y Europa, no encuentran como un factor de
riesgo la transmisidbn de estos virus a partir de especies secundarias. Sin
embargo, aun sin saber de estas nuevas cadenas de infecciones en las
poblaciones de ovicaprinos y rumiantes de vida silvestre, las infecciones
esporadicas complican los programas de erradicacién. Para tratar con estas
dudas, ademas de diagndsticos positivos en rumiantes en general; es necesario
realizar investigaciones costosas, analizando la especificidad de anticuerpos
detectados y sondeo de animales en las areas afectadas por virus. (Schweizer &

Peterhans, 2014)

La importancia econémica de los Pestivirus es clara, pero su control esta lejos de
ser satisfactoria. Los programas de control y erradicacion que se han establecido
para controlar Pestivirus han sido contra las especies BVDV en bovinos y CSFV
en cerdos. El mayor objetivo de los controles es el prevenir la ocurrencia de
animales persistentemente infectos en el rebafno. Esto requiere la identificacién
por multiples pruebas diagnésticas como: el aislamiento viral (VI por sus siglas

en inglés “Virus Isolation”), ELISA, inmunohistoquimica, y RT-PCR (Corbett,
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Grooms, Bolin, Bartlett, & Grotelueschen, 2011), la eliminacion de dichos
animales (VanderLey, Ridpath, & Sweiger, 2011), y evitar la introduccién de

animales enfermos por medio de cuarentenas.

4.12 Epidemiologia de los Pestivirus en ovejas y caprinos

Como se ha sefalado anteriormente los ovinos y caprinos pueden ser infectados
por BDV, BVDV-1, BVDV-2 y CSFV. Por lo que son importantes reservorios junto
con algunos rumiantes silvestres de estos pestivirus, sobre todo en aquellas
unidades de produccion donde se mezclan estas especies productivas
(ovicaprinos y bovinos), ovicaprinos y cerdos (Schweizer & Peterhans, 2014).
Tanto BVDV como CSFV son dos virus en la que se han implementado
programas de control y erradicacion obligatorios en paises europeos como
Alemania y paises escandinavos, donde las especies ovinas, caprinas y otros
rumiantes silvestres puedes ser reservorios para estos virus (Schweizer &
Peterhans, 2014). En realidad, existen pocos estudios publicados sobre
prevalencia, asi como estudios de la patogenie de los pestivirus en pequefios
ruminates y se describen a continuacién.

La distribucion del Virus de la Enfermedad de las Fronteras (BDV) es mundial,
pero la verdadera seroprevalencia de la misma entre los paises y las regiones
es poco conocida debido a que existen pocos estudios (Li et al., 2013). Mientras
que la seroprevalencia mundial puede oscilar entre 1-100%, con un promedio de

27.5%. Existen reportes australianos los cuales indican prevalencias de 31.3% o
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inclusive hasta un 82% (Lanyon & Reichel, 2014). Por otro lado, pocos estudios
han estimado la verdadera prevalencia de BDV reportan porcentajes como 0.68%
de BDV en unidades de produccion ovina en Suiza (Braun, Bachofen, Schenk,
Hassig, & Peterhans, 2013), en Austria de un 0.32% (Krametter-Froetscher et al.,
2007), en Turquia de un 2% (Oguzoglu et al., 2009) y Espafia un maximo de 0.6%
(Valdazo-Gonzalez, Alvarez-Martinez, & Greiser-Wilke, 2006).

Estudios realizados en ganado ovino Inglaterra y Gales detectaron la presencia
de anticuerpos utilizando antigeno de BVDV mediante inmunodifusién en un 10.8
% de un total de 3506 individuos muestreados encontrando diferencias de
seroprevalencia entre las distintas regiones geograficas. Por otro lado un
muestreo de cuatro afos en Escocia con un total de 1231 brotes en bovinos y
682 brotes en ovinos de abortos arrojo que el 26% de estos brotes eran debidos

a Pestivirus (Snodgrass, Herring, Reid, Scott, & Gray, 1980),

Czopowicz y colaboradores realizaron un estudio en el 2007 en unidades de
produccién de pie de cria de caprinos en Polonia (49 hatos- 1060 muestras) para
las que encontr6 una seroprevalencia de 10.2% para pestivirus. Estudios de
seroneutralizacion pudieron identificar a BVDV-1 en 7 de los ocho casos
detectados y no se pudo identificar la especie de otro caso (Czopowicz et al.,

2011)

En el estado de Carinthia, Austria se realizdé un estudio en 147 hatos caprinos
(1527 muestras) para determinar la seroprevalencia a través de ELISA y SN

encontrando un 47.6% por hato y una prevalencia individual de 16.3% donde se
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vio una influencia por las variaciones geograficas en la misma. La region
geografica con mas seroprevalencia de hato (69.7%) e individual (25.9%) fue la
region de Spittal/Drau, siendo mas alta en unidades de produccion donde habia
vacas y ovejas (Schleiner, Metter-Frotscher, et al., 2006). Al realizar la
seroneutralizacién contra un virus de BVDV-1/NADL, BVDV-2/Strain 125,
BDV/Moredun, se pudo detectar un 28% (70/249) con un titulo mas alto para
BVDV, un 10% (10/240) para BDV, en el resto de las muestras positivas no se
pudo determinar por SN la especie debido a la intensa reaccion cruzada de que

se observd en estos ensayos (Schleiner, Krametter-Frobtscher, et al., 2006).

Asi mismo, Braun y colaboradores determinaron que el compartir pasturas
comunales en los Alpes entre ovinos y bovinos es un factor de riesgo en la
transmision de BDV a estos segundos. Para el estudio se analizaron 1170 ovinos
y 923 bovinos, utilizando RT-PCR en la primera especie y ELISA de anticuerpos
para la segunda, antes de introducirlos en las zonas comunes de pastoreo y
después del periodo de pastoreo. Se pudo detectar la presencia de 8 ovejas
virémicas para BDV en una de las zonas de pastoreo. Ademas, se encontré que
el 26% (99 de 380) de los animales que al ingresar al pastoreo eran negativos
seroconvirtieron y el 70% (70/99) de los mismo era del area donde se encontraron
a las ovejas virémicas. Ademas, se confirmo una infeccion por BDV a traves de
SN en 10 bovinos y se sospechéd en 8, estableciendo asi el salto entre especie

de BDV de ovejas a bovinos. Asi como la confirmacion de 8 bovinos infectados
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con BVDV vy tres sospechosos (Braun, Bachofen, Buchi, Hassig, & Peterhans,

2013).

Un estudio realizado en unidades de produccién donde se mezclan bovinos y
ovinos en el este de Suiza obtuvieron una seroprevalencia general contra
pestivirus del 18.7%. El 13.5% (310/2291), seroprevalencia en ovinos fue muy
amplio (0-73.9%). Asi mismo se determind con SN la especificidad de los
anticuerpos dando como resultado que en 6 unidades de produccion en titulo de
anticuerpos fue mas alto contra BVDV y en 3 unidades de produccion los titulos
mas altos fuero contra BDV. Encontrando que la seroprevalencia en Ovejas de
BVDV era mayor cuando se encontraban en el mismo establo vacas y ovejas y

no asi la seroprevalencia de BDV (Braun, Bachofen, Schenk, et al., 2013).

Por otro lado, investigaciones realizadas por Martin y colaboradores en rumiantes
silvestres y domésticos que comparten las mismas pastas en la region de Hautes
en los Alpes franceses encontrd una seroprevalencia general para pestivirus de
45.9% en rebeco, gamuza, sarrio o ante (Rupicapra rupicapra) y un 61.1% en
muflones (Ovis gmelinii musimon), utilizando SN se determind la especie de BDV
(Claire Martin et al., 2011). En otro estudio realizado en la misma region se
analizaron 38 hatos domésticos (1383 ovinos) y un total de 160 rumiantes
silvestres y se determin6 que todos los hatos tenian animales seropositivos, con
una seroprevalencia individual de 76.5% en ovinos, y un 38.7% de
seroprevalencia en rumiantes silvestres (28.7% de rebecos, 22.5% de los corzos

(Capreolus capreolus) y 100% de los muflones). 3 pestivirus fueron aislado y
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caracterizados a partir de las muestras positivas a RT-PCR de rumiantes
silvestres, que se caracterizaron como BDV-3, BDV-Tunisian y BDV-6 (3/160) lo
que sugiere el salto interespecie entre rumiantes silvestres y domeésticos (Martin

et al., 2015).

Estudios realizados en Espafna para detectar seroprevalencia entre rumiantes
silvestres y rumiantes domésticos (bovinos y ovinos) encontraron una
seropositividad a Pestivirus de 0.1% en corsos, 23.2% en bovinos y un 10.8% en
ovinos. Al realizar una diferenciacién en la respuesta inmune mediante SN se
detectaron contra BVDV, BDV genotipos 1,4y 5, encontrando especialmente en
un bovino mayor titulo para BDV-4, estableciendo salto interespecie de este virus
(Paniagua et al., 2016). Otros estudios retrospectivos realizado en los Pirineos
en Espana en rebecos, muflones, ciervos rojos o europeos (Cervus elaphus),
corzos (Capreolus capreolus) y gamo comun o europeo (Dama dama) arrojaron
un 16.5% de seropositividad a pestivirus, donde la especie con mayor
seroprevalencia fueron los rebecos con un 48.6%, ademas se detectaron dos
animales positivos para antigeno y genoma agrupando a esta variante como

BDV-4 (Marco et al., 2011).

Por otro lado, Postel y colaboradores demostraron un alto titulo de anticuerpos
contra CSFV en un estudio realizado en 2004-2007 con 1,036 muestras de
cabras y ovejas en Turquia con una ELISA que detectaba anticuerpos especificos
para CSFV, dichos titulos se presentaron en 11 muestras tomadas de 7 unidades

de produccion ovina. Posteriores estudios de SN con cepas especificas para BDV
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y CSFV vy andlisis filogenéticos de los mismos encontraron que estas cepas de
pestivirus estaban mas estrechamente relacionadas con CSFV (Postel et al.,

2015).

En Nueva Zelanda no se han realizado muchos estudios a pesar de su alta
produccién ovina, sin embargo, se ha podido tipificar aislados virales
recolectados de 1967-1997, obteniendo generalmente BVDV-1 en poblaciones
bovinas y BDV de ovejas (Vilcek, Bjorklund, Horner, Meers, & Belak, 1998),
ademas se han detectado un toro semental infectado persistentemente con BDV

(McFadden et al., 2012).

En Egipto se realizé un estudio en cabras para caracterizar pestivirus de dos
cabras recién nacidas mediante aislamiento y secuenciacién del virus
caracterizandolo como BDVD-1b (Abdel-Latif et al., 2013), Por otro lado, estudios
en la India se ha encontrado la presencia de BVDV-1, BVDV2 tanto en cabras

como ovejas y BDV-1, BDV-5 y BDV-7 en ovejas (Mishra et al., 2016a).

En paises del continente americano existen bastantes estudios relacionados con
BVDV en poblaciones bovinas, sin embargo, la presencia de pestivirus en
pequenos rumiantes es escasa. En Sudamérica se han detectado pestivirus en
otras especies de rumiantes como llamas (Lama glama) y alpacas (Vicugna
pacos) (BVDV 1b y BVDV1j) (Aguirre, Fuentes, & Celeddn, 2014), en Argentina
se ha reportado en ovejas que pastan con bovinos (BVDV-12) (Julia, Craig,
Jiménez, Pinto, & Weber, 2009). Por otro lado, en México existen escaso datos

sobre la presencia de pestivirus en rumiantes, especialmente en ovejas y cabras.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1

5.1.1

MATERIAL

Equipos

Campana de flujo LABCONCO® Purifier class Il Biosafety Cabinet (Delta
series).

Incubadora O2/CO2 MCO-18AIC (UV) SANYQEC.

Centrifuga refrigerada BIOMETRIX® MICRO 17TR.

Microscopio éptico invertido AXIOVET 40C ZEISS®.

Refrigerador de 16 pies cubicos 2-4 °C TORREY.

Ultra congeladores de -20 °C CFC0735 ARW, ADMIRA.

Ultra congelador de -80 °CMDF-C8V1, Sanyo Scientific.

Ultra congelador de 150 °C MDF-C2156VANC, Sanyo Scientific.
Micropipetas Bio/Pet (1000/100 pl); (200/20 pl); (100/10ul); (10/0,5 pl).
Tubos de polipropileno de microcentrifuga MCT-150-C.

Lector de Elisas ELx800; BIOTEK.

Termociclador, MAXYGENE; AXYGEN.

Incubadora E-33, RIOSSA DIGITAL.

Simplicity® UV; F9AN46648; MILLIPORE.

Camara Transiluminadora UVP; UV, MultiDoc-It; Digital Imaging System.

Blogue térmico (55-60 °C) AccuBlock, Labnet International.
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*

L0

5.1.2

X/

*
L X4

Puntillas desechables para micropipetas de 10, TF-300-R-S, AXYGEN 20,

200 T-200-Y, AXYGEN, 1000 T-1000-B, AXYGEN SCIENTIFIC pl.

Vortex; Daigger; Genie 2.

Material biolégico

Suero de caprinos y ovinos domésticos facilitados por los propietarios de
distintas UPP en el estado de Nuevo Leon.

Cepa del virus de Diarrea Viral Bovina tipo 1: BVDV-1/NADL (ATCC: VR-
534) proporcionado por el Laboratorio Central Regional de Monterrey, A.C.
de la UGRNL.

Anticuerpo monoclonal para la deteccién de Pestivirus.

Estuches comerciales.

INgezim BVD compac®5 placas NEOGEN Latinoamérica.
o Placas de microtitulacién de 96 pocillos divididas en 12 tiras.
o Viales conteniendo suero Control Positivo.
o Viales conteniendo suero Control Negativo.
o Viales conteniendo conjugado (AcM anti p-80/p125) de peroxidasa
concentrado 100x.
o Frascos con solucion de lavado concentrada 25x.
o Frascos conteniendo diluyente (DE01-01).
o Frascos conteniendo sustrato (TMB) a la dilucién de uso.

o Frascos conteniendo solucion de frenado.
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5.1.4

Access RT-PCR System (Promega®)
o Agua libre de nucleasas (volumen final de 50pul) Xul.
o AMV/TfI5X buffer de reaccion 10ul (1X).
o dNTP Mix (10mM cada dNTP) (1pl 0.2mM).
o Primer forward, 50pmol (1uM).
o Primer reverse 50pmol (1uM).
o 25mM MgSO04 2ul (1mM).
o AMV Transcriptasa reversa (5u/ul), 1ul (0.1u/pl).
o TfIDNA Polimerasa (5u/pl) 1ul (0.1u/pl).

o RNA muestra o control Yul; volumen final 50pul.

Reactivos

Cloroformo al 99.8%, Jalmek®.

Alcohol isopropilico 99.5%, Jalmek®.

Etanol Anhidro 99.5%, Jalmek®.

Agua libore de RNAsas y RNAsas, tratada con DEPC
(Diethylpyrocarbonato); RESEARCH ORGANICS Inc.

Agua ddPCR: H20 doblemente desionizada (bidestilada) y esterilizada en
autoclave para RT-PCR.

Solucién de agarosa, Agarosa LE, AGR-LE-500 ASYGEN Biosciences: 1,5
% (w/v) en Buffer SB1X.

Buffer de corrimiento para ADN/ARN: SB 1X.

Marcador de peso molecular 500 pl. 100 bp ADN, GenScript.
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% Buffer SB 1X (50 ml. Buffer 20X, 35 gr. Acido bérico (F.W. 61.83) y 6 gr.
De NaOH (F.W. 61.83), 1 litro de agua destilada, pH 8, estéril) y 950 ml.

Agua destilada y esterilizada (buffer de electroforesis).

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Lugar y Procesamiento de las Muestras

El procesamiento de las muestras de este estudio se llevé acabo en el
Departamento de Virologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL, asi como en el laboratorio de cultivo de células del
Laboratorio Central Regional de la Union Ganadera Regional del Estado de

Nuevo Ledn.

5.2.2 Area de Muestreo

La presente investigacion se realizé en el estado de Nuevo Ledn ubicado al
Noreste de México, comprendiendo las latitudes (232 11’ Este, 272 49’ Sur) y las
longitudes (1012 14’ Este y 98° 26’ Oeste) (INEGI, 2012). Este colinda al Norte
con Texas, al sur con San Luis de Potosi, al este con Tamaulipas y por ultimo en
direccion oeste con Coahuila y Zacatecas. El estado de Nuevo Leédn se divide en
cuatro Distritos de Desarrollo Rural (DDR) los cuales son Anahuac, Apodaca,
Montemorelos y Galeana (figura 3). Estos DDR hacia su interior comprenden
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zonas con caracteristicas agroecologicas y socio-econémicas semejantes para
las actividades agropecuarias y agroindustriales Cada DDR esta compuesto por

varios municipios que se muestran en la figura 3.

5.2.3 Especies animales incluidas en el estudio y tamafo de muestra.

Nuevo Lebén es un estado que por sus caracteristicas geograficas y sus
costumbres gastronémicas se consume una cantidad considerable de carne de
caprino y ovino, asi como los productos derivados de estas especies (leche, piel,
etc.). Por lo que la produccion de estas dos especies se desarrolla ampliamente
en esta zona junto con la produccion bovina. La produccién de estas especies al
igual que todas las especies animales no estan exentas de enfermedades por lo
que el diagnéstico y control de las mismas es un factor importante en el desarrollo
de esta actividad. Investigaciones previas en el estado de Nuevo Ledn han
demostrado la presencia y circulacién de pestivirus en unidades de produccion
pecuaria (UPP) de bovinos, asi como la presencia de animales persistentemente
infectados que se han caracterizado pertenece a la especie BVDV. Para los
propositos del presente estudio resulta de interés el reconocer si en las UPP de
caprinos y ovinos del estado ocurre la presencia o evidencia de actividad de

pestivirus en estos pequenos rumiantes.
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Figura 3. Distritos de Desarrollo Rural (DDR’s) del estado de Nuevo Leodn;
México.

El area verde representa el DDR de Anahuac comprendiendo los municipios de
Anahuac, Bustamante, Lampazos de Naranjo, Paras, Sabinas Hidalgo, Vallecillo y
Villaldama. EI DDR de Apodaca marcado con azul estd conformado por Abasolo,
Agualeguas, Apodaca, Carmen, Cerralvo, Ciénaga de Flores, Dr. Coss, Dr. Gonzélez,
Escobedo, Garcia, Gral. Bravo, Gral. Trevifio, Gral. Zuazua, Guadalupe, Hidalgo,
Higueras, Los Aldamas, Los Herreras, Los Ramones, Marin, Melchor Ocampo, Mina,
Monterrey, Pesqueria, Salinas Victoria, San Nicolas de los Garza, San Pedro Garza
Garcia y Santa Catarina. La coloracidén naranja corresponde al DDR de Montemorelos,
donde se encuentran Cadereyta Jiménez, China, Gral. Teran, Hualahuises, lturbide,
Juérez, Linares, Montemorelos, Rayones y Santiago. El area de color amarillo representa
al DDR Galeana conformado por los municipios de: Aramberri, Dr. Arroyo, Galena, Gral.
Zaragoza y Mier y Noriega.

Para el calculo de tamafno de muestra de ovinos y caprinos fueron considerados

s6lo las UPP’s registradas en el padron de beneficiarios del ano 2014 del

Programa de Produccion Pecuaria Sustentable y Ordenamiento Ganadero y
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Apicola Fomento Ganadero (PROGAN) obtenidos de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA). En base a las
UPP’s registradas y el numero de animales por UPP se establecio la poblacion
participante en este programa de las dos especies (N) y se tomaron éstos datos

para determinar el tamafo de muestra (n).

El nimero de UPP tanto en ovinos como en caprinos, considerados como la
unidad de muestreo, se determind con el programa WinEpi® (de Blas, Ruiz-
Zarzuela 1, & A., 2006), tomando como base la N de UPP registrados en

PROGAN. Es decir, nuestra muestra fueron las unidades de produccién.

Debido a que en las UPP de las cuatro DDR no tienen una poblacién homogénea
se decidi6 establecer el numero de muestras por UPP con un estudio
multietapico, aplicando la férmula de efecto de disefio que minimiza la desviacién
estandar entre las poblaciones con un nivel de confianza el 95% y una
prevalencia esperada del 50% debido a que no existen datos previos de la
presencia de Pestivirus en rumiantes pequernos del Noreste de México.

Se aplicé la siguiente formula de efecto de disefio para minimizar la desviacién
estandar entre las poblaciones (Magafna-Urbina, Solorio Rivera, & Segura-
Correa, 2005).

n

D= NZ2 * pq
Nd? + Z2 * pq
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Dénde: n = tamano de la muestra; D = efecto de disefio; N = tamarno de la
poblacion (2463 y 787, caprinos y ovinos respectivamente); Z = valor de la tabla
de Z con un nivel de confianza del 95% (1.96); p = prevalencia esperada (0.50);

g=1-p; d = precision

Para la determinacién de los factores de riesgo se aplicd una encuesta donde se
recabaron datos sobre funcionamiento general del hato y enfocado en

bioseguridad, problemas reproductivos y de salud individual y grupal (ver anexo

1),

5.2.4 Tipo de muestras

Las muestras seleccionadas para este estudio fue sangre tomada a partir de la
vena yugular tanto de ovinos como caprinos con tubos al vacio (con y sin EDTA)
y agujas doble filo (Vacutainer®, Becton-Dickinson, USA). Los tubos obtenidos
se registraron con los datos del UPP, especie, regién del muestreo y registro del
animal donde se tomaron las muestras. Las muestras de sangre se transportaron
en refrigeracion al Departamento de Virologia, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n para su

procesamiento.

A partir de estas muestras se obtuvo el suero (tubos sin anticoagulante) y el

plasma (tubos con EDTA) después de una centrifugacion a 2500 rpm / 5 minutos.
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El suero y el plasma se almacenaron a -20 °C hasta su uso. En las muestras de
sangre con EDTA también se separd el paquete leucocitario y se conservé a -70

°C para su posterior uso en pruebas moleculares.

5.2.5 Metodologia para la deteccion anticuerpos contra Pestivirus

Para establecer la seroprevalencia de Pestivirus en ovinos y caprinos del estado
de Nuevo Leon se utilizd una ELSA comercial de competicion (INgezim BVD
COMPAC®, INGENASA) que detecta anticuerpos especificos frente al antigeno
NS2-3 (p80/p125 antigeno viral inactivado) comun en todos los Pestivirus. La
sensibilidad y especificidad de la prueba son de 95% y 92.0% respectivamente

(datos proporcionados por el fabricante).

La deteccion de anticuerpos anti-pestivirus se realizé siguiendo las instrucciones
incluidas por el fabricante en el estuche comercial y se describen a continuacién.
En primer lugar, se realizé una dilucidén de la muestra siguiendo las instrucciones
de estuche comercial de 1:5 con el diluyente proporcionado en el mismo (20 pl
suero problema y 80 ul de diluyente). A una placa de 96 pocillos proporcionada
en el estuche comercial cuya pared esta tapizada con la proteina p80/p125 se le
agregaron 100 pl de la muestra diluida y se incub6 a 37 °C. Los controles positivo

y negativo proporcionados en el estuche se procesaron de la misma forma.
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Después del periodo de incubacién se agregaron a cada pocillo 50 pl de
conjugado (dilucion de 1:100 del conjugado (monoclonal anticuerpo contra BVDV
marcado con peroxidasa) y diluyente proporcionado en el estuche) y se agitaron
suavemente para mezclar las soluciones. Después de 1 hora a temperatura
ambiente se retird el sobrenadante de cada pocillo por decantacion y se lavo cada
pocillo con 300 pl de solucion de lavado (1 volumen de solucion de lavado por 24
volumenes de agua destilada), esta etapa se repitid 5 veces.

Posterior al lavado se agregdé 100 pl de sustrato (TMB) y se incubo la reaccién
por 15 minutos a temperatura ambiente y en un ambiente oscuro. Finalmente se
agregaron 100 pl de solucion de frenado. La lectura se realizd antes de los 5

minutos con un lector de Elisa a una longitud de onda de 450 nm.

Los resultados del test se consideraron validos cuando la absorbancia del control
positivo fue menor a 0.4 y la absorbancia del control negativo mayor a 0.8 segun

indicaciones del estuche comercial.

Para determinar que una muestra era positiva o negativo se realizé el calculo del
Cut off con las siguientes férmulas:

Cut off positivo = 0.5 X absorbancia del control negativo

Cut off negativo = 0.55 X absorbancia del control negativo

Las muestras se consideraron positivas cuando su valor de absorbancia fue
inferior al cut off positivo y se consideraron negativas cuando su valor de

absorbancia era superior al cut off negativo.
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5.2.6 Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa

5.2.7 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN, se realiz6 de los sobrenadantes de las muestras
procesadas, mediante la técnica Trizol-Reagent®. Se colocaron 100 pl de plasma
en un microtubo de 2 ml; agregando posteriormente 1 ml de reactivo Trizol-
Reagent®. Las muestras se agitaron por 30 seg con un vortex (Daigger vortex
Genie 2) y después de una incubacion por 10 minutos a temperatura ambiente
se centrifugd la muestra a 12000 rpm por 15 min a 4 °C. En este proceso la
muestra se separé en una capa superior clara acuosa (contiene RNA), una
interfase (DNA) y una capa roja organica al fondo (proteinas). Con cuidado se

recolecté con una micropipeta la fase acuosa y se colocé en un nuevo tubo.

A esta fase acuosa se le agregaron 0.5 ml de alcohol isopropilico (cuando se usé
1 ml de TRIzol- Reagent® para el homogenizado inicial) se incubd por 10 min a
TA (en este paso de precipita el ARN). En seguida se centrifugd la muestra a
12,000 rpm por 10 min a 4 °C (formacién de pellet de RNA). Una vez identificado
este ultimo se elimina el alcohol isopropilico con una micropipeta de 200 pl. El
pellet de ARN se lavé con 1 ml de etanol al 75%, se mezclé por inversion y se
centrifugd a 8,000 rpm por 5 min a 4 °C, finalmente se retir6 el etanol y se repitid
el paso 2 veces, el pellet se dejo secar a TA, y finalmente se resuspendié en 25
ul de agua para PCR. El RNA se conservd a -70 °C hasta su uso (Cedillo

Rosales, 2004).
59



5.2.8 Diseino de Primers para la RT-PCR

Los primers usados para esta técnica fueron OL 100 (5' CAT GCC C (AT) (TC)
AGT AGG ACT AGC 3') y el OL 380R (5-AAC TCC ATG TGC CAT GTA GAG-3
(Cedillo Rosales, 2004), asi como PV02 (5' GTG GAC GAGGGC ATG CC -3") y
PVO3R (5-TCC ATG TGC CAT GTA CAG CAG-3’) (Becher, Orlich, & Thiel,
1998) situados dentro de la regién 5 UTR’ altamente conservadas dentro del

género Pestivirus.

Ademas de los primers OL100 y OL 380R, se disefiaron combinaciones de
primers “panpestivirus degenerados”, mismos que fueron enviados para su
sintesis de forma comercial (Industrias BIOSELEC S.A. de C.V.
Eurofins/Genomics).

Lo anterior fue realizado con el propésito de ampliar el espectro de deteccién de
Pestivirus en las muestras de plasma. Las secuencias que se usaron para la
creacion de estos primers, fueron obtenidas a partir del GenBank mediante el
cbdigo de acceso para las secuencias completas de Pestivirus reportado hasta

la fecha (Tabla 1).

El alineamiento de todas las secuencias se realizd por medio del programa MEGA
7® el cual incluye el programa Clustal W. Posterior a este lineamiento se
determinaron las zonas del genoma mas conservadas dentro de este género y

se utilizaron para el disefio de los primers. Como estas regiones son variables se
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disenaron primers degenerados que potencialmente pueden amplificar un
namero mayor de cepas dentro de las distintas especies del género Pestivirus

(Tabla 2).

Para la realizacion de la RT-PCR y PCR anidado se utilizaron los primers

reportados por (Cedillo Rosales, 2004) (Tabla 2).

5.2.9 RT-PCRde lareqgion 5 UTR’

La amplificacion de la region 5°UTR mediante RT-PCR en las muestras clinicas
fue realizadas con el estuche comercial “Access RT-PCR System” (PROMEGA®),

siguiendo las instrucciones del fabricante, que se describen a continuacion.
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Tabla 1. Secuencias genémicas completas de cepas de Pestivirus usadas
para el diseio de los primers.

. Cddigo de .

Numero 2cCeso Especie / cepa Pares de Bases
1 M96751 BVDV -1 SD1 12,308
2 M31182 BVDV-1 NADL 12,573
3 NC_001461 BVDV-1 12,573
4 M96687 BVDV-1 Osloss 12,480
5 AF526381 BVDV-1 ZM-95 12,220
6 KF896608 BVDV 1 BEGA 12,193
7 U18059 BVDV-2 890 12,513
8 NC_002032 BVDV-2 12,255
9 AF002227 BVDV-2 C413 12,255
10 AB871953 BVDV-3 D32/00_HoBi 12,265

Atipica
11 KJ627180 BVDV-3 ltaly-68/13cp 12,549
12 NC 012812 BVDV-3 Th/04_KhonKaen 12,337
13 AF037405 BDV X818 12,333
14 U70263 BDV BD31 12,268
15 AF144618 BDV 2 Reindeer -1 V-60 12,318
Krefeld
16 GQ902940 BDV-3 Gifhorn 12,326
17 KF925348 BDV-3 Gifhorn 12,325
18 GuU270877 BDV 4 Chamois-1, H2121 12,305
19 KJ463423 BDV Coos Bay 5c 12,588
20 JX428945 Pestivirus Aydin/04-TR 12,292
21 KF918753 BDV Aveyron 12,284
Tunisian Sheep,
22 KM408491 Burdur/05-R 12,281
23 U90951 CSFV Alfort A19 12,298
24 J04358 CSFV Alfort/Tuebingen 12,297
25 AF091661 CSFV Brescia 12,297
26 AY578687 CSFV BRESCIAX 12,285
27 AY382481 CSFV 12,310
28 NC_002657 CSFV 12,301
29 AY259122 CSFV Riems 12,289
30 AF326963 CSFV Eystrup 12,301
31 EF100713 Bungowannah 12,656
32 AF144617 Giraffe-1 H138 12,602
33 KJ660072 Giraffe PG-2 12,264
34 AY781152 Proghorne Antelope 12,273
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Tabla 2. Primers degenerados disenados para amplificar diversos
segmentos hacia la region 5°del genoma de Pestivirus.

Localizacion

Nombre Secuencia ) Polaridad
OL 380-Rm | 5- AMYTCCATRTBYCATGTACAG-3’ 369-397 -
OL 380-Fm 5-CTGTACATGRVAYATGGARKT-3’ 369-397 +
OL 1000-Rm 5-ASNACDATNGTNGCRTC-3" 1006-1030 -
OL 1000-Fm 5"-GAYGCNACNATHGTNST-3" 1006-1030 +
OL 1400-Rm 5’-RCCARTTRCACCANCCRTR-3’ 1426-1452 -

(*) localizacién con respecto a la cepa NADL-1 (BVDV-1, GenBank: M31182)

Se preparé un master mix agregando el agua libre de nucleasas, el buffer de
reaccion 5x AMV/Tfl, los dNTPs, los primers reversa y codificante y el MgSOa4 (25
mM) la mezcla se agité por 10 segundos en un vértex, posteriormente se agregd
la transcriptasa reversa AMV y la DNA polimerasa Tfly se mezcldé nuevamente
por 10 segundos. En un tubo de 200 ul se agregaron 48 ul de este master mix y
ademas de 2 ul del RNA de la muestra. Los componentes, molaridades y
volumenes de trabajo por muestra individual se describen en la Tabla 3.

Las muestras se colocan en un termociclador con el siguiente programa: 1 ciclo
de 45 °C por 45 min. Para la transcripcidén reversa; 1 ciclo de 94 grados por 2
min. Para la inactivacion de la enzima AMV/RT vy la desnaturalizacién inicial del
cDNA; y 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 grados por 30 sec; alineamiento de
primers de 55 °C por 1 min; extension de 68 °C por 2 min. Ademas de un ciclo de
extension final de 68 por 7 min. y un ciclo de 4 °C para condensacion de la
muestra de por lo menos 1 minuto. Cada ensayo incluyé como control positivo a
la cepa NADL de BVDV-1, el control interno de la reaccion del estuche comercial

y como control negativo de contaminacién, agua tratada con DEPC.
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Tabla 3. Componentes del estuche comercial “Access RT-PCR System”
(PROMEGA®) para la reaccion de RT-PCR

Componentes Volumen Conce_ntracién
Final
Agua libre de nucleasas 26.4 pl
Buffer de Reaccion AMV/THl 10 pl 1X
Mix de dNTPs 1l 0.2 mM
Primer Reverse (50 pmol) 3.3 ul 1uM
Primer Codificante (50 pmol) 3.3 ul 1uM
MgSO4 25 mM 2ul 1 mM
Transcriptasa Reversa AMV 1ul 0.1 u/
DNA Polimerasa Tfl 1ul 0.1 u/
RNA de muestra o control 2ul
Volumen Final 50 ul

Los productos amplificadores se separaron en geles de agarosa al 1.5%
esperando un producto de amplificacion de 323 pb para las muestras positivas al
control interno del gen de Kanamicina del estuche comercial d¢ PROMEGA®.
Donde se determiné la presencia de RNA en las muestras, a estos amplicones

se les realizé un PCR Anidado posterior.
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5.2.10 PCR Anidado de la region 5" UTR

Los amplicones resultantes del RT-PCR fueron sujetos a un PCR anidado para
amplificar una parte de la region 5° UTR de Pestivirus. La amplificacion se realiz6
con la ayuda del estuche comercial “Tag- & GO™ Ready-to-use PCR Mix”
(www.mpbio.com) siguiendo las instrucciones del fabricante, que se describen a

continuacion.

Se preparé un master mix agregando el agua miliQ, el primer codificante PV 02
(50nM), Primer Reverse PV 03R (50nM), Tag-&Go™ (5XC), la mezcla se agit6
por 10 segundos en un vértex. En un tubo para PCR de 200 pl se depositan 45
ul de esta mezcla a la cual se agregan 5 pl del amplicon de la muestra de RT-
PCR. Las concentraciones y las molaridades de los reactivos se especifican la
tabla 4.

Las muestras se colocan en un termociclador con el siguiente programa: para la
amplificacion 1 ciclo de 94°C por 30 seg. para la desnaturalizacion inicial del
cDNA. Seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C-30 seg.; alineamiento
de primers de 57°C por 30 seg; extensién de 72 °C por 30 seg. Ademas de un
ciclo de extensién final de 72 °C-5 min. y 4°C por al menos 1min. para
condensacién de la muestra. Cada ensayo incluyé como control positivo cDNA
de la cepa NADL de BVDV-1 y como control negativo de contaminacion, agua

tratada con DEPC.
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Tabla 4. Componentes del estuche comercial “Taq- & GO™ Ready-to-use
PCR Mix” de MP Biomedicals, volumen y concentracion final

para reaccion.

Componentes Volumen Concentracion Final
Agua miliQ 31 ul
Primer Codificante PV 02 2 ul 50 nM
Primer Reverse PV 03R 2 ul 50 nM

1.5 U Polimerasa DNA Taq
10 nm dNTP’s c¢/u: 200uM final

Tag- & GO™ (5XC) () 10 pl
Buffer reaccion 1XC
1.5mM MgCl2
cDNA o control 5ul >100pg — <100ng O
Volumen final 50 pl

(*) La concentracién final es segun lo sefnalado por el fabricante del estuche comercial.

Los productos amplificadores se separaron en geles de agarosa al 2% con el
Buffer SB1X (50 ml. Buffer 20X, 35 gr. Acido bérico (F.W. 61.83) y 6 gr. De NaOH
(F.W. 61.83), 1 litro de agua destilada, pH 8, estéril) y 950 ml. Agua destilada y
esterilizada), en una electroforesis de 90 min. con 100 mV, esperando un

producto de amplificacién de 167 pb para las muestras positivas a Pestivirus.

5.3 Secuenciacién y analisis de las secuencias.

Los segmentos amplificados / productos de PCR fueron enviados para su
purificacién y secuenciacién a la empresa Macrogen® (Macrogen Corp.,

https://www.macrogenusa.com), de los Estados Unidos de América. Los primers
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que se utilizaron para la secuenciacion fueron el PV02 (5'-
GTGGACGAGGGCATGCC-3') y PVO3R (5"-TCCATGTGCCATGTACAGCAG-
3’) a una concentracién de (2-5 pmol/ul, 10 ul para reaccién inicial y 2 pl por

reaccion adicional), para obtener la secuencia en ambos sentidos.

Las secuencias obtenidas fueron editadas y manipuladas con el programa
EditSeq del Software DNASTAR version 13. Las secuencias fueron comparadas
entre ellas y contra la region correspondiente de las distintas cepas de especies
de Pestivirus (tabla 1). Se ubicaron las regiones que correspondian a los primers
codificante y reversa. Estas regiones fueron eliminadas para los analisis
subsecuentes y a fin de obtener la secuencia consenso de cada producto/cepa

secuenciada.

La secuencia consenso fue comparada por homologia en la base de datos del
GenBank® mediante el programa BLAST version 2.6.0 (blastn) (Camacho et al.,

2009).

La realizacidn de los alineamientos multiples, para asi obtener las diferencias en
nucleétidos de las secuencias obtenidas y las de referencia (M31182, BVDV-1
NADL, M96687; BVDV-1 Osloss; U18059, BVDV-2 890; AF037405, BDV X818;
J04358, CSFV Alfort/Tuebingen; AF144617, Giraffe-1 H138), fue llevada a cabo
con el programa MegAlign integrado en el Software DNASTAR version 13.
Adicionalmente se utilizé el programa CLUSTALW para realizar el alineamiento

multiple de las secuencias y en base a estos resultados se obtuvo la divergencia
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y homologia entre las secuencias; asi como con las reportadas en el GenBank®.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

5.4 Analisis estadistico de resultados

La variable del estudio fue la presencia o ausencia de Pestivirus en caprinos y
ovinos. Al no existir informacion previa acerca de la presencia o seroprevalencia
contra Pestivirus en pequefos rumiantes de México, la prevalencia seroldgica y

molecular se estableci6 mediante la férmula:

Prevalencia = Animales Positivos
Total de analizados

X 100

Se determiné el grado de asociacidén entre la seroprevalencia con la especie
(caprina, ovina), hato y su procedencia o ubicacion (DDR), que se analizaron
mediante el estadistico de Chi — cuadrada, la cual nos indica que si el valor
calculado es mayor a 0.05 (P>0.05), se considera a que no existe asociacion
entre las variables estudiadas, pero si el valor es menor a 0.05 (p<0.05) nos indica

que si existe una asociacion entre las variables que estamos evaluando.

Ademas, se calcularon los respectivos odds ratios, estimando la relacién entre el
factor de riesgo y la variable del estudio en este caso la presencia o no de los
Pestivirus. La interpretacibn de odds ratio se toman en base a 1; estos
significando a que, si un dato es menor de 1, el factor al que el individuo esta
expuesto se considera como un factor protector; si el estimador es igual a 1, no
existe una asociacion entre la enfermedad y la exposicidén al factor; y si un

estimador es mayor de 1; corresponde a que el factor al que el individuo esta
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expuesto es un factor de riesgo. Los analisis estadisticos se realizaron con la

ayuda del paguete computacional WinEpi® (de Blas et al., 2006).

Posteriormente se realiz6 un analisis multivariado, que incluy6 simultaneamente
los factores de riesgo significativos segun el analisis de chi — cuadrada entre ellos
la presencia de pestivirus tanto en ovinos como caprinos asi como en la regién,
tamano del hato, el tipo de explotacién, ademas del tipo de animal silvestres
presente en el area, animales de bajo peso al nacimiento y su retraso de
crecimiento, también se incluy si existié la introduccién de nuevos animales a la
UPP, y si existian medidas de bioseguridad como cuarentena y la presencia de
veterinarios esos factores fueron evaluados en base a la encuesta, para luego
calcular los “odds ratios” ajustados mediante un analisis de regresion logistica,
este se encarg6 de que todos los factores de riesgo fueran evaluados contra
todos los elementos, esto permitid que ningin componente significativo fuera
descartado aun su nivel de significancia fuera de P>0.05 utilizando el programa

computacional SAS.
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6 RESULTADOS

6.1 Tamano de Muestra

La toma de muestra se empez6 a partir de los cuatro DDR, debido a que no es
homogénea la distribucién de UPP’s ovinas y caprinas en el estado de nuevo
Ledn se tomaron 15 UPP’s caprinos y 7 ovinos del DDR de Anahuac; en el caso
de Apodaca se muestrearon 24 UPP’s caprinos y 21 ovinos, Para Montemorelos
fueron tan solo 8 UPP’s ovinas, en este caso se dio este bajo numero; porque
esta area estd ocurren mas UPP’s de ovinos con respecto a los caprinos; ademas
que las UPP’s son menores en extension que el resto de DDR’s. Para la region
de Galeana se tomaron muestras de 28 producciones caprinas y 16 ovinas. En
total se obtuvieron muestras de 119 UPP’s, lo cual resulté de la aplicacion del
efecto de disefio y dado que la distribucidn de las especies animales sujetas de

estudio, como se menciono anteriormente, es muy heterogenea.

Se muestrearon 5 o 10 animales hatos que sean menores o mayores de 100
animales respectivamente mediante el efecto de disefio. Dando como resultado
un total 67 hatos caprinos (15 hatos de Andhuac; 24 hatos de Apodaca; 28 hatos
de Galeana y ningun hato caprino de Montemorelos) y 52 hatos ovinos (7 de
Anahuac; 21 hatos de Apodaca; 16 hatos de Galeana y 8 hatos de
Montemorelos), que se muestrearon en Nuevo Ledn y los recursos disponibles.

Esto proporcioné una muestra mas real de los animales que se deben tomar de
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los 335 UPP caprinos y 260 UPP ovinos, que se calcularon mediante el programa
estadistico WinEpi® (de Blas et al., 2006).

Estas 840 muestras de suero de 119 hatos ovinos o caprino fueron obtenidas de
los 4 Distritos de Desarrollo Rural de Nuevo Ledn y analizados para determinar
la presencia de anticuerpos contra pestivirus con un estuche comercial de ELISA
de competencia (ELISA INgezim BVD COMPAC®), dando asi una inferencia
entre las muestras de caprinos y de ovinos sobre la poblaciéon que hay en Nuevo

Ledn.

6.2 Serologia

La seroprevalencia aparente del total de las muestras independientes de la
especie, procedencia o tipo hato fue 36.67% (308/840) (Clos% 31.41-39.93%)
mientras que la prevalencia real calculada fue 32.95% (Clgs% 29.77-36.13%). Por
especie (Tabla 5) la seroprevalencia aparente y real en ovinos fue 44.36% (Clos%
39.49-49.24%) y 41.79% (Clos% 36.95-46.63%) y para caprinos 29.71% (Clos%
25.44-33.97%) y 24.95% (Clgs% 20.91-28.99%), respectivamente. Se encontrd

asociaciéon (P < 0.05) entre la prevalencia y especie animal.

Tabla 5. Proporcion de seropositividad contra Pestivirus acorde a la

especie.
Especie Positivos (%) Negativos (%) Total
Ovinos 177 (44.4) 222 (55.6) 399
Caprinos 131 (29.7) 310 (70.3) 441
Total 308 (36. 7) 532 (63.3) 840

La seroprevalencia por hato en ambas especies mostrd indices muy elevados

con una prevalencia aparente de 90.38 (Cles% 82.37-98.40%) y prevalencia real
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de 94.69% (Clos% 88.6-100%) para los hatos ovinos, mientras que para los hatos
caprinos fue 61.19% (Clos% 49.53-72.86%) y 61.14% (Clos% 49.47-72.81%)
respectivamente, el total de hatos seropositivos a Pestivirus fue 73.95% (Tabla
6; P < 0.05). Esto presenté también un 5.96 (Clos% 2.24 — 15.83), mas

probabilidades de infecciones en hatos ovinos.

Tabla 6. Proporcion de seropositividad contra Pestivirus en hatos ovinos
o caprinos el estado de Nuevo Ledn; México.

Tipo de Hato Positivos (%) Negativos (%) UPP’s
Ovino 47 (90.4) 5 (9.6) 52
Caprino 41 (61.2) 26 (38.8) 67
Total 88 (73.9) 31 (26.1) 119

En la tabla 7 se muestra la distribucién de la seropositividad de acuerdo a los 4
DDR comparados. Los DDR comprendieron los siguientes municipios: DDR
Anahuac (Andhuac, Bustamante, Lampazos de Naranjo, Paras, Sabinas Hidalgo,
Villaldama; zona norte), DDR Apodaca (Agualeguas, Ciénaga de Flores, Dr.
Gonzélez, Escobedo, Garcia, General Bravo, General Zuazua, Higueras, Los
Ramones, Marin, Mina y Salinas Victoria; zona centro), DDR Galeana (Aramberri,
Dr. Arroyo y Galeana, zona sur) y DDR Montemorelos (China, General Teran,
Juérez y Linares zona oriente). Acorde a los resultados serolédgicos del DDR, se
obtuvo una seroprevalencia general (independientemente del tipo de hato) de

69.5% (Tabla 7), resultando el distrito de Apodaca el de menor seroprevalencia
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con 55.56% y Montemorelos el de mayor seroprevalencia con 100%, seguido de

Galeana y Anahuac con 84.09% y 81.8%, respectivamente.

De estos hatos el distrito rural con mas hatos ovinos seropositivos (100%) fue
Montemorelos y la con mayor cantidad de hatos caprinos seropositivos (56.76%)
se encontrdé en Galeana (Tabla 7). Por otro lado, la menor cantidad de hatos
seropositivos se observé en: Anahuac para el ganado ovino y para el ganado
caprino se localizé en Montemorelos. Al comparar las cuatro regiones entre si, la
serologia de la region de Anahuac y Apodaca fue diferente, en comparacion con
Anahuac y Montemorelos que fue similar; ademas de Andhuac y Galeana debido
a que en estas dos ultimas comparaciones existe igualdad entre los distritos
diciendo que no hay una diferencia significativa P >0.05. Entre Apodaca vy
Montemorelos la diferencia es no significativa, debido a la variabilidad entre su
seropositividad y negatividad; P > 0.05. Por ultimo, no existe una relacion
significativa entre las comparaciones de los distintos distritos de desarrollo rural,

P > 0.05.

Entre estos factores de riesgo analizados (Tabla 8), se encontraron 7 elementos
los cuales tuvieron el mayor impacto en la circulacién de Pestivirus en pequefnos
rumiantes (Tabla 8), entre estos factores significativos se encuentran las regiones
mas susceptibles a pestivirus, la especie animal mas susceptible al virus, si la
presencia 0 no del veterinario tiene repercusién en la diseminacion de los
pestivirus, ademas si el sistema de produccién y la presencia de otros animales

en el area infunden en la persistencia del virus. También se observa que
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introduccién de nuevos animales y la medida de bioseguridad como la

cuarentena son elementos en la persistencia del patégeno.

6.3 RT-PCR Yy PCR - Anidado

A partir de 21 pools de plasma de 105 muestras, de UPP’s con una
seropositividad superior al 90% se realizé un RT-PCR con los primers disefiados,
no se obtuvo una banda de 280 pb, dando resultados negativos, se realizé por
consiguiente un PCR anidado utilizando los primers descritos por (Cedillo
Rosales, 2004) en los cuales se observo la amplificaciéon de 5 fragmentos
positivos en la region 5" UTR a pestivirus de 167 pb. Estas muestras provinieron
de UPP’s de Linares, Galeana, Bustamante (Figura 4), Anahuac y Dr. Arroyo,
siendo las primeras tres muestras pertenecientes a UPP’s de la especie ovina y

los ultimos dos a la especie caprina.

74



Tabla 7.- Seropositividad contra Pestivirus y distribucién por hato de especie acorde al Distrito de Desarrollo Rural

(DDR).

DDR Tipo hato Seropositivos Seronegativos Total de hatos
Ovino 38.9 % (7) 0.00 %
Anahuac** 81.8 % (18) 18.2 % (4) 22
Caprino 61.1 % (11) 100.0 % (4)
Ovino 64.0 (16) 25.0 (5)
Apodaca** 55.6 (25) 44.4 (20) 45
Caprino 36.0 (9) 75.0 (15)
Ovino 43.2 (16) 0.0
Galeana 84.1 (37) 15.9 (7) 44
Caprino 56.8 (21) 100.0 (7)
Ovino 100.0 (8) 0.0
Montemorelos 100.0 (8) 0.0 (0) 8
Caprino 0.0 0.0
Ovino 53.4 (47) 16.1 (5)
Total 69.5 (88) 30.5 (31) 119
Caprino 46.6 (41) 83.9 (26)

** P<0.05

Los factores de riesgo medidos como significativos por medio del analisis de Chi — cuadrada a la encuesta respondida por los
productores de los hatos muestreados, se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Factores de Riesgo Asociados a la Presencia de Pestivirus en Rumiantes Pequeiios.

. , . . Odds Ratio
2
Variable/ Categoria Frecuencia Porcentaje | Valor X P (IC 95 %)
Region 2.04 (1.16-3.57)
Anahuac
Pres. Pestivirus. 56 6.67
8 56 6.67
Galeana 2.27 (1 32-393)
Pres. Pestivirus.
1
129 15.36
Apodaca N
Pres. Pestivirus.
1
0 84 10.00
Montemorelos 426 29.29
Presi Pestivirus. 3 (1.74-5.17)
0 39 4.64
43 5.12
Especie
QOvina 2.36 (1.28- 4.35)
Pestivirus presente 155 18.45
1 204 24.29
0 11.44 0.0007
Caprina *
Pest|\1/|rus presente 153 18.21
0 328 39.04
Sistema de Produccion
Leche
] 136 16.19 1.5 (0.83-2.72)
0 228 27.14 0.13 0.7143
Carne
1 172 20.48
0 304 36.19
Tamafho de Hato
1-60
1 115 13.69 *
0 152 18.10
61-100
] 80 952 8.29 0.0158
0 138 16.43
111-2000
1 113 13.45
0 242 28.81
Tipo de Explotacion
Intensivo
1 90 10.71 .
0 189 22.50
Semi-Intensivo
1 26 310 8.45 0.0146
0 65 7.74
Extensivo
1 192 22.86
0 278 33.10

1: Denota una respuesta a si esta presente o positiva. 2: Expresa una negacién o ausencia. *
No se determind el odds ratio.
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\ , . . Odds Ratio
2
Variable/ Categoria Frecuencia | Porcentaje | Valor X P (IC 95 %)
Presencia de otros animales
Domésticos
Si ; 188 22.38
0 308 36.67 0.7975 0.3718 1.46 (0.93-2.3)
No 120 14.29
1 224 26.67
0
Animales Domésticos
No se sabe
1 90 10.71 *
0 133 15.83
Bovino
1 109
0 191 12.98 236 | 0.5004
Cerdo 22.74
1
0 a4 5.24
7 917
Otros animales :
1 65 7.74
0 131 15.60
Animales Silvestres
Si 1 187 2226 *
0 323 38.45 0.00 1.00
No 1 121 14.40
209 24.88
0
Tipo de Animal Silvestre
No sabe 74 8.81 .
y
0 111 13.21
Venado
1 105 12.50
0 140 16.67
Jabali 9.71 0.0212
1 47 5.60
0 102 12.14
Otro
1 82 9.76
0 179 21.31
Vacunacion
Si *
1 281 33.45
0 482 57.38 0.09 0.7596
No
1 27 3.21
0 50 5.95
Abortos
Si
1 117 13.93
0 204 24.29 0.01 0.9178 N
No
1 191 22.74
0 328 39.05

1: Denota una respuesta a si esta presente o positiva. 2: Expresa una negacién o ausencia. *
No se determiné el odds ratio.




Variable/ Categoria Frecuencia | Porcentaje Ve):(lzo ' P o(?gz:f,}:;o
Prenez
<50% *
1 31 3.69
0 64 7.62 0.75 0.3862
> 50%
1 277 32.98
0 468 55.71
Bajo Peso al Nacer
Si
1 195 23.21
0 377 44.88 5.12 0.0236
No *
1 113 13.45
0 155 18.45
Retraso en el
Crecimiento
Si *
1 195 23.21
0 388 46.19 8.50 0.0035
No
1 113 13.45
0 144 171
Malformaciones al Nacer
Si
1 92 10.95 *
0 172 20.48 0.55 0.4591
No
1 216 25.71
0 360 42.86
Introduccion de Animales
N“e"gf’ 0.6 (0.39-0.94)
1 111 13.21 <0.000
0 269 32.02 16.61 )
No
1 197 23.45
0 263 31.31
Presencia de
Cuarentena 0.58 (0.32-1.06)
31' 50 5.95
0 139 16.55 10.95 0.0009
No 258 30.71
8 393 46.79
Asistencia de MVZ 1.89 (1.24-2.87)
Si
1 210 25.00
0 320 28.10 5.40 0.0201
No
1 98 11.67
0 212 25.24

1: Denota una respuesta a si esta presente o positiva. 2: Expresa una negacién o ausencia. * No se
determiné el odds ratio.



Figura 4. PCR anidado para la amplificacion de un segmento de la region
5’ UTR de Pestivirus en muestras de plasma de ovinos y caprinos
procedentes de hatos con elevada seropositividad.

Se amplificé un segmento de 167 pares de base con los primers PV02, PVO3R. Carril
1: escalera molecular, carril 2: control de contaminaciéon (Agua bidestilada), carril 3:
Pool de plasma ovino (Linares); carril 4: Pool de plasma caprino 2 (Andhuac), carril 5:
Pool de plasma caprino 1 (Lampazos), carril 6: Pool de plasma caprino 3 (Andhuac),
carril 7: Pool de plasma ovino 1 (Galeana), carril 8: Pool de plasma ovino 3 (Galeana),
carril 9: control negativo interno, carril 10: RNA de control positivo cepa BVDV-1/NADL.
La flecha indica el tamano de la banda amplificada para pestivirus.

6.4 Secuenciacion

Los resultados proporcionados por Macrogen® de las 3 secuencias enviadas a
purificacion y secuenciacion, se editaron por el programa EditSeq obteniendo las
secuencias consenso. Estas secuencias fueron manejadas para alinearse junto
con multiples secuencias de Pestivirus con la ayuda del programa MegAlign
disponible en el paquete computacional DNAstar Lasergene® y tomando como
referencia la secuencia reportada para la cepa NADL (BVDV-1, GenBank:
M31182). Dos de las tres secuencias de 147 pb obtenidas de ovinos, resultaron
con una homologia > 98% a Diarrea Viral Bovina Tipo 1. Estas dos secuencias

mostraron su mayor homologia con tres aislados de BDV-1 reportadas en Iran en
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el ano de 7 de Enero de 2007 en el GenBank (cddigo de acceso: EF210355.1;
Aislado 9, EF210349.1; Aislado 3 y EF210347.1; Aislado 1) (Esmaelizad &
Kargar-Moakhar, 2014). Por otra parte, de la tercera secuencia obtenida de
caprinos solo fue posible alinear alrededor de 110 pb con la region 5°UTR de
Pestivirus. Lo cual fue debido a multiples inconsistencias en cerca de 30 pb
dentro de esta secuencia. Esta secuencia de 110 pb mostré una homologia de
98% con un aislado obtenido en el sur de ltalia ubicado como BVDV-1 (Decaro

et al., 2016).

80



7 DISCUSION

Los Pestivirus estan considerados como patdgenos cosmopolita asociados a
infecciones sistémicas, respiratoria, digestivas y reproductivas en diversas
especies animales del orden Artiodactyla (Tuncer-Goktuna, Alpay, Oner, &
Yesilbag, 2016). Las pérdidas econdmicas a nivel mundial son dificiles de
estimar, no obstante, los efectos sobre el aparato reproductor aparentemente
contribuyen en gran medida dado sus efectos globales en la rentabilidad. Por otro
lado, es de resaltar la habilidad de los Pestivirus de perpetuarse en la naturaleza
mediante el mecanismo de persistencia en sus hospedadores, ademas de su
capacidad de inmunosuprimir a su hospedador (Giammarioli et al., 2015) dando
lugar a infecciones secundarias oportunistas que pueden llevar a los abortos
entre otras alteraciones (Tuncer-Goktuna et al., 2016). La importancia
econOmica es marcada generalmente debido a que pueden causar otro tipo de
signologia tanto problemas respiratorios, gastrointestinales, nerviosos o inclusive
repeticiones de estro, reabsorciones fetales o hasta partos normales. No
obstante, la caracteristica biol6gica fundamental propia de los Pestivirus, con
fuerte impacto en su epidemioldgia y distribucidn, es la generacién de animales

persistentemente infectados (Lindberg & S. Alenius, 1999; Martin et al., 2011).

La disertacién fue dirigida a analizar ovinos y caprinos como objetos de estudio,
haciendo énfasis en evidenciar la circulacion de Pestivirus en hatos de estas
especies domésticas. Por un lado, dado que no existen antecedentes de la

presencia de estos virus en ovinos y caprinos de Nuevo Le6n y de México y por
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el otro lado, por la habilidad que muestran los Pestivirus para infectar diferentes
especies dentro de Artiodactyla posibilitando en salto interespecie que conlleva

a dificultades en su control o analisis epidemioldgico.

Nuevo Ledn se caracteriza por el consumo de carne caprina, principalmente
cabrito, u ovina lo cual impulsa la economia del estado, ademas de la produccion
de leche o de carne para nucleos familiares para autoconsumo. No obstante, la
produccién carnica en toneladas de 2,975 y 1,268 respectivamente (SAGARPA,
2014) no suplen en su totalidad la demanda del estado asi como tampoco
contribuye significativamente a la produccidén pecuaria de México. A pesar de las
pérdidas economicas asociadas a la presencia de Pestivirus en ovinos y
caprinos, su presencia o actividad en Nuevo Leon y México no ha sido abordada.
En Nuevo Lebn es muy probable que los signos clinicos inducidos por Pestivirus
pasen desapercibidos o sean confundidos por otras patologia o enfermedades
consideradas como endémicas (Mishra et al., 2016b; Avalos Ramirez et al.,
2010), entre las que destacan: Brucelosis, Ectima Contagioso, endoparasitosis,
deficiencias de Cobre, Selenio y vitamina E, asi como diarreas bacterianas y

clostridiosis; entre otros (Avalos Ramirez et al., 2010).

Se analizaron 4 diferentes areas de Nuevo Ledn, las cuales han sido divididas en
base a una separacién estratégica en distritos de desarrollo rural, con
condiciones agroecoldgicas, climatoldgicas y econdmicas propias e individuales
que se entrelazan entre si. Las condiciones de los hatos se basaron en lugares
de produccién extensivos, semi-intensivos o0 intensivos esto siendo

completamente al azar. En términos de bioseguridad de las explotaciones
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pecuarias analizadas, se observaron que las medidas o no existen o son muy
bajas, esto tal vez, no es debido a que no se quisieran implementar por parte del
productor sino por la falta de capital para infraestructura y conocimiento hacia
estas medidas o0 normas. En este trabajo se determind la presencia de Pestivirus
en pequenos rumiantes por medio de serologia; y biologia molecular y los
resultados nos sugieren fuertemente una alta frecuencia de circulacién de estos
virus en estas especies de rumiantes. Anteriormente en el afio 2009 en esta zona
del pais se reportd la seroprevalencia y presencia molecular del VDVB tipos 1y
2 en hatos de bovinos del sistema vaca-becerro (Dominguez Diaz & Diaz, 2009).
Similarmente, en esta region el BVDV fue diagndsticado en becerros de corral de
engorda y asociado a multiples patologias (Ramirez Romero, Chavarria
Martinez, Lépez Mayagoitia, Rodriguez Tovar, & Nevarez Garza, 2012). No
obstante, hasta lo que se sabe, no existen reportes previos de la presencia y
circulacién de Pestivirus en ovinos y caprinos de Nuevo Ledn, del Noreste de
México o incluso en el pais; por lo que este trabajo representa el primer reporte
de la actividad seroldgica, circulacion y presencia de Pestivirus en rumiantes
pequenos de México. A pesar del amplio reconocimiento de la amplia dispersion
de los Pestivirus a nivel mundial (Celeddén et al., 2001; Colom-Cadena et al.,
2016; Kaiser, Nebel, Schupbach-Regula, Zanoni, & Schweizer, 2017; Mao et al.,
2016; Martin et al., 2015; Maya et al., 2016; Shi et al., 2016; Tuncer-Goktuna et
al., 2016), los estudios de la frecuencia serolégica en rumiantes pequenos
domésticos son muy limitados y escasos. En el presente estudié, los rangos se

seropositividad entre hatos y regiones fueron muy amplios. Lo cual concuerda
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con estudios similares realizados en otras partes del mundo (Ali et al., 2013;
Fernandez-Aguilar et al., 2016; Passler & Walz, 2010; Yazici, Serdar, Gumusova,
& Albayrak, 2012). No obstante, se determiné que una relativa alta proporcion
de hatos ovinos y caprinos resultaron con altos indices de seropositividad, lo cual
aunado a la nula aplicacion de vacunas anti-Pestivirus en estas especies nos
indican que en todos los hatos seropositivos analizados los animales se han
puesto en contacto con estos virus y que de forma natural han respondidio
serolégicamente contra la infeccion. Esta observacién es de importancia dado
que, existe la probabilidad de que infecciones causadas por Pestivirus pasen
clinicamente desapercibidas y que una buena proporcion de las patologias
asociadas o no con estos virus sean confundidos con otros factores; limitando la
posibilidad de éxito en su diagndstico y control (Dubovi, 2013; Lindberg & Alenius,
1999). Los parametros de serofrecuencia observados concuerdan parcialmente
a lo obtenidos por otros investigadores en diversas partes del mundo (Ali et al.,
2013; Berriatua et al., 2006; Depner, Hubschle, & Liess, 1991; Fernandez-Aguilar
etal., 2016; Graham, Calvert, German, & McCullough, 2001; Hyera, Liess, & Frey,
1991; Krametter-Frotscher et al., 2007; Krametter-Froetscher et al., 2006; Loken,
1992; Oguzoglu et al., 2009; Schleiner et al., 2005; Yazici et al., 2012). No
obstante, variaciones en el tipo de prueba serolégica empleada, factores
agroecologicos y de manejo locales, tipo de cepa de Pestivirus involucrada y
Bioseguridad, entre otros; pueden contribuir a las variaciones en los pardmetros
serolégicos observados. Empero, cifras muy similares de seropositividad con el

uso del mismo cELISA comercial, fueron obtenidas en trabajos realizados en
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ovejas de distintas regiones de Turkia (Yazici et al., 2012). Probablemente
algunas condiciones epidemiolégicas y factores de bioseguridad son analogas
entre esas regiones y las aqui analizadas de tal suerte que contribuyen a la
similtud de los parametros obtenidos. En otras areas del mundo como Namibia y
Espafa reportaron porcentajes entre 4.6 — 40% de seropositividad en hatos de
pequeios rumiantes (Depner et al., 1991; Fernandez-Aguilar et al., 2016) lo cual
esta por debajo de los datos obtenidos en el presente estudio (55.6 — 100%),
estas obsefvaciones suigieren los pardmetros puede variar segun las medidas de
control y sanidad de las diferentes areas, ademas de la presencia de animales Pi
y otros factores de riesgo que tengan un rol importante en la dispersién de los
Pestivirus. Por el contrario, diversos investigadores han determinado
prevalencias regionales que pueden alcanzar hasta un 70%, mientras que por
hato rangos relativamente alto de entre 47.6 - 62.7% y ademas de una
seroprevalencia individual de 16.3 a 29.4 % en ovinos (Graham et al., 2001;
Krametter-Frotscher et al., 2007; Schleiner, Krametter-Frobtscher, et al., 2006).
Estos datos concuerdan con la presente investigacion, con diferencias a nivel de
hato ya que en nuestro caso se encuentran entre un 61 — 90 % de seropositividad
por hato y a nivel individual de hasta 40% en el caso ovino y un 29.7% en caprinos
Por otra parte, es de notar que los valores encontrados por otros investigadores
(Graham et al., 2001; Krametter-Frotscher et al., 2007; Schleiner, Krametter-
Frobtscher, et al., 2006) estdan centrados en la especie ovina la cual
aparentemente, y acorde a los datos serolégicos, muestra una mayor

susceptibilidad a Pestivirus comparadas con las especie caprina. Al respecto, no
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hay estudios que sefalen si existen una resistencia genética natural en caprinos
a infectarse por Pestivirus, o si solo ciertas especies o variantes de Pestivirus
tienen la habilidad para lograrlo o si estas observaciones, de una relativa baja
seropositividad en caprinos, se deban a factores locales de interaccion entre las
especies animales o solo es debido al efecto del disefio de los estudios. De todos
modos, los pardmetros seroldgicos obtenidos son de importancia y pueden
significar que existe muy poco control 0 manejo no apropiado en estas especies
animales, lo cual posibilita que las infecciones por estos virus persistan debido al
escaso 0 nulo conocimiento de su presencia en los pequefios rumiantes.
Krametter-Froetscher et al., en el 2016 reportaron una seroprevalencia (11.5%)
relativamente baja contra Pestivirus en caprinos que mantenian contacto con
ovinos y bovinos en cuatro regiones de Austria (Krametter-Froetscher et al.,
2006). No obstante, en estas poblaciones mixtas, la presencia de bovinos en el
area y la presencia de anticuerpos contra Pestivirus en caprinos fue altamente
significativa (P<0.05) sugiriendo una asociacion o interaccion entre ambas
especies (Krametter- Froetscher et al., 2006). Basado en estas observaciones y
acorde a los datos encontrados en el presente trabajo, con una seroprevalencia
de 29.7% en caprinos, y a la posible intensa interaccidén entre caprinos y otros
rumiantes (particularmente bovinos y ovinos); nos sugiere fuertemente que, la
intensa actividad de seropositividad en caprinos se debe a la existencia de
bovinos infectados en el area lo cual a su vez hace sospechar de la transmision

inter-especies y su persistencia en estas poblaciones de rumiantes.
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Acorde a los datos obtenidos la presencia de Pestivirus en ovinos de 44.36 % es
mayor que en caprinos 29.71 % (Tabla 5), esto describe que los ovinos presentan
2.36 Clgs (1.42-2.51) mas probabilidades de estar enfermos que los caprinos. Por
lo que se considera que los ovinos son un factor de riesgo, (P<0.05) indicando
que estos son mas propensos a presentar enfermedad por Pestivirus. También
por consiguiente existen 5.96 (Clos% 2.24 — 15.83), mas probabilidades de

infecciones en hatos ovinos que caprinos.

Por consiguiente, en una comparacion entre los distritos de desarrollo rural de los
individuos expuestos (Anahuac) presentan entre 1.05y 12.34 mas probabilidades
de estar enfermos por una enfermedad causada por Pestivirus que los animales
en Apodaca. Considerando a que la zona de Anahuac es un factor de riesgo.
(P<0.05) Esa por ser una regiéon con un gran movimiento de ganado ovino y
caprino tanto de compra externa como interna por parte de los productores,
ademas del contacto con fauna silvestre como venados y cerdos salvajes. Crean
las condiciones adecuadas, para la diseminacion del virus dentro de las distintas
explotaciones pecuarias, ademas de que mucha signologia y la enfermedad en

ovinos y caprinos es poco tomada en cuenta.

En el caso de la comparacion entre Andhuac y Montemorelos (Tabla 7), debido
a que existe una gran probabilidad de contraer un pestivirus en estas areas la
diferencia es no significativa P >0.05, esto indicando que el resultado obtenido
para el Odds Ratio no es significativo, ya que la unidad esta dentro del intervalo

de confianza calculado (usando la aproximacién logaritmica).
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Al hacer la comparacion entre Anadhuac y Galeana (Tabla 7) P > 0.05 el resultado
obtenido para el Odds Ratio no es significativo, ya que la unidad esta dentro del
intervalo de confianza calculado (usando la aproximacion logaritmica). Esto
indica que debido a la alta seroprevalencia en ambos lugares, la probabilidad de
contraer un Pestivirus es la misma, esto atribuye al igual que en Montemorelos,
estas tres areas debido a la alta compra de animales o el desconocimiento del

agente etiolégico crea que estas regiones sean de alta prevalencia.

Montemorelos al ser un lugar que posee una alta seropositividad contra Pestivirus
(Tabla 7), hace mas susceptibles a las dos especies animales a contraer el
agente infeccioso esto se debe a que los productores tienden a pastar en los
mismos lugares, al combinar condiciones las climaticas adecuadas y animales
susceptibles al virus causa un ambiente adecuado para la supervivencia de los
Pestivirus. Creando la repeticion de un ciclo de reinfeccion, también pueden
darse los casos de animales pl, los cuales diseminan mas el virus a otras areas
de pastoreo, causando una exposicidon constante al agente etiolégico en
diferentes areas logrando la infeccion de animales susceptibles, que acaban de
ser incorporados a la explotacidén pecuaria y no habian estado expuestos al virus

presentandose la enfermedad.

Montemorelos y Galeana (Tabla 7), posee las mismas condiciones para el
contagio con Pestivirus, el resultado obtenido para el Odds Ratio no es
significativo, ya que la unidad esta dentro del intervalo de confianza calculado
(usando la aproximacién logaritmica). esto quiere decir que con una P>0.05,

ambos distritos poseen una seropositividad alta lo cual causa que cualquier
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animal de cualquier de las dos especies del estudio puedan contagiarse y

presentar signologia de la enfermedad.

Estos datos refieren a que las areas de mayor seroprevalencia de Pestivirus
siendo Andhuac, Montemorelos y Galeana, existe una gran circulacion de este
tipo de virus, infectando tanto a ovinos como caprinos, recalcando en que los
ovinos tienden a ser mas susceptibles a enfermedades causadas por Pestivirus,
estas regiones son mas propensas al nacimiento de animales persistentemente
infectados, creando que el virus persista en las distintas explotaciones pecuarias,
siendo asi un problema mayor para su eliminacion, tanto en el estado de Nuevo

Leon como México en general.

Estudios previos han sefnalado la circulacion y factores de riesgo para el Virus de
la Diarrea Viral Bovina (VDVB) en hatos del sistema Vaca-Cria del Noreste de
México (Dominguez Diaz & Diaz, 2009), no obstante se carece de informacién
de la presencia o epidemiologia de Pestivirus en rumiantes pequefos de Nuevo
Ledn e incluso en México. Dentro de los factores de riesgo tomados en cuenta
dentro del estudio se determinaron por medio de una encuesta realizada a los
productores y duefios de las explotaciones pecuarias, dentro de los factores que
mas destacaron se encontraron: que las regiones poseen 3.00 Clgs (1.74 - 5.17)
mas riesgos de contraer Pestivirus en Montemorelos, Galena con 2.27 Clgs (1.32-
3.93) y Andhuac con 2.04 Clss (1.16-3.57), esto debido a la alta seroprevalencia
detectada en el estudio (Tabla 8). EI hecho de que muchas explotaciones que
poseian un gran tamano de hato estos poseen mayor posibilidad de contraer

Pestivirus que no los hatos pequerios, esto para ambas especies determinado
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por chi-cuadrado (Tabla 8) este resultado fue similar como (Cuttance & Cuttance,
2014; Jarvinen & O'Connor, 2014) demostraron, en que hatos de mayor tamano
influyen mas que los hatos pequefios, al incluir los datos con la razén de momios
se demostro un resultado no significativo, dando por ende que no habia relacion
entre el tamano de hato y la presencia de Pestivirus. Esto no significa el descartar
este factor, ya que existen otros elementos que pueden afectar el hato, como el

contacto con otras especies animales, entre otros (Almeida et al., 2013).

Entre las dos especies estudiadas se determiné que los ovinos son 2.36 (Cles%
1.28-4.35) mas susceptibles que caprinos a enfermedades por Pestivirus (Tabla
8), esto puede deberse a la gran diversidad de receptores que interactian con
las diferentes cepas de Pestivirus asociados a ovinos, provocando que esta
especie resulte de mayor susceptibilidad que los caprinos. Por otro lado, también
se determind en nuestro estudio que el tamafo de hato no es un factor que influye

en las infecciones por dicho virus.

Segun el tipo de explotacion la industria lechera se ve mas afectada con 2.36
mas probabilidades de estar infectados por Pestivirus (Tabla 8). Esto podria
deberse al gran contacto entre animales, pero es tomada como un factor que
aunado a otro de los mencionados anteriormente ya que fueron poco

significativas al estudio (P>0.05)

La presencia de otras especies animales en el &rea causa una mayor circulacion
de Pestivirus entre los hatos caprinos y ovinos, pero no se tomé en cuenta la

distancia entre un hato y otro, pero segun (Loeffen, van Beuningen, Quak, &
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Elbers, 2009) determinaron que en un radio de 3 km. y un tamano de hato mayor
a 60 animales tiende a aumentar la probabilidad de animales seropositivos dentro
del hato. Nuestro estudio nos demostrd que la presencia de otros animales causa
un 1.46 (Cles% 0.93-2.30) mas probabilidades de las infecciones por Pestivirus
estén presentes en las explotaciones ovinas y caprinas (Tabla 8). Pero este es
un factor que al entrar en interaccion con otros factores tienden a incidir ain mas
en la circulacion de Pestivirus, pero no es un factor que afecte directamente.

(P>0.05)

Se observo al mismo tiempo que la presencia de otras especies animales y el
compartir pasturas (Saa et al., 2012; Schleiner, Krametter-Frobtscher, et al.,
2006) indicé ser un factor de riesgo, debido a que estos alimentos al estar
contaminados por Pestivirus contraen las infecciones animales susceptibles
perpetuando el ciclo por mas tiempo. Un factor importante en la prevencién de
las infecciones por Pestivirus es la utilizacidbn de cuarentenas, en nuestro caso
concede un factor de proteccion al hato, debido a que reduce la cantidad de
animales susceptibles al virus, pero esto solo se da en caso de que estos
animales posean anticuerpos ante el antigeno. El hecho de no realizarse una
cuarentena concede a esta variable como un factor de riesgo como lo encontrd

(Talafha, Hirche, Ababneh, & Al-Majali, 2009).

Un elemento determinante en la circulacién de Pestivirus es la introduccion y
compra de nuevos animales al hato, al igual que estar en contacto con otros
animales infectados o no infectados de nuevos hatos concordando en estudios

realizados previamente por varios investigadores (Almeida et al., 2013; Solis-
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Calderon, Segura-Correa, & Segura-Correa, 2005; Valle, Martin, Tremblay, &
Bateman, 1999). En el presente estudio se determiné que la introduccion de
animales con anticuerpos poseen 0.60 (Clgs% 0.39-0.94) mayores probabilidades
a que actuen como un factor protectivo de Pestivirus (Tabla 8), esto en especifico
de animales los cuales posean anticuerpos contra el virus, lo cual aportara una
mayor inmunidad del hato y en contra de infecciones, esto no refiere a que la
introduccién de cualquier animal al hato confiera un factor protectivo, ya que aun
pueden presentarse animales pl, causantes de la diseminacion del virus, para
esto siempre debe de tomarse en cuenta la bioseguridad y las medidas de

cuarentena necesarias.

Dentro de las medidas preventivas en los ranchos destaca el factor protectivo de
la cuarentena con 0.58 (Cles% 0.32-1.06) mas probabilidades de que el utilizar
esta medida de bioseguridad las infecciones por Pestivirus disminuyan dentro de
los hatos caprinos y ovinos (Tabla 8). El movimiento por parte de veterinarios o
de los visitantes mostré un 1.89 (Cles% 1.24-2.87) (Tabla 8) mas probabilidades
de adquirir infecciones por Pestivirus dentro de los ranchos esto debiéndose a la
resistencia del virus en ser estable en condiciones estables y la movilizacion por
parte del patdgeno a través de fébmites como ropa, equipo, calzado e inclusive en
el transporte utilizado por el personal del establecimiento o por el médico
veterinario. Observaciones similares previas fueron realizadas por (Almeida et
al., 2013; Talafha et al., 2009), determinaron que la movilizacién de médicos
veterinarios y personal entre los ranchos es un factor en la diseminacién y
transmision de Pestivirus entre las diferentes especies animales susceptibles y
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que ademas la no aplicacién de cuarentena propicia las condiciones necesarias
para la infeccion en diversos hatos (Almeida et al., 2013; Talafha et al., 2009);
por lo que es importante recalcar la importancia e implementacion de medidas de
bioseguridad como parte integral de los procesos de proteccion contra Pestivirus
o cualquier otro tipo de agente infeccioso (Fernandez et al.; 2016). En el presente
trabajo se determiné que es altamente sugerente que a través de la compra de
animales o la introduccién de nuevos animales a sus respectivos hatos sin
pruebas previas y sin cuarentena facilita en gran medida la circulacion de los
Pestivirus hacia y entre los rebafios. Ademas de que practicamente ni uno solo
de los propietarios aplican 6 cumplen con las medidas minima necesarias de las
normas de cuarentena en sus majadas, evidenciando por un lado que la falta de
conocimiento de la enfermedad y por otro que la nula aplicacion de protocolos de
bioseguridad pueden ser causas directas a la circulacion de Pestivirus entre las
poblaciones de ovinos y caprinos, y probablemente en otras especies, de Nuevo
Ledn como lo han sugerido investigaciones previas en otras partes del mundo
(Nelson et al., 2016; Wolff et al 2016). Al respecto, y con el fin aminorar los efectos
negativos de estos virus en la produccidn, probablemente sea prioritario capacitar
a los propietarios de los ranchos de estas especies en temas de bioseguridad,
vacunacién, descontaminacion, cuarentena y vias de ingreso de estas

infecciones a sus majadas.

A partir de cocteles de plasma de animales obtenidos de hatos con alta
seropositividad se ensayaron diferentes RT-PCR'S con el usos de
oligonucledtidos, disefiados en el presente estudio y, dirigidos para
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potencialmente unirse a regiones gendmicas conservadas de los Pestivirus
(Meyers & Thiel, 1996). Incosistencias en los resultados (datos no mostrados),
con el uso de diferentes combinaciones de estos oligonucleotiodos, fueron
obtenidos por lo que no fue posible amplificar las regiones gendmicas
seleccionadas del genoma pestiviral. Probablemente, algunos factores como
variaciones genéticas (Becher et al., 2003; Paton, 1995; Vilcek, Durkovic,
Kolesarova, & Paton, 2005) de las posibles cepas circulantes en esta area, la
dilucién de las muestras y bajas concentracidénes de las particulas virales (Strong
et al., 2015) o reconocimiento seroldgico asociado a complemento (Alzamel,
Bayrou, Decreux, & Desmecht; Krey et al., 2006) pudieron haber contribuidos a
estos resultados. No obstante, de un reducido numero de muestras se logro la
amplificacion de parte la region conservada 5°'UTR de Pestivirus mediante RT-
PCR / PCR anidado. Analisis subsecuentes de secuenciacidén permitié identificar
la presencia de secuencias genéticas de Pestivirus en ovinos y caprinos. Al
respecto, por una parte es necesario considerar que los cocteles de plasma estan
sujetos al factor de dilucion, por lo cual es probable que dismunuya la carga viral
y por otra parte tambien es factible que exista proporcion muy baja de carga viral
en sangre / suero (Strong et al., 2015). Tal situacién pudo haber afectado la
calidad en la deteccién de las secuencias genéticas por lo que la proporcion
detectando disminuye en la totalidad de secuencias genéticas de todas las
muestras analizadas en el presente trabajo. Estudios similares previos han
detectado un relativo alto numero de pools positivos por medio de RT-PCR

(Smith, Sanderson, Walz, & Givens, 2008). Por otra parte, Sasha y colaboradores
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en el 2014 concuerdan que cocteles de entre 5-25 muestras pueden interpretarse
como positivos o0 negativos, considerando el tamano de las muestras, tamano de
hato, prevalencia, error y el nivel de confianza. (Lanyon, Anderson, & Reichel,

2014)

Los analisis subsecuentes de secuenciacion de tres muestras, denominadas
como Linares, Galeana y Andhuac (Figura 4), permitié reconocer que las
secuencias mostraron una homologia relativamente muy alta con cepas
clasificadas dentro de BVDV-1. Lo anterior, surgié después de la realizaciéon de
alineamientos multiples con diversas cepas de Pestivirus reportadas en el
GenBank®. (Esmaelizad & Kargar-Moakhar, 2014), determinaron que la cepa
irani y la cepa citopatica de Australia BVDV-1c son similares lo que indicé un
ancestro en comun, esto contrasta como lo encontrado en el presente estudio
qgue determind que la cepa encontrada en las muestras corresponden en un 99%
a BVDV-1 aislado 9, similar a la aislada en Iran (Esmaelizad & Kargar-Moakhar,
2014). Estas observaciones, sugieren que diversos factores como la importacion
de animales o semen infectado provenientes de ganado bovino a la region
analizada y la subsecuente interaccion con pequefos rumiantes pudo en
determinado momento ser la causa de la potencial diseminacién de Pestivirus
hacia y entre pequefios rumiantes. Esta observacion es reforzada por los datos
de factores de riesgo obtenidos en el presente trabajo dentro de los cuales la nula
bioseguridad, la mezcla de animales de distintas especies, el desconocimiento

de la presencia de la enfermedad establecié condiciones favorables para la
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circulacion y mantenimiento de este Pestivirus (Marco et al., 2009; Niskanen &

Lindberg, 2003),

Hasta donde se sabe, este es el primer reporte de la presencia Pestivirus en
rumiantes pequefios en México. Los resultados serologicos y moleculares
sugieren fuertemente la presencia y alta circulacién de Pestivirus en las especies
ovina y caprina en esta parte del pais. Acorde a lo anterior; es necesario realizar
estudios posteriores especificos para confirmar y conocer el papel que podrian
estar desempefiando estos agentes virales en la salud y productividad en estas
y otras especies de los rumiantes susceptibles. Si los altos indices de
seroprevalencia y el genotipo viral detectados reflejan lo que sucede en otras
regiones de México permanece por esclarecerse a fin de disefiar protocolos de

control y erradicacion.
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8 CONCLUSIONES

Se encontrd un alto indice de seropositividad contra Pestivirus en hatos caprinos
y ovinos de Nuevo Ledn, ademas de que se encontraron secuencias genéticas
5" UTR en 5 muestras, se determind que cepas agrupadas dentro del BVDV-1
son las que circulan entre pequefnos rumiantes. Dadas las caracteristicas del
comportamiento biol6gico de estos virus en la naturaleza en probable que se
encuentren circulando en otras especies susceptibles. (Avalos Ramirez, 2007;
Avalos Ramirez et al., 2010) Aparentemente, factores de bioseguridad, manejo
por parte del productor y personal de la explotacion, concurren para observar
estos altos indices de seropositividad. Todos los Distritos de Desarrollo Rural del
estado resultaron cuando menos con un hato seropositivo. Es probable que el
comercio de animales sin realizar pruebas, el desconocimiento de esta infeccién,
la mezcla de animales y la falta de medidas de bioseguridad contribuyan a la alta
seropositividad observada. No se descarta que, en el estado, y acorde a las cifras
obtenidas, ocurra la presencia de animales persistentemente infectados, esto
debera de realizarse por medio de un estudio mas especifico hacia explotaciones
observando signologia especifica a Pestivirus ademas de realizar pruebas mas
especificas identificando la especie de este virus que este circulando

confirmando la presencia del virus en el &rea noreste de México.
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Anexo

ENCUESTA

Fecha:

El presente documento tiene la idea de recabar informacion referente al manejo
en general, asi como aspectos de manejo reproductivo y sanitario que afectan la
productividad del rancho. La informacién que se obtenga, pretende detectar
factores de riesgo, ademas de aportar ideas para mejorar la salubridad y
productividad de su Rancho. TODA INFORMACION PROPORCIONADA ES
CONFIDENCIAL, solo sera utilizada para fines de investigacion y con el
consentimiento de los duefos del rancho.

Nombre Rancho:

Ubicacion:
Especie animal con la que trabaja: Caprino Ovino
Jldentifica a su rebafio? Si NO
1. Total de animales: Hembras: Sementales: =1 afio: H= M=
2. Sistema de Produccion: a) Carne b) Leche ¢) Otro:

3. ¢ Tipo de explotacion? a) Pastoreo b) Semi-pastoreo ¢) Intensivo

4. ; Coexisten otros animales domésticos en su rancho? Si NO
e ¢Qué animales tiene? Bovinos: Cerdos: otros:

5. ¢ Sabe si existen animales silvestres en su predio o en los
alrededores? S| NO
e Siresponde Sl ¢qué animales?:
a) Venado b) Jabali / cerdo salvaje c¢) Otro:
6. ¢ Vacuna contra Enfermedades? Si NO

7. Contra que enfermedades:

8. ¢Las enfermedades / problemas que afectan la reproduccion en su
rancho son muy frecuentes? Sl NO

9. Las hembras que son cruzadas por monta o inseminacion, ¢ Cuantas
quedan prenadas?
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10. Cantidad de abortos en el rancho: Este afio: ~ Afo pasado:_ No
lo sabe:

11. Los abortos en sus animales, ¢en qué periodo de la gestacion
ocurren? a) (0-imes) b) (2-3meses) c¢) (4-5 meses) d) No sabe

12. ¢ Cuales son los animales que mas abortan?
Hembras de primera monta Hembras >1 un parto No sabe

13. ¢ Cuando hay abortos que destino les da a la placenta y feto
abortados?

a) Los quema o entierra b) NO se recogen d) otro:
14. De los corderos / cabritos recién nacidos ¢cuantos mueren?
a) Menos de 10% b) Entre 10 y 20% c) Mas del 20%

15. ¢ Cual es la causa mas comun de muerte de corderos en su rancho?

16. En sus animales ¢ Qué edad presenta mas enfermedades?

a) Menores de 1 ano b) 1-2 afos ¢) Mas de 2 anos
De Iqs S|gme_ntes practicas sanitarias y de manejo si | No A Nunca
¢ Cuales realiza en su rancho? veces
17 | Utiliza una 1 aguja por animal
18 | Aisla animales enfermos
19 | Restringe la entrada de visitantes a su rancho
20 Separa a las hembras que van a parir antes de la fecha
de parto.
21 Envia al laboratorio muestras de animales que abortan
0 mueren para saber la causa de aborto o muerte.
29 ¢, Ha observado y/o registrado bajos pesos al
nacimiento de sus corderos?
23 ¢, Ha observado retraso en el desarrollo de algunos o
varios corderos destetados?
o4 Ha observado malformaciones (anormalidades) de los
recién nacidos
o5 Separa usted los animales destetados de acuerdo a la
edad
26 | ;Lavay desinfecta los instrumentos antes de usarlos?
07 ¢, Ha introducido nuevos machos o hembras a su
rancho?
28 ¢, Cuarentena y realiza pruebas de laboratorio a nuevos
animales que ingresan para detectar enfermedades?
29 | Tiene un Médico Veterinario exclusivo en su rancho.

Comentarios y/o Sugerencias )
MUCHAS GRACIAS POR SU COOPERACION
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