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Resumen y Abstract IX

Resumen

Deteccidn de virus asociados con enfermedad respiratoria en terneros

provenientes de hatos lecheros

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) provoca una considerable morbilidad vy
mortalidad en terneros, resultando en pérdidas econdmicas significativas. La ERB se
caracteriza por ser un complejo donde hay interacciones entre factores medioambientales,
el estado inmunolégico del huésped y la presencia de agentes virales y/o bacterianos. Los
agentes virales primarios asociados a ERB son el herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), virus de
la diarrea viral bovina (BVDV-1), virus de la parainfluenza bovina (BPIV3) y el virus sincitial
respiratorio bovino (BRSV). Este proyecto plante6 como objetivo principal la deteccion
mediante RT-PCR / qPCR de los principales virus asociados a ERB (BRSV, BPIV3, BoHV-
1y BVDV). Para lo anterior, se colectaron muestras de tejido pulmonar (P) y raspado nasal
(RN) de terneros menores a seis meses de edad provenientes de hatos lecheros,
colectadas en planta de beneficio. Los resultados revelaron una tasa de positividad del
25% para BRSV en las muestras de raspado nasal (RN) por PCR. Por su parte, en el caso
de BPIV3, se observo una positividad del 14,6% mediante PCR y un aumento significativo
al 41,7% mediante gPCR en las muestras de RN. Al analizar las muestras de pulmoén, se
constaté que la positividad fue del 4% mediante PCR y del 26% mediante gPCR para
BPIV3. Ademas, se logré secuenciar el gen P del BPIV3, determinando que la cepa
colombiana corresponde al genotipo A. En la evaluacion histopatoldgica, se identifico la
neumonia intersticial como el diagnéstico mas comun. Este estudio representa el primer
reporte de BRSV y BPIV3 en Colombia, lo que lo convierte en una contribucién pionera en

el ambito académico.

Palabras clave: Enfermedad respiratoria bovina, Enfermedad respiratoria de los terneros,
Enfermedades Respiratorias, BRSV, BPIV3, BoHV-1, BVDV.



X  Deteccion de virus asociados con enfermedad respiratoria en terneros provenientes

de hatos lecheros

Abstract

Detection of viruses associated with respiratory disease in calves from dairy herds

Bovine respiratory disease (BRD) causes considerable morbidity and mortality in calves,
resulting in significant economic losses, characterized by a complex interaction between
environmental factors, host immune status and the presence of viral and/or bacterial
agents. The primary viral agents associated with BRD are bovine herpesvirus 1 (BoHV-1),
bovine viral diarrhea virus (BVDV-1), bovine parainfluenza virus (BPIV3) and bovine
respiratory syncytial virus (BRSV). The main objective of this project was the detection by
RT-PCR/gPCR of the main viruses associated with BSE (BRSV, BPIV3, BoHV-1 and
BVDV). For this purpose, samples of lung tissue (P) and nasal scraping (RN) were collected
from calves under six months of age from dairy herds, collected at the processing plant.
The results revealed a 25% positivity rate for BRSV in nasal scraping (NR) samples by
PCR. For BPIV3, a positivity of 14.6% was observed by PCR and a significant increase to
41.7% by gPCR in NR samples. When lung samples were analyzed, positivity was found
to be 4% by PCR and 26% by gPCR for BPIV3. In addition, the P gene of BPIV3 was
sequenced and it was determined that the Colombian strain corresponds to genotype A.
Histopathological evaluation identified interstitial pneumonia as the most common
diagnosis. This study represents the first report of BRSV and BPIV3 in Colombia, which

makes it a pioneering contribution in the academic field.

Keywords: Bovine respiratory disease, Respiratory disease of calves, Respiratory
Diseases, BRSV, BPIV3, BoHV-1, BVDV
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Introduccion

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) y la enfermedad respiratoria de los terneros
(ERT) son entidades multifactoriales que desencadenan brotes respiratorios en bovinos de
diferentes edades y sistemas de produccion. Esta problematica es de especial relevancia
en el caso de terneros menores a seis meses de edad, en los que se evidencia una mayor
severidad clinica y mortalidad 2. La manifestacién de ERB/ERT esta afectada por diversos
factores, por lo cual es importante tener en cuenta las interacciones entre los agentes
virales y bacterianos involucrados, las condiciones medio-ambientales, los factores de
riesgo y el estado inmunolégico de los animales *°. Los virus son considerados como los
principales agentes etiolégicos de la ERB, y se reconocen cuatro agentes virales primarios:
el herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), el virus de la diarrea viral bovina (BVDV-1), el virus
de la parainfluenza bovina (BPIV3) y el virus sincitial respiratorio bovino (BRSV); los cuales
favorecen la subsecuente infeccion por bacterias oportunistas como Mannheimia

haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni'y Mycoplasma bovis °°.

A nivel mundial, la ERB/ERT es reconocida como el problema sanitario primordial dentro
de la industria ganadera, debido a las considerables pérdidas econdémicas generadas a
raiz de sus efectos negativos en términos productivos como de supervivencia, tanto a
mediano como largo plazo. Dichos efectos incluyen el desarrollo de neumonia cronica,
retraso en el crecimiento, bajos indices reproductivos, baja produccion lechera y aumento
en las tasas de descarte. Ademas, es crucial mencionar los costos directos asociados a
los programas de prevencion y tratamiento 8. En el contexto de Colombia, este impacto
se ha demostrado a través de diversos estudios realizados desde la década de 1990. Un
ejemplo de ello es un estudio de 1996 que se centro en terneros menores de tres meses
de edad en el departamento de Narifio, el cual reveld que la neumonia constituia la
principal entidad clinica (36,3%) y la segunda causa de muerte (20%) en estos animales®.
En 1997, otro estudio reporté una morbilidad del 11,3% en terneros del departamento de
Antioquia '°. En afios posteriores, un estudio prospectivo de cohortes llevado a cabo en

2005 en fincas lecheras de la Sabana de Bogota revelé una morbilidad de la ERB del 2,8%,



2 Introduccién

relacionandola con el 6% de las muertes''. Sin embargo, a pesar del impacto e importancia
de la ERB en la industria ganadera tanto a nivel mundial como local, no se han llevado a
cabo estudios sobre la deteccién de los agentes virales causantes de esta entidad en
Colombia. Bajo esta premisa, se plantea este estudio pionero en el pais con el objetivo de
detectar, a través de las técnicas RT-PCR/QPCR, los cuatro principales virus asociados a
ERB (BRSV, BPIV3, BVDV y BoHV-1) en muestras postmortem obtenidas de terneros
menores de seis meses de edad, pertenecientes a hatos lecheros y recolectadas en
plantas de beneficio de la Sabana de Bogota. El enfoque de esta investigacion radica en
la busqueda de posibles asociaciones entre la positividad viral detectada en las plantas de
beneficio y factores como el origen geografico de los terneros, asi como su ubicacion
especifica dentro del sistema respiratorio, distinguiendo entre el tracto respiratorio alto y

bajo.



1.Revisién de literatura. Complejo Viral
Respiratorio Bovino: Agentes Vvirales
primarios

1.1 Generalidades de la Enfermedad respiratoria
bovina (ERB)

Desde hace décadas se reconocio que la especie bovina es especialmente susceptible de
sufrir enfermedades del tracto respiratorio dadas sus caracteristicas anatémicas y
fisiologicas '2. Por su anatomia, los Idbulos pulmonares bovinos se encuentran
completamente separados por septos interlobulillares y el intercambio gaseoso entre
alveolos se da a través de unas estructuras denominadas los poros de Kohn, estos son
escasos en los bovinos, lo que predispone a esta especie a hipoxias a nivel pulmonar *3.
Por su fisiologia, los bovinos tienen una mayor capacidad pulmonar para la respiracion
basal comparada con otras especies, esto permite probablemente, una mayor exposicion
a patoégenos por inhalacion. Es asi, como la combinacién de estos dos factores predispone

a los bovinos a ser mas susceptibles a las enfermedades respiratorias ™.

La Enfermedad Respiratoria Bovina (ERB) puede afectar a bovinos de todas las edades,
siendo los mas susceptibles los terneros menores a tres meses de edad, donde se reportan
prevalencias hasta del 22% y mortalidades que alcanzan hasta el 46.5%°%".
Adicionalmente, se ha descrito que la interaccion de factores medioambientales, el estado
inmunologico del huésped y la presencia de agentes virales y/o bacterianos pueden
aumentar el riesgo de aparicion de esta enfermedad, reconocida como un complejo
particular en los terneros y que se denomina como la enfermedad respiratoria de los
terneros (ERT)'®. Historicamente, se reconocen en ERB/ERT cuatro agentes virales
primarios: el herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), el virus de la diarrea viral bovina (BVDV-

1), el virus de la parainfluenza bovina (BPIV3) y el virus sincitial respiratorio bovino (BRSV).
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Su participacion como causalidad de ERB/ERT se ha logrado establecer a través de
diagnosticos moleculares, serologicos, relaciones epidemiologicas y analisis
bioinformaticos; demostrando que actian como patégenos directos o como
desencadenantes de patogenicidad mediante diferentes interacciones y por factores de
virulencia. De este modo, los virus primarios facilitan la subsecuente infeccion por bacterias
oportunistas como Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somniy

Mycoplasma bovis °°.

Adicional a lo establecido hasta aqui, los avances en las técnicas de diagndstico,
particularmente las de tipo molecular, han permitido establecer la presencia de otros
agentes virales en el tracto respiratorio bovino cuya participacion en la ERB/ERT aun no
esta claramente dilucidada. Entre estos se reportan el virus de la rinitis bovina (BRV), el
coronavirus bovino (BCoV), el virus de la influenza tipo D y C (IDV e ICV), el Nidovirus

17-21

Bovino (BNV) y algunos miembros de la familia Parvoviridae . Estos en su conjunto se

denominan agentes virales secundarios del ERT/ERB.

Una propiedad de los virus que afectan el tracto respiratorio bovino es que rara vez
generan letalidad intrinseca. En lugar de ello, una vez invaden el sistema respiratorio,
establecen interacciones sinérgicas con factores estresantes que desencadenan un papel
proactivo para facilitar el desarrollo de estas patologias. Esta dinamica se origina a partir
de la habilidad de estos virus para desregular los sistemas de respuesta inmunolégica del
organismo, abarcando tanto el sistema inmunolégico innato como el adaptativo. Como
resultado de esta interaccidén, se producen alteraciones en los componentes de la
superficie mucosa y una reduccion en la actividad funcional de células como los monocitos,
macrofagos, linfocitos T y B. Por lo cual, la combinacion de infecciones virales, bacterias
oportunistas y factores estresantes conducen a desencadenar diversos estadios de
neumonia en los bovinos #. Finalmente, considerando la importancia de los agentes virales
primarios (BRSV, BPIV3, BVDV, BoHV-1) dentro de la ERB/ERT y su abordaje dentro de
este trabajo, a continuacién, se revisan sus aspectos taxonomicos, moleculares,

epidemioldgicos y fisiopatologicos.
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1.2 Orthopneumovirus bovino (BRSV)

1.2.1 Taxonomia y descripcion molecular

El Orthopneumovirus bovino, reconocido antes del 2016 como el virus sincitial respiratorio
bovino (BRSV por sus siglas en inglés: bovine respiratory sincytial virus), pertenece al
Grupo V de la clasificacion de Baltimore ya que posee como genoma un ARN de cadena
sencilla y de polaridad negativa [ssARN(-)], con una longitud de 15 Knt >%*_ A nivel
taxonoémico, se clasifica dentro del orden de los Mononegavirales, familia Pneumoviridae,
género Orthopneumovirus, al cual también pertenece el virus sincitial respiratorio humano
(HRSV) con el que comparte caracteristicas epidemiolégicas, clinicas y patolégicas
comunes 2°. En una primera instancia, la diversidad del BRSV se delineé a través de la
discriminacion antigénica mediante la reactividad frente a anticuerpos monoclonales. Esta
aproximacion condujo a la identificacion de cuatro subgrupos antigénicos designados
como A, B, AB y no tipificados?*?’. Posteriormente, esta clasificacion recibio validacion por
medio de analisis de secuenciacion y filogenia; estos ultimos se centraron sobre la
glicoproteina G (gpG) debido a su alta variabilidad dada por mutaciones a nivel de los

nucledtidos (nt) y expresada en los amino4cidos (aa) 2%,

En la actualidad, la calificacion del BRSV se sustenta en la secuenciacion de las gpG, gpN
y gpF, dando origen a seis grupos distintos (clados filogenéticos) denominados | - VI. Estos
grupos, aparte de altos niveles de identidad de nt dentro de ellos, tienen correlaciones
geograficas y temporales, *. Un ejemplo de esto fue en Japon donde se pudo establecer
que las cepas circulantes de BRSV se enmarcaban en el subgrupo lll, un hallazgo en
sintonia con resultados analogos derivados de una provincia del norte de China después
de un brote respiratorio. Asimismo, se constaté una concordancia en las cepas
provenientes de Brasil y Turquia 3*=33. Por otro lado, en el subgrupo |l se encuentran cepas
reportadas en el norte de Europa, especificamente en paises como Dinamarca, Suecia y

Noruega 3*%.

El ssARN(-) del BRSV codifica para 11 proteinas diferentes, las de tipo estructural
corresponden a la proteina grande o de superficie (G), la proteina de fusién (F) y la proteina
hidréfoba pequefia (SH); estas tres se encuentran incrustadas en la envoltura viral. En la

cara interna de esta ultima y estructurando el core viral, se encuentra la proteina de matriz
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(M) y el core, a su vez, contiene la proteina de nucleocapside (N) que protege el ARN viral
y adopta la forma helicoidal del mismo. En cuanto a las proteinas de tipo regulatorio,
Adheridas a N, se encuentran unidades de la fosfoproteina (P) y la polimerasa viral
dependiente de ARN (L). El ssARN(-) codifica también para el factor anti-terminacién
transcripcional (M2-1), la proteina regulatoria de ARN (M2-2), y dos proteinas no

estructurales NS1y NS2 (Figura 1.1) %,

Matrix protein (M)

Glycoprotein (G)

Fusion protein (F) ’; \ ' N Phosphoprotein (P)

SH protein : Nucleoprotein (N)

Polymerase (L)

(-) strand RNA genome

NS1 NS2
SHHTNTH P HIMHE{Ge H F Hwm2] ﬂ 5
leader Trailer

Figura 1-1. Representacion esquematica del BRSV en cuanto a la estructura del virién y
de la organizacién del genoma viral. En el virién se puede establecer la forma del virus, la
ubicacion de las proteinas estructurales y regulatorias, como también la forma helicoidal
del genoma. En el genoma se representa la polaridad de este junto con la proporcionalidad
(tamano) y distribucion de los genes que codifican para las diversas proteinas virales.
Tomado de (Swiss Institute of Bioinformatics 2023b)*”
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1.2.2 Epidemiologia del BRSV

El BRSV se ha encontrado como responsable de brotes de ERB/ERT tanto en ganado
lechero como de ceba, ocasionando una morbilidad de hasta el 80% ***. Comparado con
otros virus respiratorios como CVB y BPIV3, el BRSV se ha encontrado en mayor
proporcion y en algunas ocasiones como agente unico en casos de ERB; esto ha llevado
a que algunos autores lo propongan como el principal patégeno asociado a brotes
respiratorios en las producciones bovinas **. Adicional a lo anterior, su seroprevalencia se
ha reportado entre 52.2 — 83.11% en hatos sin vacunacion y de hasta el 100% en la fase
aguda del brote %', Proporcionalmente, los signos respiratorios asociados con BRSV son
mas evidentes en terneros entre las dos semanas y los cinco meses de edad 2*2. En cuanto
al ganado adulto, las vacas lecheras mayores a tres afios de edad son las mas afectadas,
observandose cuadros mas severos en las gestantes y durante la fase temprana del

posparto *.

Finalmente, se manifiesta una dualidad de evidencias en lo que respecta a la letalidad
ocasionada por el BRSV, ya que algunos reportes muestran un indice aproximado al 20%,
mientras que otros indican una tasa notablemente reducida *"*. En el primer escenario,
un estudio ejecutado en Colonia (Uruguay) destaco un episodio respiratorio en terneras de
5 - 6 meses de edad, donde el BRSV se identific6 como agente etiolégico unico
ocasionando una morbilidad del 60% y una mortalidad del 20% *®. Por otro lado, en el
segundo escenario, en explotaciones ganaderas de Paises Bajos, se registré un episodio
respiratorio que involucré a 726 bovinos y, durante un afio de seguimiento, solamente se

documentd una defuncion atribuible al BRSV 4.

1.2.3 Aspectos fisiopatolégicos del BRSV

Al invadir el tracto respiratorio, el BRSV lleva a cabo su replicacion primordialmente en las
células epiteliales ciliadas y los neumocitos tipo Il *°. El proceso de adsorcion se produce
mediante la interaccion entre la gpG viral y los glicosaminoglicanos de la membrana
celular. Posteriormente, se desencadena una escision de la proteina F en dos
subunidades: F1 y F2, siendo esta ultima la que desempefia un papel crucial en la unién
de alta afinidad entre la envoltura viral y la membrana celular *®. Ademas, la proteina F
también juega un papel en la fusion de las membranas citoplasmaticas entre las células

infectadas y no infectadas, lo que conlleva a la formacion de sincitios o células gigantes
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multinucleadas. Asimismo, esta proteina representa un antigeno viral fundamental, el cual

induce la generacién de anticuerpos neutralizantes®®.

La actividad de replicacién viral genera alteraciones en las vias de sefializacion celular y
provoca respuestas inmunitarias, particularmente del tipo innato. Entre estas, el BRSV
promueve la sintesis de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias (IL-12, IFNy, TNFa, IL-
6 e IL-18, IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-1qa, IFNa e IFNB) en el entorno del tejido pulmonar
bovino *. Lo anterior conlleva al reclutamiento de neutrdfilos y linfocitos a nivel pulmonar
generando bronquiolitis y neumonia intersticial %°. La exacerbacion de la respuesta innata
resulta en fiebre, tos y secrecion nasal de tipo mucoso que puede generar acumulo en las
vias aéreas. La gravedad del cuadro respiratorio esta asociada con la edad del bovino ya
que los terneros (particularmente los mas jovenes) presentan una respuesta inmune innata

mas pronunciada, lo que explicaria la severidad clinica en algunos casos™.

Otro aspecto de considerable relevancia originado por la replicacion del BRSV es el
incremento de la apoptosis celular a través de la via de sefalizacién caspasa-dependiente.
Este fendmeno induce la reduccién de la poblacién celular tanto en las vias respiratorias
superiores como en las inferiores, ejerciendo su impacto en los neumocitos tipo | y Il 4748,
Simultaneamente, la disminucién de las células ciliadas da lugar a disfunciones en el
sistema mucociliar, propiciando una predisposicién a la colonizacion por bacterias
oportunistas, principalmente en el contexto del tracto respiratorio inferior. Este ambiente

crea el escenario propicio para la instauracion de una neumonia bacteriana secundaria 3.

1.3 Respirovirus Bovino (BPIV3)

1.3.1 Taxonomia y descripcion molecular

El virus de la parainfluenza bovina 3 (BPIV3 por sus siglas en inglés: bovine parainfluenza
virus 3), es actualmente reconocido como respirovirus bovino. Al igual que BRSV, el BPIV3
pertenece al Grupo V de Baltimore, con genoma ARN de cadena sencilla y de polaridad

negativa [ssARN (-)] con una longitud de 15.5 Knt. El BPIV3 pertenece al orden de los
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Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género Respirovirus *>%*. A este grupo también

pertenecen los virus de la parainfluenza humana 1y 3 y el respirovirus porcino 14°.

El ssARN (-) contiene seis marcos abiertos de lectura (ORF) que codifican para nueve
proteinas. La estructura del virion esta conformada por una envoltura lipidica que esta
atravesada por dos glicoproteinas: el complejo hemaglutinina / neuraminidasa (HN) y la
proteina de fusién (F); ambas participan en los procesos de adsorcion y absorcién viral a
través de la fusion de la envoltura viral con la membrana celular y posteriormente en la
liberacién de particulas virales en el citoplasma *°. En la cara interior de la envoltura se
ubica la proteina M, la que le da la estructura al virién *'. En el core viral se encuentra la
ribonucleoproteina, una estructura compleja compuesta por el ARN viral, la proteina de
nucleocapside (N) que envuelve y resguarda el genoma, la fosfoproteina (P) que
interacciona con N, y la proteina mayor (L) o polimerasa viral (Figura 1.2). Finalmente,
figuran cuatro proteinas no estructurales, denotadas como V, C y D, las cuales surgen

como resultado de la edicion del ARNm derivado del gen P 2.

La clasificacion actual del BPIV3 descansa en la secuenciaciéon, ya sea del genoma
completo o del gen M; ambos abordajes concuerdan en establecer la existencia de tres
genotipos denominados BPIV3a, BPIV3b y BPIV3c 9%, El BPIV3a se aislo por primera
vez en Estados Unidos, y posteriormente se ha reportado en regiones como Egipto, China
y Japon 5% El BPIV3b fue identificado por primera vez en Australia *°, mientras que el
BPIV3c se encuentra principalmente en Asia, en paises como China, Corea del Sur y
Japon %% En América, la presencia de los tres genotipos esta reportada en Estados

Unidos y en Argentina °"%8 .
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Figura 1-2. Representacion esquematica de la estructura viral y del genoma de BPIV3.
En el virion se puede establecer la forma del virus, la ubicacion de las proteinas
estructurales y regulatorias, como también la forma helicoidal del genoma. En el genoma
se representa el ssRNA(-) con su polaridad junto con la proporcionalidad (tamafio) y
distribucion de los genes que codifican para las diversas proteinas virales *°. Tomado de
(Swiss Institute of Bioinformatics 2023d) *°.

1.3.2 Epidemiologia del BPIV3

Desde su primer reporte en 1959 el BPIV3 se ha considerado endémico en las
poblaciones bovinas ya sean de ceba como de lecheria ®', y dentro de estos, afecta tanto
a bovinos jovenes como adultos '. Sin embargo, las manifestaciones respiratorias severas
se reportan en mayor proporcién en terneros, y dentro de este estos, en animales entre los
dos y ocho meses de edad, lo que coincide con el momento de declive de la inmunidad
materna 2. Un aspecto crucial en la epidemiologia de este virus es su capacidad para

generar infecciones subclinicas, las cuales pueden presentar dos aspectos contradictorios:
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por un lado, contribuyen a la persistencia y transmisién del virus en la poblacion, y por otro,
mantienen cierto grado de inmunidad dentro del grupo. No obstante, esta inmunidad no se

considera absolutamente esterilizante %34,

Sobre lainmunidad se debe resaltar que la seroprevalencia puede relacionarse con la edad
de los animales, reportandose en algunos estudios valores mayores de seroprevalencia en
animales adultos °¢; en otros estudios este factor no es determinante en la
seroepidemiologia del BPIV3. Por lo cual, el BPIV3 llega a presentar valores de presencia
de anticuerpos entre el 56.8 - 93.9% a nivel de hato 5% Estas diferencias pueden

atribuirse a la diversidad en los programas de vacunacion entre hatos.

Otro aspecto relevante en la epidemiologia del BPIV3 es su amplia distribucion, no solo
entre la poblacion bovina, sino también en diversas especies. Se han registrado
anticuerpos contra este virus en bufalos, humanos, cabras, bisontes, cobayos,
rinocerontes blancos y negros, alces, borregos cimarrones y camellos. Lo que indica la
capacidad del virus para infectar una amplia variedad de especies, aunque se desconoce

su capacidad de producir enfermedad ellas °8¢7-72,

1.3.3 Aspectos fisiopatologicos del BPIV3

El BPIV3 provoca una patologia respiratoria caracterizada por una sintomatologia leve,
que va acompanada de lesiones tisulares y una inmunosupresion resultante en la aparicién
de bronconeumonia debido a la colonizacidn de bacterias oportunistas 73. Adicionalmente,
se ha documentado que puede inducir abortos en bovinos y ovinos, demostrandose su

" Desde una

capacidad de transmision transplacentaria en vacas seronegativas
perspectiva fisiopatologica, cuando el virus penetra en el tracto respiratorio, las proteinas
HN y F desempefian un papel crucial para adsorcion viral a las células diana, cuyo tropismo
se da principalmente por células traqueales, bronquiales ciliadas y no ciliadas, vy
neumocitos tipo | y Il. Este proceso de unién se lleva a cabo de manera especifica gracias
a la interaccion de la proteina HN con el Acido N-acetilneuraminico presente en la mucosa

del tracto respiratorio y se ve favorecido por un pH extracelular neutro 7>7°.

En estudios realizados in vivo en terneros neonatos desafiados experimentalmente, asi
como in vitro en cultivos primarios de traquea inoculados con BPIV3, se encontré una

disminucion en la altura de las células epiteliales, pérdida de cilias, cuerpos de inclusion
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citoplasmaticos, inflamacion y descamacion de células superficiales, seguido de
proliferacion epitelial y formacion de sincitios ””. Por otro lado, la respuesta inmunitaria
también tiene un papel importante en la patogénesis de BPIV3. Como evidencia de esto,
se encontro en terneros infectados con BPIV3 que las células de MAST presentaron mayor
liberacion de histamina "8. Ademas, se ha constatado que el BPIV3 tiene la capacidad de
replicarse en los macréfagos alveolares pulmonares (MA), lo que lleva a alteraciones
funcionales en estas células. Estas modificaciones incluyen la reduccion de la fagocitosis
y cambios en el metabolismo del acido araquiddnico, lo que resulta en la liberacién de
prostaglandinas con propiedades inmunosupresoras. Adicionalmente, esta afectacion de
los macréfagos conlleva a una disminucion en la presentacion antigénica a nivel pulmonar,
lo que limita la activacion de los linfocitos Th2 y por ende la generacion de citoquinas
asociadas a la senalizacién para inducir produccién de anticuerpos. Adicionalmente, el
contacto de los MA infectados con los linfocitos resulta en una inmunosupresion sistémica,

980 En fases

vinculada a una infeccion no productiva o abortiva de los linfocitos
posteriores de la infeccion, se ha observado una sobreexpresion de los genes de

citoquinas como TNFa, IL1B e IL6, lo que ha sido relacionado con la aparicion de fiebre &'.

1.4 Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV)

1.4.1 Taxonomia y descripcion molecular

El virus de la diarrea viral bovina (BVDV por sus siglas en inglés: bovine viral diarrhea virus)
pertenece al grupo IV de Baltimore al ser un virus ssARN de polaridad positiva [ssSRNA(+)].
Pertenece a la familia Flaviridae, género Pestivirus, donde también se encuentran otros
virus de importancia veterinaria como el virus de la peste porcina clasica (Pestivirus C) y
el virus de la enfermedad de las fronteras (Pestivirus D) ®. Para la especie bovina, se han
reportado tres especies del género Pestivirus: el Pestivirus A reconocido como BVDV-1
que alberga 23 genotipos (1a -1w) &8 el Pestivirus B (BVDV-2) con cuatro genotipos (2a
- 2d) % y el Pestivirus H (DVDV-3) denominado “HoBi-Like Virus” que incluye cuatro
genotipos (3a - 3d) %', Para las dos primeras, se reconocen dos biotipos basados en la
capacidad de los virus para generar efecto citopatico (ECP) en cultivos celulares
susceptibles. Por un lado, estan las cepas citopaticas (CP) que provocan efecto y por otro

las no citopaticas (NCP) que no lo producen '°.
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El genoma del BVDV tiene una longitud aproximada de 12,4 Knt que contiene un unico
OREF y esta flanqueado por dos regiones no traducidas (UTR): 5’UTR y 3’'UTR. La primera
tiene como caracteristicas que es altamente conservada siendo la empleada para la
clasificacion filogenética ®; ademas, posee una estructura tipo IRES (secuencia interna de
reconocimiento ribosomal) que sirve como mecanismo alternativo de inicio de la traduccion
889 E| ORF es traducido como una sola poliproteina que sufre procesos de maduracién
postraduccional (clivaje) ejecutado por proteasas tanto celulares como virales. El producto
de estos clivajes son cuatro proteinas estructurales (C, Emns, E1 y E2) y ocho no
estructurales: (NP, P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Figura 1.3) %. Dentro del
contexto de los componentes estructurales, es relevante mencionar la proteina C (capside)
que desempefia un papel clave en proteger el RNA viral. Asimismo, en la envoltura viral
se encuentran integradas las glicoproteinas Erns (abreviatura de "envelope protein
ribonuclease secreted"), E1 y E2. Entre estas, la glicoproteina E2 presenta una notable
variabilidad y es sobre ella que se generan los anticuerpos neutralizantes. Cabe destacar
que la proteina Erns cumple una doble funcién: por un lado, actia como elemento
estructural, y por otro, tiene un rol regulatorio, debido a su actividad RNAsa en las células

infectadas °'.

En términos evolutivos, el BVDV exhibe una alta variabilidad genética, manifestandose en
la emergencia de nuevas variantes virales. Para abordar este fendbmeno, se han realizado
analisis de secuencias de la regién 5°'UTR, estos han revelado tasas evolutivas que oscilan
entre 5.9 x 10y 9.3 x 1073 sustituciones/sitio/afio (ssa). Esta diversidad genética encuentra
explicacion en tres factores principales, en primer lugar, la acumulacién de mutaciones que
se atribuyen a la ausencia de capacidad editora por parte de la ARN polimerasa
dependiente de ARN viral. En segundo lugar, se da por el fendmeno de recombinacién
homologa entre cepas virales, la cual se ha reportado en BVDV-1y BVDV-2 &, Por ultimo,
resulta esencial destacar la ocurrencia de recombinacion no homéloga en el ARN viral, que
conjuntamente con la insercion de secuencias celulares, duplicaciones y deleciones,
conduce a la generacion de las cepas BVDV-CP. A raiz de esto ultimo, una distincién
fenotipica fundamental entre las cepas BVDV-CP y NCP reside en la expresion de la
proteina NS3, la cual Unicamente esta en infecciones con BVDV-CP. Esto no solo
constituye un marcador diferencial entre cepas, sino un elemento crucial para provocar el

ECP y sirve para los andlisis moleculares del virus .
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En cuanto a la distribucién de las especies este virus, se destaca que el Pestivirus A
(BVDV-1) presenta una amplia distribucion global, identificandose en hasta un 88.2% de
los aislados virales. Dentro de esta especie, el genotipo mas frecuente es el 1b, seguido
por el 1ay finalmente el 1c 8. Cabe sefalar que en diferentes regiones del mundo se han
identificado genotipos dominantes; por ejemplo, el genotipo 1a es prevalente en Africa, el
1c en Australia, y el 1b en Asia, América y Europa. En Francia, se han notificado los
genotipos 1e, 1b, 1d, 11 y 1x. Por otro lado, los genotipos 1m, 1n, 10, 1p y 1q se han
identificado exclusivamente en Asia, mientras que los genotipos 1f, 1g, 1h, 1k, 11, 1r, 1s 'y
1t son especificos de Europa . Con respecto al Pestivirus B (BVDV-2), su presencia
abarca aproximadamente el 11.8% de los aislados virales. Su primer reporte se origind en
Canada y Estados Unidos, y posteriormente se extendié a paises como Alemania, Bélgica,
Francia, Reino Unido, Eslovaquia y Austria. El genotipo 2a prevalece en todas las regiones
geograficas en las que se ha registrado la presencia de BVDV; el 2c ha sido detectado en

areas especificas de Europa y América, mientras que el 2d se ha identificado en Argentina
88
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Figura 1-3. Representacion esquematica del genoma y de los productos de la traduccion del BVDV.
En la grafica superior se establece el ssSRNA (+) con presencia de un IRES en el extremo 5" y el
unico ORF. En la grafica inferior se discriminan proporcionalmente las proteinas estructurales y
regulatorias que conforman la poliproteina producto de la traduccion del transcripto del ORF. Se
sefalan los puntos de clivaje de la poliproteina distinguiendo las proteasas involucradas. Tomado
de (Swiss Institute of Bioinformatics 2023c)%?

1.4.2 Epidemiologia BVDV
Para comprender la epidemiologia del BVDV, es crucial destacar la diversidad de las
presentaciones clinicas que puede presentar, tales como enfermedad respiratoria, diarrea,

fallas reproductivas, abortos, muerte perinatal, malformacion fetal, inmunosupresion y
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muerte por enfermedad de las mucosas %. Junto a esta amplia gama de presentaciones,
un factor fundamental en el mantenimiento del virus en los hatos es la capacidad de
ocasionar la infecciéon persistente (Pl) en terneros. La generacion de animales Pl esta
relacionada con la edad gestacional en la que una vaca se infecta. Cuando esto ocurre
antes de que el feto sea inmunocompetente (antes de los 125 dias de gestacion), este sera
inmunotolerante para el virus, es decir, producira muy bajos niveles de anticuerpos anti-
BVDV * y si llega a término y nace, eliminara persistentemente el virus. Es importante
senalar que los virus que inducen esta condicion de Pl pertenecen a cepas no citopaticas
(NCP), y los terneros que presentan esta infeccion suelen tener menor peso al destete y
mayor riesgo de muerte %. Ademas, son susceptibles a la denominada "enfermedad de las
mucosas", que se refiere a la sobreinfecciéon de un Pl (infectado con una cepa NCP) con
una cepa homodloga citopatica (CP). Esta presentacion clinica se considera letal . Los
valores de prevalencia de los Pl suelen ser bajos al destete (0 - 24%) lo que se asocia con
su mayor tasa de morbilidad y mortalidad *°. Sumado a lo anterior, los Pl se caracterizan
por excretar continuamente grandes cantidades del virus y se consideran la principal fuente
de contagio, por lo cual la estrategia de control mas efectiva es detectarlos y eliminarlos

del hato %.

En relacion a la respuesta humoral, es importante sefalar que la seroconversion se
observa en bovinos que son inmunocompetentes para el virus y que han sufrido una
infeccion aguda '°°. Ademas, la seroprevalencia muestra una tendencia a ser elevada en
distintos contextos. En el caso de la ganaderia lechera, se han reportado valores entre
53% - 90%'°", mientras que, en el ganado destinado a ceba, las cifras oscilan entre 20% -
80%"%2'%, Todas estas particularidades inherentes a la enfermedad y sus variadas formas
de infeccion contribuyen a generar considerables pérdidas econdmicas. Estas no solo se
derivan de la mortalidad, sino también de los gastos en medidas de bioseguridad,
tratamientos y programas de vacunacion. Ademas, es relevante tener en cuenta que el
rango de especies susceptibles al BVDV abarca no solo bovinos, sino también cabras,
ovejas, ciervos, yaks, bufalos, cerdos y diversos rumiantes silvestres %%, Esta amplia
gama de hospedadores complica su control y facilita su diseminacién en diferentes

entornos.
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1.4.3 Aspectos fisiopatolégicos del BVDV

El BVDV presenta propiedades inmunosupresoras en el huésped y es considerado como
un factor principal vinculado al desarrollo de la ERB/ERT, ya que su presencia incrementa
notablemente la susceptibilidad a infecciones por otros patdgenos ®; y puede inducir tanto
infecciones transitorias como persistentes, las cuales se distinguen primordialmente por la
respuesta inmunoldgica del huésped. Las infecciones transitorias pueden producirse a
partir de biotipos tanto CP como NCP y desencadenan una respuesta inmunoldgica
adaptativa que puede perdurar a lo largo de toda la vida del animal '°. Una primo infeccion
en terneros que carecen de anticuerpos anti-BVDV con una cepa CP provoca una
inmunosupresion de corta duracion (hasta 7 dpi); periodo durante el cual hay una
disminucion en los niveles totales de IgG que se recuperan entre los 21 - 35 dpi. En
contraste, la infeccion con un biotipo NCP desencadena una respuesta inmunoldgica
caracterizada por la produccién de anticuerpos 1gG2 y la generacién de titulos séricos
neutralizantes elevados. Ademas, estos anticuerpos neutralizantes presentan reactividad
cruzada contra cepas homodlogas y heterdlogas de BVDV, abarcando tanto biotipos CP

como NCP %7,

1.5 Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)

1.5.1 Taxonomia y descripcion molecular

El herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1 por sus siglas en inglés: bovine herpesvirus) es un
virus DNA de cadena doble (dsDNA), que pertenece al Grupo | de Baltimore. Esta
clasificado en el orden de los Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. Este virus se divide en tres subtipos: BoHV-1.1,
BoHV-1.2a y BoHV-1.2b %%  Anteriormente, el subtipo BoHV-1.3 se consideraba
responsable de la encefalitis en el ganado bovino; sin embargo, en la actualidad se

reconoce como una especie diferente de virus, el BoHV-5 """""2,

El BoHV-1 es un virus envuelto, esférico; con genoma monopartito y linear de 120 - 180
kpb de longitud (Figura 1.5)""3. El dsADN posee alrededor de 73 ORFs y esta dividido en
dos regiones unicas: la regién unica larga (UL) y la region unica corta (US), cada una de

ellas, su vez, se encuentran flanqueadas por regiones invertidas repetidas (ITRs).
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Adicionalmente, las repeticiones externas se conocen como region terminal larga y region
terminal corta (TRL y TRS), mientras que las repeticiones internas se denominan region
interna larga y region interna corta (IRL e IRS) (Figura 1.4) ""*. EI genoma del BoHV-1
contiene diez genes que codifican para gps; en la regiéon UL se encuentran los genes que
codifican para gB (UL27), gC (UL44), gH (UL22), gL (UL1), gK (UL53) y gM (UL10);
mientras que en la region US estan los genes para gG (US4), gD (US6), gl (US6) y gE
(US8). Estas proteinas tienen un rol importante en la adsorcion viral y algunas tienen

propiedades inmunogénicas ''°.

Como la mayoria de los alphaherpesvirus, el BoHV-1 tiene una fase de infeccion litica y
una latente. Durante la primera se produce la transcripcion en cascada, es decir, los genes
se expresan de forma consecutiva donde los productos generados activan la transcripciéon
de los siguientes; de esta forma los genes son clasificados en: inmediatamente tempranos
o alpha (a), tempranos o beta (B) y tardios 0 gamma (y) ''°. De forma general, la expresion
de los genes a y B generan proteinas reguladoras involucradas en la modulacion de la
transcripciéon y de la respuesta inmune celular; y en la replicaciéon del ADN viral,
respectivamente. Los genes y codifican para proteinas estructurales asociadas con el
ensamblaje y liberacién de las nuevas particulas virales '". El establecimiento de la
latencia se presenta principalmente en las neuronas sensoriales del ganglio trigémino y
centros germinales de la amigdala faringea donde la nucleocapside viral es direccionada
por transporte axonal retrégrado hasta el nucleo de la neurona, lo que le confiere capacidad
de evasion de la respuesta inmune "'"'"® Durante esta fase no hay expresion de genes
virales y solo se expresan los transcritos del gen relacionado con latencia (LR) y el ORF-E

viral "8,

El gen LR mantiene la latencia a través de la restriccion de la transcripcion, modulacion de
la excrecion viral, inhibicion de la apoptosis y del crecimiento celular 11519
Especificamente, durante la latencia, el RNA mensajero del LR es el unico transcrito que
se expresa de manera abundante, relacionandose con un bloqueo del gen bICPO (gen a),
el cual se expresa altamente durante la fase productiva (litica) y tiene la capacidad de
activar transcripcionalmente todos los demas promotores virales. Mencionado bloqueo, se
asocia a un silenciamiento del RNA, ya que el gen LR se transcribe en direccion antisentido
con respecto al gen bICPO. Por lo tanto, el bloqueo del bICP0O en neuronas sensoriales

inhibe la infeccién productiva. Ademas, las proteinas producto del gen LR se asocian con
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ciclinas dependientes de quinasas y con ciclina A, lo cual inhibe la fase “s” de la célula
infectada, aumentado asi la supervivencia de dichas células y promoviendo el
establecimiento de la latencia. Es asi, en términos generales, como se plantea que el RNA
y proteinas producto del gen LR actuan conjuntamente para inhibir la expresion de genes
del estado litico y disminuir la muerte neuronal durante el establecimiento y mantenimiento
de la latencia. El gen LR del BoHV-1 se asemeja estructural y funcionalmente con los
genes asociados a latencia (LATs) del HSV-1, especialmente en su papel en el
mantenimiento de la latencia y la reactivacion viral. Se reconoce que ambos transcritos son
una secuencia antisentido de ICP0O expresados durante la latencia, ademas, los LATs
también tienen una importante funcion antiapoptética. La diferencia entre LR y LATSs, radica
en que este ultimo no codifica para ninguna proteina. En cuanto a la reactivacion del estado
de latencia, es iniciada por estimulos inmunosupresores que favorecen la expresion de
genes virales a con la generacion de particulas virales que migran a través del transporte

axonal anterogrado, para finalmente generar excrecion viral '8
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Figura 1-4. Representacion esquematica del BoHV-1 y organizacién gendmica. En la parte
superior se establece la forma viral y se encuentran sefialadas las proteinas estructurales del virion.
En la inferior se establece el genoma viral con las dos regiones Unica larga (UL) y Unica corta (US),
ambas flanqueadas por secuencias repetidas terminales invertidas (ITRS). Tomado de (Swiss
Institute of Bioinformatics 2023a; Flint et al. 2020; Thiry et al. 2006b)'20-22,



Complejo viral respiratorio bovino: agentes virales primarios 19

1.5.2 Epidemiologia del BoHV-1

El BoHV-1 tiene un impacto negativo significativo en la productividad de la industria
ganadera debido a su capacidad para provocar una amplia variedad de manifestaciones
clinicas. Principalmente, se le reconoce como el agente causal de enfermedades como la
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR); aborto y diversas enfermedades genitales como la
vulvovaginitis y la balanopostitis. Mas recientemente, se ha establecido una relacion entre
este virus y otras condiciones como la infertilidad, conjuntivitis, encefalitis, mastitis, enteritis
y dermatitis °'%, Su alta capacidad de contagio hace que sea un problema de relevancia
en la salud animal haciendo que tanto la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
como el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) lo clasifiquen como un patégeno de
notificacion obligatoria, subrayando su importancia en términos de control y vigilancia

veterinaria 24125,

Las tasas de prevalencia de BoHV-1 varian en todo el mundo, fluctuando entre 20 - 98.8%
126y estan influenciadas por el estatus de vacunacion y las estrategias de control
implementadas. Los valores mas altos de seroprevalencia (alrededor del 99%) se han
registrado en hatos donde no se realiza vacunacion, mientras que los mas bajos en
animales jévenes con tasas que oscilan entre 5.3 — 11.8% '#"'28_ Estas variaciones son el
resultado de la diversidad de condiciones y estrategias de manejo presentes en diferentes

poblaciones bovinas.

En cuanto a la latencia, en un estudio en Brasil se evaluaron por qPCR ganglios trigéminos
bovinos provenientes de plantas de beneficio buscando genes LR, encontrando una
prevalencia del 82.8%. Este hallazgo es muy importante porque pone de manifiesto la
existencia de un numero muy significativo de portadores en estado de latencia ' que
deben contribuir al mantenimiento de la infeccion y que son una limitante mayor para el
control de BoHV-1. Sin embargo, a pesar de lo anterior, algunos paises (Austria,
Dinamarca, Finlandia, Suecia, Suiza y Noruega, y en ciertas regiones de Alemania e Italia)
han logrado erradicar el virus empleando estrategias como deteccion y sacrificio junto con
el uso de vacunas marcadoras, asi como la aplicacion de esquemas de vigilancia

epidemioldgica %
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1.5.3 Aspectos fisiopatolégicos del BoHV-1

La infeccion por BoHV-1 comienza en las mucosas del tracto respiratorio o reproductivo,
lo que conduce a la muerte celular por apoptosis debido a una interrupcion de la sintesis
de proteinas celulares, proceso relacionado a la gpD, la cual interactua con el receptor
celular nectina 1 (miembro de la familia de proteinas del factor de necrosis tumoral) y a la
activacion de la caspasa 3 a través de bICPO0. Durante este proceso, se produce una alta
replicaciéon y eliminacion de virus por secreciones oculares, orales, nasales y genitales,
que alcanza su pico hacia los 7 - 10 dpi . Paralelo a esto, se incrementa la susceptibilidad
a infecciones secundarias por bacterias oportunistas que esta relacionada con el efecto de
la replicacion viral sobre las respuestas inmunes del bovino. Se ha descrito que el virus
puede modular disminuyendo la expresion de moléculas del CMH-I junto con el
transportador asociado con la presentacion de antigeno (TAP) haciendo que la
citotoxicidad mediada por células TCD8+ se vea afectada. Adicionalmente, el BoHV-1
puede infectar e inducir la apoptosis de las células TCD4+ *'-33 |0 que provoca una

disminucion en la eficacia de la respuesta inmunolégica adaptativa.

Un factor primordial en la fisiopatologia del BoHV-1 es su capacidad de mantenerse en
estado de latencia. Como ya se dijo antes, esto se hace principalmente en las neuronas
sensoriales del ganglio trigémino; en este entorno, se produce un incremento significativo
en la transcripcion del gen LR cuyos productos favorecen el establecimiento y
mantenimiento de este estado e inhiben la apoptosis de las neuronas. En este estadio, el
virus solo es identificado mediante deteccién del gen LR o de sus transcriptos. La
reactivacion de la latencia ocurre en situaciones de inmunosupresion (ver seccion 1.6)
donde se reactiva la expresiéon génica viral y se reduce la del gen LR llevando a un nuevo

17.134-137 - Ademas de lo mencionado, se ha

ciclo de replicacién y excrecion viral
comprobado que ciertas cepas respiratorias de BoHV-1 tienen la capacidad de invadir,
replicarse y diseminarse dentro del sistema nervioso central, lo que puede llevar a la
aparicion de encefalitis y casos graves de enfermedad neuroldgica 8. Vale la pena
destacar que el BoHV-5 también provoca cuadros neurologicos; sin embargo, la distincion
clave radica en que el BoHV-1 no induce condiciones pro-apoptéticas en las neuronas,
mientras que el BoHV-5 si lo hace. Esta diferencia parece ser la razén detras de una mayor

incidencia de trastornos neuroldgicos en infecciones causadas por el ultimo virus.
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1.6 Factores de riesgo asociados a enfermedad

respiratoria bovina

En el contexto de la salud del hato, es esencial comprender los factores y las diversas
circunstancias que pueden propiciar el desarrollo de ERB/ERT. En primer lugar, estan
aquellos que afectan directa o indirectamente el estado inmunoldgico del ternero como una
deficiente transferencia pasiva de inmunoglobulinas, la incorrecta curaciéon del ombligo y

140141 Dentro de los ultimos, cobra

la presencia de situaciones generadoras de estrés
relevancia situaciones como el transporte prolongado, el destete, alteraciones
nutricionales, enfermedades y tratamientos previos, hacinamiento y condiciones climaticas
adversas '*2'%3_ Es importante destacar que ciertas condiciones asociadas con el manejo
y el medio ambiente (clima) han sido identificadas como factores de riesgo para la
manifestacion de ERT; entre las primeras se destacan practicas como el uso de
alimentadores automaticos con chupos compartidos, la adopcion de corrales de gran
capacidad para albergar a mas de 12 terneros, asi como la combinacion de crias de
diversas edades y origenes en sistemas de hato abierto '*4. En cuanto a las climaticas, es
importante tener en cuenta que las estaciones pueden constituir un factor de riesgo
dependiendo de la regién. Por ejemplo, un estudio en Noruega en 2014 revel6 que los
brotes respiratorios presentaban una mayor asociacion con la estacion de invierno,
explicada por la estabulacién de los terneros®. Contrastando con esto, un estudio
longitudinal en California en 2019 identificd que las estaciones de verano y primavera se
consideraban como factores de riesgo mas prominentes para la presentacion de ERT en
comparacion con el invierno '°. Finalmente, y por todo lo descrito antes, el reconocimiento
y control de los factores de riesgo asociados con la presentacion de ERT es de gran
relevancia para las producciones bovinas y se requiere implementar un abordaje

multifactorial de las enfermedades del sistema respiratorio bovino para mitigar su impacto.

1.7 Panorama Nacional de BRSV, BPIV3, BVDV y BoHV-1

En Colombia, se han realizado investigaciones de tipo serolégico buscando anticuerpos
contra BRSV y BPIV3, pero hasta el momento no se hay reportes de deteccion viral. Las
seroprevalencias encontradas para estos dos virus presentan una notable variabilidad
entre estudios, con valores para BPIV3 que oscilan entre 13.5 - 85.3% y para BRSV entre

31 - 94.3%""5', Desglosando lo anterior, en el departamento del Cesar se han hecho
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tres estudios de seroprevalencia para los dos virus y sobre diversos tipos de produccién
ganadera encontrandose para BRSV entre 84.9 - 99% y para BPIV3 en 88%'%%"'>*, Otro
estudio se hizo con ganado criollo en el municipio de Cereté (Cérdoba) donde se
encontraron seroprevalencias 11.2 y 18.5% para BPIV3 y BRSV, respectivamente '*°.
Estos resultados concuerdan con los hallazgos de otro estudio efectuado en la misma

region (Monteria — Cérdoba) donde se encontré una seropositividad para BRSV del 13% .

Por otro lado, para BVDV, en Colombia se han realizado numerosos trabajos con diferentes
tipos de abordajes. En cuanto a seroprevalencias, estas se han ubicado entre 10 - 76,4%
en diferentes regiones del pais (Tabla 1.1); se ha establecido presencia de los genotipos
BVDV-1y BVDV-2 '*"'%8 y se han detectado animales Pl en regiones como la Sabana de
Bogota. En cuanto al BoHV-1, también se cuenta con diversos estudios; desde la
perspectiva seroldgica se han demostrado seroprevalencias entre 11 - 100% (Tabla 1.2).

En la década de 1990, se realizaron tres aislamientos del BoHV-1 15°-161

y se pudo
establecer que el BoHV-1.2a y BoHV-1.2b circulan en la Sabana de Bogotd, y el BoHV-1.1
en la region de los Llanos Orientales '°2%%, Posteriormente, en el 2012 se lograron 18
aislamientos en cinco zonas del pais (Coérdoba, Llanos, Bogota, Antioquia y Valle del
Cauca) reportando al BoHV-1.1 como el mas prevalente, distinguiendo que solo uno de los

aislamientos correspondié al BoHV-1.2a ',

Tabla 1.1. Seroprevalencias para BVDV reportadas en Colombia

Departamento Prevalencia % Referencia
. 10.9 (nivel individuo
Guaviare 31?4(nive| hato) ) i
Caqueta y Putumayo 51.9 -58 166
Boyaca 2583 -76,4 167 168 169 170
Cordoba 29.4 171
Sabana de Bogota 24-90 172 173
Casanare 31.9 174
Cesar 55 194
Cauca 60 175
Narifio 32.77 — 39,59 176 177
Cundinamarca 5 178
Caqueta 35,5 179

Santander 29,7 180
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Tabla 1.2. Seroprevalencias para BoHV-1 reportadas en Colombia

Departamento/ Regioén Prevalencia % Referencia
Antioquia y Valle del Cauca 69,8 - 85,5 181
Meta 84 182
Caqueta y Putumayo 80,3 -100 166
Cauca 30 175
Narifio 11,4-17,65 177 176
Cesar 68 154
Santander 48,2 180
Boyaca 57,5-61,1 183 184
Magdalena Medio 53,3 185
Cérdoba 74,7 186
Cundinamarca, Tolima, Santander, 555 187
Caldas ’

1.8 Diagnéstico de la enfermedad respiratoria bovina

Los brotes de ERB/ERT demandan un enfoque tanto a nivel poblacional como individual
para lograr un diagnostico preciso. En este contexto, su diagndstico se basa en una
evaluacion integral de la signologia e historia clinica y de los animales afectados. La
recopilacién minuciosa de datos relevantes para construir una historia clinica exhaustiva,
combinada con un examen fisico detallado, resulta esencial. A partir de esta base, es
posible proponer una serie de posibles diagnésticos diferenciales, disefiar planes
terapéuticos adecuados e identificar los factores de riesgo particulares presentes en cada

grupo de animales ™.

El diagndstico ante y postmortem es importante para la correlacion de factores
relacionados con el hato. Para las muestras antemortem, se recomienda tomarlas de
animales con signologia tipica del padecimiento en estadio temprano de la enfermedad y
antes de recibir tratamiento farmacoldgico. Adicionalmente, se deben realizar pruebas para
la deteccién de agentes secundarios en animales con enfermedad cronica o con
resistencia a la terapéutica '®. De esta manera, las muestras antemortem sugeridas para
el diagnéstico de ERB/ERT son: hisopados nasales, hisopados nasofaringeos, lavados
traqueobronquiales o broncoalveolares, suero sanguineo, leche y muestras de tejido
(biopsia pulmonar); para evaluar estas muestras se realizan pruebas seroldgicas; PCR /
RT-PCR / g-PCR / gRT-PCR; aislamiento viral y citologia '*'%%'. E| diagnostico
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posmortem se soporta en muestras tomadas de la necropsia sobre las que se pueden
realizar las técnicas mencionadas antes junto con la histopatologia. La necropsia es un
recurso crucial dentro del diagndstico ya que contribuye con la identificacion de patrones
distintivos en los tejidos estableciendo la distribucion y extension de las lesiones; esto
permite revelar patrones morfolégicos especificos a nivel pulmonar que pueden estar
directamente relacionados con la causa subyacente de la patologia respiratoria 2. Las
muestras postmortem mas solicitadas para el diagnéstico de ERB/ERT son las de pulmon,
traquea y muesca de la oreja (para detecciéon de BVDV). Sobre tejidos se pueden
implementar técnicas de diagnéstico adicionales como inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia e hibridacion in situ 9. Especificamente con la histopatologia, la
enfermedad pulmonar bovina se puede clasificar en categorias como bronconeumonia
supurativa o fibrinosa, neumonia intersticial, broncointersticial y neumonia embdlica’®*;
igualmente se han establecido clasificaciones de la enfermedad con base en aspectos

como la cronologia, etiologia, anormalidades funcionales y patrones epidemioldgicos '*°.

1.9 Prevencién de enfermedad respiratoria bovina

La prevenciéon de ERB/ERT de origen viral y/o bacteriano requiere atenciéon en un aspecto
crucial: la transferencia pasiva de inmunoglobulinas maternas mediante el consumo de
calostro en el neonato bovino. Posteriormente, en edades mas avanzadas, la inmunidad
activa toma el protagonismo, que, junto con la implementacién de estrategias de
vacunacion, desempefian un papel esencial en la proteccion contra los patogenos virales
y bacterianos que hacen parte del complejo respiratorio bovino, con el fin de reducir la
morbilidad y mortalidad en terneros '°. Para tal fin, existen una variedad de opciones de
inmundégenos como los basados en virus atenuado o vivo modificado (VV) y en virus
inactivado o muerto (VM); estas pueden ser administradas via parenteral o intranasal, y

estan disponibles en formas monovalentes o polivalentes 9197,

La influencia positiva de la vacunacion en la salud de los terneros ha sido objeto de
numerosos estudios. Por ejemplo, un estudio llevado a cabo en California (USA) en 2019
demostré que la inmunizacién de las madres durante el periodo preparto, utilizando
vacunas VV o VM, tuvo un efecto protector ante la aparicion de ERT en las crias '°. En una

linea similar, Chamorro y Palomares (2020) realizaron un analisis exhaustivo de la
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evidencia cientifica publicada acerca del impacto de las vacunas contra ERT "% sus
hallazgos se pueden resumir en dos aspectos: en primer lugar, las vacunas VV de tipo
multivalente, administradas a terneros de ceba después del destete, son eficaces en la
reduccién de la morbilidad y mortalidad asociadas a ERT; en segundo lugar, la vacunacion
con VV, ya sea por via intranasal o parenteral, proporciona proteccidén contra las ERT en
hatos lecheros. En el caso del BoHV-1, se han desarrollado vacunas con enfoque DIVA
(Differentiating Infected from Vaccinated Animals), con el propdsito de permitir la distincion,
mediante pruebas seroldgicas complementarias, entre animales que han sido infectados
por BoHV-1y aquellos que han sido vacunados. Este enfoque tiene como objetivo mejorar

las estrategias de vigilancia y control del virus '%.

La implementacion de medidas preventivas dirigidas al control de los factores de riesgo
asociados a la ERB/ERT desempefa un papel fundamental en la disminucién del nimero
de animales afectados, la reduccion de la excreciéon de los patdgenos involucrados y la
disminucion de la morbilidad, especialmente durante momentos de mayor susceptibilidad,
como lo son el transporte, la agrupacion de terneros en unidades de crianza y el destete.
Estas estrategias deben tener como objetivo la prevencion de eventos inmunosupresores,

que puedan aumentar la predisposicion a la ERB en distintos grupos de animales '4%2%°,
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2. Deteccion de virus asociados
con enfermedad respiratoria en
terneros provenientes de hatos

lecheros

2.1 Introduccion

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) y la enfermedad respiratoria de los terneros
(ERT) se configuran como sindromes multifactoriales de gran magnitud y son considerados
como los principales desafios de salud para la industria ganadera, esto por el impacto en
la productividad. Entre sus consecuencias, se destacan el desarrollo de patologias como
la neumonia cronica y el efecto sobre parametros productivos como retraso en el
crecimiento, reduccion de indices reproductivos y de produccién lechera, e incremento en
tasas de descarte; ademas de los costos directos por los programas de prevencion y
tratamientos . Desde la patogénesis, la ERB/ERT resulta por la interaccion consecutiva
entre agentes virales y bacterias oportunistas que, junto con diversos factores de riesgo,
afectan el sistema respiratorio llevando a la propagacién de la enfermedad tanto en

individuos jovenes como en adultos®"’

. Epidemiolégicamente, se caracteriza por una
significativa morbi-mortalidad, afectando especialmente a terneros entre la cuarta y sexta
semana de vida. Durante los brotes respiratorios, se han reportado seroprevalencias de
hasta el 100%, asociadas a mayor severidad clinica, llegando a tasas de mortalidad de 2.2

- 7.8% en terneros menores de seis meses de edad'>"3.

Desde la etiologia, histéricamente se han asociado cuatro agentes virales (denominados
primarios) con la ERB/ERT: el herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), el virus de la diarrea
viral bovina (BVDV-1), el virus de la parainfluenza bovina (BPIV3) (ahora llamado
respirovirus bovino) y el virus sincitial respiratorio bovino (BRSV). Su contribucion a la
causalidad de la ERB/ERT ha sido validada mediante enfoques moleculares, seroldgicos,
epidemioldgicos y bioinformaticos, ya sea como agentes patdgenos directos o como

desencadenantes de patogenicidad. Como consecuencia de la infeccion o coinfeccion con
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estos agentes primarios se produce la invasién por bacterias oportunistas, siendo las mas
frecuentes Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni 'y

Mycoplasma bovis'"".

Algunas investigaciones han contribuido a la comprensién de la dinamica de la ERB/ERT
en el contexto colombiano, estas comenzaron desde la década de 1990. En 1996 se realizé
un estudio en el departamento de Narifio en terneros menores de tres meses de edad
donde se identifico a la neumonia como la principal entidad clinica (36.3%) y esta fue la
segunda causa de mortalidad (20%) en esta poblaciéon '*. En 1997, se reportd que la
morbilidad por esta enfermedad alcanzé un 11.3% en terneros del departamento de
Antioquia "°. Posteriormente, un estudio prospectivo de cohortes llevado a cabo en 2005
en fincas lecheras de la Sabana de Bogota, revelé que la ERB exhibié una tasa de
morbilidad del 2.8% y se asoci6 con el 6% de la mortalidad '®. En los ultimos afios en
Colombia no se han reportado trabajos en este tema y existe un vacio en cuanto a
informacion actualizada junto con la adicién de nuevos abordajes (técnicas moleculares y
bioinformaticas) para establecer cuales son los agentes virales asociados con el tracto

respiratorio bovino.

En este escenario, el propdsito fundamental de esta investigacion fue detectar y analizar
los cuatro virus respiratorios primarios (BRSV, BVPI3, BVDV y BoHV-1) en muestras
recolectadas de terneros menores a seis meses de edad, provenientes de hatos lecheros
y obtenidas en planta de beneficio en la Sabana de Bogota. Se plantearon como objetivos
la deteccion de los virus a través de pruebas moleculares, buscar posibles correlaciones
entre la positividad viral con factores como el origen geografico de los terneros y su
ubicacién entre tracto respiratorio alto y bajo. Ademas, se realizd un analisis

histopatologico para complementar la comprension de los hallazgos.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Poblacién objetivo y criterios de inclusiéon

Terneros menores de seis meses de edad provenientes de hatos lecheros ingresados a

plantas de beneficio de la Sabana de Bogota.
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2.2.2 Toma y conservacion de muestras post-mortem

De terneros llevados a planta de beneficio se tomaron muestras de epitelio del meato nasal
medio y de tejido pulmonar a nivel del I6bulo craneal accesorio. Para el primer tipo de
muestra, al momento del sacrificio se recuperé la cabeza del ternero y se hizo raspado
intranasal con una cureta quirurgica previamente desinfectada. EI material obtenido se
recolectd individualmente en tubos Falcon® de 15 mL que contenia 2 mL de medio de
transporte suplementado con antibiotico al 2%. Para el caso de la muestra de pulmédn,
luego del proceso de evisceracion en la linea de faenado, se obtuvieron los pulmones
correspondientes al mismo ternero muestreado a nivel nasal; de estos se tomaron dos
porciones del I6bulo craneal accesorio (3 x 3 cm) con tijeras quirurgicas desinfectadas.
Una porcién se depositd en una bolsa con cierre hermético y se almaceno a 4 °C; mientras
que la otra se deposité en un frasco con 10% de formalina buferada. Las muestras fueron
transportadas inmediatamente hasta el Laboratorio de Virologia Veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia (LV-UNAL) donde se almacenaron los tejidos frescos a

-70 °C y a temperatura ambiente los tejidos fijados para su posterior procesamiento.

2.2.3 Extraccion de acidos nucleicos

Las muestras de pulmén (P) y raspado nasal (RN) se procesaron en pooles de dos
terneros, es decir, para el caso de P se pesaron 0.3 g de tejido por individuo y se mezclé
con otro idem, lo que constituyd una muestra (0.6 g). Este pool fue homogenizado y
sometido a proceso de congelacion (-70 °C) / descongelacion (37 °C) por 15 minutos (min)
por dos veces; finalmente se adicionaron 3 mL de PBS y se tomaron 200 uL. Para las RN,
los 2 mL de muestra suspendida fue homogenizada con vortex por 5 min y se tomaron 100
ul que se mezclaron con 100 uL de otro ternero, para un total por muestra de 200 pul. Se
debe aclarar que las muestras (pooles) de P y RN correspondieron a los mismos animales.
Las extracciones de los acidos nucleicos virales se realizaron a partir de 200 uL de cada
muestra mediante un Kit comercial (HP Viral Nucleic Acid Kit - Roche® ) siguiendo las
instrucciones del fabricante'®. El procedimiento utilizado se encuentra detallado en el
diagrama de flujo que se presenta en el Anexo A. Al final de este procedimiento, se
obtuvieron 80 uL de extraccion que fue alicuotada en dos tubos con fines diferentes; 40 uL
se almacenaron a -20 °C [deteccion de ADN (BoHv-1)] y 40 uL de donde se tomaron 5 uL

para hacer inmediatamente una RT-PCR y el restante se almacend a -70 °C.
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2.2.4 Sintesis de cADN

Se realiz6 la sintesis de ADN complementario (CADN) a partir del ARN obtenido de la
extraccion. La RT-PCR se realizé empleando un kit comercial (High-Capacity RNA-to-
cDNAZ® Kit - Applied Biosystems)?° siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante
representado en el Anexo B. El producto cADN se conservd a -20°C hasta su

procesamiento.

2.2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la deteccion de los virus evaluados (BRSV, BPIV3, BVDV y BoHV-1) se realizd una

PCR a punto final empleando el termociclador Bio-Rad C1000 Touch®”. Las reacciones
fueron estandarizadas en un volumen total de 25 uL que contenia 0.25 uL de Taq
polymerase (5 U/uL) (Go taq flexi-Promega®), 5X Taq buffer (2.5 uL), 2 mM MgClI2, 0.5 mM
dNTPs, 1 pL de cada primer (20 pM), y 2 pL de la extracciéon de DNA o de cDNA. Las
condiciones de la PCR fueron las mismas para todos los virus con el siguiente perfil: una
denaturacion inicial a 94 °C por 5 min y 35 ciclos con una denaturacion a 94 °C por 30
segundos (seg) seguida por una hibridacion a 57 °C por 35 seg y elongacion a 72 °C por
40 seg; se hizo elongacion final a 72 °C por 5 min. Los productos de la amplificacion se
visualizaron en gel de agarosa al 2% por tincién con EZ-vision® y se empled como
referencia de migracién una escalera de 100pb (100pb Plus Opti-DNA Marker - Applied
Biological Materials Inc.). La lista de primers empleados para la deteccion de cada virus y
la longitud de los amplicones obtenidos se encuentra en la tabla 2.1. Para la
estandarizacion de estas PCRs se hicieron gradientes de temperatura de anidacién

cubriendo un rango de 52 - 62°C con cada pareja de primers.

Tabla 2.1. Lista con la secuencia de los primers empleados para la deteccion de los
virus respiratorios (BRSV, BPIV3, BVDV y BoHV-1) mediante PCR convencional y
caracteristicas de los mismos

Virus Primer sentido Primer antisentido Region diana Amzl;cén -[2; Ré;i';::li(a
BRSV GCéggﬁgéglGT AGAG'I;BGGGCTA?AACA Proteina G 246 60 MT861050.1
BPIV3 CA);\I’;:I'(TBCAQ(';I'E%AT AGA-I'-I'-II-?{GCTCCTGCCATT Nucleoproteina 400 60 ON081628
BoHV-1 CG(é?gﬁggﬁCG CGCCEE(?CCéGTAT Glicoproteina C 575 60 MK654724
BVDV-1 GGTAGCAACAG  CTCAGGTTAAGAT 5UTR 136 60 0Q281452.1

TGGTGAGTTC GTGCTGTG
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2.2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Con base en los resultados obtenidos por PCR convencional, la gPCR fue aplicada para
la deteccion de BRSV y BPIV3. Las reacciones fueron hechas en un volumen de 20 uL que
contenian 50 ng de cDNA, 10 uL de 2X SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix
(Bio-RAD®) y 0.4 uM de cada primer. Las corridas se hicieron en el termociclador Light
Cycler® 480 IlI-Roche bajo las siguientes condiciones: una denaturacion inicial a 95 °C por
10 min seguido por 42 ciclos consistentes de una denaturacion a 95°C por 15 seg,
hibridacion a 60 °C por 45 seg y adquisicion de fluorescencia (extension) a 72 °C por 2 seg.
Las curvas melting se generaron por monitoreo de las sefiales de fluorescencia de SYBR
green de 70 a 95°C. Los controles negativos contenian ddH20. Todas las reacciones
fueron corridas por duplicado. Los primers empleados en esta etapa del estudio se

encuentran en la tabla 2.2.

Inicialmente, para establecer el limite de deteccion y la cuantificacion viral (numero de
copias) se disefiaron curvas patron tanto para BRSV como BPIV3. Estas se montaron
realizando diluciones seriadas en base 10 de los controles positivos. Las concentraciones
y limites de deteccion se encuentran en la tabla 2.3. Con base en los resultados de la curva
patron para BRSV (no obtenciéon de una regresion adecuada) realizada en multiples
intentos, al no conseguir su estandarizacion no se consideraron los resultados obtenidos

como viables para ser analizados.

Tabla 2.2. Lista con la secuencia de los primers empleados para la deteccion de los
virus respiratorios BRSV y BPIV3 mediante PCR en tiempo real (QPCR) y caracteristicas
de los mismos

. . . . . . N Amplicén Tm Referencia
Virus Primer sentido Primer antisentido Region diana pb oC GenBank
AAGGGTCAAACA
BRSV  TCTGCTTAACTA |CTGCCTGWGGG Proteina F 85 60 MK599403.1
A AAAAAAG
TGTCTTCCACTA
BPIV3  GATAGAGGGAT  CCAATGATAACAA Proteina M 112 58 LC170454.1

AAAATT TGCCATGGA
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Tabla 2.3. Establecimiento de las curvas patrén para el limite de deteccion y
cuantificacion viral para BRSV y BPIV3 mediante la técnica de PCR en tiempo real

(gPCR)
Dilucion BRSV BPIV3

cT [mg/ul] cT [mg/ul]
Puro - 1,45*10M 1 - 4,6"10M1
10" 1,45*10M0 - 4,6*10M0
1072 - 1,45*1019 - 4,6*10%9
10 10,5 1,45*1078 - 4,6*1078
104 12,92 1,45%10°7 - 4,6*10°7
10 16,34 1,45*10°6 14.76 4,6*106
10 19,71 1,45*10%5 18.08 4,6*105
107 23,4 1,45*10°4 21.11 4,6*10M
108 - 1,45%10°3 24.88 4,6*10"3
10 - 1,45*1072 28.68 4,6*10°2
1071 - 1,45*10M 31.17 4,6*10M
10" - 1,45*10%0 34.53 4,6*10%0

2.2.7 Controles positivos

Como controles positivos se emplearon: para BPIV3 la extraccion de una vacuna comercial
(Bovilis® - MSD); para el BRSV un cDNA donado por el Dr. Anselmo Odedn (Universidad
Nacional de Mar del Plata, La Plata, Argentina); para BoHV-1, se empled DNA obtenido de
aislamientos del LV-UNAL. Para el caso de BVDV, se emplearon extracciones y cDNA de
las cepas de referencia DVB1-NADL y DVB2-USA que se mantienen en el LV-UNAL.

2.2.8 Genotipificacion viral

La secuenciacion se hizo por el método Sanger en el Servicio de Secuenciacion y Analisis
Molecular — SsiGMoL de la Universidad Nacional de Colombia. Se obtuvo una secuencia
parcial del gen de la fosfoproteina (P) del BPIV3. Esta fue editada y curada con el software
BioEdit® v7.2, la alineacion se hizo MEGA-7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) ©
v.11, utilizando los métodos CLUSTAL W y MUSCLE, y se comparé con 33 secuencias
depositadas en el GenBank. Para la construccion del arbol filogenético, se usé como raiz
la secuencia de nt MF795097 del Virus de la Parainfluenza humana 3 (HPIV3). El modelo
de tiempo general reversible con distribucion gamma discreta (GTR+G) fue identificado
como el mas adecuado para las sustituciones de nucleétidos. La reconstruccion
filogenética se realizé mediante el método de maxima verosimilitud (ML) con Bootstrap de
1000. La cepa colombiana del BPIV3, obtenida para el gen P, fue designada como
BPIV3/Colombia/2023.
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2.2.9 Histopatologia

Las muestras de pulmon fijadas en 10% de formalina buferada fueron procesadas con
técnicas de rutina para visualizacién histopatolégica por microscopio de luz y fueron
coloreadas con hematoxilina y eosina. Las lesiones se evaluaron teniendo en cuenta su
distribucién e intensidad. Los cambios analizados abarcaron diferentes aspectos como el
infiltrado intersticial, la presencia de edema o fibrina en el espacio alveolar, la proliferaciéon
de neumocitos tipo Il, la existencia de necrosis, las alteraciones en el epitelio de las vias
de conduccion (bronquios y bronquiolos) y la hiperplasia del tejido linfoide asociado a
bronquiolos (BALT). Todas estas lesiones fueron clasificadas con base en su severidad,
asignandoles un escore asi: cero (0) para ausencia de lesiones, uno (1) para lesiones
leves, dos (2) para lesiones moderadas y tres (3) para lesiones severas. Los distintos casos
se agruparon en diferentes categorias segun los tipos especificos de lesiones observadas,
siendo identificados como: bronconeumonia supurativa (BNS), bronconeumonia fibrinosa

(BNF), neumonia intersticial (NI), neumonia broncointersticial (NBI) y bronquiolitis (B) 2'2.

2.210 Analisis estadistico

En este estudio se llevaron a cabo analisis estadisticos descriptivos de distribuciones de
frecuencia para las variables de interés. En el caso de analisis de correspondencias
multiples se llevé a cabo una etapa de preparacion de los datos para asegurar su calidad
y analisis adecuado. Para ello, se eliminaron los datos faltantes, identificando y excluyendo
registros que contuvieran valores faltantes. Por ultimo, se crearon tablas de contingencia
que muestran las frecuencias conjuntas entre todas las variables categoricas involucradas
en el analisis. Este analisis de correspondencias multiples se realizdé con el objetivo de
examinar la relacion entre las variables categéricas incluidas en el estudio. Para el analisis
se utilizaron las coordenadas factoriales resultantes para representar las categorias y los
perfiles de categorias en un espacio de dimensiones reducidas. Todos los analisis se

realizaron con el software R con sus paquetes factoextra y dplyr.

2.211 Aval Comité de Bioética

El proyecto cuenta con el aval del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota (Acta 2
No. 2023). La ejecucion de este proyecto estad sustentada segun lo expuesto en la

resolucion 8430 de 1993 “Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
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administrativas para la investigacion en salud”. La ley 84 de 1989 “Por la cual se adopta el
estatuto nacional de proteccién de los animales y se crean unas contravenciones y se
regula lo referente a su procedimiento y competencia”, ley 576 del 2000 “Por la cual se
expide el Cddigo de Etica para el ejercicio profesional de la medicina veterinaria, la
medicina veterinaria y zootecnia y la zootecnia”, y la ley 1774 de 2016 “por medio de la
cual se modifican el cédigo civil, la ley 84 de -1989”. Por ultimo, el Cddigo Penal, articulo
1 “Los animales como seres sintientes no son cosas, recibiran especial proteccion contra
el sufrimiento y el dolor, en especial, el causado directa o indirectamente por los humanos,
por lo cual en la presente ley se tipifican como punibles algunas conductas relacionadas
con el maltrato a los animales, y se establece un procedimiento sancionatorio de caracter

policivo y judicial”.

2.3 Resultados

2.3.1 Poblacion y muestras obtenidas

El desarrollo de este proyecto se realizé6 en una planta de beneficio de la regién de la
Sabana de Bogota. En total, se colectaron muestras de P y RN de 96 terneros con las que
finalmente se obtuvieron 48 muestras (pooles) de RN y 50 de P (Tabla 2.4). Por distribucion
geografica, 62 (64.58%) terneros provenian de la Sabana de Bogota y 34 (35.41%) del

departamento de Antioquia.

Tabla 2.4. Distribucion de muestras de tracto respiratorio de terneros lecheros y
colectadas en planta de beneficio.

Muestreo Terneros muestreados Pooles de RN Pooles P
1 15 7 8
2 19 9 10
3 18 9 9
4 23 12 12
5 21 11 11
Totales 96 terneros 48 RN 50 P

*RN: raspado nasal; P: pulmoén.

2.3.2 Deteccidn de los virus por PCRy qPCR

Las detecciones hechas a través de PCR convencional mostraron que todas las muestras
tanto de P (0 / 48) como RN (0 / 50) fueron negativas a BoHV-1 y BVDV. Para el caso de
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BRSV, por esta técnica se encontro positividad del 25% en muestras RN (12 / 48) y no se
detectd en muestras P. Finalmente, el BPIV3 fue detectado en muestras RN en el 14.6%
(7/48)yeneld4% (2/50) de muestras P (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Deteccion de BRSV, BPIV3, BVDV-1y BoHV-1 por PCR convencional y PCR
en tiempo real en muestras de raspado nasal (RN) y pulmén (P) de terneros provenientes
de hatos lecheros de la Sabana de Bogota y de Antioquia.

: PCR GPCR
Virus RN p RN p
BPIV3 7/48 (14.6%) 2/50 (4%) 20/48 (41.7%) 13/50 (26%)
BRSV 12/48 (25%) 0/50 (0%) NR NR
BVDV-1 0/48 (0%) 0/50 (0%) NR NR
BoHV-1 0/48 (0%) 0/50 (0%) NR NR

NR: No realizado

De las 98 muestras (pooles) analizadas, el 51% (50 / 98 pooles) correspondieron a P y el
49% (48 / 98) a RN y estas a su vez tuvieron una distribucion por origen geografico
correspondiente a (i) Antioquia: un total de 34 divididas en 18 muestras de P (18 / 98;
18.3%) y 16 muestras de RN (16 / 98; 16.32%). (ii)) Sabana de Bogota: un total de 64
muestras divididas en 32 muestras de P (32 / 98; 32.4%) y 32 muestras de RN (32 / 98;
32.4%). Los resultados regionales por PCR convencional para BRSV mostraron que no
hubo deteccidn en Antioquia para las muestras de P, mientras que dos muestras de RN (2
/ 98; 2%) fueron positivas. La frecuencia de esta deteccién tomando como base el 100%
de las muestras (n=98) se encuentran en la Figura 2.1. En el caso de la Sabana de Bogot3,
tampoco se detectd6 BRSV en muestras de P mientras que 10 muestras (10/98; 10.8%)

fueron positivas (Figura 2.1).

BRSV

PCR-P PCR-RN

NEGATIVO

B Fosmvo

Porcentaje (%)

104 .

ANTIOQUIA SABANA DE BOGOTA ANTIOQUIA SABANA DE BOGOTA
Origen

Figura 2.1. Distribucion de frecuencias para BRSV mediante la prueba de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) convencional realizada en muestras de pulmén (P) y
raspado nasal (RN) provenientes de dos regiones (Antioquia y Sabana de Bogota).
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En cuanto al BPIV3 y su distribucion por regiones geograficas, para Antioquia se encontro
una muestra de P (1 /98; 1%) y tres de RN (3 / 98; 3.1%) positivas: mientras que en la
Sabana de Bogota fueron también una en P (1/98; 1%) y cuatro en RN (4/ 98; 4.1%). Lo
anterior evidencia una mayor deteccion de BPIV3 en muestras de RN independiente de la

region evaluada (Figura 2.2).

BPIV3
PCR

Negativo

. Positivo

Porcentaje (%)

Origen

Figura 2.2. Distribucion de frecuencias para BPIV3 mediante la prueba de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) convencional en muestras de pulmén (P) y raspado nasal
(RN) provenientes de dos regiones (Antioquia y Sabana de Bogota).

Con base en los resultados obtenidos por PCR convencional se decidié continuar con la
evaluacion de los dos virus que fueron detectados (BRSV, BPIV3) por PCR en tiempo real.
Los resultados de esta técnica corroboraron la presencia de BPIV3 en los dos tipos de
muestra. Inicialmente, se establecié para BPIV3 un umbral (CT) de corte, basada en la
curva patron lograda, de CT< 31.5 para indicar positividad. Asi, se encontr6 de manera
general que el 26% (13 / 50) de muestras de P fueron positivas mientras que el 41.7% (20
/ 48) de muestras RN fueron positivas. Aqui es importante sefialar tres cosas: primero, que
hubo un incremento ostensible en la positividad (deteccion) de BPIV3 por gPCR
comparado con PCR convencional sobre las mismas muestras. En segundo lugar, que los
CT de las muestras positivas oscilaron entre 25 y 30, es decir, las cargas virales estuvieron
entre 10% y 10% y tercero, que tanto las muestras de RN como las P positivas por gPCR

coincidieron con las positivas por PCR convencional.
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En cuanto al analisis de BPIV3 por regién geografica, en Antioquia ocho muestras (8 / 98;
8.2%) de P fueron positivas y el mismo numero también fue positivo para RN. Para la
Sabana de Bogota, cinco muestras (5 / 98; 5.1%) de P fueron positivas y 12 (12 / 98;
12.2%) lo fueron en muestras de RN (Figura 2.3). Aqui es importante sefalar que,
proporcionalmente, fue mayor la deteccion de BPIV3 en la regién de Antioquia que en la
Sabana de Bogota. En este sentido, sobre un total de 34 muestras de Antioquia, el 47.05%
(16 / 34) fueron positivas mientras que en la sabana de Bogota se redujo a cerca de la
mitad correspondiente al 26.56 % (17 / 64). Por otra parte, en Antioquia la deteccion de
BPIV3 fue similar tanto en RN como en P, indicando que estaba presente tanto en tracto
respiratorio alto como bajo. Por el contrario, para la Sabana de Bogota, la deteccion fue
mayor a nivel de tracto superior (RN).

BPIV3
gqPCR

201

. Negativo
. Positivo

Porcentaje (%)

Antioquia S. Bogota Antioquia S. Bogota
Origen

Figura 2.3. Distribucion de frecuencias para BPIV3 mediante la prueba de reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) realizada en muestras de pulmén (P) y
raspado nasal (RN) provenientes de dos regiones (Antioquia y Sabana de Bogota).

Para el caso de BRSV, se hicieron multiples intentos para estandarizar la curva patréon para
la PCR en tiempo real, la mejor de ellas permitié establecer un rango de deteccion entre
102y 107 (CT entre 10 y 23) (Tabla 2.3) pero ninguna de las muestras cayo en este rango.
Todas presentaron CT por encima de 29, aunque algunas de 29 - 30, quedando la duda si
podrian ser positivas con cargas virales bajas (10" — 10?), pero al no poder ratificarlo se

decidié no incluir estos datos en el analisis y reportarlo como no realizado.
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Debido a que en el presente estudio se trabajaron como muestras pooles de dos terneros
(dos pulmones o dos raspados nasales), no fue posible distinguir y establecer la presencia
de coinfecciones (dos 0 mas virus presentes simultdneamente en un mismo individuo); sin
embargo, si se estableci6 la copresencia de virus en dos muestras. Estas correspondieron
a dos pooles de RN provenientes de la region de la Sabana de Bogota donde se
encontraron BRSV / BPIV3. Adicionalmente, también se encontr6 en otra muestra
proveniente de Antioquia que el pool de RN fue positivo para BRSV mientras que el pool
(mismos terneros) de P fue positiva para BPIV3.

2.3.3 Histopatologia

Basados en los resultados de BPIV3 (33 pooles positivos), de estos se escogieron al azar
y se enviaron 34 muestras individuales de tejido pulmonar para histopatologia. De ellas,
en el 32% (11 / 34) no se encontraron lesiones evidentes (Figuras 2.4 y 2.5). En el 64%
(21 / 34) se identifico la presencia de neumonia intersticial (Figuras 2.6, 2.7 y 2.8), mientras
que en el 5.88% (2 / 34) se observdé neumonia intersticial acompafiada de hiperplasia del
tejido linfoide asociado a bronquiolos (BALT). Entre las lesiones mas reportadas, se
encontraron la presencia de un infiltrado intersticial de leve a moderado, asi como la
presencia de fibrina y edema pleural leve. Ademas, se observd la presencia de

microtrombosis en algunos pulmones.

?i\ Wxﬁ» - é.
Figura 2.4. Microfotografia correspondlente a un pulmén sano (I6bulo craneal accesorio)
sin cambios histopatolégicos de un ternero positivo a BPIV3 proveniente de un hato
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lechero. (*): Bronquiolo y espacio alveolar. Flechas: Septos alveolares. Triangulo: Pleura.
Coloracion hematoxilina y eosina. 10X.
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Figura 2.5. Microfotografia correspondiente a un pulmén sano (I6bulo craneal accesorio)
sin cambios histopatolégicos de un ternero positivo a BPIV3 proveniente de un hato
lechero. (*): Bronquiolo y espacio alveolar. Flechas: Septos alveolares. Coloracion
hematoxilina y eosina. 4X.

Figura 2.6. Microfotografia correspondiente a una neumonia intersticial de un pulmén
(I6bulo craneal accesorio) de un ternero positivo a BPIV3 proveniente de un hato lechero.
Flechas: Septos alveolares moderadamente engrosados debido a infiltrado inflamatorio.
Coloracion hematoxilina y eosina. 10X.
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Figura 2.7.icrfotgraf|'a correspondiente a una neumonia intersticial de un pulmon
(I6bulo craneal accesorio) de un ternero positivo a BPIV3 proveniente de un hato lechero.
Flechas: Septos alveolares moderadamente engrosados debido a infiltrado inflamatorio.

Coloracion hematoxilina y eosina. 10X.
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Figura 2.8. Microfotografia correspondiente a una neumonia intersticial de un pulmén
(I6bulo craneal accesorio) de un ternero positivo a BPIV3 proveniente de un hato lechero.
Flechas: Septos alveolares moderadamente engrosados. Coloracion hematoxilina y

eosina. 4X.

2.3.4 Analisis de relacion entre variables

Tanto para BPIV3 como para BRSV se busco establecer asociacion entre las diferentes
variables medidas en el estudio. Inicialmente se hizo para origen geografico y diagndstico
molecular. En la Figura 2.9 se establece esta relacion, encontrandose que para los dos
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virus se evidencia una mayor tasa de resultados negativos que positivos. Para BPIV3 se
evidencio como la mayor cantidad de positivos se encontraron por gPCR en muestras de
RN seguido por P y en definitiva que dentro de cada técnica (QPCR o PCR convencional),
la mayor deteccion de BPIV3 se hizo a partir de muestras de RN. Para BRSV la deteccion

fue posible unicamente en muestras de RN.

PCR-P
ANTIOQUA

NEGATIVO PCRRN

ANTIOQUA
GPCRP PCR-P

S.BOGOTA

NEGATVO

S.BOGOTA

POSITVO GPCRRN PCR-RN

POSITVO

Figura 2.9. Diagrama aluvial de las relaciones entre origen geografico (Antioquia y Sabana
de Bogotd), positividad o negatividad de las muestras y tipo de deteccién molecular (PCR
convencional o gPCR) para BPIV3 y BRSV. Cada cuadro corresponde en tamario a la
proporcionalidad de la variable.

Este mismo analisis, pero incluyendo ahora como nueva variable el resultado
histopatoldgico en términos de presencia de neumonia intersticial (NI) y sin lesion (SL)
mostrd, como complemento a lo ya planteado antes, que para BPIV3 la mayoria de las
muestras negativas no evidenciaron lesiones pulmonares pero una buena proporcion si,
indicando un probable origen diferente al viral. Para las muestras BPIV3 positivas se
encontro que la mayoria no se asocié con lesiones pulmonares y una proporcidon menor si
(Figura 2.10). Lo anterior se podria explicar por las cargas virales bajas que mantengan
una infeccion subclinica en este 6rgano sin ocasionar dafio, que el agente viral
esporadicamente descienda al pulmoén y se mantenga mas en vias respiratorias superiores
0 que esté en fase de infeccion temprana cuando el virus aun no ha colonizado los
pulmones. Por otro lado, aunque la proporcion de deteccién de BPIV3 en muestras de P
fue menor comparado con RN, se destaca que los casos P-positivos estaban asociados
principalmente con neumonia intersticial (NI) sugiriendo que cuando el BPIV3 esta
presente en este 6rgano, incluso con cargas virales bajas, tiene la capacidad de inducir

lesiones.
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Figura 2.10. Diagrama aluvial de las relaciones entre deteccion molecular (PCR
convencional o qPCR), tipo de muestra (pulmén o raspado nasal) y su resultado junto con
lesiones pulmonares (NI: neumonia intersticial; SL: sin lesiones) para BPIV3 y BRSV. Cada
cuadro corresponde en tamano a la proporcionalidad de la variable.

NI

SL

Al realizar un analisis de correspondencias multiples (Figura 2.11), se revelaron patrones
de relacién entre el diagndstico histopatolégico y las técnicas de deteccion viral. Para
BPIV3 esta relacion fue principalmente con la detecciéon por gPCR, tanto en muestras de
RN como en P. Esta misma coincidencia se observd, y con mayor grado de
correspondencia, para muestras de P y deteccion por PCR convencional; esto ultimo
podria sugerir que las lesiones encontradas a nivel histopatolégico se relacionan con
infecciones en estadios avanzados en pulmén. Ademas, se identificd una correlacion entre
deteccion de BPIV3 en RN y la presencia de BRSV. La asociacion entre la detecciéon de
estos dos virus en RN subraya la importancia de considerar la copresencia (coinfeccion) y

que la presencia de uno favoreceria a su vez la presencia del otro.
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Figura 2.11. Analisis de correspondencias multiples entre variables. Diagndstico
histopatoldgico (presencia de neumonia intersticial); BPIV3-P/RN [(BPIV3-positivo por
PCR convencional (c) en muestras de pulmén (P) o raspado nasal (RN)]; BPIV3-P/RN-
gPCR (BPIV3-positivo a qPCR en P o RN); BVDV-P/RN (BVDV-positivo por PCRc); BoHV-
1 P/RN (BoHV-1 positivo por PCRc).

Los datos relacionados con el origen de las muestras no revelaron una separacion clara
entre los grupos examinados (Figura 2.12). De manera similar, el diagnéstico basado en
el analisis histopatoldgico no presenta una clasificacion totalmente precisa, pero exhibe
una tendencia discernible en la distribucion de las muestras. Estos resultados sugieren que
tanto la procedencia de las muestras como el diagndstico histopatoldgico podrian tener
alguna relacién, aunque esta asociacion no se define de manera nitida (Figura 2.13). Es
muy probable que otros factores o variables, que no han sido tomados en cuenta en este

analisis, puedan estar influyendo en los resultados observados.



64  Deteccion de virus asociados con enfermedad respiratoria en terneros
provenientes de hatos lecheros

Dim2 (17 2%)

Individuals - MCA

1.0-

o
y
'

-1.0-

-

|
- i‘ Groups
|
‘r-. ' ANTIOQUIA
.6} # | SABANA DE BOGOTA
, |
i
‘l

0

1

N -
[

Dim1 (35.4%)

Figura 2.12. Grafica individual de los componentes de las correspondencias multiples por
origen geogréfico. El agrupamiento no muestra una discriminacion entre grupos, lo que
confirma que no hay una diferencia significativa entre los origenes geograficos (Antioquia
y Sabana de Bogota) para ninguno de los agentes virales evaluados.
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Figura 2.13. Grafica individual de los componentes de las correspondencias multiples por
diagnostico histopatologico. ElI agrupamiento muestra una discriminacion clara entre
grupos, confirmando que el diagndéstico positivo a nivel pulmonar tiene una relacién
significativa con el diagnodstico de NI.
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2.3.5 Genotipificacion viral

De las muestras de BRSV-positivas por PCR convencional no se lograron obtener
amplicones en concentraciones (tamafo de banda) suficientes para secuenciar. En
contraste, a partir de dos muestras de RN provenientes de la region de Antioquia se obtuvo
una secuencia parcial del gen P de BPIV3. La Figura 2.14 muestra un arbol filogenético de
la cepa colombiana detectada, esta comparte entre 81,14 - 100% de identidad de nt con
las 33 cepas reportadas en GenBank para el gen P de BPIV3. Nuestra secuencia
(BPIV/Colombia/2023) se ubica dentro del genotipo A, junto con 12 secuencias con las que
comparte una identidad de nt de 91.32 - 99.5%. En contraste, la identidad de nt con
respecto a los genotipos B y C estuvo entre 83.37 - 85.11% y 81.14 - 83.37%,
respectivamente. La relacion filogenética mas alta fue con una cepa de la China (JQ063064

BPIV3/China/2008) y con una de Egipto y algunas de Estados unidos.

OP718793 BPIV3/Chinar2022
L opr18794 BRIVa/Chinai2022
OP718792 BPIV3/Chinai2022
KT071671 BPIV3/China/2014
OM632676 BPIVA/China/2021
KU198929 BPIV3/China/2013
OP718797 BPIV3/China/2022
—— HQ530153 BRIV3/China/2008
95 L—— OP718795 BRIV3/China/2022
MH357343 BPIV3/Turkey/2017
KJ647285 BPIV3/USA2007
KJ647287 BPIV3/USA2012
JX969001 BPIV3 2012
100 — LC040886 BPIVa/apan/2013

= —— LC000638 BPIV3/Japan/2012

62 LC200422 BPIV3/Japan/2016 -

EU277658 BPIV3/Australia/2008

100 1
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L Q0623064 BPIVA/China/2008
KP757872 BPIV/EQypt2014
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KJB47288 BPIV3/USA/2008
AB770484 BPIV3/Japan/2013
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Figura 2.14. Arbol filogenético para BPIV3 de 33 secuencias reportadas en el GenBank
del gen P de BPIV3. Se establece la clasificacion del BPIV3 en tres genotipos (A, By C)
donde la secuencia colombiana (e) BPIV3/Colombia/2023 proviene de una muestra de

raspado nasal (RN) de un ternero del departamento de Antioquia. Esta se ubica en el
genotipo A.
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2.4 Discusion

Los estudios de campo en bovinos en Colombia no son faciles de desarrollar por limitantes
de colaboracion de los productores, desplazamientos, obtencion de muestras
representativas, entre otros. Por lo anterior, se decidid realizar este estudio en una
poblacién de relativa facil consecucion de muestras como son las plantas de beneficio.
Una practica comun y generalizada en el medio de la produccién bovina lechera es la venta
de terneros machos poco después de su nacimiento, usualmente entre 3 a 7 dias después
del parto. En el contexto de Colombia, estos terneros son vendidos y recogidos en rutas
programadas que abarcan varias fincas e incluso pueden incluir mas de un municipio o
region. Posteriormente, estos son llevados a centros de acopio donde se suelen encontrar
animales enfermos o de descarte, que luego seran llevados a planta de beneficio. Este
manejo de los terneros puede favorecer los factores de riesgo asociados con la aparicion

de la ERT y facilita la infecciéon por agentes virales y bacterianos.

En este escenario, algunos de estos factores de riesgo incluyen la movilizacién prolongada
(largos periodos de tiempo) de los animales, el agrupamiento de estos con otros de
diferentes origenes y grupos etarios, y la mezcla de animales con diferentes estados
sanitarios y protocolos de vacunacion 24, Para este estudio, se seleccionaron dos tipos
de muestras: epitelio nasal y tejido pulmonar, esto se fundamenté en que los agentes
virales respiratorios pueden ubicarse en el tracto respiratorio alto o bajo, dependiendo del
estadio de infeccion. Normalmente, la transmisién viral se da por la via aérea, donde los
virus ingresan al tracto respiratorio superior e inician su replicacion en células epiteliales

ciliadas, y posteriormente en neumocitos tipo | y 11°.

Se ha comprobado que el BoHV-1 y el BVDV circulan en las ganaderias lecheras en
Colombia, y su presencia se ha confirmado mediante serologia, deteccion y aislamiento
viral®*=2, Sin embargo, en este estudio, no se detectaron estos agentes, lo que podria
explicarse desde un enfoque inmunolégico. Por un lado, es importante destacar la edad
de los terneros seleccionados para el muestreo, ya que se encuentran en la ventana
inmunoldgica materna®=4. Es posible que la alta prevalencia del BoHV-1 y BVDV-1 como
también los procesos de vacunacion contra ellos (particularmente en los hatos lecheros de
las dos regiones de proveniencia de las muestras) lleve a que la transferencia de Acs en

calostro sea adecuada para proteger a los terneros contra estos dos agentes en las
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primeras semanas de vida. Debido a que no se hizo una evaluacion seroldgica, la
explicacién planteada es especulativa, pero se soporta desde la perspectiva inmunoldgica.
Por otra parte, se ha observado que la seroprevalencia de BoHV-1 es mayor en animales
adultos, y la enfermedad respiratoria bovina (ERB) asociada a este agente viral

generalmente afecta a animales mayores 3%,

Para cada uno de estos dos virus (BoHV-1 y BVDV), por sus particularidades en términos
de patogénesis, se pueden plantear diversas hipétesis para explicar la ausencia de
deteccion en la poblacion estudiada. Para el BoHV1, al ser un herpesvirus, se debe
plantear la posibilidad de latencia. La teoria indica que durante este estado no se logra
detectar virus; si este fuera el caso (improbable estadisticamente) de los terneros del
presente estudio, las muestras analizadas (pulmon y raspado nasal) no eran las indicadas
para la deteccién de genoma viral, sino se debié tomar ganglio trigémino o submandibular
y hacer deteccion de genes LR o sus transcriptos®. Sin embargo, no podemos descartar
radicalmente que algunos terneros si estuvieran infectados con BoHV-1 pero se pudieron
escapar por no tener la muestra adecuada para poderlo deectar. Aqui también se debe
aclarar que el objetivo del presente estudio no era la deteccion de terneros en estado de
latencia. Tampoco podemos descartar que hubiese terneros infectados, no en latencia,
pero con cargas virales muy bajas en las muestras evaluadas. En este escenario
entrariamos a discutir sobre el limite de deteccion de la técnica empleada (PCR
convencional) situacién que no se puede de plano rechazar. Sin embargo, pareceria
contradictorio con el hecho de que se tomaron muestras de raspado nasal, donde la
probabilidad de encontrar BoHV-1 es alta por el tropismo viral; una de las muestras mas
empleadas para deteccion y aislamiento de este virus (cuando esta replicandose) son los
hisopados nasales, en este caso el RN es su equivalente adicionando una gran cantidad
de contenido celular. Por lo anterior, no se descarta la posibilidad de las bajas cargas

virales, pero se considera improbable por las muestras evaluadas.

En cuanto al BVDV, la pregunta que asaltaria es si cabe la posibilidad de que hubiera
terneros PI. Inicialmente, al no tener serologia de estos animales no se puede establecer
una asociacion con titulos de anticuerpos bajos o inexistentes. Adicionalmente, los PI
tienen también como caracteristica que eliminan constantemente el virus y aqui no hubo
evidencia de esto (al menos no en RN ni en P), por esto también esta posibilidad parece

poco probable. En ambos casos quedan dudas que valen la pena ser resueltas
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complementando este trabajo con uno de deteccion de anticuerpos por serologia y con
otras muestras clasicas de deteccion de Pl para BVDV como muesca de oreja y cultivo de

linfocitos.

En el caso de BPIV3, este trabajo constituye el primer reporte de deteccion de genoma
viral en terneros de Colombia. Los resultados de la PCR convencional y gPCR mostraron
resultados positivos, primando estos en muestras de RN comparado con las muestras P.
Sin embargo, algo llamativo es que proporcionalmente la deteccion fue casi el doble en las
muestras provenientes de Antioquia vs las de la Sabana de Bogota. Un factor que podria
explicar esto es que los terneros provenientes de Antioquia tuvieron que someterse a un
transporte prolongado (= 10 horas), a cambios climaticos mas severos, a un ayuno mas
prolongado; todo esto pudo favorecer la expresion e infeccion viral. Incluso la deteccion en
esos terneros de Antioquia fue igual tanto en tracto respiratorio alto como bajo, lo que
supondria que el BPIV3 ya habia colonizado el pulmon; esto a diferencia de los terneros
de la Sabana de Bogota donde hubo una diferencia muy grande a favor de la deteccion en
RN.

En términos de deteccion, para BPIV3 se dio una amplia diferencia entre la técnica de PCR
convencional y la de tiempo real, favoreciendo a esta ultima. En el caso de las muestras
de RN paso de 15% a 42% mientras que para P fue del 4% al 26%. Estos resultados
ratifican, en términos de sensibilidad, la ventaja que tiene la gPCR sobre la convencional.
Por otra parte, el incremento en esta deteccién seguramente se dio en muestras donde la
capacidad de deteccién de la PCR convencional es baja, es decir muestras con cargas
virales bajas ', que en nuestro estudio fueron la mayoria. Por tanto y asociado con los
hallazgos histopatoldgicos, para BPIV3 la presencia de animales con infeccion subclinica
se convierte en un factor muy importante cuyas implicaciones en la epidemiologia de la
ERT puede ser determinante. Adicionalmente, la deteccién predominante de BPIV3 y
exclusiva de BRSV en el epitelio nasal (particularmente en los de la Sabana de Bogota) se
puede explicar porque los terneros se encuentren en las fases iniciales de infeccién

respiratoria con replicacion a nivel del tracto respiratorio superior.

Para BRSV, las muestras positivas se encontraron en su totalidad en RN y por PCR
convencional. Aqui es importante sefalar varias cosas: la ausencia de este virus a nivel

pulmonar podria indicar también mayor tropismo por el tracto respiratorio superior o que
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los terneros donde se encontré6 apenas estaban en la fase inicial de la infeccion.
Probablemente la presencia de BRSV haya estado sub-detectada por la técnica de PCR
convencional y que por gPCR hubiera sido mayor. Lo anterior, estableceria un marco
similar al presentado con BPIV3 en términos de la importancia de detectar positivos con
cargas virales bajas y el de la importancia de los animales con infeccién subclinica para el
mantenimiento del virus en la naturaleza. Aqui caimos en una limitante que no se pudo
superar en el estudio y fue la imposibilidad de estandarizar la prueba de gPCR para BRSV,
0 mejor, la carencia de una curva patron que nos dejara captar muestras con bajas cargas
del virus. Este inconveniente no es nuevo en la investigacion con BRSV; en varios reportes
aconsejan no emplear la muestra directa para deteccién por qPCR sino hacer pasos
previos de exposicion in vitro de cultivos celulares con la muestra para incrementar el titulo
viral y hacerlo detectable en técnicas moleculares. En nuestro caso varias muestras
tuvieron un CT= 30, que podria estar en un rango de sospechoso y donde la exposicion en

cultivos celulares hubiese sido la estrategia a seguir.

En la actualidad los sindromes como la ERB/ERT se entienden como una interaccion de
diversos patogenos (virales y bacterianos) que se deben estudiar con abordajes de
deteccién de multiples agentes de forma simultanea (aqui se intentd hacer esto) y
determinar causalidad de los mismos. En otras especies la presencia de coinfecciones es
comun, aunque estas se hacen mas frecuentes (en términos de prevalencia) y de variedad
(cantidad de patégenos presentes de forma simultanea) a medida que los individuos tienen
mas edad. Seguramente en la especie bovina ocurre la mismo y la probabilidad de
encontrar coinfecciones sea inferior en terneros jovenes, como fue el caso de la presente
investigacion. Aqui es importante sefalar dos cosas: la primera, que se encontro la
copresencia (tal vez coinfeccion) BPIV3 / BRSV en solo dos muestras correspondientes a
RN provenientes de Antioquia; y segundo, que hubo una asociacién estadistica
significativa entre BPIV3 y BRSV en raspados nasales indicando que, en el contexto de
este estudio, la presencia de uno pudo favorecer la del otro. Basado en lo anterior, los
hallazgos de este estudio concuerdan con resultados de otras investigaciones sobre
agentes virales asociados a ERB donde BRSV y BPIV3 se detectaron como agentes
circulantes unicos (monoinfeccidn) o en combinacion con otros (coinfeccion) dentro de una
poblacién bovina *®. Respecto a esto, es muy importante determinar las coinfecciones
presentes y comenzar a establecer el efecto de las mismas sobre la presentacion clinica

de la ERT. Igualmente, si bien los pooles de muestras son muy practicos en términos de
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cubrimiento poblacional y de seguimiento epidemioldgico, para establecer coinfecciones

no son las ideales.

A nivel histopatolégico, se detectd presencia de neumonia intersticial que es tipica en
infecciones de tipo viral y que probablemente tenga una relacion con los virus detectados
y con el desarrollo de enfermedad respiratoria?3’. Por otra parte, no hubo evidencia
histopatologica de neumonia de tipo bacteriano, esto excluye a estos patdégenos como
causantes de la neumonia encontrada y lleva a pensar que posiblemente las lesiones son
producto de etapas tempranas de una enfermedad viral respiratoria®, lo que también
concuerda con los resultados (cargas virales bajas) obtenidos en las pruebas moleculares
de este estudio. El hallazgo de neumonia intersticial en casos negativos a PCR / gPCR
puede tener varias explicaciones posibles. En primer lugar, es viable que los terneros
evaluados ya no estuvieran infectados cuando se tomaron las muestras y que las lesiones
sean un remanente posinfeccion?'. En segundo lugar, es posible que las lesiones estén
siendo causadas por patdgenos que no fueron objeto de este estudio, como el Coronavirus
Bovino (BCoV) y los Virus de la Influenza D y C (IDV e ICV) %, En definitiva, la
histopatologia ayuda como complemento a la deteccion molecular, pero per se no es una
herramienta definitiva para demostrar la causalidad, para esto se hace necesaria la
implementacién de técnicas que detecten la presencia del virus en tejidos con lesiones tipo
neumonia intersticial. Esas técnicas son la inmunohistoquimica, la hibridacion in situ, entre
otras. Los resultados obtenidos aqui, resaltan la importancia de considerar otros virus

potenciales como agentes desencadenantes o presentes en el desarrollo de ERT.

Respecto a la relacion entre positividad viral con la region geogréfica, a pesar de tener un
porcentaje mayor de deteccion de BRSV y BPIV3 en la Sabana de Bogota,
estadisticamente no se encontrod correlacion significativa entre la positividad de estos virus
con el origen geografico de los terneros. Lo anterior podria indicar que la muestra
poblacional no fue epidemiolégicamente significativa como para establecer claramente
esta correlacion. También se puede especular que esta no significancia estadistica se
debié a que BRSV y BPIV3 circulan de forma indiscriminada en las dos regiones
evaluadas; o también a que los terneros tuvieron un sitio comun de infeccioén, lo cual se
descarta porque los terneros provenientes de Antioquia eran sacrificados cada jueves,
mientras que los terneros de la Sabana de Bogota los martes. Adicionalmente, para que

esto ultimo se hubiera dado es necesario tener en cuenta que el periodo de incubacion de
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estos virus (BPIV3 y BRSV) es de 2 - 6 dias y los terneros no permanecian mas de 12
horas desde su llegada hasta el beneficio y ademas, la excrecién viral en secreciones

nasales se ha reportado después de los 4 dpi %4142,

En cuanto a la genotipificacion del BPIV3 encontrado en una muestra, esta se hizo como
en otras latitudes, es decir, a través de la secuenciacion del gen P, empleado por tener alta
variabilidad **. La secuencia se ubico dentro del genotipo A donde también se encuentran
cepas reportadas en América en Argentina y Estados Unidos, como también en paises de
otros continentes como en Africa (Egipto) y Asia (China y Japén) indicando la distribucién
mundial de este genotipo *~8. La cepa colombiana (BPIV3) mostrd cercania con cepas de
China, aunque con esta informacion no se puede inferir sobre su origen, para ello seria
necesario complementar con secuenciacion de otros genes como N, My NH?**°_ Un efecto
probable de haber tratado las muestras como pooles es que haya disminuido (por dilucion)
la posibilidad de haber obtenido muestras secuenciables y por tanto la de haber detectado
otros genotipos. En conclusion, la deteccion de BPIV3a con base en la secuenciacion
parcial del gen P es evidencia de que esta cepa circula en los hatos bovinos de la region
antioquefa, y se recomiendan investigaciones adicionales para obtener una informacién
mas completa sobre la diversidad genética y la distribucidén de este virus en las poblaciones

bovinas de Colombia.

Finalmente, este estudio pionero demuestra la circulaciéon de BRSV y BPIV3 en ganaderias
lecheras. Sin embargo, es importante destacar que la deteccion de estos agentes virales
no refleja el estado sanitario de los hatos lecheros de la Sabana de Bogota ni del
departamento de Antioquia. Esto se debe a que la muestra utilizada no fue
epidemiolégicamente representativa y a que no se incluyd la evaluacion de factores de
riesgo o de proteccion relevantes como el estado inmunoldgico de los terneros, el historial
vacunal de terneros y madres, las practicas de levante, el historial clinico y factores
ambientales, el estado de salud al momento de la toma de muestras, la administracion
previa de medicamentos, la toma y calidad del calostro administrado al nacimiento, y la
curacién del ombligo, entre otros®. Estos factores, desconocidos en esta investigacion, ya
que no fueron parte de los objetivos, podrian influir en la deteccion de los agentes virales

investigados.
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3.Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

Este estudio representa el primer reporte de BRSV y BPIV3 en Colombia, lo que lo
convierte en una contribucién pionera en el ambito académico. Asi mismo, este trabajo
proporciona evidencia de que el BRSV y el BPIV3 circulan en los hatos lecheros de la
sabana de Bogota y el departamento de Antioquia, aunque esta informacion se debe
complementar con un estudio epidemiologico detallado y una muestra representativa para

fortalecer dicha evidencia.

Por otro lado, aunque en esta investigacion no se detectaron el BVDV-1 y el BoHV-1, es
importante destacar que su ausencia en las muestras analizadas no descarta la posibilidad
de que estos agentes circulen en las ganaderias de Colombia y puedan desempefar un
papel relevante en la enfermedad respiratoria bovina. Es fundamental reconocer que esta
investigacion se enfocd en un aspecto especifico y no se consideraron otros factores
inmunoldgicos, de manejo y ambientales que podrian influir en la deteccion viral en

animales de este rango de edad.

Por ultimo, los hallazgos obtenidos en este estudio son el punto de partida para futuras
investigaciones sobre la circulacion de estos virus en tracto respiratorio bovino, tanto en
terneros como en animales adultos en el contexto ganadero en Colombia. Se deben
reconocer las particularidades propias de cada region, pues los protocolos de manejo de
estos animales cambian de finca a finca, por lo cual, es crucial considerar estas variaciones

en estudios posteriores.
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3.2 Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo estudios de campo que se enfoquen en estos agentes virales,
especialmente durante la aparicion de brotes respiratorios. Estos estudios permitirian
diagnosticar los agentes involucrados en la enfermedad clinica y asegurar la obtencion de

suficientes cargas virales para su deteccion precisa.

Adicionalmente, es fundamental resaltar la importancia de realizar investigaciones con una
muestra poblacional mas amplia en las ganaderias lecheras de Colombia. Estos estudios
deben tener en cuenta factores epidemiolégicos, ambientales y de manejo para dilucidar
el impacto real de los virus implicados en la Enfermedad Respiratoria Bovina (ERB) en

diferentes regiones del pais.

Una muestra poblacional significativa proporcionaria datos valiosos sobre la distribucion,
prevalencia y factores de riesgo asociados con la circulacion de estos virus en la industria
ganadera. Esta informacién seria esencial para implementar medidas de control y
prevencion mas efectivas y asi salvaguardar la salud del ganado bovino y la productividad

del sector lechero en Colombia.

Se proponen futuras investigaciones centradas en la secuenciacion del BRSV a partir de
cultivos celulares. Esto permitiria el aislamiento e identificacion de las cepas circulantes en
el pais, brindando una vision mas completa de la epidemiologia de este virus. Dicha
informacion es esencial para comprender mejor su comportamiento y establecer relaciones
entre las cepas presentes en Colombia y otras regiones del mundo. De esta manera, se
podrian determinar posibles rutas de transmision y su evolucion potencial, lo que facilitaria

el disefio de estrategias mas eficientes para su control y prevencion.

Finalmente, se recomienda llevar a cabo estudios seroepidemiolégicos, en combinacion
con técnicas de diagnostico molecular, para determinar el papel de la inmunidad materna
en la infeccion por los agentes virales objeto de este estudio. Estas investigaciones
permitiran analizar la presencia de anticuerpos especificos en muestras de suero y analizar
como la inmunidad transferida interfiere con la susceptibilidad a la infeccion viral en los

terneros y a nivel de hato.



A. Anexo: Diagrama del protocolo de

purificacion de Acido Nucleico Viral

A continuacion, se muestra el diagrama del protocolo de purificacion de Acido Nucleico

Viral con el Kit de extraccion viral “HP Viral Nucleic Acid Kit” de Roche® .Tomado y

modificado de (Roche Diagnostics GmbH, s. f.)."°.
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B. Anexo: Diagrama del protocolo de

sintesis de cDNA

A continuacién, se muestra el diagrama del protocolo de RT-PCR, el cual se realizd
empleando un kit comercial (High-Capacity RNA-to-cDNA Kit - Applied Biosystems).
Tomado y modificado de: (High-Capacity RNA-to-cDNA, Thermofisher)®
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