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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue establecer las seroprevalencias a diarrea viral bovina (DVB),
parainfluenza 3 (PI3), virus respiratorio sincitial bovino (VRSB), rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)
y leucosis enzodtica bovina (LEB) del hato de cria nacional. Estas enfermedades son de distribucion
mundial y cada vez son mas los paises que estan implementando medidas de control, erradicacion
y monitoreo, principalmente por razones comerciales. Un primer paso crucial para la implementaciéon
de programas de control de enfermedades es establecer el nivel endémico basal y delimitar las
circunstancias fisicas, bioldgicas y sociales que interactian con el agente causal. En este estudio,
validamos una metodologia diagnéstica multiple de uso masivo para las cinco enfermedades
mencionadas y realizamos un diagndstico situacional a nivel nacional. Para la deteccién de
anticuerpos contra DVB, LEB y PI3, se utilizaron antigenos recombinantes, mientras que para VRSB
e IBR se emplearon lisados virales. El analisis ROC del ensayo arrojé un area bajo la curva (AUC)
de 0.981, lo que demuestra la eficacia de la prueba serolégica quintuple con tecnologia xXMAP
(Perfilado de Multi Analitos) de Luminex®. La sensibilidad y especificidad superaron el 90% para
cada enfermedad, y los valores de verosimilitud positivos (LR+) fueron superiores a 10 y los de
verosimilitud negativos (LR-) cercanos a 0 en todos los casos. Los coeficientes de variacion intra e
inter-ensayo fueron menores al 20%, corroborando que el ensayo quintuple desarrollado es valido,
sensible, especifico, reproducible y repetible. Ademas, un ensayo de inhibicién de la unién confirmé
la selectividad de la prueba. Por lo tanto, el ensayo quintuple desarrollado cumple con las
caracteristicas necesarias para ser una opcién de diagnostico simultadneo para DVB, IBR, PI3, VRSB
y LEB, proporcionando una herramienta util para determinar el estado sanitario de los hatos bovinos.
El analisis de seropositividad revel que las cinco enfermedades se encuentran en niveles que van
de mesoendémicos a hiperendémicos, con prevalencias generales de 51.5% para DVB, 33.9% para
IBR, 43.3% para LEB, 47.2% para P13y 51.6% para VRSB. Estos hallazgos subrayan la importancia
de iniciar con la vigilancia activa de estas enfermedades, con el objetivo de establecer programas
de control o erradicacion. Asimismo, es crucial evaluar los impactos econ0micos que su presencia

puede tener en el hato bovino nacional.
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INTRODUCCION

La ganaderia bovina en México se encuentra conformada por poco mas de 36 millones de
cabezas de ganado. De este total, el 93% (33.6 millones) lo conforman bovinos destinados a la
produccion de carne y el restante es ganado destinado a la produccion de leche (SIAP-SAGARPA,
2022). La produccion de los hatos ganaderos constituye una de las principales actividades
econdmicas del sector primario en México, tanto para satisfacer el consumo nacional como para la
exportacion. De acuerdo a la SADER, la produccion de carne bovina ha mantenido su crecimiento
anual desde 2019 posicionando a México en el séptimo sitio a nivel mundial en produccién y
comercializacién de carne de res (FAO, 2010). El principal consumidor de nuestras exportaciones
son los Estados Unidos de América (EUA), recibiendo mas del 80% de las transacciones
comerciales provenientes de México. Para los EUA, estas operaciones representan el 20.2% de las
importaciones de carne vacuna (Peel, 2022), y la principal fuente de becerros en pie con 1.1 millones
de animales anualmente (Lara & Alvarado, 2020). A nivel de América Latina y el Caribe, México se
encuentra entre los 6 paises que juntos contribuyen con el 40% de exportaciones totales de carne
bovina al mercado internacional (FAO, 2010). Adicionalmente, en los ultimos afios se ha observado
una reduccion del 30% en las importaciones de carne de res proveniente de EUA (Peel, 2022). Todo
lo anterior evidencia la importancia de la ganaderia para la autosuficiencia alimentaria y en el ambito
internacional (Peel, 2022). Es por ello que es de suma importancia proteger el sector ganadero de
enfermedades que causen el deterioro en la salud y en la produccién animal. Se considera que las
enfermedades ocasionan aproximadamente el 20% de pérdidas en la produccién (OIE, 2016; Rojas
et al., 2021). La OMSA (antes OIE, 2016) publicé los resultados de una encuesta realizada a 180
paises miembros sobre el costo de los brotes de enfermedades entre los afios 2000 a 2016. La
encuesta mostré una deficiencia de datos sobre las pérdidas de produccion causadas por
enfermedades endémicas, y que, entre los paises miembros, hay una gran variabilidad en la
inversién realizada en los servicios veterinarios, programas de control de enfermedades, medidas
de prevencion y respuesta a brotes. Interesantemente, la encuesta no pudo generar datos Utiles
sobre las perdidas en produccién causadas por las enfermedades endémicas (OIE, 2016). Trabajos
previos realizados en México han determinado la presencia ubicua de agentes infecciosos virales
en los hatos ganaderos con altas prevalencias (Suzan et al., 1983; De La Trinidad, 2010; Sarmiento-
Silva et al., 2012; Alvarado & Hernandez, 2015; Abad Zavaleta et al., 2016; Milidn-Suazo et al.,
2016; Gutiérrez et al., 2020), sin embargo, tampoco tenemos estimaciones sobre las consecuencias
econdmicas de estas enfermedades. No obstante, en otros paises se ha demostrado que las

enfermedades endémicas son causa de pérdidas significativas en la produccién bovina (Bowland &
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Shewen, 2000; Erskine & Sordillo, 2009; Betancur et al., 2010; Sacco et al., 2014; Can et al., 2016;
Silva et al., 2021;). El costo de las enfermedades endémicas en la salud y bienestar del ganado
bovino, la merma en la productividad y los efectos comerciales asociados, han acentuado la
importancia de la vigilancia epidemiolégica a nivel mundial. De hecho, las restricciones a la
movilizacién de animales, semen o embriones positivos a enfermedades endémicas, y la creacién
de nuevas legislaciones para restringir el comercio parecen ir en aumento (Berriatua et al., 2005).
El impacto comercial es efectivamente uno de los principales impulsores tanto para la sensibilizacién
publica ante las enfermedades presentes en los animales, como para desarrollar un interés y
discurso politicos que promuevan el establecimiento de estrategias para su manejo y control.

La endemia se define como la presencia constante de una enfermedad en una poblacion por
un largo periodo de tiempo (Cruz & Camargo, 2001). Dichas enfermedades suelen tener una
prevalencia alta y estable, con baja mortalidad aparente. Sin embargo, pueden tener impacto
considerable en el bienestar animal, la salud publica, el comercio internacional y la rentabilidad de
los hatos. Los brotes de enfermedad son ligeros, que incluso pueden pasar desapercibidos o son
tolerados por los productores (Carslake, 2011; EFSA, 2017a; DOF, 29-11-2018*). La consideracion
de enfermedad endémica obedece a decisiones politicas, relacionadas al nivel de atencién
gubernamental y a los recursos destinados para su atencion, investigacion y manejo. En estas
decisiones se considera el nivel de prevalencia, el impacto en el bienestar animal y en la rentabilidad
de la produccion, asi como la posibilidad de que la enfermedad pueda causar una epidemia de
rapida propagacion que conduzca al surgimiento de emergencias zoosanitarias (Carslake, 2011;
EFSA, 2017a; Gary et al., 2021), por lo que la vigilancia de las enfermedades consideradas de
menor riesgo no debe descuidarse.

En la Union Europea (UE) los registros normativos para los programas de control o
erradicacion se encuentran en el Reglamento 2016/429/EU, que establece las medidas sanitarias
aplicables al semen, a los embriones y a la movilizacion de animales dentro de los paises miembros.
Sin embargo, debe aclararse que la obligatoriedad de los programas de erradicacion depende de
cada pais. De igual modo, en el manual terrestre de la OMSA (OIE, 2018) se establecen normas
mas detalladas para el control internacional de rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) y diarrea
infecciosa bovina (DVB), y se mencionan los requisitos que un hato, zona o pais debe cumplir para

calificar y mantener la certificacion de libre de una enfermedad, y las recomendaciones para la

* Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exéticas y endémicas
de notificacion obligatoria de los animales terrestres y acuaticos.
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importacién de ganado, semen fresco o congelado y de ovocitos o embriones destinados a rebafios
en zonas libres de alguna enfermedad.

En México, la normativa aplicable al control de enfermedades se encuentra en la NOM-017-
SSA2-2012, en la que se establecen los lineamientos para la vigilancia epidemiolégica con mayor
relevancia en las enfermedades originadas en los animales e incluyen algunas enfermedades
consideradas endémicas. Mientras que la NOM-032-SSA2-2010 menciona los lineamientos para la
vigilancia epidemioldgica, prevenciéon y control de las enfermedades transmitidas por vectores.
SADER (antes SAGARPA) clasifica a las enfermedades endémicas transmisibles de acuerdo a sus
efectos negativos en la produccion pecuaria, la salud publica y el comercio internacional como: de
notificacion inmediata obligatoria (grupo 2, que por su importancia se encuentran incluidas en las
acciones nacionales de sanidad animal), o de notificacion mensual obligatoria (grupo 3,
enfermedades consideradas de menor riesgo) (DOF, 29-11-2018*). Dichas notificaciones se
realizan ante el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica en México (SIVE), y a pesar de que
en el “acuerdo SIVE” (14-06-2021*) se mencionan las acciones que deben realizarse para la
vigilancia, monitoreo y control de enfermedades, la mayoria de las actividades desarrolladas son de
caracter pasivo, con vigilancia epidemiologica activa solamente en el caso de las enfermedades
consideradas como prioritarias o bajo campania.

Algunas enfermedades de los bovinos que pertenecen al grupo 3, de acuerdo al Diario Oficial
de la Federacién, son diarrea viral bovina (DVB), rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) y leucosis
enzootica del bovino (LEB) (DOF, 29-11-2018*). Sin embargo, pese a que se establece la
notificacion periodica obligatoria, no existen informes que evidencien el monitoreo activo eficiente
(SIVE, 2023). Por otro lado, las enfermedades causadas por los virus respiratorio sincitial bovino
(VRSB) y parainfluenza tipo 3 (PI3) son enfermedades de las cuales se reconoce su presencia a
nivel nacional, pero no estan incluidas en los listados del Acuerdo. Las enfermedades mencionadas
son de distribucién mundial y se eligieron debido a que estudios en otros paises han mostrado que
ocasionan pérdidas significativas en la produccion bovina. Debe considerarse ademas que en
México no existen diagnésticos situacionales oficiales que informen el contexto epidemiolégico de
las enfermedades endémicas en el ganado bovino, ni estudios que evallen el impacto econémico

de las mismas (Gomez-Romero et al., 2021), y la poca participacion de los involucrados en el reporte

* Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exéticas y endémicas
de notificacion obligatoria de los animales terrestres y acuaticos.

** Acuerdo mediante el cual se dan a conocer las medidas aplicables en materia de epidemiologia y de vigilancia epidemioldgica
en animales terrestres y el uso de la informacion del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica en los. Estados Unidos
Mexicano.
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de las enfermedades sesga las estimaciones, lo que pone de manifiesto la necesidad de realizar
estudios diagndésticos, que demuestren el estatus sanitario de estas enfermedades en el pais.

La DVB tiene la capacidad de infectar al ganado bovino de todas las edades, aun cuando
afecta especialmente a animales jovenes. Su importancia radica en que disminuye la produccion y
la reproduccion en vacas lactantes, ademas de que puede producir abortos, reabsorciones fetales,
momificaciones, malformaciones, lesiones en el sistema nervioso central y muerte perinatal (Trigo,
1987; Youngquist & Threlfall, 1997; Houe, 1999; Rondén, 2006; OIE, 2018a). La inmunosupresién
causada por los viriones puede provocar infecciones concomitantes (Trigo, 1987; Youngquist &
Threlfall, 1997; Rondén, 2006; OIE, 2018a). Otra caracteristica es que los animales que sobreviven
a la infeccion intrauterina durante el primer trimestre de gestacibn quedaran como animales
denominados como persistentemente infectados (PI) constituyendo el principal reservorio del virus
dentro de las poblaciones. Se sabe que estos animales pueden excretar grandes cantidades de
virus en orina, heces, secreciones nasales en forma de aerosoles, leche (Houe, 1999) y semen
(OIE, 2018a). Diversos estudios seroepidemioldgicos reportan prevalencias mundiales que oscilan
entre 14.6% Yy 98.7% (Bosco et al., 2012; Almeida et al., 2013; Almeida etal., 2021), con porcentajes
de animales persistentemente infectados de 0.3 a 3% (Van Campen, 2010; Torres, 2020). En tanto
gue en México se ha reportado prevalencias de 21.1% (Sanchez, 2010) hasta 98% (Milian-Suazo
et al., 2016).

La IBR se caracteriza por manifestar signos clinicos en las vias respiratorias altas, con
secreciones nasales, hiperemia del hocico y conjuntivitis, y cominmente es asociada a fallas
reproductivas en bovinos lecheros. Los signos de enfermedad general son depresion, fiebre,
anorexia, abortos y reduccion en la produccién de leche. En la infeccion del tracto genital, el virus
puede causar vulvovaginitis pustulosa y balanopostitis. A la necropsia se observa laringitis, rinitis y
traqueitis. La mortalidad es baja y la mayoria de las infecciones siguen un curso subclinico, sin
embargo, en caso de asociarse con infecciones bacterianas secundarias pueden conllevar a una
enfermedad respiratoria mas grave (OIE, 2022). Debido a la naturaleza de los herpesvirus, una vez
gue un animal es expuesto al virus queda como portador indefinidamente (OIE, 2018c). Las
seroprevalencias reportadas varian desde 8.8% hasta 70.4%, en paises como Argentina, Colombia,
Espafa e India (Espinosa, 2019), mientras que varios paises europeos han realizado considerables
esfuerzos de erradicacion (OIE, 2022; EFSA, 2017a). En México se reportan regiones con
seroprevalencias superiores al 70% (Muylkens et al., 2007) pero existen reportes de seroprevalencia
gue van desde 13.66% hasta el 93% en los estados de Michoacan, Yucatan, Tamaulipas,

Campeche y Chiapas (Espinosa, 2019).
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La LEB es una enfermedad que afecta principalmente al tejido linfoide, especificamente a
los linfocitos B, y se caracteriza por tumoraciones gue causan linfomas malignos y linfosarcomas;
lo que provoca pérdidas econdémicas de consideracion en vacas lecheras debido a la disminucion
de la produccion lactea y la viabilidad de las vaquillas de reemplazo (Erskine & Sordillo, 2009;
Gutiérrez et al., 2020). El ganado puede infectarse a cualquier edad, incluida la fase embrionaria.
Sin embargo, la presentacién de las tumoraciones suele ocurrir después de periodos de incubacién
bastante largos, por lo que los animales mayores a 3 afios son los mas afectados con la
presentacion de lesiones (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020). Las prevalencias varian entre 1.2% a
87% (Gnad et al. 2004; EFSA 2015), en tanto que en México se han estimado entre el 11 al 66%
(Gutiérrez et al., 2020).

La PI3 y el VRSB son agentes etiolégicos que forman parte del complejo respiratorio bovino
(Baker et al., 1997; Molina et al., 1998; Sarmiento-Silva et al., 2012). La infeccién por estos virus
pueden producir cuadros clinicos respiratorios severos, principalmente en animales jévenes (Baker
et al., 1997; Molina et al.,, 1998; Sarmiento-Silva et al., 2012; Ferella et al., 2017) y viejos. La
transmisién puede ocurrir por contacto directo con secreciones o aerosoles, con animales recién
introducidos a la granja, o por transmision indirecta con animales no pertenecientes al hato (Molina
et al., 1998; Sarmiento-Silva et al., 2012). Algunos de los principales factores de riesgo para la
transmisién de estos virus incluyen el hacinamiento, practicas de bioseguridad deficientes y
movimiento del ganado. No existe evidencia que indique que los insectos desempefien un papel en
la transmision viral (Baker et al., 1997; Sarmiento-Silva et al., 2012; Ferella et al., 2017). La
morbilidad para ambas infecciones es bastante alta, desde 60% hasta el 80%, inclusive se ha
estimado que el 60% de las enfermedades respiratorias son producto del VRSB en el ganado
lechero. Se considera un 5 a 20% de letalidad para ambas infecciones (Sarmiento-Silva et al., 2012;
Galvan et al., 2013; Ferella et al., 2017). La prevalencia de PI3 se ha reportado entre el 50 a 93.3%
(CABI 2021; Andrade & Chicaiza, 2015) y en México, los reportes previos indican prevalencias de
55.9% (Alvarado & Hernandez, 2015).

El VRSB puede aislarse de animales asintomaticos y puede persistir durante varios meses.
Se ha sugerido la existencia de terneros infectados de manera persistente, que podrian diseminar
el virus. Sin embargo, los animales clinicamente enfermos son la fuente mas probable de las
infecciones recurrentes. La prevalencia se ha reportado entre 40 a 100% (Sacco et al., 2014) y en
México se han observado prevalencias de entre 52 a 90.8% (Sarmiento-Silva et al., 2012).

Se considera que un brote de enfermedad puede afectar el 20% de las actividades
comerciales del hato, considerando los costos directos (producidos de manera inmediata y tangible;

como es el caso de aborto o muerte, la disminucioén de la produccioén, etc.) y los indirectos (no son
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visibles de forma inmediata y su impacto es a largo plazo; por ejemplo gastos de medicacion,
mantenimiento de animales improductivos o disminucién de la calidad de los productos generados)
(OIE, 2016; Rojas et al., 2021).

Se han calculado pérdidas econémicas en Turquia asociadas a IBR de $509 délares por
cada vaca que aborta y de $379 dolares por el tratamiento de la infeccion (Can et al., 2016). De
igual forma, en Brasil se estimaron 258 779 abortos por afio con pérdidas financieras de US $48
402 244 ddlares (Silva et al., 2021). Mientras que en Estados Unidos de Norte América se calcularon
pérdidas por $80 millones de dolares por afio para DVB, por concepto de costos por tratamientos,
infertilidad, mortalidad embrionaria y mortandad (Richter et al., 2017). Ademas, se estima que la
leucosis causa $6 400 dolares en pérdidas por cada 100 vacas debido por el decremento en la
produccion lactea, con pérdidas generales superiores a 7 millones de dolares en hatos de EUA con
prevalencias de 50% (Erskine & Sordillo, 2009). En el caso de PI3 en Colombia, las restricciones
comerciales y los gastos por atencién a animales enfermos ascienden a cerca de $1680 délares
(Betancur et al., 2010), mientras que los costos de vacunacion y tratamiento de las afecciones
respiratorias, que son consideradas como las afecciones mas comunes y costosas en el ganado
bovino (Rojas et al., 2021), incluidas PI3 y VRSB, se calculan costos de hasta en $1 000 millones
de ddlares anuales (Sacco et al., 2014). Lo que demuestra el impacto y la importancia de controlar
las enfermedades endémicas, especialmente aquellas con altos niveles de prevalencia.

Los diferentes programas de control o erradicacion establecen como paso inicial conocer la
prevalencia de las enfermedades en las diferentes regiones. Las demas acciones varian de acuerdo
al nivel de prevalencia e incluyen la identificacion, aislamiento, segregacion o eliminacion de los
animales positivos, aunado al establecimiento de programas de medicina preventiva y estrategias
de vacunacion (Iscaro et al., 2021; Makoschey & Berga, 2021; van Campen, 2010). Para poder
establecer dichos programas es necesario entonces estimar el nivel de endemia y dimensionar la
presencia de las enfermedades en un territorio dado, lo cual se logra con los datos de la vigilancia
epidemiolégica (Carslake, 2011; Lane et al., 2015). El nivel de endemia se clasifica como
holoendemia cuando la poblacion afectada supera el 75% de prevalencia, hiperendemia si se
encuentra entre el 50 al 75%, mesoendemia cuando se afecta entre el 10 al 50% e hipoendemia
cuando la prevalencia es menor al 10% (Cruz & Camargo, 2001; Hay et al., 2004; Gonzalez, 2020).

Los programas de erradicacion de IBR en la UE, establecen que en condiciones de baja
seroprevalencia del virus herpes bovino tipo 1 (BoHV-1) debe incluir medidas de bioseguridad, el
empleo de la estrategia de prueba y matanza, en la que los animales seropositivos son sacrificados
y no se emplea vacunacion. En tanto que los hatos destinados a producir animales de reemplazo,

la estrategia sugerida es la obtencion de animales libres de IBR, con la simultanea eliminacion
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gradual de los animales seropositivos, repoblando los hatos con descendencia seronegativa. Paises
como Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suecia, Austria, Suiza y algunas regiones italianas, han
logrado con éxito la erradicaciéon de la IBR en zonas con seroprevalencia media a alta siguiendo
una estrategia de vacunacion con la utilizacién de vacunas DIVA (se permite un maximo de 5% de
animales seropositivos al antigeno deletado), seguida de eliminacion de animales seropositivos.
Mientras que Bélgica y los Paises Bajos, han adoptado la vacunacién como estrategia de control.
Una estrategia similar para el control o erradicacion de LEB ha sido la identificacién y la eliminacion
prioritaria de los animales infectados, asi como, el establecimiento de medidas estrictas de
bioseguridad que eviten el ingreso del patégeno a la unidad productiva y la generacién de fomites
(EFSA, 2015).

Es importante mencionar que una vez alcanzada la meta de erradicacién deben de realizarse
programas de vigilancia epidemioldgica, a fin de garantizar en su caso la deteccién temprana de la
infeccién en hatos libres para prevenir la propagacion de la infeccion a otros rebafos certificados.
En EUA se implementaron los primeros programas de control de IBR durante las décadas de los
70°s y 80’s del siglo pasado, los cuales tuvieron un mayor impulso durante los 90°s debido a las
condiciones impuestas por la Union Europea (UE) para la importacion de animales, semen y
embriones (EFSA, 2017; EFSA, 2017a).

A nivel mundial la tendencia actual se dirige a controlar o erradicar las enfermedades
endémicas (Barlett et al., 2020) para evitar la reemergencia de enfermedades (Berriatua et al., 2005;
Discontools, 2020), prevenir su propagacion hacia otras poblaciones animales o humanas (National
Research Council USA, 2009), disminuir el impacto econdmico en los sistemas productivos, evitar
dafios en el comercio internacional (por restricciones comerciales o cierres fronterizos. Berriatua et
al., 2005) y mantener el bienestar animal (Health for animals.org). Ademas, prevenir y controlar las
enfermedades permite el crecimiento de las economias y contribuye con el reforzamiento en las
comunidades locales, lo que conduce a garantizar el suministro de alimentos seguros y suficientes,
provenientes de hatos con poblaciones animales sanas (OIE, 2015; Health for animals.org). Paises
como Australia, Estados Unidos de Norte América y Canada estan revisando su estado zoosanitario
actual, para priorizar las enfermedades presentes en su territorio. Especificamente, para el caso de
DVB en Norte América se han implementado estrategias para el diagndstico seroepidemioldgico, la
caracterizacion genética y la deteccion de animales persistentemente infectados (Pl). Ademas, se
han realizado estimaciones de las pérdidas econémicas que ocasionan diferentes enfermedades y
se han establecido medidas de control voluntario (Goémez-Romero et al., 2021). Mientras que paises
europeos como Dinamarca, Noruega, Suecia, Islandia, Austria, Suiza, Alemania, Bélgica, Polonia,

Irlanda y Escocia han tomado medidas para controlar la DVB y la IBR (Berriatua et al., 2005;
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Moennig & Becher, 2018) logrando con ello reducir su prevalencia (Bertolotti et al., 2015, Wernike
etal., 2017, Wernike & Beer, 2019; van Roon et al., 2020; Stokstad et al., 2020, Santman-Berends
etal., 2021).

Asi, en 1991 en Dinamarca se establecioé un programa de erradicacion para la DVB cuando
la seropositividad era de 60 a 85% en 1991, y lograron erradicarla en solo 9 afios (Houe & Meyling,
1991). De manera similar, Espafia, establecié un programa de control cuando la seroprevalencia
maxima era del 16% en 1986 y por medio de la deteccién temprana de LEB alcanzo la erradicacion
en el 2010. En el caso de IBR, Austria, Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suecia y Suiza iniciaron con
un rango de prevalencias del 12% al 77.5% y lograron su erradicacion en aproximadamente 20
afios, mediante un programa de dos etapas, en el que en las zonas de alta prevalencia se realizo
vacunacion masiva y sistémica cada 6 meses, mientras que en las zonas de baja prevalencia no se
utilizé la vacunacion, sino la identificacion y eliminacién de los animales seropositivos. Durante
ambas etapas, los monitoreos seroldgicos periddicos fueron fundamentales para el seguimiento del
programa (EFSA, 2015; More et al., 2017; Iscaro et al., 2021; Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, 2023). En los Estados Unidos, aunque no existen programas obligatorios a nivel
nacional, hay programas regionales o estatales en los que se fomenta la vacunacion contra IBR,
DVB, PI3 y VRSB (Tennessee Agricultural Enhancement Program [TAEP]), o bien las pruebas para
el diagnéstico de DVB y la eliminacién de animales portadores persistentes (Wisconsin Wisconsin
Department of Agriculture, Trade, and Consumer Protection [DATCP]).

Contrariamente, en paises donde las enfermedades estudiadas son endémicas y no se
realizan programas de control, las seroprevalencias reportadas son altas y con rangos muy amplios.
Por ejemplo, India informa prevalencias de 12% a 65% para DVB (Kumar et al., 2018), mientras que
en Brasil llegan hasta el 90% (Almeida et al., 2013). En el caso de IBR, las seroprevalencias en
Europa tienen valores entre el 12 y el 45.7% (Raaperi et al., 2014), mientras que Uruguay reporta
el 37% en ganado productor de carne (Guarino et al., 2008) y China el 35.8% (Houe & Meyling,
1991; Yan et al., 2008). En cuanto a la prevalencia general de LEB en el continente americano, se
estima entre el 10.4 y el 60.8% en hatos lecheros (Pulido et al., 2017). En Japdn la seroprevalencia
alcanza el 69% en hatos carnicos (More et al., 2017). En el caso de PI3 y VRSB las estimaciones
suelen realizarse de forma conjunta, con porcentajes de prevalencia entre el 40 a 100% para Suecia
(Sacco et al., 2014) y entre el 43 al 90% Unicamente para VRSB, en corrales de engorda con brotes
de infecciones respiratorias en Sudafrica.

Los socios mercantiles mas cercanos de México: Canada y USA, a partir del afio 2003
iniciaron con programas de monitoreo seroepidemiolégico mediante muestreos masivos para

realizar un diagndstico situacional y la caracterizacion genética (Bartlett et al., 2020), asi como la
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deteccién de animales persistentemente infectados (PI) para el caso de DVB (Ridpath, 2012). Lo
anterior podria afectar los tratados comerciales que se tienen con ellos, en caso de no adoptar
estrategias similares en nuestro pais. Ejemplo de esto son los controles para tuberculosis,
brucelosis y garrapata establecidos por los Estados Unidos, que han orillado a los Estados
fronterizos de México a seguir los lineamientos pertinentes (NOM-041-ZO0-1995; DOF, 28-0-2015%;
DOF, 10-09-2012**; DOF, 30-12-2022 ***y el requisito y protocolo de cuarentena para exportar
ganado bovino), gracias a lo cual han podido exportar mas de un millon de animales (SADER, 2020).

Normalmente se considera que las enfermedades endémicas pueden controlarse mediante
el empleo de medidas preventivas basicas (DOF, 29-11-2018****), Sin embargo, gran parte de las
medidas de prevencidén dependen de la vacunacion estratégica y coordinada, una condicién que
parece ser limitada en México (SIVE, 14-06-2021****; Gémez-Romero et al., 2021). Aunque, la
implementacion de programas de control representa una inversion para el pais y para el productor,
sin embargo, se estima que los beneficios superan a los costos.

La ausencia de datos epidemiolégicos en el territorio nacional para las infecciones causadas
por los virus de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB, condujo al propdsito de este trabajo, para establecer
un diagnd@stico situacional que muestre la magnitud de la presencia de anticuerpos contra dichas
enfermedades endémicas. Hipotetizamos que la prevalencia aparente de las cinco enfermedades
se encontrard en rangos meso- a holoendémicos, debido a que segun las investigaciones de
Lassala et al. (2020) la vacunacion en el ganado bovino mexicano para dichas enfermedades, no
supera el 18% a nivel nacional. Aunado al hecho de que las vacunas utilizadas en México son
formuladas con cepas de referencia de Estados Unidos de Norteamérica sin el conocimiento previo
de las cepas circulantes en el territorio nacional (Gémez-Romero et al., 2021), lo que puede no
resultar idoneo para el control de las enfermedades en nuestro pais. El primer objetivo fue, por lo

tanto, desarrollar y validar un sistema diagndstico multiple, de alta eficiencia y de uso masivo,

* Acuerdo por el que se modifican y adicionan diversas disposiciones del similar por el que se establece la Camparia Nacional para
el control de la garrapata Boophilus spp.

** Acuerdo por el que se establece la camparia nacional para el control de la garrapata Boophilus spp.

*** Acuerdo por el que se dan a conocer las Reglas de Operacion del Programa de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria de la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, para el ejercicio fiscal 2023.

***% Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exéticas y
endémicas de notificacién obligatoria de los animales terrestres y acuéticos.

*xx%x Acuerdo mediante el cual se dan a conocer las medidas aplicables en materia de epidemiologia y de vigilancia
epidemiolbgica en animales terrestres y el uso de la informacion del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica en los Estados
Unidos Mexicanos.
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aprovechando la plataforma xMAP de Luminex®, a fin de emplearlo como herramienta para generar
datos epidemiolégicos simultaneos de cinco enfermedades en el territorio mexicano. Se eligié la
plataforma Luminex®, considerando sus caracteristicas de uso de poca cantidad de muestra y la
obtencién de una gran cantidad de datos con menores tiempos de ensayo. Una vez establecida la
prueba diagnéstica, el segundo objetivo fue determinar la seroprevalencia de las enfermedades a
nivel nacional, y evaluar la correlacion de estas, con factores como condiciones climatoldgicas y de
produccion, a fin de identificar los posibles factores de riesgo predisponentes para una mayor
seropositividad.

La evaluacion seroepidemioldgica ilustra la necesidad de abordar estas enfermedades
endémicas mediante un monitoreo activo, dada la alta prevalencia observada. A pesar de que
nuestras muestras fueron recolectadas en 2011 y 2012, es importante sefialar que no ha habido
campafas nacionales significativas para controlar o erradicar las enfermedades examinadas desde
esa fecha. Por tanto, podemos inferir que la prevalencia de estas enfermedades no ha disminuido
y nuestros resultados podrian ser indicativos de la situacion actual. Sin embargo, es esencial realizar

estudios futuros para validar estos hallazgos.
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Capitulo 1. Revision de literatura
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Papel de las nuevas técnicas de diagnostico

Hasta el 2010, las pruebas de inmunodiagnéstico habian sido realizadas en formatos
monoplex, es decir, la determinacion de un solo agente etiolégico a la vez. Sin duda alguna, dentro
de estos ensayos seroldgicos, uno de los mas ampliamente utilizados en los laboratorios, por su
simplicidad, versatilidad, especificidad, precision, sensibilidad y facilidad de realizacion ha sido
desde los afios 80°s los ensayos de enzimoinmunoanalisis (ELISA) y sus variantes con uso de
guimioluminiscencia (Chowdhury et al., 2009). A pesar de lo anterior, los ensayos
inmunoenzimaticos tienen las desventajas de requerir volumenes de entre 50 a 200ul de muestra
(Anderson et al., 2011), emplear substancias cancerigenas que requieren manejos cuidadosos y la
eliminaciéon adecuada de sus residuos (Grange et al., 2014). De igual forma, al ser una técnica
monoplex, la determinacion de un solo analito a la vez incrementa los costos, hace poco eficiente
el uso de muestras, y puede provocar el dafio de la misma al someterla a repetidos ciclos de
congelacibn—descongelacion (Anderson et al., 2011).

En contraste, la tendencia mundial de los Ultimos afios ha sido el desarrollo de técnicas de
detecciobn mudltiple, principalmente concebidas para mejoramiento de la eficiencia en el
serodiagnéstico de enfermedades infecciosas (Bastarache et al., 2011) con el desarrollo de métodos
mas ecoldgicos y seguros para los operadores.

Existen cuatro principales tecnologias de inmunodiagnéstico de tipo multiplex:

- ElI sistema MesosScale Discovery (MSD) es wuna técnica de deteccion
electroquimioluminiscente que utiliza platos con electrodos fijos en el fondo del pozo. Cada
electrodo esta cubierto con un diferente anticuerpo de captura, permitiendo la deteccion de la
concentracion de cada analito en un electrodo particular, por medio de fotodetectores. La
reaccién antigeno-anticuerpo es evidenciada gracias a un segundo anticuerpo marcado con
rutenio, el cual es carcinogénico y puede acumularse en los huesos (Chowdhury et al., 2009;
Bastarache et al., 2011). Otra gran desventaja de este sistema es que se ha reportado que
tiene una reproducibilidad limitada (Ravindran et al., 2010).

- Las técnicas Searchligth y FAST Quant son plataformas que utilizan una placa negra de 96
pozos de fondo plano. Los diferentes anticuerpos de captura del ensayo se fijan al fondo del
pozo dando la apariencia de un mosaico. La reaccién inmunolégica se detecta gracias a
reactivos quimioluminiscentes que emiten intensidades acordes a la concentracion relativa en
cada seccion especifica para determinar la concentracion de cada analito. Estos métodos

tienen una elevada sensibilidad, pero tiene las desventajas de que requiere inmunorreactivos
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de alta pureza y de que tiene baja confiabilidad y mucha variabilidad (Lash et al., 2006;
Cinquanta et al., 2017).

- Por su parte, la tecnologia XMAP Luminex® esta basada en el uso de microesferas de
poliestireno, de 5.6 um de diametro en su formato no magnético y de 6.45 um en la versién
magnética, que contienen en su interior una mezcla de dos fluoréforos que le confieren un
cbdigo individual, llamado regién. Por las combinaciones de dichos fluorocromos se han
desarrollado hasta 100 diferentes regiones que le dan a cada esfera una identidad particular.
Sobre la superficie de la esfera existen grupos carboxilo, a los que se les pueden acoplar
antigenos o anticuerpos. La reaccién antigeno-anticuerpo es evidenciada gracias al uso de la
ficoeritrina (PE) (Anderson et al., 2011; Angeloni et al., 2022). El lector de este sistema funciona
con el mismo principio que un citdmetro de flujo, en el que un diodo laser emite una longitud de
onda de 635 nm, la cual permitira la identificacion de la esfera y un segundo laser emite una luz
a 523 nm, lo que excita al fluoréforo reportero PE (Graham et al., 2019). Aunque la sensibilidad
de esta técnica no es tan alta como la de los ensayos quimioluminiscentes, resulta ser mas
sensible que el sistema de ELISA (Bastarache et al., 2011; Graham et al., 2019).
Adicionalmente, el Luminex® es altamente reproducible, lo cual hace posible que las
determinaciones no requieran réplicas, lo que repercute en menores costos y tiempos de
procesamiento. Ademas, y como ya se menciond, esta es la Unica plataforma que no genera
residuos contaminantes (Angeloni et al., 2022).

Las técnicas de inmunodiagnéstico de uso masivo como el sistema multiple de Luminex®
tienen gran utilidad en los programas epidemioldgicos ya que son la base del diagndstico situacional
para conocer la presencia de las enfermedades en ciertas zonas. Son el primer paso para establecer
medidas de control o erradicacion. Es asi como algunos paises europeos como Dinamarca,
Noruega, Suecia, Islandia, Austria, Suiza, Alemania, Bélgica, Polonia, Irlanda y Escocia iniciaron
con muestreos masivos como parte de sus acciones de control de la diarrea viral bovina (Berriatua
et al., 2005; Moennig & Becher, 2018); y algunos otros paises como Australia comienzan a realizar
actividades de revision de su estado actual, con la finalidad de priorizar las enfermedades que se
encuentran presentes en su territorio, con el propésito de poder tomar decisiones y establecer
politicas y estrategias de manejo sobre sus enfermedades endémicas (Lane et al., 2015). Esta
tendencia de comenzar con diagndsticos situacionales obedece a razones comerciales, en las que,
cada vez se estableceran mayores restricciones de movilizacién de animales o embriones positivos
a enfermedades endémicas como la DVB y de igual forma se crearan nuevas legislaciones para

restringir el comercio (Berriatua et al., 2005).
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En el continente americano, Estados Unidos de Norte América y Canada han puesto en
marcha estrategias para hacer diagnéstico seroepidemioldgico, caracterizacion genética y
deteccion de animales persistentemente infectados (Pl); asi mismo se han efectuado estimaciones
de pérdidas econdmicas y se han establecido medidas de control voluntario (Gémez-Romero et al.,
2021).

Organismos internacionales y nacionales responsables de la
vigilancia epidemiolégica

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA antes OIE) es el referente sobre la
normatividad internacional para ayudar a sus paises miembro a hacer frente a 120 enfermedades
gue tienen el potencial de generar eventos epidemiolégicos. México, como pais miembro de la
OMSA, tiene la responsabilidad de notificar la presencia de enfermedades, de monitorear las que
se encuentran en su territorio, ademas de realizar actividades de control o erradicaciéon (OIE, 2022).
Para tal fin, publicé en 2018 un acuerdo en el que se establecieron 3 grupos de clasificacion de las
enfermedades, esto con el fin de priorizar las acciones de control, erradicacion o monitoreo (DOF,
29-11-2018%).

En el grupo uno se encuentran las enfermedades exéticas, es decir, aquellas que no tienen
presencia en el territorio nacional, o que ya han sido erradicadas del pais y que por su rapida
diseminacion pueden afectar a la poblacion animal y que tienen un riesgo potencial de afectar
notoriamente la salud publica. Son consideradas enfermedades de notificacion inmediata obligatoria
al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (DOF, 29-11-2018*; SIVE, 14-06-2021").

El grupo dos esta conformado por las enfermedades endémicas transmisibles que se
encuentran en el pais y que, debido a sus efectos negativos en la produccion pecuaria, la salud
publica, en el comercio internacional y por su importancia en acciones nacionales de sanidad
animal, son consideradas de notificacion inmediata obligatoria. Y en el grupo tres se encuentran las
enfermedades endémicas, consideradas como de menor riesgo desde el punto de vista

epidemiolégico, econémico, de salud publica y para el comercio nacional e internacional, se

* Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exéticas y endémicas
de notificacidn obligatoria de los animales terrestres y acuaticos.

** Acuerdo mediante el cual se dan a conocer las medidas aplicables en materia de epidemiologia y de vigilancia epidemioldgica
en animales terrestres y el uso de la informacion del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica en los Estados Unidos
Mexicanos.
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consideran que pueden ser controlables a través de las buenas practicas pecuarias, sin embargo,
deben ser notificadas mensualmente de manera obligatoria (DOF, 29-11-2018%).

Existen otras dependencias internacionales como la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), una agencia perteneciente a la Union Europea, que asesora sobre los riesgos
alimentarios existentes y emergentes que pueden afectar a la seguridad alimentaria, la salud animal
y humana, que promueve la cooperacion cientifica entre los paises de la Comunidad Europea (CE),
apoya las solicitudes para realizar la evaluacion de riesgos, que ayuden con los temas relevantes
que afecten a los estados miembro, asi como promocién de los hallazgos mediante publicaciones
cientificas que proporcionan los métodos para alertar y detectar los problemas que afecten a la CE
(EFSA, 2023).

En tanto que las dependencias nacionales la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER) y su organismo desconcentrado del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria, son las responsables de proteger la agricultura, acuacultura y ganaderia de
enfermedades y plagas de importancia, regulan, vigilan y certifican la gestion de riesgos en la salud
y seguridad de los sistemas de produccion de alimentos para garantizar su inocuidad, promoviendo
la competitividad del sector agroalimentario en el ambito internacional (SADER, 2023; SENASICA,
2023).

Situacion de las enfermedades endémicas (DVB, IBR, LEB, PI3y
VRSB) en México y en el mundo

Algunas enfermedades de los bovinos como diarrea viral bovina, rinotraqueitis infecciosa
bovina, leucosis enzoodtica del bovino, enfermedad causada por el virus respiratorio sincitial bovino
y parainfluenza tipo 3 pertenecen al grupo tres del acuerdo a lo publicado en el Diario Oficial de la
Federacion (DOF, 29-11-2018%*). Pese a que se establece la notificacion periddica obligatoria,
actualmente en el SIVE no existen informes que evidencien el monitoreo activo eficiente.

El sistema internacional de informacién zoosanitaria (WAHIS), interfase de informacion filial
de la OMSA (antes OIE), reporta a estas afecciones como presentes en la mayoria de sus paises
miembros y les confiere el caracter de infecciones endémicas en la mayoria de los territorios
miembros (WAHIS, 2020).

* Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exéticas y endémicas
de notificacidn obligatoria de los animales terrestres y acuéticos.
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Los esfuerzos de diagndstico para determinar los niveles de endemia de DVB, IBR, LEB,
VRSB y PI3 en distintas regiones del mundo han sido limitados y se centran en analisis locales y
con bajo nimero de muestras, que resultan en estimaciones poco reales, que limitan la
implementacion de programas para su control. Es por tanto necesario redirigir la estrategia hacia
mejorar tanto las practicas de manejo de los hatos, como el diagndstico y la prevencion (Zanella,
2016).

Con relacion a la DVB, se observa una presencia constante en los hatos tal como lo muestran
los datos reportados en Perd, en los que se llegan a informar prevalencias de hasta del 96% (Stahl
et al.,, 2002), de 57% en EUA y 90% en Brasil, estos dos ultimos paises son los principales
exportadores de carne a nivel mundial (Almeida et al., 2013) (Cuadro 1). En México, existen muy
pocos informes donde se informe la seropositividad a DVB, se han establecido prevalencias entre
el 21.1% vy el 76.2%. Sin embargo, la seropositividad proviene de trabajos con un pequefio nimero
de hatos y animales estudiados, en limitados estados de la republica (Sanchez & Rodriguez, 2012)
(Cuadro 2). Para el caso de IBR, el diagnéstico de la seroprevalencia no es muy diferente, se han
descrito niveles mundiales entre el 8.8% y 70.4% (Espinosa, 2019) (Cuadro 1). En México, los
porcentajes oscilan entre el 34 y el 91.1% (Abad et al., 2008; Rios et al., 2018) (Cuadro 2). La
prevalencia de leucosis en el continente americano se estima entre el 10.4 y el 60.8%, de 0.08% en
Europa (Pulido et al., 2017) (Cuadro 1) y en México de hasta el 44.8% (Suzan et al., 1983; Monroy
et al., 1987) (Cuadro 2). Existen pocos reportes en relacién a la prevalencia de VRSB, pero se
menciona gue tienen una alta variabilidad, dependiente de la localizacién de los hatos, de la edad
de los animales y de la densidad poblacional en las granjas. Los niveles de prevalencia de VRSB a
nivel mundial oscilan entre el 40 y el 100% (Sacco et al., 2014) (Cuadro 1); mientras que en México
se sitdan entre el 52% y el 90.8% (Sarmiento-Silva et al., 2012) (Cuadro 2). El VRSB se considera
la principal causa de enfermedad respiratoria en los hatos a nivel mundial. Por altimo, la presencia
de PI3 en los hatos a nivel mundial presenta prevalencias entre el 50 y el 90% (CABI, 2021) (Cuadro
1), llegando a alcanzar porcentajes de 55.9% en algunas zonas de México (Alvarado & Hernandez,
2015) (Cuadro 2).

La alta variabilidad que se observa en las prevalencias de las cinco enfermedades
mencionadas, el nimero limitado de reportes, la baja cobertura de los estudios y el reducido nimero
de animales implicados en las evaluaciones de seropositividad, indican fallas en la caracterizaciéon
y manejo de dichas infecciones, especialmente en México. Por ello, es necesario aportar
herramientas que posibiliten la ejecucion de un monitoreo mas integral del estado sanitario del hato
bovino nacional, para proponer estrategias de control exitosas, como las llevadas a cabo por varios
paises europeos para la erradicacién de IBR, LEB o DVB (WAHIS, 2020).
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Cuadro 1. Reportes de seroprevalencias estimadas de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB en diversos

Enfermedad
DVB

IBR

LEB América Latina

VRSB

PI3

Pais/Regién

India
Peru
EUA
Brasil
Bélgica
Irlanda
México
Mundo
México

Europa
México
Mundo
México
Mundo
México

paises

Seroprevalencia (%)

12a65
96
57
20290
47.7
98.7
21.1a76.1
8.8a704
34a91.1
10.4 2 60.8
0.08
9.83a44.8
402100
52a90.8
50a 90
55.9

Referencia
Kumar, 2018
Stahl et al., 2002
Almeida et al., 2013
Almeida et al., 2013
Sarrazin, 2013
Cowlwy, 2012
Sanchez & Rodriguez, 2012
Espinosa, 2019
Abad-Zavaleta et al., 2016; Rosete et al., 2018
Pulido et al., 2017
Pulido et al., 2017
Suzan et al., 1983; Monroy et al., 1987
Sacco et al., 2014
Sarmiento-Silva et al., 2012
CABI, 2021
Alvarado & Hernandez, 2015

Cuadro 2. Reportes de prevalencias de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB en estudios nacionales

Enfermedad

Reportes de
prevalencia (%)

DVB 41.23 - 50.67

31.4-51.4
49.7-54.6
76.2
56.5-73.4
69 - 98

IBR 34-41.2
83.1-91.1
50.6 -79.9
76.32
33-79.2
57-83

VRSB 52-90.8

PI3 559
54.5

LEB 9.83
13.3-44.8
57.8/66

Estado

Veracruz
Puebla
Tabasco
Veracruz

2 Estados

10 Estados
Puebla
Tabasco
Veracruz
Veracruz

9 Estados

10 Estados

No mencionado
Cuencas lecheras
12 Estados
Yucatén

9 Estados

No mencionado

n

(animales/hatos/Municipios)

140 animales (7 hatos)
401 animales (24 hatos)
(24 hatos)
(

401 animales (24 hatos)

401 animales

132 animales

4487 animales (182 hatos)
10 hatos, 5 Mpios.

4 hatos, 2 Mpios.

359 animales (6 hatos) 3 Mpios.

140 animales (7 hatos)
277 animales

4487 animales (182 hatos)
No mencionado

2438 animales

286 animales

83 animales

1498 animales

No mencionado
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Pérdidas econémicas

Las enfermedades endémicas tienen su mayor impacto en las cualidades productivas y
econdmicas de los hatos, asi pues, se han estimado pérdidas econémicas de $509 doélares por vaca
infectada con IBR que resulta en aborto y de $379 ddlares por concepto de infeccién (Can et al.,
2016). De igual forma, en Brasil se analizaron las pérdidas causadas por IBR calcularon pérdidas
financieras de US$48 402 244 dolares por afo, con un estimado de 258 779 abortos por afio (Silva
et al., 2021).

Para DVB se calculan pérdidas por $80 millones de délares por afio en Estados Unidos de
Norte América, considerando los costos por tratamientos, infertilidad, mortalidad embrionaria y
mortandad. En ese mismo pais, se han considerado pérdidas de $640 millones de dblares anuales
por concepto de enfermedades respiratorias (Bowland & Shewen, 2000), mientras que en el caso
de leucosis ascienden a mas de $6 400 ddlares por cada 100 vacas en lactacion, en hatos con
prevalencias de 50%, también hay calculos realizados por el decremento en la produccion lactea y
pérdidas generales por mas de $7 millones de ddlares (Erskine & Sordillo, 2009). En México, un
estudio hecho en 2018 estimaba pérdidas generales de mas de $1 000 000 de pesos por concepto
de pérdidas en produccion, gasto en diagndstico, ampliacion de dias abiertos y pérdida de
gestaciones (Montafio, 2018). Las restricciones comerciales y los gastos por atencion a animales
enfermos por PI3 son de unos $1 680 délares por tratamientos veterinarios (Betancur et al., 2010).
Mientras que para VRSB suelen ser mas altas las pérdidas, consideradas hasta por $1000 millones
de dolares anuales, por efecto de vacunacién y tratamiento de las afecciones respiratorias (Sacco
et al., 2014).

Ademas del impacto econdomico estas enfermedades tienen la caracteristica de ser
consideradas como endémicas, (Cruz & Camargo, 2001). El nivel de endemia se clasifica como
holoendemia cuando la poblacion afectada supera el 75% de prevalencia, hiperendemia si se
encuentra entre el 50 al 75%, mesoendemia cuando se afecta entre el 10 al 50% e hipoendemia
cuando la prevalencia es menor al 10% (Cruz & Camargo, 2001; Hay et al., 2004; Gonzéalez, 2020).

En Estados Unidos de Norte América se calculan pérdidas para DVB por $80 millones de
ddlares por afio por concepto de costos por tratamientos, infertilidad, mortalidad embrionaria y
mortandad. En el caso de leucosis, las pérdidas causadas por el decremento en la produccion lactea
asciende a mas de $6 400 ddlares por cada 100 vacas en lactacién (Erskine & Sordillo, 2009) y
pérdidas generales por mas de $7 millones de délares en hatos con prevalencias de 50% (Erskine
& Sordillo, 2009). Y para PI3, las restricciones comerciales y los gastos por atencién a animales

enfermos ascienden a cerca de $1680 dolares (Betancur et al., 2010) y de hasta $1000 millones de
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ddlares anuales, por efecto de vacunacion y tratamiento de las afecciones respiratorias incluidas
P13 y VRSB (Sacco et al., 2014).

Caracteristicas de las enfermedades

DIARREA VIRAL BOVINA (DVB)

La DVB es una enfermedad que tiene la capacidad de infectar al ganado bovino de todas las
edades, sin embargo afecta especialmente a animales jovenes, en vacas lactantes afecta la
produccion y la reproduccion, puede producir abortos, reabsorciones fetales, momificaciones,
malformaciones, lesiones en el sistema nervioso central y muerte perinatal (Houe, 1999). Al tener
una distribucién mundial la posiciona como una enfermedad de gran impacto econdmico, sin
embargo, en la actualidad ha habido esfuerzos por algunos gobiernos para erradicarla (OIE, 2018a).
Diversos estudios seroepidemioldgicos reportan prevalencias que oscilan entre 14.6% a un 98.7%
(Bosco et al.,, 2012; Almeida et al., 2013; Almeida et al., 2021); porcentajes de animales
persistentemente infectados de 0.5 al 2% (Torres, 2020). En tanto que en México se ha reportado
prevalencias de 21.1% (Sanchez, 2010) hasta 98% (Milian-Suazo et al., 2016).

La enfermedad causa considerables pérdidas econdmicas en ganado por mermas en la
produccion lactea o en la produccion carnica, inicialmente puede presentar cuadros clinicos
digestivos y respiratorios, posteriormente puede afectar la actividad reproductiva, causando un
mayor numero de abortos, mayor mortalidad embrionaria, se pueden observar malformaciones o
momificaciones fetales, becerros hidrocefalicos y mayor cantidad de vacas repetidoras de estros.
Adicionalmente, la inmunosupresién causada por la infeccion viral puede favorecer infecciones
concomitantes (Trigo, 1987; Youngquist & Threlfall, 1997; Rondén, 2006; OIE, 2018a).

Dependiendo del genoma de DVB, biotipo viral, susceptibilidad y ciertas caracteristicas del
individuo, se pueden presentar cuadros clinicos diversos, que pueden variar en severidad, causando
desde presentaciones asintomaticas o subclinicas, pasando por la forma clinica fatal de enfermedad
de las mucosas o causando efectos deletéreos sobre el feto (Rondén, 2006; OIE, 2018a). Otra
caracteristica, es que los animales que sobreviven a la infeccion intrauterina durante el primer
trimestre de gestacion quedan como animales denominados como persistentemente infectados (PI),

constituyendo el principal reservorio del virus dentro de las poblaciones, se sabe que estos animales
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pueden excretar grandes cantidades de virus en orina, heces, secreciones nasales en forma de

aerosoles, leche (Houe, 1999) y semen (OIE, 2018a).

Estructura de los viriones

El virus de la DVB pertenece al género Pestivirus, de simetria icosaédrica, mide 40 a 60 nm
de didmetro, tiene una cépside proteica rodeada por una envoltura de fosfolipidos adquiridos de su
hospedador (Figura 1), ademas esta capa contiene glicoproteinas que son de gran ayuda durante

el proceso de infeccién ya que son proteinas que interactiian con la célula infectada.

Virion

Dimero E1-E2 *

T= Organizacién en trimeros de superficie

Figura 1. Esquema estructural del virion de la DVB (Tomado y modificado de ViralZone, 2010).

Genoma viral

El virus de la diarrea bovina, es ARN monocatenario de sentido positivo, género Pestivirus,
familia Flaviviridae y orden Amarillovirales. La enfermedad se relacionada antigénica y
genéticamente con el virus de la enfermedad de las fronteras de ovinos y la peste porcina clasica
(PPC) (Ronddn, 2006). Esta capacidad de los Pestivirus para poder cruzar barreras de especie, es
decir que pueden infectar a otras especies diferentes del orden Artiodactyla, es una causa de
interferencia en el diagndstico seroldgico al intentar diagnosticar PPC cuando en realidad se estan
detectando anticuerpos contra el virus de DVB. En el caso de zoonosis se tiene poca evidencia que
demuestre que existen infecciones humanas de caracter diarreico de pestivirus que estén

seroldgicamente relacionado con el virus de la DVB (Rivera, 2008).

El genoma de los flavivirus es una molécula de cerca de 10.5 Kilobases (Kb), con
aproximadamente 4000 aminodacidos, sus proteinas estructurales generalmente se codifican en el

extremo 57, es el extremo considerado mas relevante con secuencias altamente conservadas en los
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pestivirus y en el otro extremo 3" se codifican las proteinas no estructurales (Can et al., 2016) (Figura
2).

A 4 -12.3 kb i
5 Genes estructurales Genes no estructurales 3
ppPG—] ORF }~ OH
: 1
3" NCR
NS2-3 sin escindir NS5A-5B sin escindir L{[.H
) I

Figura 2. Mapa gendmico del virus de la DVB (Tomado y modificado de Lindenbach, 2007).

La poliproteina es co y post-traduccionalmente procesada por endoproteasas virales y
celulares dando lugar a entre 11 y 12 proteinas que pueden ser estructurales o no estructurales

(Torres, 2020), se muestra un breve resumen de las mas importantes en el Cuadro 3.
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Proteina
Estructurales

Npro

Proteina C

Erns

E1

E2

No estructurales

P7

NS2-3

NS4A

NS4B

NS5A

NS5B

Cuadro 3. Resumen de las principales proteinas virales de flavivirus

Caracteristicas

Autoproteasa
Autocatalisis postraduccional para liberarse
de la capside

Proteina de capside
14 KDa
Procesada por Npro en su extremo amino
terminal antes del ensamblaje del virién

EO = envoltura
48 KDa
Procesada por peptidasa sefial de célula
hospedera
Secretada por exocitosis

Glicoproteina de envoltura

Glicoproteina
41248 KDa 370 aa
ectodominio N terminal y C terminal (30 aa
funcionan anclaje a célula hospedera)

Pequefia proteina hidrofébica
6a7KDa

Altamente conservada
Eficiencia regulada por chaperona
NS2 Cistein proteasa, hidréfoba de tamafio
variable 14 KDa
NS3 Nterminal serin proteasa
C terminal actuia como helicasa y ATPasa

Proteina hidréfoba
Proteina hidréfoba

Proteinas hidrofilicas
Altamente variables

Proteinas hidrofilicas
Altamente variables

Modificado de Lindenbach, 2007 y Lépez, 2014.

Actividad

Bloquea actividad de IRF-3, esencial para
activar el promotor IFN- A1
Bloguea interferén

Empaqueta RNA gendmico viral
Favorece envoltura del virién

Actividad ribonucleasa extracelular
Desconocida. No se conoce mucho su
funcion

Anclaje a membrana celular de célula
huésped
En conjunto con E1 forma un complejo que
permite la entrada de viriones a la célula
hospedera
Heterodimero importante para infectividad

Forma complejo E2-p7 necesario para
infectividad en cultivos celulares
Funciones desconocidas se atribuye accion
para facilitar liberacion de viriones
Interactlia con proteinas de capside para el
proceso de gemacion
Necesaria para replicacion viral

Actividad en replicacion viral de pestivirus

Se le atribuyen los efectos de la
citopatogenicidad viral
Cofactor para actividad proteolitica NS3
Necesaria para corte NS4B/NS5A
Necesaria para corte NS4A/NS5B
Replicacion
Cambio de patogénesis viral
Importante para replicacion de proteina
Eef1a (factor 1 traduccional de elongacion)
Polimerasa dependiente de RNA
Ensamblaje de proteinas no estructurales,
complejos funcionales de replicacion y
sintesis de RNA viral

Inmunogenicidad

No actividad
inmunogénica alta
No se forman
anticuerpos contra
proteina C

No anticuerpos
neutralizantes

Alta produccion de
anticuerpos
neutralizantes

No inmunogénica

Alta actividad
inmunogénica

No inmunogénica

No inmunogénica
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Figura 3. Ciclo de replicacion viral de DVB y liberacion de viriones (Modificado de Lindebach, 2007).

Existen dos biotipos del virus de la DVB diferenciables por sus caracteristicas en cultivos
celulares y por el reordenamiento genémico del gen no estructural pl125/p80, el biotipo
citopatogénico (CP) y el no citopatogénico (NCP) (Rivera, 2008; Rondén, 2006) donde en unos no
se obtiene el efecto visible en células (NCP) y en otros se producen efectos visibles (CP) en forma

de vacuolizacion citoplasmatica mediante un mecanismo piroptético (Rondén, 2006).

Se han encontrado 2 genotipos basados en su secuencia genética DVB-I (pestivirus A) y
DVB-II (pestivirus B) (Murphy et al., 1999; Becher et al., 2003; Rondoén, 2006), y se ha postulado
como un tercer genotipo a los virus “HoBi-like” (pestivirus H) se han descrito un minimo de 9
pestivirus atipicos que son patdgenos virales de bovino que produce una enfermedad similar a las
infecciones causadas por DVB-l y DVB-Il y se desconoce si estos pestivirus atipicos han emergido
de novo, o si siempre han existido en el ganado (Schirrmeier et al., 2004; Stahl et al., 2007; Stahl et
al., 2010). Actualmente el grupo de virus “HoBi-like” ha sido detectado en Sudamérica, Europa y
Asia, no existen reportes concretos que demuestren su presencia o ausencia en Norteamérica
(Ridpath, 2012; Torres, 2020).

Patogenia

Las presentaciones clinicas dependen del genotipo viral y del biotipo viral que afecte a los
individuos, caracteristicas del hospedero y susceptibilidad. Se han propuesto cuatro presentaciones
principales: la infecciébn aguda, infeccidn intrauterina, infeccion persistente y enfermedad de las
mucosas (Rondon, 2006; Torres, 2020).
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El virus puede ingresar al organismo del animal via aerosoles o secreciones al estar en
contacto las mucosas de boca o la nariz, los viriones tienen tropismo por las células de actividad
mitotica considerable, como las células epiteliales de las criptas (predileccion por tonsilas palatinas)
o en linfocitos, monocitos 0 macrofagos donde se replican con facilidad. Se menciona que el biotipo
CP puede replicarse preferentemente en la mucosa nasal en titulos mas altos que el biotipo NCP,

resultando este hecho en una eficiente diseminacion en animales susceptibles (Rondén, 2006).

La replicacion viral inicia con la fusion de la envoltura viral (membrana endosomal -
dependiente de pH) con la membrana plasméatica y penetracién en la célula, al parecer por
endocitosis mediada por un receptor celular especifico de superficie (CD46) y con ayuda de la
proteina de envoltura E2 (Lindenbach, 2007) (Figura 3).

Infeccion aguda

Se estima que un 70 a 90% de los animales cursa esta infeccion de manera imperceptible,
siendo especialmente susceptibles los animales jévenes de entre 6 y 24 meses de edad. Es
causada en su mayoria, por virus de la DVB no citopatico. Afecta el sistema respiratorio y digestivo,
resultado en la difusion activa del virus y es comln que ocurran infecciones secundarias. Se ha
mencionado que el subtipo | b y d (virus DVB genotipo | subtipos b y d) inducen enfermedad
respiratoria primaria severa y se le atribuye un efecto de sinergia con el virus sincitial respiratorio
bovino (VRSB) (Fulton et al., 2002; Ronddn, 2006), sin embargo Alkheraif en 2018 hipotetiz6 que el
virus de DVB-2 puede aumentar la virulencia y modular la respuesta inmune, causando el aumento
de la replicaciéon de VRSB y coinfectando con DVB. En el caso de manifestarse clinicamente, se
observa una ligera depresion, fiebre y leucopenia transitoria que se refleja en inmunosupresion,
acompafiada de viremia durante la primera semana post infeccién, en ocasiones se presentan
cuadros digestivos y respiratorios leves. Los individuos adquieren esta infeccion cominmente de

forma horizontal y la fuente de infeccion son los animales Pl (Torres, 2020).

Infeccion intrauterina

La transmision de DVB en vacas seronegativas que reciben semen contaminado proveniente
de toros Pl seroconvierten quince dias después de la inseminacion o monta. Los toros con
infecciones agudas eliminan los virus en el semen posterior al periodo de viremia, como
consecuencia de la replicacién local en vesiculas seminales y prostata. Esta infeccion puede
producir ooforitis prolongada, lo que conlleva a una disfuncion ovarica y, por ende, repercute en
alteracion del medioambiente uterino durante la fecundacion, con la consecuente afeccion directa

de los gametos, puede incrementar el intervalo entre ciclos ovulatorios, afecta directamente la
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esteroidogénesis de los foliculos preovulatorios y una consecuente supresién del pico de LH y

aumento del nivel de cortisol (Ramirez et al., 1999).

En cuanto al embridén bovino, se sabe que es susceptible a infeccion con el virus de la DVB
posterior a las 2 semanas de incubacién cuando ocurre la emergencia desde la zona pellcida, esto
es porgue la zona peliucida (ZP) actia como barrera fisica para impedir que los ovocitos sean
infectados por los virus, sin embargo, dicha estructura no garantiza que los ovocitos se encuentren
libres del virus, pues se han propuesto dos rutas de acceso al ovocito, una a través del acceso a la
reserva de foliculos primordiales, pues alli el ovocito es metabdlicamente activo y no ha completado
la deposicion glicoproteica requerida para formar la zona pellicida. La segunda ruta es a través de
las células del cumulus, susceptibles a infeccidén, aunado a que el tamafio de los poros de la ZP
permite la entrada del 96% de los virus de DVB (40-60nm) y el Herpesvirus bovino tipo-1 (180-
200nm) y probablemente comienza a ser susceptible a la infeccién después de la implantacion a los
dias 19-20 post-concepcioén y/o al desarrollo de cotiledones fetales alrededor del dia 30 (Rondon,
2006).

Malformaciones

El virus de la DVB es capaz de cruzar la placenta, asi como la barrera hematoenceféalica
fetal, produciendo diversas lesiones en el sistema nervioso central (principalmente cerebelo); la
severidad en las lesiones observadas se incrementa conforme aumenta la edad del feto en el
momento de la infeccion. Se han reportado deformaciones esqueléticas en miembros posteriores,
0 anteriores doblados, mandibulas con braquignatismo, alopecia y anormalidades en las cabezas
(Ronddn, 2006; Zarate et.al., 2022).

La patogenicidad puede corresponder al proceso descrito en el afio de 1991 para la
enfermedad de la frontera que ocurre en ovinos. Determinando que se afecta la glandula tiroidea
fetal que resulta en niveles hormonales bajos de T3 (triyodotironina) y T4 (tiroxina); dicha deficiencia
afecta, adversamente, la concentracion de una enzima esencial para la mielinizacién, la 2’, 3'-
nucledtido ciclico -3’-fosfodiesterasa, que afecta los procesos en los oligodendrocitos (Rondén,
2006).

Patogénesis de la enfermedad de las mucosas (EM)
En los bovinos la EM se presenta cuando los animales Pl son superinfectados con una cepa
NCP y una cepa CP de origen exdégeno o producto de cambios genéticos o producto de la

recombinacion del ARN de las cepas NCP residentes a través de la inserciébn de secuencias
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celulares o reordenamientos genémicos, esto ocurre en animales de 6 a 24 meses de edad en una
forma esporadica. Es una condicion mortal generalmente de presentacién aguda con un cuadro
clinico caracterizado por diarreas sanguinolentas, fiebres, ulceraciones orales y la muerte a las 2 o
3 semanas posteriores a la manifestacion de signos. Las lesiones encontradas a la necropsia van
desde Ulceras en mucosas del es6fago, rumen, abomaso, intestino delgado y grueso, deplecion de

bazo, linfonodos y timo (Rondén, 2006; Torres, 2020).

Animales persistentemente infectados (PI)

La infeccion fetal con el virus de la DVB NCP durante el primer trimestre de gestacion, puede
resultar en el nacimiento de ganado inmunotolerante a la DVB con una infeccién persistente
inaparente; esto ocurre debido a que antes del dia 125 de la prefiez, el sistema inmune fetal no ha
madurado y por lo cual no reconoce al virus como un agente extrafio y a que la mayor expansion
de o6rganos linfoides fetales y las poblaciones leucocitarias ocurren en el tercer trimestre de
gestacion. Solo el biotipo NCP ha sido reportado capaz de establecer una infeccion persistente en
el feto. Se ha sugerido que la capacidad del virus de la DVB NCP y del virus DVB CP para establecer
la infeccion persistente se debe a las diferencias en la habilidad de inducir interferén (IFN) (Rondén,
2006). Estos animales constituyen una fuente importante de infeccién vertical y horizontal ya que
los persistentemente infectados presentan altos titulos virales en la mayoria de los tejidos, por lo
gue el virus estara presente en todos los fluidos y secreciones del animal como la saliva, orina,

semen, leche y calostro (OIE, 2018a).

Inmunopatologia

Se conoce que un aspecto importante de la infeccion del virus DVB es la afinidad del virus
por el sistema inmunologico, es por ello que la inmunosupresién es una de sus caracteristicas
principales. El virus parece inducir respuestas mediadas por células T y B; existiendo una distincion
entre respuestas humorales y mediadas por células, lo que sugiere la existencia de subpoblaciones
de linfocitos T ayudadores 1 (Thl) yTh2 en la regulacién de la respuesta inmune especifica dirigida
contra el virus de la DVB. Esto puede deberse a la alteracion de la funcién de las células
presentadoras de antigeno (APC: antigen presenting cells), lo que conduce a una capacidad

reducida de la habilidad para estimular respuestas de las células T (Rondén, 2006).

Estudios in vitro con el virus de DVB, han demostrado que la infeccion de monocitos o
macrofagos causa la sintesis de citoquinas que pueden ser responsables de la reducida habilidad

para estimular respuestas de células T a antigenos especificos y mitdgenos; por tanto, es posible
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gue la inmunotolerancia al virus sea una consecuencia de la infeccién de las células APC (Rondén,
2006).

Se ha demostrado que el biotipo NCP induce una respuesta primaria de anticuerpos
significativamente mas rapida y superior que su biotipo homoélogo CP, indicando que la respuesta
de anticuerpos es dependiente del biotipo de la cepa involucrada. De igual forma, se ha especulado
gue el biotipo puede jugar un papel importante en el tropismo y en la distribucién del virus en los
tejidos durante el curso de la infeccion, de tal suerte que se ha sugerido que el biotipo CP esta
restringido al tejido linfoide asociado al intestino, mientras el NCP se distribuye en el tracto
respiratorio, células sanguineas y 6rganos asociados con el tejido hematopoyético y que tales
diferencias se limitan a mecanismos regulatorios similares a los ejercidos por las células Thly Th2
(Rondén, 2006).

La inmunizacion con vacunas de virus activos o inactivados desencadena la produccion de
anticuerpos contra numerosas proteinas virales, relacionando algunas proteinas como
inmunodominantes (E2 y NS3). Se podria hipotetizar que las diferencias en el modo de interaccion
de los biotipos del VDVB con las células del hospedero, independiente del tropismo tisular, son el
origen de la variacioén en la frecuencia de células que respondan especificamente a la proteina NS3,
esto aunado a que los mecanismos de defensa son efectivos contra el biotipo CP y no contra el
NCP. Las otras glicoproteinas, E1 y ERNS, no desencadenan la produccién de anticuerpos que

neutralicen eficientemente el virus (Rondén, 2006).

Control

No existen tratamientos especificos y totalmente exitosos para el abordaje de la infeccion,
asi que los mecanismos de control radican en realizar estudios de monitoreo constantes de la
seropositividad de animales (Houe, 1999), para segregar a las hembras gestantes y reunirlas con
otros animales sanos con la finalidad de evitar el contacto con el virus entre los 125 y 150 dias de
gestacion, limitar la diseminacion vertical es importante por lo que estos animales deberan ser
detectados y en la medida de lo posible, eliminados. Sin embargo, la deteccion de estos animales
se debera realizar por medio de pruebas moleculares o seroldgicas, la captura de antigeno, para
detectar los PI (Houe, 1999; Weinstock et al., 2001; Espinosa, 2019). De la misma forma es
necesario hacer un estudio de deteccién de DVB antes del transporte de los animales, e incluso se
recomienda vacunarlos para evitar que se enfermen en el trayecto, evitar factores de riesgo a través
de instauracién de medidas de bioseguridad que permitan evitar el ingreso del virus al hato como

establecimiento de cuarentenas, comercio de animales vivos sin historial médico, el transporte de
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animales a ferias, malas practicas de higiene, el transito de trabajadores en varios hatos donde se
desconoce el estado de salud de los animales y evitar el comercio de embriones importados (Houe,
1999; Espinosa, 2019). No atender las medidas anteriores podria ser un factor que perpetle la

presencia de las infecciones en los hatos.

Se deben evitar fuentes de infeccion de algunos biolégicos que pueden contener al virus,
como es el caso del suero fetal bovino o semen; de igual forma se deben evitar los huéspedes
intermediarios (principalmente fauna silvestre), que entren en contacto con los animales que se

tienen en la unidad de produccion (Espinosa, 2019; Torres, 2020).

La vacunacion es la primera medida para controlar las perdidas reproductivas causadas por

virus; con este método se busca lograr varios objetivos, como son:
1) Prevenir las enfermedades agudas

2) Prevenir las enfermedades reproductivas

3) Prevenir la presencia de animales PI

En México existen vacunas de virus activo e inactivo. La mayoria de estas vacunas contienen
virus citopatico y no citopético de los genotipos | y Il. Sin embargo, dado que los laboratorios no
especifican las cepas empleadas en la elaboracién de las vacunas, existe la posibilidad de
recombinacion entre cepas vacunales y cepas de campo lo que supone un riesgo continuo de

infeccion en los animales (Torres, 2020).

Pruebas diagnoésticas de DVB

Una de las principales herramientas para el control de la enfermedad reside en el monitoreo
y deteccidon de animales positivos, esto con el objetivo de generar programas de manejo de los
hatos mas efectivos, ya sea para detectar casos individuales de animales infectados o para reportar
la prevalencia en un hato o regién, es de importancia el poder detectar los antigenos virales, el

genoma viral o a los anticuerpos especificos, lo cual dependera de la técnica diagndstica empleada.

Algunas de las técnicas autorizadas para el diagndstico son el aislamiento viral, la deteccion
de antigeno (que incluye el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (OIE, 2018c), la
inmunohistoquimica [IHC]), la hibridacién in situ y la reaccién en cadena de la polimerasa con
retrotranscriptasa (RT-PCR). Estas técnicas son implementadas en su mayoria de manera individual
pero también se pueden utilizar como métodos de monitoreo del hato, utilizando mezclas de sueros

en formas de pools, que contengan una muestra representativa de los animales para identificar si
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estan o no infectados. Como ejemplo esté la utilizacién de muestras de leche de 50 animales para
detectar la presencia de anticuerpos contra el virus mediante inmunoensayos (Houe, 1999; OIE,
2018c).

La prueba de referencia es el aislamiento viral en cultivos celulares, por ser 100% especifica
y relativamente sensible (OIE, 2018c). Consiste en la replicacién e identificacion del virus a partir de
muestras de individuos que son sospechosos a la infeccion, previamente asegurando que los
reactivos utilizados estén libres de virus o de anticuerpos neutralizantes, para ello se puede utilizar
la inactivacion de los reactivos por irradiacion gamma (Goyal & Ridpath, 2008; OIE, 2023). La
técnica diagndstica es costosa, ademas de que se requieren varios dias o semanas para la
obtencion de resultados.

La deteccidn de antigenos virales en muestras de tejidos se realiza mediante el empleo de
anticuerpos monoclonales o policlonales conjugados y por medio de la técnica de
inmunohistoquimica, tiene un valor diagnéstico especial por la utilidad de identificar a los animales
Pl o para aquellos que cursan cuadros clinicos agudos. La obtencion de muestras de piel y muescas
de oreja resulta ser practica para evaluar y diagnosticar animales vivos. La prueba tiene una
especificidad y sensibilidad de 97% (OIE, 2018c).

Sus desventajas radican principalmente en el tiempo y costo por el uso de mdltiples reactivos
y de anticuerpos altamente especificos contra antigenos virales (Carlier & Santos, 2008).

Los inmunoensayos tipo ELISA son Utiles para la deteccién de anticuerpos o de antigenos,
algunas pruebas comerciales utilizan anticuerpos de captura dirigidos contra la proteina no
estructural NS2-3 altamente conservada en las cepas de DVB (Sandvik, 1999). Las muestras de
suero pueden ser utilizadas en la deteccién de antigenos, sin embargo, en los animales Pl o en los
que tienen cuadros clinicos agudos son dificilmente detectados, ya que en estos animales la viremia
persiste en sangre por un periodo corto de tiempo (Goyal & Ridpath, 2008), este tipo de ensayos
reportan una alta sensibilidad y especificidad de 97,9% y 99.7% respectivamente (Lértora, 2003).

La presencia de RNA viral se puede detectar por medio de la prueba de reaccién en cadena
de la polimerasa con retrotranscriptasa (RT-PCR), es un método de alta sensibilidad, y pueden
emplearse muestras de plasma o leche de manera individual o bien a partir de un conjunto de

muestras (Lopez, 2014).

Pruebas diagndsticas indirectas
Seroneutralizacién: identifica la capacidad de los anticuerpos presentes en el suero para
inhibir o neutralizar el efecto de una determinada cepa. El suero problema se diluye de forma seriada

y se incuba con virus citopatico, posteriormente se adicionan células susceptibles de bovino y se
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incuban durante 4 dias. Es una prueba sensible y especifica, pero no detectar bajas tasas de
anticuerpos como en el caso de animales virémicos inmunocompetentes. Algunos inconvenientes
son el alto costo relacionado con el mantenimiento de cultivos celulares, asi como la adquisicion de
medios de enriquecimiento (Sandvik, 1999; Marini, 2008). La demora en la obtencién de los
resultados y la preparacion de stocks virales que en general son de bajo titulo, son otros de los
inconvenientes que presenta esta prueba (Marzocca, 2003).

Analisis inmunoenzimatico indirecto: también conocido como ELISA indirecto, se basa en la
deteccion de los anticuerpos presentes en muestras séricas a través de la fijacion de antigeno a
una fase solida (Crowther, 2001), este capta los anticuerpos especificos presentes en el suero
problema, posteriormente se detecta la presencia de estos complejos antigeno-anticuerpo a través
de un segundo anticuerpo (anti-Ig) especifico de especie, unido a una enzima que al reaccionar con
su sustrato que es cromogénico (Sandvik, 1999) desencadena una reaccion que emite una
coloracién, la reaccibn enzimatica es frenada e interpretada cuantitativamente por
espectrofotometria. Es un método versatil, simple, sensible y cuantificable (Crowther, 2001), facilita
el andlisis de grandes poblaciones, los resultados son confiables y se obtienen en pocas horas, este
sistema suele encontrarse de forma comercial, siendo IDEXX®BVDV p80yBio-XDiagnostics (BIO K
004) un ejemplo de ellos. Las muestras empleadas pueden ser suero o leche (Sandvik, 1999;
Lértora, 2003). La especificidad de este sistema esta dada por la eleccién del antigeno viral, mismo
qgue puede tratarse de la particula viral purificada, extractos de cultivos celulares infectados con
DVB o proteinas recombinantes. En general el método inmunoenzimatico ELISA indirecto presenta
una alta especificidad diagnostica de 99.7% y una sensibilidad diagndstica de 97.9% (Vizcaino-
Salazar, 2017). Una de las limitantes de este método consiste en la imposibilidad de diagnosticar
animales persistentemente infectados, al igual que el resto de las pruebas que emplean muestras

séricas.

RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)

El virus causante de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) estan cominmente asociado
a falla reproductiva en bovinos en la industria lechera. Es una enfermedad de distribucién mundial,
se estiman seroprevalencias de entre el 8.8% y 70.4% en paises como Argentina, Colombia, Espafa
e India (Espinosa, 2019); pero con considerables esfuerzos de erradicacién en varios paises
europeos y otros disponen de programas activos de erradicacion (OIE, 2022), en tanto que en
México se reportan regiones con seroprevalencias superiores al 70% (Muylkens et al., 2007) y en
general, existen reportes de seroprevalencias que van desde 13.66% hasta el 93% en los estados

de Michoacéan, Yucatan, Tamaulipas, Campeche y Chiapas (Espinosa, 2019). Es una enfermedad
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con gran impacto econdmico ya que se tiene efectos negativos sobre parametros productivos y
reproductivos, que generan pérdidas econdmicas considerables (Muylkens et al., 2007) estimadas
en Estados Unidos de Norte América en 640 millones de ddlares anuales (Bowland & Shewen,
2000) por causa en el decremento de la produccion lactea, restricciones comerciales, atenciéon a
animales enfermos y por el manejo para controlar o combatir la infeccion (Bowland & Shewen, 2000;
Muylkens et al., 2007).

Forma parte del complejo respiratorio y complejo abortivo bovino, es conocida también como
vulvovaginitis pustular infecciosa (VPI), es una infeccion que se caracteriza por manifestar signos
clinicos de las vias respiratorias altas, como secrecion nasal (moco) purulenta, hiperemia del hocico
(enfermedad de la nariz roja) y conjuntivitis. Los signos de enfermedad general son depresion,
fiebre, anorexia, abortos y reduccion de la produccion de leche. En la infeccion del tracto genital, el
virus puede causar vulvovaginitis pustulosa y balanopostitis. A la necropsia se observa laringitis,
rinitis y traqueitis. La mortalidad es baja y la mayoria de las infecciones siguen un curso subclinico.
En caso de infecciones bacterianas secundarias, estas pueden conllevar una enfermedad
respiratoria mas grave, y el HVBo-1 podria intervenir en enfermedades multifactoriales como la
“fiebre del transporte” (OIE, 2022).

La enfermedad de IBR es causada por un virus de la familia Orthoherpesviridae, género
Varicellovirus, subfamilia Alphaherpesviridae, se conocen dos genotipos BoHV-1.1, BoHV-1.2, que
a su vez se diferencian en los subtipos BoHV-1.2 ay 1.2 b (Zhou et al., 2020; Walker et al., 2022).
La mayoria de los aislados de vias respiratorias y de casos de abortos son cepas BoHV-1,1; en
tanto que las cepas BoHV-1,2 se han aislado de lesiones encontradas en érganos genitales. Debido
a la naturaleza de los herpesvirus, una vez que un animal es expuesto al virus queda como portador
indefinidamente, por lo que se considera como portador a todo animal que tiene anticuerpos y

posible excretor intermitente del virus (OIE, 2018c; Walker et al., 2022).

Estructura del viriéon

El alphaherpesvirus bovino tipo 1 (BoAHV-1) es un virus esférico de 150 a 200 nm de
diametro con DNA lineal de doble cadena, con capside icosaédrica, tegumento y envoltura como se
muestra en la Figura 4 (Fauquet et al., 2005).
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Figura 4. Representacion esquematica del viribn de alphaherpesvirus bovino tipo 1 (Tomado y
modificado de https://viralzone.expasy.org/179).

El genoma virico codifica unas 70 proteinas de las cuales, 33 son conocidas como proteinas
estructurales, siendo las principales la glicoproteina B (gB) conocida por su importancia durante la
adhesion y fusién del virus a las células (Najera, 2020), otras son las glicoproteina C (gC) y
glicoproteina D (gD); existen otras glicoproteinas adicionales: gE, gl, gH, gL, gG, gK y gM, tiene
mas de 15 no estructurales, ademas de diferentes enzimas y proteinas reguladoras (Schwyzer &
Ackermann, 1996; OIE, 2018c).

Las glicoproteinas virales estan en la superficie del viridn, tienen un papel importante en los
procesos de patogenia e inmunidad. La gB, gC y gD son las proteinas mas inmunogénicas capaces
de producir anticuerpos neutralizantes. Se ha descrito que la gB y gD no presentan diferencias
antigénicas en relaciéon con el genotipo, por lo que son las proteinas mas conservadas entre los
orthoherpesvirus (Levings, 2015). Sin embargo, la glicoproteina C presenta mayor variabilidad, por
lo que un cambio en la secuencia de aminoacidos es suficiente para la diferenciacién del genotipo
(Rijsewijk et al., 1999). La gB es considerada como inmunodominante e inmunogénica, por lo que
se ha utilizado para profilaxis y diagnéstico (Najera, 2020).

El BoAHV-1 presenta un ciclo de replicacion litico en las células epiteliales, produce muerte
celular y por lo tanto, produce un efecto citopatico (N4jera, 2020).

44


https://viralzone.expasy.org/179

Genoma viral

El genoma de BoHV-1 esta compuesto de una molécula larga de DNA dispuesta como clase
D de un tamafio de 135.3k pares de bases. Su genoma comprende dos secuencias Unicas, larga
(UL) y corta (US). La secuencia US sirve como unién entre la parte de repeticion interna (IR) y la
parte de repeticion terminal (TR) para generar secuencias repetidas del genoma virico. Durante la
replicaciéon del ADN, tanto la UL como las regiones de US pueden intercambiarse, generando cuatro
isdmeros del genoma viral dentro del ADN (Espinosa, 2019).

La infeccién de las células es iniciada por un proceso de tres pasos. La primera interaccion
implica la fijacion del virus entre el gB y/o el gC a las estructuras de la superficie de la célula similares
del azlcar del sulfato de hepardn. Esto es seguido por la unién estable de BoAHV-1 gD a los
receptores especificos celulares. Después de esta alta interaccion de la afinidad entre gD y los
receptores de la célula, la penetracion subsecuente del virus ocurre por la fusion del virién con la
membrana de la célula. Este proceso crucial requiere por lo menos la implicacion de cuatro
glicoproteinas BoAHV-1: gD, gB y el heterodimero formado por gH y gL. Una vez que han entrado
en el citosol de una célula, las particulas del virus deben ser transportadas usando el complejo del
motor de Dinan asociado a los microtibulos hacia los poros del nucleo para permitir la liberaciéon
viral del DNA (Espinosa, 2019).

Ciclo de replicacion viral

1. La unién de las glicoproteinas virales gC y gB a los receptores del huésped (proteoglicanos
(HSPG)) media la endocitosis del virus en la célula huésped. La gC no es esencial para la entrada
del virién a la célula y la gB es capaz de realizar la adhesién de manera correcta para su posterior
fusién con la membrana celular (Viral Zone, 2009; Najera, 2020).

2. Fusion con la membrana plasmatica para liberar el nacleo y las proteinas del tegumento en el
citoplasma del hospedador. Es importante en este punto la interaccién gD con sus receptores
(Nectina-1 y receptor de entrada de los herpesvirus (HVEM). ElI complejo glicoproteina
H/glicoproteina L (gH/gL) es necesario para la fusién y entrada del virién a la célula interactuando
con el receptor de integrina de la membrana celular. Al interactuar con sus receptores, la gD
desencadena una sefial de activacion hacia la gB, que en conjunto con el complejo gH/gL generan
cambios conformacionales, lo que permite el acercamiento del virion con la célula para llevar a cabo
la fusion. La envoltura viral queda unida a la membrana celular, por lo que las glicoproteinas
permanecen en la superficie y permiten el paso de la nucleocapside con el tegumento al interior.
Algunas proteinas del tegumento son necesarias para el transporte al nicleo, las proteinas UL34,

UL36, UL37 y VP26 interactian con la dineina, la cual es responsable del movimiento de la periferia
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de la célula hacia el centrosoma, cerca del nicleo, a través de los microtabulos (Viral Zone, 2009;
Néjera, 2020).

3. La capside se transporta al poro nuclear donde se libera el ADN viral en el ndcleo. Una vez que
el virién alcanzé el nucleo, las proteinas VP1/2 (UL36) y UL25 del tegumento interactian con el
complejo del poro nuclear con las nucleoporinas Nup214, Nup 358, hCG1 e importina 8 (Viral Zone,
2009; Najera, 2020).

4. Se transcriben genes inmediatos que promueven la transcripcion de genes tempranos y
protegen al virus contra la inmunidad innata del huésped.

5. Transcripcion de ARNm viral temprano por la polimerasa Il del huésped, que codifica proteinas
involucradas en la replicacion del ADN viral. UL41, también conocida como proteina de apagado
del hospedador (vhs), es responsable de la detencién de la produccion de proteinas en las células
infectadas al degradar el mMRNA celular (Viral Zone, 2009; Njera, 2020).

6. Ocurre amplificacion del genoma circular por replicacion bidireccional (ViralZone, 2009).

7. Sintesis de copias concatémeros lineales de ADN viral mediante circulo rodante (ViralZone,
2009).

8. Transcripcion de ARNm tardios por la polimerasa Il del huésped, que codifica proteinas
estructurales (ViralZone, 2009).

9. Ensamblaje del virus y (ViralZone, 2009).

10. Gemacion a través de la laminilla interna de la membrana nuclear que ha sido modificada por
la insercion de glicoproteinas del virus herpes, a través del Golgi y liberacion final en la membrana
plasmatica. La salida del genoma de la capside se efectlia cuando se realiza un corte proteolitico a
la proteina principal del tegumento (VP1/2), que desencadena un cambio conformacional en la
capside, permitiendo la apertura del complejo del poro por otro corte proteolitico en la proteina UL6
(Viral Zone, 2009; Njera, 2020) (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de replicaciéon viral de BoAHV-1 (Adaptado de ViralZone, 2009; Docsity: IPN,
Microbiologia, 2019).

Patogenia

El virus puede infectar al animal mediante aerosoles o por contacto directo, mediante monta
natural o inseminacion artificial; se replica en las células del epitelio respiratorio 0 en la mucosa
vaginal o prepucial; desde donde alcanza los ganglios trigémino o sacros, en los que se mantiene
durante toda la vida del animal en estado latente (OIE, 2018c; Muylkens et al., 2007; Najera, 2020).

Los signos clinicos pueden variar dependiendo de la via de infeccion, asi como del genotipo
presente. Los animales infectados por via aerégena o por contacto directo presentan fiebre entre
los 4 y 5 dias post-infeccion, tos, descarga mucosa nasal, anorexia y dificultad para respirar; si la
infeccidn se da entre los 4 y 8 meses de gestacion, puede generar aborto. Por otro lado, cuando la
infeccién es por via genital, se observa balanopostitis 0 vulvovaginitis (Muylkens et al., 2007). El
genotipo 1.1 tiene manifestaciones respiratorias y abortos, el genotipo 1.2a se asocia con
vulvovaginitis o balanopostitis y el genotipo 1.2b se ha asociado con ambas manifestaciones, sin
embargo, no se ha relacionado con abortos (Fulton et al., 2015). También se reporta un
alargamiento y congestionamiento del bazo, decoloracion de rifiones; hemorragias, congestion y

necrosis del cerebro y en la placenta podemos observar edema y congestion (Espinosa, 2019).

Control
La eliminacién de esta enfermedad es un importante obstaculo para muchos paises para
poder comerciar con los mercados internacionales; desafortunadamente muchos paises no tienen

informacién con respecto a la situacion de la enfermedad y esto se da con mayor frecuencia en los
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paises tropicales, donde los registros de la produccién son escasos. La IBR causa pérdidas
significativas en la industria ganadera, desde disminucién en la producciéon de carne y leche hasta

la perdida de becerros (Espinosa, 2019).

Varios paises implementaron sistemas de control para BoAHV-1 en los afios ochenta. En la
actualidad varios paises europeos han implementado a sus programas de erradicacion obligatoria
o voluntaria el uso de vacunas marcadoras. El primer problema para eliminar a los portadores es la
falta de signos clinicos para poder detectar a los animales infectados haciendo que la infeccién se
mantenga en los hatos aun cuando los virus mantienen su replicacién en los ganglios del sistema
nervioso central. Se menciona que una vez que los animales sean detectados como portadores,
estos deben ser eliminados para evitar la diseminacion. Las razones importantes del uso de la
vacunacion son la proteccion del feto y el evitar los abortos, logrando asi un estado de salud de los
animales, debido a que la erradicacion de los animales enfermos ocasiona una pérdida de dinero y
no siempre es posible realizarla. Ademas, la proteccién en campo nunca sera completa, pero al
vacunar se logra un decremento de los casos de aborto cercano al 50% y de infecciones fetales de
casi 85% (Espinosa, 2019).

Se ha referido que las hembras de reemplazo deben vacunarse contra IBR treinta dias antes
del periodo de empadre; esto con la finalidad de generar proteccién inmunolégica. Se recomienda
el uso de vacunas multivalentes para los remplazos como para animales de la UP o el uso de
vacunas tipo DIVA, estan basadas en la glicoproteina E del virus y han demostrado ser una
estrategia de prevencién segura y eficaz contra el ingreso de IBR a los hatos, incluso en paises con
alta incidencia de la enfermedad (EFSA, 2017; OIE, 2018; Iscaro et al., 2021). Para identificar
rapidamente que UP estan infectadas, la estrategia recomendada por ser rapida y econdmica es el
muestreo del tanque de leche. En la actualidad existen kits de diagnéstico que ha aprobado la Unién
Europea para la deteccion de anticuerpos en tanque de leche en donde se contengan como maximo

50 animales (Espinosa, 2019).

Pruebas diagndésticas

Las pruebas serolégicas utilizadas para la deteccién de anticuerpos contra BoAHV-1 son la
neutralizacion del virus (VNT) y el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas indirecto (ELISA
indirecto). El ELISA indirecto es utilizado con mayor frecuencia debido a que sus resultados son
obtenidos de forma rapida y permite evaluar grandes cantidades de muestras. Por otra parte, como
el virus se mantiene latente en el organismo, la identificacion de animales positivos y aparentemente
sanos proporciona un indicador util del estado de la infeccién en un hato. El diagnéstico del aborto

causado por BoAHV-1 se basa generalmente en la presencia de lesiones histoldgicas compatibles

48



(HCL), el aislamiento del virus (VI), immunohistoquimica (CIS) y la detecciéon del genoma viral
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El VI puede dar un diagnéstico positivo
en uno de cada 3 casos de aborto debido a que el aislamiento es obstaculizado con frecuencia por
la autolisis fetal. CIS se ha utilizado para detectar BOAHV-1 en tejidos con sensibilidad similar a la
del VI. La prueba de PCR es mas rapida, mas facil de realizar y la prueba de eleccion para la
deteccion rapida de BoAHV-1 en el tejido fetal. ELISA es considerada la prueba serodiagnéstica
mas rapida, confiable, barata, simple y se adapta bien para el diagnéstico de diversas infecciones
virales (OIE, 2004).

LEUCOSIS ENZOOTICA BOVINA (LEB)

La leucosis bovina enzodtica es causada por el virus de la leucemia bovina (VLE), una
enfermedad que afecta principalmente al tejido linfoide, especificamente a los linfocitos B, y se
caracterizada por presentar tumoraciones en el bovino causando linfomas malignos y linfosarcomas,
lo que causa pérdidas econ6micas de consideracion en vacas lecheras debido a la disminucion de
la produccién lactea y la viabilidad de las vaquillas de reemplazo (Erskine & Sordillo, 2009; Gutiérrez
etal., 2020). El ganado puede infectarse a cualquier edad, incluida la fase embrionaria, sin embargo,
la presentacion de las tumoraciones suele presentarse después de periodos de incubacion bastante
largos, por lo que los animales mayores a 3 afios son los mas afectados con la presentacion de
lesiones. De la misma manera, son mas frecuentes los linfosarcomas en el ganado lechero debido
a las condiciones de manejo y puede pasar desapercibida cuando los indices de infeccién son
relativamente bajos (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020). También se ha registrado la infeccion natural
en bufalos acuaticos y capibaras (OIE, 2018). Esta relacionado desde el punto de vista estructural
y funcional con los virus de los primates tipos 1, 2 y 3 que infectan a los linfocitos T (VLTS-1, -2, -3)

y los virus de los humanos tipos 1 y 2 que infectan a los linfocitos T (VLTH-1 y -2) (OIE, 2018).

La enfermedad se distribuye mundialmente, en México se han estimado prevalencias que
oscilan entre el 11 al 66% (Gutiérrez et al., 2020), pero no se han conducido estudios para analizar

su presencia en la Republica Mexicana (Espinosa, 2019).

Estructura del virion

El virus de la leucemia bovina pertenece al género Deltaretrovirus de la familia Retroviridae,
son viriones envueltos de forma esférica pleomorfica, de 80 a 100nm de didmetro. Tiene un genoma
linealde ARN de cadena sencilla (ssRNA) en sentido positivo, con un extremo cap 5' y una cola de

poli A en el extremo 3'. Hay dos repeticiones terminales largas (LTR) de aproximadamente 550-750
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nt de largo en los extremos 5 'y 3'. El genoma viral codifica la nucleoproteina p12, la proteina p24
de la capside, la glicoproteina transmembranal gp30, la glicoproteina de la envoltura gp51, y varias
enzimas, entre las que se incluye la transcriptasa inversa. EI ADN proviral que se genera tras la
trascripcion inversa del genoma virico, se integra al azar en el ADN de la célula hospedadora, donde

persiste sin una expresion constante para generar progenie virica (OIE, 2018) (Figura 6).

Deltaretrovirus
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Figura 6. Esquematizacion del virion del género Deltaretrovirus (Tomado y modificado de ViralZone,
2009).

El provirus integrado utiliza los elementos promotores en el 5' LTR para dirigir la transcripcion,
originando ARNm de longitud completa que servird como ARN gendmico que se empaquetara como
viriones o se usara como plantilla para la sintesis de proteinas estructurales y enzimas derivadas
de la expresion de los genes gag, pol y env; a su vez Env se escinde en las proteinas de envoltura
SU y TM, la proteina de envoltura contiene una glicoproteina de gran importancia inmunogénica, la
LEBgp51, usada para el diagnéstico de la infeccion. Las proteinas no estructurales de la region pX
son Tax, Rex, y en menos abundancia R3 y G4. Estas proteinas no estructurales tienen fundamental
importancia en la interaccion del virus con la célula hospedadora, modulando la expresiéon de genes

virales y celulares, la replicacion viral y la patogénesis (Gutiérrez et al., 2020).
Replicacién ciclo litico:
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1. El virus se adhiere a los receptores de la célula a través de la glicoproteina SU. En tanto que
la glicoproteina TM es la encargada de la fusién con la membrana celular. La mayoria de las células

B infectadas expresan el marcador CD5.

2. Ocurre la internalizacion y la desencapsidacion.

3. El genoma de ssRNA (+) se copia en una molécula de dsDNA lineal mediante la transcriptasa
inversa.

4, Entrada del dsDNA viral al nicleo, cuando la membrana nuclear se disgrega durante la
mitosis.

5. El dsDNA viral se integra covalente y aleatoriamente en el genoma de la célula mediante la

integrasa viral formando un provirus. Esto conduce a un pico de carga proviral hacia las 4-8 semanas
post-infeccién, por medio de expansion clonal, en tanto que, una vez que el animal infectado
desarrolla la respuesta inmune especifica, las células infectadas en esta etapa inicial son eliminadas

masivamente por el sistema inmune, y la carga proviral desciende significativamente.

6. La transcripcion de provirus por Pol Il produce ARN viricos empalmados y no empalmados.
7. La traduccién de ARN virales completamente empalmados produce proteinas Tax y Rex.

8. Rex media la exportacién nuclear de los ARN empalmados de forma incompleta.

9. La traduccion de ARN virales sin empalmar produce poliproteinas Env, Gag, Gag-Pro y Gag-
Pro-Pol.

10. Ensamblaje del virién en la membrana celular del huésped y empaquetamiento del genoma
del ARN viral.

11. Emergen a través de la membrana plasmaética y liberacién de viriones.

12. Procesamiento proteolitico de las poliproteinas precursoras por proteasa viral y maduracion

de los viriones (ViralZone, 2009; Gutiérrez et al., 2020).

Patogenia

El LEB puede afectar las células del sistema inmune en muchos niveles, especialmente en
la proliferacion, apoptosis, expresién de receptores y citoquinas, afectando el crecimiento, la
diferenciacion y la sensibilidad de las células, asi como, podria regular la potencia y la duracién de
las reacciones inmunoldgicas. Debido a esto, la infeccién con este virus predispone a la infeccion

de otros patégenos (Gutiérrez et al., 2020).

La infeccion es asintomatica en la mayoria de los casos (30 a 70%), mientras que en 0.1-
10% de los animales desarrolla un incremento permanente y estable de linfocitos B en sangre

periférica, conocido como linfocitosis persistente (LP) y algunos animales desarrollan enfermedad
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tumoral. La LP se considera una condicién benigna que resulta de la acumulacién de linfocitos B no
transformados, debido a un desbalance entre la proliferacion y la muerte celular. Este curso de la
enfermedad, considerado como subagudo a crénico, se inicia cuando las vacas paren y
comprometen la siguiente lactancia (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

La condicion patolégica (linfoma o linfosarcoma multicéntrico) resulta de la acumulacion de
linfocitos transformados por el virus en uno o mas 6rganos, luego de un periodo de latencia
prolongado que puede durar entre 1 y 8 afos. El linfosarcoma puede comprometer diversos
organos, especialmente el abomaso, corazoén, linfonodos viscerales y periféricos, bazo, utero y
rifones. Esta condicién es mas frecuente en animales de 4-8 afios, y muy raro en animales menores
de 2 afios.

El curso hiperagudo ocurre en el 5-10% de los casos, donde los animales mueren sin signos
clinicos previos, se ha observado que esta presentacién puede ocurrir si se afectan las glandulas
adrenales, 0 a consecuencia de una hemorragia interna por la ruptura del bazo o de una Ulcera

abomasal perforada, evolucionando irremediablemente a la fatalidad.

Signos clinicos

Produce linfocitosis persistente y la generacién de tumores; dependiendo de la localizacion
de estos pueden generar, inapetencia, pérdida de peso, fiebre, debilidad general y manifestaciones
neuroldgicas, puede afectar el corazén, bazo, intestino, higado, etc. Estos signos no son especificos
de ninguna enfermedad. Los linfonodos superficiales pueden verse inflamados y se pueden palpar
bajo la piel o por examen rectal (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

Latencia

La latencia viral es la capacidad de un virus de permanecer inactivo dentro de las células del
hospedero, puede establecer una infeccion oculta de por vida. Dependiendo del virus, el
desencadenante de la latencia es muy variable, pero el contexto de la célula huésped siempre es
determinante. La latencia puede detenerse con la reactivacion del genoma viral, a menudo
promovida por sefiales celulares de estrés (ViralZone, 2009).

El genoma viral puede permanecer latente como episoma o integrado en el cromosoma del
hospedero. Este ultimo permite la replicacion del genoma viral durante la division de la célula
huésped. La latencia del virus generalmente se mantiene mediante unos pocos genes virales que
mantienen el genoma viral en silencio y escapan del sistema inmunolégico del huésped (ViralZone,
2009).
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Transmision

Normalmente el LEB no se encuentra en el animal infectado como virus libre sino integrado
como provirus al genoma del hospedador. Por lo tanto, los fluidos que contienen linfocitos infectados
como sangre, leche u otra secrecion pueden, al entrar en contacto con las membranas mucosas o
tejidos lesionados, o al ser directamente inoculados, transmitir la infeccién viral a animales
susceptibles. La principal via de transmisién del LEB es horizontal, ya sea en forma natural o
iatrogénica. Las intervenciones humanas asociadas a practicas médico-veterinarias y de manejo
como: descornados, castraciones, extracciones de sangre, palpaciones rectales y aplicaciones de
medicamentos pueden, si se realizan sin la correcta desinfeccion del instrumental utilizado, causar
el contacto de sangre entre animales. Probablemente esta sea la principal causa de la amplia
diseminacion del virus en la mayoria de los hatos (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

Otra posible via de transmision horizontal del LEB es a través de insectos hematéfagos, que
pueden actuar como vectores mecanicos, especialmente en zonas de climas calidos (Garcia &
Herrera, 2016; Kohara et al., 2018). La transmision vertical prenatal ocurre a tasas bajas (3-8%),
principalmente por infeccidén transplacentaria después de establecida la competencia inmunitaria
(tercer mes de gestacién) o durante el pasaje por el canal de parto. La transmision vertical postnatal
en terneros alimentados con leche o calostro proveniente de madres infectadas es poco frecuente.
Sin embargo, los terneros nacidos de madres no infectadas son susceptibles a la infeccion si se los
alimenta con leche de vacas infectadas. El virus de LEB raramente se detecta en el semen de toros
infectados. La transmisién del LEB a través del semen no ha sido demostrada ni por medio de la
inseminacion artificial ni por servicio natural (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

Recientemente, la preocupacioén sobre el potencial zoondético del LEB ha reemergido, a raiz
de publicaciones que sugieren una asociacion entre el LEB y el cAncer de mama humano (Buehring
et al., 2015). Un estudio reciente reporta la deteccion de secuencias del LEB y anticuerpos anti-LEB
en un alto porcentaje de muestras de sangre humana, pero no se encuentra correlacion entre la
presencia del genoma y los anticuerpos especificos. Sin embargo, la evidencia de esta asociacion
es controversial y no hay evidencia clara, pese a ello, y siendo el LEB un retrovirus emparentado
con el virus de la leucemia de células T de humanos (HTLV), es necesario considerar el potencial
riesgo de transformarse en una zoonosis (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

Pruebas diagndsticas
En el diagndstico de la leucosis bovina es importante diferenciar la leucosis o linfosarcoma
de la LP, en lainfeccion por el LEB. El diagnéstico de los tumores es el primer indicio de la presencia

de la infeccién en un hato y el diagndstico de la infeccién permitiria orientar su control. La LP se
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define como un incremento de tres desviaciones estandar en el recuento absoluto de linfocitos, el
recuento linfocitario fue la base para clasificar animales sin leucosis, sospechosos o linfociticos
(Gutiérrez et al., 2020).

El diagnostico de linfosarcoma se lleva a cabo a través del examen clinico o hallazgos de la
necropsia, confirmado por andlisis histopatolégico de los érganos afectados, sin embargo, este
método no permite distinguir entre el linfoma esporadico y aquellos inducidos por LEB, por lo que
debe complementarse con PCR o serologia. De igual manera, también puede diagnosticarse en
forma indirecta, a través de la deteccion de anticuerpos especificos en suero o leche, con pruebas
como la inmunodifusién en gel de agar (IDGA), radioinmunoprecipitacion (RIP) o ensayos ELISA,
dichas técnicas utilizan como antigenos a las proteinas mas inmunogénicas del virus, la proteina
principal de la cipside de 24kDa (p24) y la glicoproteina de la envoltura viral de 51kDa (gp51),
ademas de que es factible usar pools de muestras en el caso de ELISA para realizar monitoreos
mas econdmicos. O bien, la infeccién puede ser diagnosticada por métodos directos que identifican
la presencia del virus o sus antigenos mediante cultivos in vitro de los leucocitos de sangre periférica
y que pueden detectarse los transcritos, proteinas y particulas virales, por métodos moleculares,
inmunoldgicos 0 microscopia electronica, con la gran desventaja de ser impracticas para el
diagnéstico de rutina debido a los costos y laboriosidad, por lo que su uso esta restringido al campo
de la investigacion cientifica, sin embargo, tienen la gran ventaja de poder usarse con alta eficiencia
en animales en los primeros estadios de la infeccion, en animales muy jévenes (menor a 6 meses),
en el caso de diagnosticos sospechosos y para diferenciar casos clinicos de linfomas esporadicos
y enzodticos. Se han usado diversas variantes de PCR con resultados eficientes y altamente

sensibles al amplificar regiones de los genes pol y env (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

Control

AUn no existe ningln tipo de tratamiento disponible de forma practica, pero se han evaluado
tratamientos de forma experimental, como la administracion de compuestos capaces de revertir la
latencia del LEB para hacer que el virus se exprese, de tal forma que al ocurrir la expresion viral en
las células infectadas se permite que estas puedan ser reconocidas y eliminadas por parte del
sistema inmunitario. Los inhibidores de la acetilacion de histonas (iAH) como el acido valproico
(VPA) y el antibidtico tricostatina A (TSA) han demostrado tener la capacidad de activar la expresién
de virus latentes, pero debe considerarse la posibilidad de que los animales tratados pueden
permanecer como persistentemente infectados y ser fuente de infeccion viral, y la posibilidad de

revertir efectos tras la interrupcion del tratamiento (Rodriguez et al., 2011).
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Vacunas

No existen vacunas disponibles, las respuestas inmunitaria humoral e inmunitaria mediada
por células son deficientes para la eliminacion de células infectadas que portan el virus latente.
Inicialmente, se probd una vacuna que contenia un provirus defectuoso compuesta por células
infectadas, que indujo la produccién de anticuerpos neutralizantes en ovejas vacunadas, pero el
provirus podia transmitirse por el contacto entre células, representando un riesgo de transmision de
la infeccion (OIE, 2018; Gutiérrez et al., 2020).

Las vacunas de virus inactivado resultaron poco eficientes al desafio con una dosis baja de
virus infectante. Por otro lado, las vacunas de subunidades virales produjeron una respuesta
inmunitaria humoral y también fallaron en prevenir la infeccién del ganado vacunado (Gutiérrez et
al., 2020).

Las vacunas recombinantes de subunidades (Env) que utilizan vectores virales como el virus
vaccinia no previno la infeccion con el LEB, pero redujo significativamente la diseminacion del virus
entre los linfocitos en los animales vacunados. No se encontré correlacibn con anticuerpos
neutralizantes en el suero de los animales, sugiriendo que la respuesta mediada por células cumplia
un rol mas importante en limitar la multiplicacion viral (Gutiérrez et al., 2020).

Es necesario enfatizar la precaucién de utilizar vacunas retrovirales activas atenuadas, ya
que la caracteristica de incorporacion de los retrovirus en el genoma del hospedero y la alteracion
en la funcidon de genes represores de tumores hacen incompatible el uso de estos inmun6genos
(Gutiérrez et al., 2020).

Estrategias de control

La estrategia de control y erradicacion del LEB mas eficiente es la identificacién y eliminaciéon
de los animales infectados. Como primera medida se debe hacer el diagndstico de la situacion inicial
por medio de una prueba serolégica a todos los animales mayores de seis meses a fin de clasificar
al hato como "libre" o "infectado". Para certificar un hato como "libre de LEB" se deberé repetir el
examen serologico a la totalidad de los animales después de 60-90 dias, y se recertificara
anualmente previo analisis serolégico negativo de todos los animales mayores de 15 meses
(Kuczewski et al., 2021; Irimia et al., 2021).

PARAINFLUENZA 3 (P13) Y VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL BOVINO (VRSB)

PI3 pertenece a la familia Paramyxoviridae y el VRSB a la familia Pneumoviridae, ambos

virus producen cuadros clinicos con afecciones respiratorias severas, principalmente en animales
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jévenes. El virus de PI3 se encuentra en el género Respirovirus y el VRSB en el genéro
Orthopneumovirus.

Estructura del virién

Son virus de forma esférica, envueltos y didmetro de 150 a 250 nm, el genoma viral es ARN
lineal monocatenario de sentido negativo y no segmentado, tamafio de 15 Kb que codifica 8
proteinas (Sarmiento-Silva et al., 2012; Galvan et al., 2013) (Figura 7,

Figura 8 y Figura 9).

Virion

Proteina de matriz (M)

Hemaglutinina- Neuroaminidasa (HN)

Proteina de fusién (F)

Envuelto, esférico y diametro aproximado de 150nm

Figura 7. Esquematizacion de los viriones de PI3 y VRSB (Tomado y modificado de Galvan-
Morales, 2013).
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Figura 8. Genoma de los paramyxovirus (Tomado y modificado de ViralZone, 2007).
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Figura 9. Genoma de los géneros Respirovirus (PI3) y Orthopneumovirus (VRSB) (Tomado y
modificado de Galvan Morales, 2013).

El VRSB y el virus de PI3 han sido reconocidos como las principales causas de
enfermedades respiratorias en terneros jovenes (Baker et al., 1997; Molina et al., 1998; Sarmiento-
Silva et al., 2012; Ferella et al., 2017), pero se ha observado una mayor prevalencia entre los
animales mas viejos, son virus que forman parte del complejo respiratorio bovino (Baker et al., 1997;
Molina et al., 1998; Sarmiento-Silva et al., 2012). La transmisién puede ocurrir por contacto directo
con secreciones 0 aerosoles, por contacto con animales recién introducidos a la granja, por
transmisién indirecta con animales no pertenecientes al hato. En tanto que la transmisién aérea no
es importante para la propagacion local y la transmisién entre hatos (Molina et al., 1998; Sarmiento-
Silva et al., 2012). Algunos de los principales factores de riesgo para la transmision de estos virus
incluyen el hacinamiento y practicas de bioseguridad deficientes, aumentada por el movimiento del
ganado; no existe evidencia que indique que los insectos desempefien un papel en la transmision
viral (Baker et al., 1997; Sarmiento-Silva et al., 2012; Ferella et al., 2017).

La morbilidad para ambas enfermedades es bastante alta, desde el 60% hasta el 80%, se
ha estimado que el 60% de las enfermedades respiratorias es producto del VRSB en el ganado
lechero. Se considera un 5 a 20% de letalidad para ambas infecciones (Sarmiento-Silva et al., 2012;
Galvan et al., 2013; Ferella et al., 2017). En el caso de PI3 es capaz de infectar el aparato
respiratorio tanto de bovinos como de ovinos, sin embargo, los virus de PI3 aislados de bovinos y
ovinos no son idénticos, pero si muestran antigenicidad cruzada (Molina et al., 1998).

Los mecanismos responsables de la supervivencia del virus dentro de una poblacion
determinada no se comprenden completamente, se ha propuesto la cronicidad como un mecanismo

gue podria desempefiar un papel en la propagacion de la infeccion (Sarmiento-Silva et al., 2012).
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El VRSB puede aislarse de animales asintomaticos y puede persistir durante varios meses
una posibilidad es la existencia de terneros infectados de manera persistente, que podrian
comenzar a diseminar el virus en condiciones especificas. Puede ocurrir una infeccion latente entre
los rebafios, lo que proporciona una posible explicacion de la aparicion de brotes en terneros
relativamente aislados. Sin embargo, algunos informes han sugerido que la infeccion subclinica en
el ganado no es un mecanismo plausible para la persistencia del VRSB en los rebafios lecheros.
Desde otra perspectiva, se cree que los animales clinicamente enfermos son las fuentes mas
probables de infeccién y, por lo tanto, la explicaciéon méas probable de las infecciones recurrentes es
la reintroduccion del virus en el rebafio antes de que se produzca un nuevo brote. Se han identificado
cuatro subgrupos antigénicos (A, B, AB, sin tipificar) para el VRSB, sin embargo, es posible que
sélo representen variantes de un Unico grupo antigénico principal (Sullender, 2000; Silva et al.,
2012).

Replicacion viral

En las células del hospedero, el virus se adhiere a los receptores de &cido sialico de la
superficie con las glicoproteinas HN, H o G. En el caso de VRSB (orthopneumovirus) se desconoce
el receptor. Al fusionarse a la membrana plasmatica utiliza la proteina F, de esta manera penetra a
la célula, en este proceso de adsorcion deja la capa lipidica que se funde con la membrana celular.
La nucleoproteina (NP) tiene 489 a 883 aminoacidos con 2 dominios, la porcion amino terminal esta
altamente conservada y la porcion carboxilo terminal lo es menos. La NP funciona en la
encapsidacion de ARN, durante la transcripcion y la replicacion se asocia con la P-L polimerasa; y
es probable que interaccione con la proteina M durante el ensamblaje del virus. La fosfoproteina (P)
es una proteina variable en longitud dentro de los virus de esta familia, estd compuesta por dos
dominios el N-terminal y el C-terminal, separados por una region hipervariable. Esta proteina se
caracteriza por presentar un alto nivel de fosforilacion, desempefia un papel importante en la sintesis
de ARN y junto con la proteina L forman la polimerasa viral (P-L); en conjunto con la NP, forman un
complejo que activa la encapsidacion del ARN llamado complejo ribonucleoproteico (CRNP).
Existen otras proteinas accesorias no esenciales del gen P, proteinas C, V, D, W, | y SH (Sarmiento-
Silva et al., 2012; Galvan et al., 2013) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Resumen de las principales proteinas virales de la familia Paraxymoviridae

Proteina . - L -
Designacion  Localizacién Funcidn
estructural
Hemaglutinina- HN Envoltura Fijacion a receptores en la célula huésped,
neuraminidasa actividad hemaglutinina y neuroaminidasa
Proteina de Fusion F Envoltura Fusion, penetracion hemolisis
- Cara interna de
Proteina de Matriz envoltura Ensamblaje
Nucleoproteina NP Nucleocapside Complejos con el genoma de ARN
Fosfoproteina P Nucleocépside Parte del complejo ARN polimerasa
Proteina grande L Nucleocapside Parte del complejo ARN polimerasa

P/D Desensamblaje/modulacién
I, D, SH funcién desconocida, se cree que SH

Protei . C,V,D,W,ly J,
roteinas accesorias refuerza la fusion
del gen P SH C abundante no conservada ensamblaje viral,
inhibe funcién de INF a/B (inhibe o incrementa
apoptosis)

Adaptado de: Sarmiento-Silva, 2012; y Galvan Morales, 2013.

Algunos otros virus de la misma familia Paramixoviridae (Respirovirus/PI3) codifican en un
mecanismo de repeticién del ARN para producir las proteinas P, V y a otras nombradas W/I/D a
través de un fendmeno denominado leaky scanning, escaneo con fugas, es un fenémeno en el que
el ribosoma a veces omite un triplete de codones de iniciacion débil en el ARNm al inicio de la
traduccion. La subunidad ribosomica 40S continla escaneando hasta un codon de iniciacion
adicional, es entonces cuando el coddn de iniciacién débil puede codificar varias proteinas
diferentes y proteinas mediante edicién de ARNm (Galvan et al., 2013).

Y durante la etapa final del ciclo de replicacion, la asociacién de la nucleocépside con la
proteina de la matriz media la integracién de la envoltura (membrana lipidica) y el virus es liberado
por gemacion desde la membrana celular, a través del complejo ESCRT (Sistema de complejos de
clasificacion endosémica requeridos para el transporte)( Votteler & Sundquist, 2013; Meng & Lever,
2021).

Patogenia

Ambos virus PI3 y VRSB pueden producir 3 manifestaciones clinicas: proceso agudo, forma
subaguda o forma leve y subclinica.

La forma subaguda, es una infeccidon discreta del aparato respiratorio de los bovinos y

ovinos, consistente en fiebre, rinorrea serosa, conjuntivitis y una bronquiolitis y alvealitis,
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generalmente cursan con infecciones leves de auto resolucién en 2 o 3 dias, sin embargo, la
mayoria de las infecciones de PI3, VRSB o ambos interactian con infecciones bacterianas
secundarias, debidas al efecto inmunosupresor, complicando los cuadros clinicos iniciales y
evolucionando de manifestaciones clinicas leves a manifestaciones de signos mas intensos, con
transcurso de enfermedad aguda con signos como fiebre intensa, anorexia, cansancio, disnea,
lagrimeo, secrecién nasal, taquipnea, tos intensa y conduciendo a la muerte de los animales 3 a 5
dias después (Baker et al., 1997; Molina et al., 1998; Ferella et al., 2017).

Los animales adultos con infeccion subclinica generalmente no manifiestan cuadros
clinicos definidos y son autolimitantes, sin embargo, son la principal fuente de infeccién para los
otros animales (Baker et al., 1997; Molina et al., 1998).

Pruebas diagndsticas

Puede realizarse el aislamiento viral con la identificacion directa por microscopia electrénica,
la deteccion indirecta por medio de inmunofluorescencia IF, o por la observacion de efectos
citopaticos en los cultivos de células, sin embargo se trata de técnicas laboriosas, tardadas (los
efectos citopaticos pueden demorar 1 mes en observar dafio celular) y costosas; ademas, los
paramyxovirus tienen la caracteristica de tener dificultad para el aislamiento, ya que los cultivos son
labiles con la consecuente baja sensibilidad. Las técnicas serolégicas son de utilidad, puede
realizarse seroneutralizacion, ensayos ELISA, fijacién del complemento (FC) o aprovechando la
caracteristica de los paramyxovirus, la inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA) (Wellemans, 1977).

Control

Si bien no existe una Unica medida para realizar el control absoluto de la presentacién de las
enfermedades, para disminuir la gravedad de las infecciones o para prevenirlas, algunos
mecanismos de control de las infecciones de PI3 y VRSB en los bovinos incluyen la deteccién de
los animales seropositivos utilizando pruebas de tamizaje, o bien, evidenciando a los animales
enfermos al observar la signologia clinica. Otro método de control es la inmunizacién con vacunas
de virus activo, ya que generan respuesta inmunitaria rapida y estimulan una fuerte respuesta
celular, sin embargo, la eleccién adecuada del tipo de vacunas dependera del estado inmunolégico
de los animales, de la edad, de la eficacia y de la seguridad de las mismas. Se puede realizar el
mejoramiento de la ventilaciéon en las instalaciones, limpieza y desinfeccion, verificacion de la
calidad del agua, medidas de bioseguridad y respeto de las cuarentenas (Betancur et al., 2010;
Makoschey & Berge, 2021).
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PROGRAMAS DE CONTROL DE ENFERMEDADES

Las emergencias zoosanitarias son situaciones de crisis que pueden producirse por
enfermedades transfronterizas, por la propagacion de enfermedades emergentes o reemergentes,
por desastres naturales, o bien debidas al aumento de la incidencia de las enfermedades
endémicas, que cambian de patrén con evolucién hacia epidémicas, inclusive llegando a quedar
fuera de control. Las repercusiones posibles mas importantes suelen ser las pérdidas econémicas
y en el caso de enfermedades zoondticas pueden comprometer la salud publica (Gary et al., 2021).

Es por ello que es importante conocer y tener la capacidad de actuaciébn ante estos
panoramas y mas aun cuando la FAO menciona que en muchos paises existe una inadecuada
preparacion, limitada capacidad de respuesta, asi como coordinacion internacional deficiente, y es
por ello que, aunque no se pueden dar recomendaciones precisas del actuar ante diferentes
emergencias sanitarias, FAO emite directrices generales con el objetivo de poder prevenir la
propagaciéon o introduccién de enfermedades, a fin de garantizar la integridad alimentaria e
inocuidad de los alimentos (Samudio & De Gracia, 2019; Gary et al., 2021).

La FAO (Samudio & De Gracia, 2019) ha establecido cuatro etapas en la gestion de
enfermedades en las situaciones de crisis, las que ha denominado como:

Fase de tiempos de paz en la que el objetivo es prevenir la introduccion o propagacion de
patégenos, asi como evitar que las enfermedades endémicas superen ciertos umbrales previamente
conocidos. En esta etapa las actividades principales que se conducen son los analisis de riesgo
para identificar aquellos factores que puedan predisponer a la presentacion de enfermedad y en
consecuencia evitarlos a través de medidas preventivas. Asi mismo, en esta etapa son importantes
las pruebas diagnosticas para utilizarlas en la deteccion temprana de enfermedades.

Durante la fase de alerta, gracias al monitoreo constante se pueden detectar cambios en el
comportamiento de las enfermedades y en consecuencia se preparan los planes de accién contra
la emergencia mediante implementacion de medidas de control como cuarentena, vacunacion o
sacrificio de animales seropositivos. De igual manera la coordinacion entre diversas autoridades es
importante para difundir informacion clara y precisa del evento.

En la fase de emergencia se realizan investigaciones epidemioldgicas para determinar el
origen y fuente de la enfermedad, asi como, la extension fisica del brote. Se considera la actuaciéon
simultanea y coordinada con instancias de cada pais, con el objetivo de generar apoyos a
productores afectados por las medidas de control, proveer de capacitacion y asistencia en temas

relacionados a desinfeccion y la posible eliminacion de cadaveres.
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En la dltima fase denominada como restauracion, que ocurre posterior al control de la
emergencia, las actividades van encaminadas a la reconstruccion hasta alcanzar el estado previo a
la emergencia, se realizan evaluaciones de dafios y planes de recuperacion con estimaciones de
recursos necesarios.

En otro orden de ideas, los Centros de Control de Enfermedades (CDC, por sus siglas en
inglés) de Estados Unidos, indican que los programas de manejo de emergencias en salud deben
incluir actividades de preparacion y de respuesta, este organismo refiere 3 niveles de activacion de
emergencia, en el que el nivel 3 es el mas bajo y en el que se atienden las necesidades primarias
de respuesta, en el nivel 2 hay un aumento en la magnitud de la respuesta y en el nivel 1 se
establecen mecanismos de respuesta internacional (Rasmussen & Goodman, 2019). De igual
forma, organiza los niveles de respuesta de acuerdo a las areas de experiencia en cada grupo
guienes trabajan de manera coordinada, estableciendo asi grupos de respuesta cientifica
(responsables de aspectos epidemioldgicos y control de enfermedades como el desarrollo de
vacunas), el grupo de epidemiologia y vigilancia (responsables del monitoreo y rastreo de la
propagacion de enfermedades infecciosas y de otras amenazas a la salud, utilizan herramientas
estadisticas para evaluar patrones y tendencias de prevalencias , asi como establecen la
distribuciéon de vacunas), el grupo de modelado utiliza modelos matematicos para predecir la
propagacion, el grupo de salud ambiental identifica y mitiga factores ambientales que puedan
contribuir a la propagacion de enfermedades, los laboratorios desarrollan pruebas diagnésticas para
identificar patégenos y garantizan que las pruebas desarrolladas sean pruebas precisas y oportunas
y de igual manera difunden informacion para que los resultados se comuniquen de manera efectiva,
existe el grupo de atencién médica y contramedidas, quienes desarrollan terapias de tratamiento e
inclusive el desarrollo de nuevos medicamentos; el grupo de operaciones internacionales coordina
la respuesta en diferentes paises y finalmente el grupo de migracion global y cuarentena identifica
poblaciones de alto riesgo para implementar actividades de cuarentena.

Toda la actividad de los grupos deberd estar respaldada por el area de sistemas de
informacién geografica, quienes ayudan a investigar patrones de transmision, lugares comunes,
factores de exposicion, de transmision y sus hipoétesis, con la finalidad de entender la propagacion
de enfermedades.

En fases de emergencia los CDC recomienda seguir los pasos siguientes para la atencion de la
crisis de salud:
1. Preparacién para el trabajo de campo mediante la generacion de mapas situacionales, que
pueden incluir redes de comunicacion y otros aspectos de interés.

2. Confirmacién de los diagnésticos de la enfermedad.

62



Identificacién de anormalidades en los umbrales de prevalencia.
Recopilacién y geocodificacion de datos para el estudio de brotes de enfermedades.

Organizacion y tabulacion de los datos en funcién de tiempo, lugar y tasas de afeccion.

o v~ w

medidas de control o prevencion mas efectivas basado en resultados y en geoestadistica
para la toma de decisiones informadas.

7 y 8. Desarrollo de hipétesis y planeacion de estudios a partir de estadistica geoespacial
avanzada para comprender las asociaciones espaciales y temporales, asi como establecer
teorias de agente causal, modo de transmision y ubicacion de las fuentes de exposicion.

9. Realizar medidas para reducir o eliminar la propagacion de las enfermedades mediante
programas de accion identificadas como efectivas. Puede incluir actividades de monitoreo de
prevalencias e incidencias para la toma de decisiones.

En México se cuenta con el dispositivo de emergencias en sanidad animal (DINESA)
operado y ejecutado por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) coordinado por la Direccion General de Salud Animal a través de los grupos
estatales de emergencia de sanidad animal (GEESA), para hacer frente a las emergencias de
tipo sanitario, con este dispositivo se ejecutan las medidas de prevencién, control y erradicacion
de enfermedades exdticas y emergentes que son consideradas como peligro potencial para la
ganaderia nacional o la salud de la poblacién. Las actividades para el control de enfermedades
y en atencion al productor incluyen asistencia técnica, diagnostico, capacitacién, trampeo, toma
de muestras, control quimico, biolégico o cultural, vacunacién, eliminacién de animales, control

de movilizacion, divulgacion e implementacion de cuarentenas (DOF: 30/12/2022%).

* Acuerdo por el que se dan a conocer las Reglas de Operacion del Programa de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria de la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, para el ejercicio fiscal 2023.
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Capitulo 2. Metodologia general
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Banco de sueros

Durante los afios de 2011 y 2012, la SAGARPA (hoy Secretaria de. Agricultura y Desarrollo
Rural, SADER) y la UNAM (Universidad Nacional Autbnoma de México) realizaron encuestas,
diagnosticos reproductivos y la coleccion de alrededor de 30 000 muestras de sangre para
establecer un banco de sueros bovino (Cuadro 5). Este banco centraliza un nUmero de muestras
representativo de cada estado y para 30 entidades federativas de la Republica Mexicana,
excluyendo a la Ciudad de México y Baja California Sur. Este banco de sueros es la primera
coleccion de muestras del hato nacional obtenidas bajo un disefio que permiten inferencias desde
el nivel estatal, colectadas aleatoriamente de unidades de produccién en donde no se realizaban
vacunaciones. Las muestras se encuentran en un cuarto congelador a -20° C identificadas por
medio de un sistema de codigo de barras que permite la tipificacion de cada animal por rancho,
municipio y estado de la Republica. De igual manera, se colectaron datos de la unidad de produccion
como region climatica, humedad, temperatura, fin zootécnico, y manejo reproductivo de los animales

muestreados para ser analizados como posibles factores de riesgo.

Para contar con un muestreo representativo del hato bovino nacional, se calculé un tamafio

muestral con la férmula:

=182
N —1)B2
" T

Donde:

N= Poblacién de bovinos reportada en el programa ganadero (PROGAN)
p= Prevalencia del 50%

g=1-p

B= error 3%

Z= confianza 95%

(Segura & Honhold, 2000)

Ademas, se calcul6 el nimero de muestras requerido por estado, considerando el tamafio
de hato predominante en cada entidad, observando 3 categorias de hatos: pequefios (menos de 35

animales), medianos (entre 36 a 100 cabezas por hato) y grandes (mas de 100 animales).
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Cuadro 5. Listado del numero de muestras colectadas en cada estado de la repuUblica mexicana

Estado # muestras
Aguascalientes 1114
Baja California 251
Campeche 820
Chiapas 1368
Chihuahua 331
Coahuila 335
Colima 1268
Durango 1225
Estado de México 370
Guanajuato 1185
Guerrero 1080
Hidalgo 1403
Jalisco 1775
Michoacén 879
Morelos 585
Nayarit 2506
Nuevo Ledn 751
Oaxaca 1396
Puebla 2538
Querétaro 1215
Quintana Roo 590
San Luis Potosi 1187
Sinaloa 608
Sonora 756
Tabasco 1188
Tamaulipas 1366
Tlaxcala 168
Veracruz 901
Yucatéan 565
Zacatecas 422
Total 30146
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Desarrollo y validacion de un ensayo pentaplex para la identificacion
de anticuerpos contra enfermedades virales comunes en bovinos
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El siguiente articulo muestra el desarrollo del ensayo mdltiple, su optimizacion, validacion y
la discusion de los resultados, llevados a cabo como parte inicial de los trabajos de doctorado.
Posteriormente, con dicho inmunoensayo se condujo el analisis epidemioldgico de DVB, IBR, LEB,
PI3 y VRSB en el territorio nacional, el cual ha sido aprobado para su publicacién en la revista
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Development and validation of a pentaplex assay for the
identification of antibodies against common viral diseases
in cattle
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Abstract

Animal welfare and economic implications of infectious diseases in cattle demand an efficient surveillance as the foundation
for control and eradication programmes. Bovine respiratory syncytial virus (BRSV), Parainfluenza virus type 3 (PI3V), Bovine
herpes virus-1 (BoHV-1), Bovine wviral diarrhoea virus (BVDV), and Enzootic bovine leukosis virus (EBLV) cause common and
often underdiagnosed diseases in catile that are endemic in most countries [1]. A hallmark of individual exposure to a viral
pathogen is the presence of antibodies directed towards that virus. The aim of this study was to develop and validate a penta-
plex assay to simultaneously detect and quantify antibodies against BRSV, PI3V, BoHV-1, BVDV and EBLV in serum, as an effi-
cient tool to yield epidemiological data. Monoplex assays were initially developed using either complete BRSV or BoHV-1 viral
lysates, or recombinant proteins for BYDV, EBLV or PI3V as capture antigens. In addition, 125 serum samples from unvaccinated
cattle, which were classified as positive or negative for each of the viruses by commercial ELISA kits, were used for validation
Conditions established for the Luminex monoplex assays were adopted for the pentaplex assay The accuracy, determined by
the area under the ROC curve, was greater than 0 97, and assay diagnostic sensitivities and specificities were over 95 and 90%,
respectively, for all antigens. Intra (r) and interassay (R) coefficients of variation were under 10 and 20%, respectively. Selectiv-
ity towards target viruses was shown by binding inhibition assays where unbound viruses reduced fluorescence intensities
Diagnostic agreement for samples analysed simultaneously in the monoplex and multiplex assays was almost perfect. In
conclusion, a highly sensitive pentaplex assay was validated for the simultaneous identification of antibodies directed against
BVDV, BoHV-1, PI3V, BRSV and EBLV in serum. The developed pentaplex assay complies with performance characteristics
established by international guidelines for diagnostic tests and may be used as a tool for the implementation of epidemiologi-
cal surveillance.
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DATA SUMMARY

Data underlying this research can be retrieved using the following link on Figshare: https://doi.org/10.6084/m9 figshare.22341601.
v3 [2]. This file has three worksheets with: (1) the mean fluorescent intensities for positive and negative samples used to estimate
sensitivities and specificities in the ROC analyses. (2) Mean fluorescent intensities of positive and negative quality controls in
the pentaplex assay, and their inter- and intra-assay coefficients of variation. (3) Correspondence analysis of sample status when
analysed in either the monoplex or pentaplex formats.

INTRODUCTION

Infectious diseases in cattle have significant animal welfare and economic implications that threaten the sustainability of produc-
tive enterprises and affect the quality, quantity and availability of animal products. In addition, lack of specific treatment for viral
diseases contribute to the increased use of antibiotics, as they are often associated with secondary microbial infections.

Bovine respiratory syncytial virus (BRSV), Parainfluenza virus type 3 (PI3V), Bovine herpes virus-1 (BoHV-1), Bovine viral
diarrhoea virus (BVDV) and Enzootic bovine leukosis virus (EBLV) cause common and often underdiagnosed infectious
diseases in cattle that are endemic in most countries according to the WOAH [1]. Bovine respiratory syncytial virus is a
paramyxovirus with cytopathic effects, clinical signs of infection are limited to the respiratory system and vary from inapparent
to severe [3]. Control is achieved by modified live or inactivated virus vaccines. Morbidity tends to be high (prevalence of
antibodies in the US ranges from 60-80%) and mortality rate spans from none to 20% [4, 5]. Parainfluenza virus type 3 (PI3V)
is also a paramyxovirus that is widely spread in cattle and other ruminant populations, which by itself causes subclinical to mild
respiratory signs. However, PI3V infection predisposes the respiratory tract to secondary bacterial pneumonia. Inactivated and
modified live vaccines are available for its control [6]. Bovine herpes virus-1 (BoHV-1) infection is associated with multiple
disease syndromes in cattle including infectious bovine rhinotracheitis syndrome (IBR), conjunctivitis, pustular vulvovaginitis,
balanoposthitis, abortion, encephalomyelitis and mastitis. Adult cattle are the principal reservoir, with high prevalence that
indicates a wide distribution [7, 8]. The IBR syndrome, caused by BoHV-1 infection, is rarely fatal in mature cattle unless
complicated by secondary bacterial infection of the lung. Despite the low mortality, IBR causes considerable economic losses,
and an IBR-free status is required for semen and embryo trade in the European Union [7]. Bovine viral diarrhoea is caused
by a pestivirus producing infections that range from subclinical to mucosal disease. It also associates with repeat breeding,
abortion, foetal mumification, congenital defects, immunotolerance and persistent infections. Nonetheless, its most important
effect isimmunosuppression that facilitates the synergistic infection with other pathogens [9]. Enzootic bovine leukosis (EBL)
is caused by a retrovirus. An overt cause of economic loss for the producer of EBLV infected cattle is the decommission of
carcases affected by lymphomatous tumours. However, more difficult to quantify is the immunosuppression that facilitates
secondary infections, which cause suboptimal performance, and a diminished response to vaccination and to natural infections
[10, 11]. The economic toll caused from these diseases for bovine producers in North America and Brazil has been calculated
in several millions of dollars annually [6, 12].

The implicit animal welfare and economic consequences of infectious disease occurrence, due to decreased productive perfor-
mance, increased mortality rates, possible reproductive failure, as well as preventive and treatment costs [7, 8, 13]; have led
many countries to implement surveillance, control and eradication programmes. Further, as control programmes advance, more
rigorous regulations are enacted for commercialization of gametes, live animals and animal products at regional, national and
international levels [7] to avoid an increase in prevalence in endemic areas and potential outbreaks in disease-free countries.

Control and eradication programmes require an ongoing intervention through surveillance of pathogen exposure in hosts and
susceptible individuals. Initial tests for establishing prevalence of a disease often rely on serological antibody identification, since
the antibody registry unequivocally indicates previous or current contact of the population to an infectious agent. Moreover,
the development and validation of diagnostic platforms that allow for the detection of antibodies associated to several diseases
of interest in parallel (multiplex) in a single sample, potentially provide a detailed snapshot of individual exposure and allow for
determination of prevalence rates. Later serological surveillance could confirm the success of vaccination programmes.

Multiplexing technologies have been increasingly used in human health diagnoses, since rapid assessment of several causative
pathogen infections and/or differential identification of diseases that have similar symptoms are frequently necessary [14, 15]. In
veterinary sciences, multiplexing has predominantly relied on custom assays developed in open platforms that have been mainly
tailored to solve particular research demands [14, 16-18], but that have the potential to significantly increase epidemiological
resources. The xMAP technology is a microsphere-based assay where beads have unique emission profiles for individual fluores-
cent wavelength identities that allow users to construct assays with multiple analyte sets. It is a flow-cytometry-like system that
allows for each individual microsphere to be queried, and multiple readings are taken per microsphere-set, providing statistical
validity and robustness to the data (for details see [19]). The aim of this study was to develop and validate a pentaplex assay, using
the Luminex x-MAP platform, to detect and quantify serum antibodies directed against five viral pathogens (BRSV, PI3, IBR,
BVD and EBL), as a tool to yield epidemiological data in cattle production units.
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METHODS

Viruses were procured from the American Type Culture Collection (ATCC) (http://www.atcc.org/): BRSV, Iowa strain (FS1-1),
Catalogue No. VR-1485; BVDV, NADL strain, Catalogue No. VR-1422; BoHV-1, Colorado-1 strain, Catalogue No. VR-864; PI3V,
SB strain, Catalogue No. VR-739; and EBLV, BL3.1 cells. Catalogue No. CRL-2306, RRID:CVCL 3455. Viruses were grown in
Madin—Darby bovine kidney cells (NBL-1; RRID: CVCL_0421) cultured at 37°C for 6 days in Minimum Essential Medium Eagle
with 10% fetal calf serum, supplemented with penicillin (100 Uml™)/ streptomycin (100 mgml ™)/ amphotericin B (0.25mgml ™).
Infected cell cultures were then subjected to two freeze—thaw cycles and later centrifuged at 4000 g for 10 min to remove cellular
debris. Protein concentrations were subsequently measured in the supernatant with a spectrophotometer at 260 nm. Viral titres
were obtained by end-point dilution TCID, using the Reed-Muench method [20].

Viral antigens

Complete BRSV and BoHV-1 were used as antigens in their respective monoplex assays, as well as in the pentaplex assay. In
addition, recombinant antigens were produced for the detection of antibodies against BVDV, PI3V and EBLV in both platforms.
Bovine viral diarrhoea virus and PI3V virus RNA was isolated from their respective cell cultures and DNA was purified from
EBLV-infected cells. Genes encoding viral antigens were amplified by PCR or RT-PCR. Antigen coding viral gene name and
size, as well as primer sequences used for amplification are shown in Table 1 (GenBank access data for the reference genes are:
EBLV: AY078387; BVDV: AJ133738; PI3V: AF178655). Primers were designed to include BamH1 sites for cloning and a sequence
encoding for six histidines at the 3 " end, for affinity purification. The amplified viral genes were cloned into the baculovirus mobi-
lization vector pFasTBacHa (BacToBac, Invitrogen), following manufacturer recommendations (https://tools.thermofisher.com/
content/sfs/manuals/bactobac_topo_exp_system_man.pdf). Briefly, the recombinant pFastTBacHa DNA clones (Thermofisher.
com) were used to transform competent DH10BAC cells to generate recombinant bacmids by transposition. The recombinant
bacmid DNA was then isolated and employed to transfect SF9 cells to obtain infectious recombinant baculovirus. For recombinant
antigen production, the recombinant baculovirus were grown on SF9 insect cells that were cultured for 3 days, and subsequently
pelleted by centrifugation at 4000r.p.m. for 10min. Pelleted cells were later lysed with 0.1 M Tris at pH 7.5, with 0.15 M NaCl
and 1% Triton X-100, incubated for 30 min on ice, homogenized, and subsequently centrifuged at 4000 r.p.m./10min. Finally,
the supernatant was recovered, and protein content quantified by spectrophotometry at 260 nm.

Positive and negative quality control sera

One hundred and twenty-five samples (expecting a 95% diagnostic sensitivity with 5% error [21, 22]), from unvaccinated cattle
were tested with commercial ELISA monoplex kits (BVDV 99 4400; IBR Ab 99-41459; PI3 P00652-2; BRSV P00651-2; EBLV;
P02110-5; Idexx Laboratories, Westbrook, Maine, USA) to establish the negative or positive antibody status for each disease.
Later, for validation of monoplex assays in the Luminex x-MAP platform, the ELISA defined positive sera for a single disease, and
negative samples for at least the disease being tested, were designated as positive (monoPC) and negative monovalent controls
(monoNC), respectively. Seven serum samples resulted positive for all five diseases, these were pooled and used for the validation
of the pentaplex assay as a polyvalent positive control (polyC). Since none of the samples tested negative for all five diseases, foetal
bovine serum (FBS) was used as the negative control for development and validation of the pentaplex assay.

Pentaplex assay development and validation

For the development and validation of the pentaplex immunoassay, each individual antigen (recombinant gE/BVD, HN/PI3,
gP51/EBLV, and BoHV-1 and BRSV complete viruses) was firstly tested and standardized in monoplex indirect ELISAs to
determine the appropriate working concentrations. These were set at 2 ug for recombinant proteins HN (PI3V), gp51 (EBLV)
and gE (BVDV). As for BRSV and BoHV-1, 5 g and 2 pg of complete viruses were respectively used. The concentration of
the biotin conjugated secondary antibody (anti-bovine IgG; Jackson Inmunoresearch 101-065-165; RRID: AB_2337297) was
set at 1:10000 dilution for all monoplex ELISA assays.

Table 1. Enzootic Bovine Leukosis virus (EBLV), Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) and Parainfluenza virus type 3 (PI3V) encoding gene names and
sizes, and primer sequences used for amplification

Virus Gene (size) Primer sequences
BVDV E2 (1165pb) E2DVBF 5" ATGGATCCGCTGATAACAGGRGYGCAAGG 35
E2DVBRhis

5" AT GGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTG CTGATAAGACCATGTATGTRACCAG 37

PI3V HN (1719pb) HNBPI3F 5" ATGGATCC GATGGAATATTGGAAACACAC 3
HNEPI3Rhis 5 ATGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTG GCTGCAGTTTTTCGGAAC 3

EBLV gp51 (1570pb) BIVF 5’ ATGGATCC GATGCCYAAAG AACGACGGTCCCG 33
BIVRHis 5’ ATGGATCCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG GGGCAGGGTCGRAGGTTGATGTAATCG ¥
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Regarding antibody detection using the xMAP technology from Luminex, five distinctive fluorophore-coded microspheres
(1.25x10° microspheres per antigen; BioRad Laboratories, Magplex-C Microspheres, MC10051-01) were covalently bound
[23] to the complete viruses or to the recombinant viral antigens, using the carbodiimide method. The antigen—antibody
interaction when present was therefore specific and revealed by a second antibody (anti-bovine IgG) labelled with biotin,
as an anchor for streptavidin-phycoerythrin (PE) (BioRad Laboratories, 171304501) [23, 24]. The Luminex system allows
for the microspheres to be read individually using two laser diodes. The first laser (635nm) identifies the microsphere
code (specific for each virus or viral antigen) and the second laser (523 nm) excites the PE when an antibody is bound to
the microsphere-linked antigens [19, 23]. The optimum amount of inclusion of sera in the assay was determined by testing
sample dilutions from 1:2 to 1:32768. The best antibody binding for all antigens was obtained between 1:8 and 1:20 dilution.
The detection limits of antibody quantification were estimated by serial dilutions of the polyC and reported as the highest
dilution that differed from non-specific binding values (NSB) (AOAC 2002).

For monoplex and pentaplex assays in the Luminex platform, 400 antigen-bound microspheres were added per well in a total
volume of 50 ul of blocking buffer (PBS 0.01M -Sigma P3813- with 1% albumin -Sigma 7906- and 0.05% of sodium azide
[NaN,] -Sigma 199931, pH 7.4), for each viral antigen studied. Fifty microlitres of the positive or negative control samples
(diluted 1:10) were then added to the reaction and plates were incubated for 2h. Wells were subsequently washed with a PBS
solution with 0.05% tween 20 (Sigma P1379), and 50 pl of biotin-bound anti-bovine IgG were added at 1:10000 dilution and
incubated for a further 2 h. After a second wash, antigen-antibody complexes were unveiled by the addition of 50 ul 0f 1:100
PE in blocking buffer. Beads were subsequently rinsed and resuspended in 100 ul wash solution. Mean fluorescent intensity
(MFI) for independent antigens was measured and recorded simultaneously by the Luminex platform (Bioplex 100/200,
BioRad laboratories). All assays were conducted at 25°C, with plates protected from light and under constant agitation at
300r.p.m. throughout.

For validation of the pentaplex assay, antigens were initially evaluated within the Luminex platform as monoplex assays, using
the respective monoPC and monoNC to establish cut-off points. Once the monoplex assays were standardized, according to
international guidelines (AOAC 2002 [25]), validation of the pentaplex assay was conducted.

Cut-off points (measured in MFI), diagnostic sensitivity and specificity, and positive likelihood ratios (LR+ >10) for monoplex
and pentaplex assays were determined by the receiver operating characteristics (ROC) curve method (Prism 8 GraphPad Prism
— software; RRID:SCR_002798) in triplicate. Cut-off points for each disease were selected for diagnostic sensitivity and specificity
values greater than 90%. The likelihood ratios for the positive results were selected at values above 10 [26].

Pentaplex assay precision was determined by repeatability (r) and reproducibility (R) parameters. For the former, polyC
and FBS samples were analysed within the same assay in five replicates. An intra-assay coefficient of variation below 20%
was considered adequate according to international specifications (AOAC 2002 [25]; Norma Oficial Mexicana NOM-177-
SS§A1-2013 2013 [27]; USPC 2019 [28]). For the latter, polyC and FBS were evaluated in quintuplicate on three independent
assays. An inter-assay coefficient of variation below 20% was deemed as adequate (AOAC 2002 [25]; Norma Oficial Mexicana
NOM-177-8§A1-2013 2013 [27]; USPC 2019 [28]).

Selectivity, shown by antibody binding to its particular antigen [29], was evaluated for BVDV, BoHV-1, and PI3V by binding
inhibition monoplex assays. Soluble viral antigens at neat and 1:2 dilutions were added to the reaction to inhibit sample
antibody binding (monoPC) to the microsphere-linked antigens. In addition, baculovirus expressing haemagglutinin antigen
form the H7N3 influenza virus were added as a negative control. These assays were performed in triplicate and the results
were expressed as binding percentages.

Agreement on dichotomic results (positive or negative sample status) in monoplex and pentaplex assays was evaluated in simulta-
neously ran tests. Sixty samples for BoHV-1, BVDV, PI3V and EBLYV, as well as 44 samples for BRSV were used, and the agreement
between monoplex and pentaplex assays was estimated by corrected Cohen's Kappa coefficient [30, 31].

RESULTS

Antibody quantification, which differed from non-specific binding values, was achieved for all antigens tested at sample
dilutions between 1:2 to 1:1024 in both monoplex and pentaplex Luminex assays. To establish optimum true positive rate
(sensitivity) and false positive rate (1-specificity) parameters, ROC curves were plotted for mono and pentaplex assays. The
area under the curve (AUC) was greater than 0.97 for all antigens (Fig. 1). Mean fluorescent intensities for the positive and
negative control samples and optimized cut-off points for viral antibodies are shown in Fig. 2. Diagnostic sensitivity and
specificity were over 95 and 90%, respectively, with positive likelihood ratios greater than 10 in all cases (Table 2).

All assays were deemed as having an excellent precision according to Eurachem [32] and FEUM guidelines, with intra-assay
coefficients of variation (r) below 10%, and inter-assay coefficients of variation (R) lower than 20% (Table 2).
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Fig. 1. ROC analyses showing diagnostic sensitivity and specificity values at different cut-off points in Luminex monoplex assays to detect serum
antibodies directed against Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), Bovine Herpes virus-1 (BoHV-1), Parainfluenza virus type 3 (PI3V), Enzootic Bovine
Leukasis virus (EBLV) and Bovine respiratory syncytial virus (BRSV).

Selectivity towards the viral antigens was shown by binding inhibition assays (Fig. 3) where the addition of unbound BVDYV,
PI3V and BoHV-1 viruses reduced MFI values. Further, the inclusion of baculovirus expressing influenza H7N3 viral antigens
to the assay reaction showed low non-specific non-specificity (<5%).

To validate the pentaplex assay, established conditions for the monoplex tests were used when all antigens were combined within
the same assay (pentaplex platform). The AUCs for the pentaplex assay, which are used to determine sensitivity and specificity
parameters, did not differ with those obtained for the monoplex tests (Table 2). Moreover, diagnoses agreement for samples

analysed simultaneously in the monoplex and multiplex assays was almost perfect for BoHV-1, EBLV, BRSV and BVDV (>0.81)
and substantial for PI3V (0.61-0.80) (Table 3).

DISCUSSION

A highly sensitive pentaplex assay was validated for the identification of serum antibodies directed against BVDV, BoHV-1, PI3V,
BRSV and EBLV. All antigens developed were specific and recognized by antibodies of samples that tested positive by commercial
ELISA kits. In addition, a binding inhibition assay proved the selectivity of the antigens to particular viruses or viral antigens.
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Fig. 2. Mean fluorescent intensities for positive (red) and negative (blue) control samples in monoplex assays standardized in the Luminex platform
The horizontal lines show the selected cut-off peints for Bovine respiratory syncytial virus (BRSV), Parainfluenza virus type 3 (P13V), Bovine Herpes
virus-1 (BoHV-1), Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), and Enzootic Bovine Leukosis virus (EBLV). (+=positive control, -=negative control for each
disease tested)

Table 2. Performance characteristics of the Luminex Pentaplex assay for Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), Bovine Herpes virus-1 (BoHV-1),
Parainfluenza virus type 3 (PI3V), Enzootic Bovine Leukosis virus (EBLV), and Bovine respiratory syncytial virus (BRSV), antibody detection. Cut-off
points values are shown in mean fluorescent intensity units (MFI). Sensitivity (Se), specificity (Sp), accuracy (AUC), positive (LR+) and negative (LR-}
likelihood ratios, and coefficients of variation (CV) for reproducibility (R) and repeatability (r) of at least three assays are shown

Antigen Cut-off Se sp AUC LR+ CV (%)
(MET) (%) (%) 95%
R r

gE2 rBVDV 683.6 100 947 0.981 (0.95-1.00) 19.00 11.03 428
BoHV-1 313.1 100 98.8 0.999 (0.95-1.00) 83.00 10.84 639
HN rPI3V 8331 100 93.1 0.970 (0.95-1.00) 1450 20.00 3.5
gP51 TEBLV 430 96.43 96.8 0.981 (0.95-1.00) 29.89 493 5.10
BRSV 621 100 96.67 0.995 (0.98-1.00) 300 963 3.86

Further, identification of positive and negative samples by monoplex and pentaplex assays had an almost perfect agreement. The
detection limit for all diseases was effective up to a 1:1024 sample dilution.

For an equivalent number of determinations, multiplex assays have several advantages over monoplex assays. The simultaneous
analyses for different antigens, with the reduction in the amount of sample, reagents and time needed for diagnosis are undoubt-
edly amongst the most important, facilitating epidemiological research and surveillance [24, 33]. However, no guidelines are
recognized for validation of multiplex assays, and recommendations published for the standardization of single assays are typi-
cally used. Thus, assays need to be firstly validated individually (as monoplex tests) to establish conditions that are subsequently
transferred to the multiplex platform [34].

In this study, both monoplex and pentaplex assays for all viral antigens showed diagnostic sensitivity and specificity above 95
and 93%, respectively, with excellent accuracies (ROC AUC >0.96). Receiver-operating characteristics (ROC) analyses calculate
sensitivity and specificity parameters over an uninterrupted range of cut-off points (MFI), subsequently plotting the results. The
value for the area under the curve (AUC) of such plots indicate the probability of correctly classifying the sample. A trade-off
between diagnostic sensitivity and specificity is inevitable, however selected cut-off points for the assay are established when both
parameters are above 90% and the AUC approaches 1, hence complying with the performance guidelines set up by regulatory
bodies (AOAC 2002; [25]; Norma Oficial Mexicana NOM-177-S§A1-2013 2013 [22]), and efficiently separating between positive
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Table 3. Diagnoses agreement expressed by the corrected Cohen's kappa coefficient, and area under the curve (AUC) for samples analysed
simultaneously in monoplex and multiplex Luminex assays for Bovine viral diarrhoea virus (BYDV), Bovine Herpes virus-1 (BoHV-1), Parainfluenza
virus type 3 {PI3V), Enzootic Bovine Leukosis virus (EBLV) and Bovine respiratory syncytial virus (BRSV)

Antigen Monoplex assay Multiplex assay Corrected Cohen's kappa
AUC AUC coefficient (k)

gE2 rBYDY 0.937 0.960 0.93

BoHV-1 0.835 0.852 0.92

HN rPI3V 0846 0.788 077

gP51 rEBLV 0.832 0.830 0.86

BRSV 0.943 0.940 0.96

<0 No agreement; 0.0-0.2 slight agreement; 0.41-0.60 moderate agreement; 0.61-0.80 substantial agreement; 0.81-1.00 almost perfect agreement [30, 31].

and negative samples. Further, given the likelihood ratios observed, the probability that samples classified as positive by the assay
come from animals that were indeed exposed to the field virus (since tested sera came from non-vaccinated animals) was at least
10 times greater than those with negative results [35].

Assay selectivity, shown by antibody binding to its particular antigen, was warranted firstly by either using the whole virus
(BoHV-1 and BRSV) or by selecting immunodominant and highly conserved antigens present at the viral surface (gp51, HN, and
gE2 for EBLV, P13V, and BVDYV, respectively). Secondly, selective binding of serum antibodies to the viral antigens was confirmed
by a decreased fluorescent signal in monoplex inhibition tests [22], where soluble antigens were added to the assay reaction.
Moreover, the addition of baculovirus-H7N3 to the assay did not cause inhibition of the signal, indicating that baculovirus antigens
were not recognized by bovine serum antibodies and thus did not interfere with the outcome. This is relevant as the recombinant
antigens used herein were produced in a baculovirus expression system.

Conveyance of performance characteristics from monoplex assays to multiplex assays may be challenging as there is the potential
for assay cross-reactivity and interference between analytes [34]. However, since all antigens used for assays in this study belonged
to different viral families, the possibility of cross-reactivity was scarce. This assertion was further supported by lack of homology
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when paired comparisons between the sequences of all antigens were performed (BLasT data not shown, NCBI GenBank). Hence,
serum antibodies directed against an antigen are unlikely to recognize a different antigen non-specifically [29, 36].

High repeatability and reproducibility were observed for all the assays validated (monoplex and pentaplex). The intra-assay (r)
and inter-assay (R) coefficients of variation were within the acceptable range (i.e. below 20%) [32, 36]. Hence, all validated assays
had performance characteristics to be qualified for clinical diagnosis.

Taken together, the above evidence indicates that the monoplex assays validated in this work could be successfully merged to a
pentaplex platform, without altering performance parameters. Moreover, to effectively assess the diagnostic efficiency of monoplex
and pentaplex formats, samples were tested in both platforms simultaneously, finding a substantial agreement for PI3V and an
almost perfect agreement for BoHV-1, EBLV, BRSV and BVDV (Table 3) [31]. Thus, an efficient pentaplex assay for simultaneous
antibody quantification against five viral cattle diseases with high diagnostic sensitivity, specificity and selectivity was validated
for sero-epidemiological studies.

All assays were highly sensitive and able to discriminate the presence of antibodies from the 1:2 dilution. Nonetheless, the dilution
that characterized the detection limit varied slightly for each antigen, with the 1:1024 dilution successfully discriminating positive
samples from non-specific binding values for all five antigens tested. Albeit assays could discriminate positive samples in a wide
range of dilutions, the MFI was diminished at low dilutions (1:8 or below). This counter-intuitive phenomenon (hook effect)
occurs when an excess of antibodies impairs their effectiveness to form immune complexes [37]. With high dilution detection
limits, a minimal volume of sample is needed for the determination of antibodies without affecting the diagnostic efficiency of
the assay. This attribute is particularly useful when analysing samples combined as pools for epidemiological screening, where
antibodies of a positive sample could potentially be diluted [37, 38]. A further advantage of a high sample dilution is decreasing
potential interference of unrelated sample components in the assay [36], thereby reducing non-specificity. In this regard, non-
specificity of the assay is also diminished by the Luminex xMAP platform since antigens are covalently bound to the surface of
the fluorescent beads. This contrasts with most other assay types, where antigens are attached to the plate surface by electrostatic
adsorption, leaving multiple active sites that could later bind to non-interest molecules, antibodies or the conjugate to create
non-specific signals [23, 39]. Moreover, contrasting with assay platforms where the signal is developed and read in the same well
where the reaction takes place, bead signal acquisition in the Luminex xM AP assays occur in a capillary where the antigen-linked
beads are individually incited by a laser, reducing the possibility of reading non-specific immune complexes formed during
incubation [23].

Multiplexing in its various platforms will likely substitute monoplex assays for massive serological surveillance. As with ELISA,
xMAP allows for the in-house development of assays, optimizing the antigens of interest and permitting the customization of
antigen panels to suit specific needs. The development of an xMAP assay is no more complicated than that of an ELISA that
uses the same antigens, in most cases yielding similar or even higher sensitivity. Several multiplex assays have been developed
by other research groups to study bovine diseases. Fontana ef al. [40] created a multi-antigen assay for the serological detection
of bovine tuberculosis using recombinant proteins, reporting a lack of interference in the multiplex reaction and similar signal
intensity for all antigens used for both the monoplex and multiplex platforms. Others have developed assays for a single pathogen
using multiple antigens with satisfactory results (Yun et al. 2007 [17]). Anderson ef al. [16] devised a multiplex assay similar
to the one reported herein, where BRSV, BoHV-1, BVDV and PI3V were studied using viral lysates as capture antigens. These
authors found that the performance of the multiplex assay was equivalent to that of the monoplex ELISA for two of their antigens
(BoHV-1 and PI3V), while it was lower for the other two (BRSV and BVDV). The reason for the later decline in performance is
not clear [16]. Nonetheless, the possibility of protein interference or cross-reactivity when multiple viral lysates are used cannot
be ruled out. Although a direct comparison between monoplex ELISAs and the pentaplex assay developed in this work was not
made, the contrast between antigen performance in the xMap monoplex versus the pentaplex assay was similar for recombinant
proteins and viral lysates.

The viruses chosen for the development of the pentaplex assay in this study (BVDV, BoHV-1, EBLV, BRSV and PI3V), have been
targeted in eradication/control programmes in Europe and North America due to increasing disease prevalence [10] and the
ensuing negative impact in herd health and productivity [7, 41, 42]. Eradication programmes establish prevalence by regions, and
encompass preventive medicine programmes and vaccination strategies, as well as the identification, isolation and elimination of
positive animals [7, 41, 42]. Nevertheless, most assessments underestimate the potential impact of secondary complications due
to immunosuppression and related synergistic effects with other pathogens. Hence, costs of control and eradication programmes
should be regarded as an investment, with expenses of diagnostic testing, removal of infected animals, vaccination and monitoring
being factored in against reduced losses in the long term. The inception of any control programme is based on accurate knowledge
of prevalences. In this endeavour, the development of efficient diagnostic tools is the corner stone for the implementation of
epidemiological surveillance and control.
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Estandarizacion de las concentraciones de reactivos en los
inmunoensayos ELISA y Luminex®

Para determinar las condiciones del inmunoensayo, inicialmente se realizaron ELISA’s de

tipo indirectos donde se probaron las concentraciones de antigenos (10, 1, 0.1, 0.01. ug por pozo
equivalente a 200, 20, 2 y 0.2 pg/ml) y del conjugado anti IgG unido a HRP (1/10 000 y 1/20 000)
(Figura 10). Los sueros control positivo (Cp) se probaron en diluciéon 1:10 y los ensayos tuvieron

pozos de uniones no especificas (UNE). Se eligieron las concentraciones de reactivos en las que

las lecturas de densidades oOpticas para el Cp fueran cercanos a 1.0 y para los UNE's menores a

0.1 (Figura 11). Las condiciones de reactivos que dieron los resultados éptimos fueron usadas para

el desarrollo de los ensayos en el sistema Luminex®.
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Figura 10. Densidades Opticas de ensayo ELISA realizado para la estandarizaciéon de PI3, DVB y
LEB, se muestran las uniones no especificas (UNE) y uniones maximas (B0).

5FB LINE C+oonejo 1:10 C+oonejo 1:10 Suero
1 2 3 4 5 ]
A 0.055 0.05 1.084 1.081 0.755 1.057
B 0.0&7 0.048 1.018 1.002 0.774 1.004 VRSB
c 0.057 0.0&2 0.708 0.815 0.551 0.87 IBR
D 0.053 0.05 0.165 0.511 0.555 0.8655
HRP 1:10 000 0.1ug/pozo 0.01ug/pora

Figura 11. Densidades oOpticas de ensayo ELISA realizado para la estandarizacion de VRSB e IBR,
se muestran las uniones no especificas (UNE) y uniones maximas (BO).
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DESARROLLO DE LOS ENSAYOS EN LA PLATAFORMA LUMINEX®
ACOPLAMIENTO DE ESFERAS A ANTIGENOS VIRALES

Los antigenos que tienen naturaleza quimica proteica, incluyendo los de origen viral, son
acoplados a las esferas que tienen grupos carboxilo en su superficie utilizando el protocolo de
reaccion de cabodiimida de dos pasos. El primer paso consiste en activar la esfera con etil-dimetil-
aminopropil-carbodimida (EDC). Este compuesto reacciona con los grupos carboxilo de la esfera 'y
forma un intermediario inestable (o-acilsourea), el cual debe estabilizarse con
nihidroxisufosuccinamida (SNHS). En el segundo paso se da el acoplamiento o unién covalente
donde el intermediario estabilizado reacciona con las aminas primarias de la proteina a acoplar. Las
concentraciones de las proteinas virales usadas para el acoplamiento fueron de 2 pug para HN de
VPI3V, gP51 de VLEB y gE de VDVB. Para los lisados virales de VRSB y de BoHV-1 (IBR) se
utilizaron 5 pg. En todos los casos el acoplamiento se hizo usando 1.25x10° microesferas
magnéticas (Bio Rad Laboratories, Magplex-C Microspheres, MC10051-01, Hercules California,
USA) siguiendo el protocolo referido en el cookbook de Luminex® (Angeloni S, xMAP Cookbook,
2013).

Conteo de microesferas posterior al acoplamiento

La eficiencia de recuperacion de esferas posterior al acoplamiento se calcula como el
cociente del conteo de esferas al final del proceso dividida entre el total de esferas al inicio de la
reaccion y multiplicado por 100. Los conteos se realizaron utilizando un citdbmetro Scepter (Merck
#). Los porcentajes de recuperacion deben ser iguales o superiores al 80% (Angeloni S, xMAP
Cookbook, 2013).

Verificacion del acoplamiento

Con la finalidad de verificar si las microesferas acoplaron sus antigenos respectivos se
realizd un ensayo con controles positivos, controles negativos y una concentracion conocida del
conjugado (anti IgG marcado con biotina). Este Ultimo reacciona con estreptavidina-PE, se evalu6
gue la muestra control positiva diera una lectura alta, que se denomind unién maxima, expresada
en intensidades medias de fluorescencia (IMF) y en el control negativo se observara uniones bajas,
ademas de afadir pozos con esferas sin acoplar, al que se le denomind uniones no especificas
(UNE’s).
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Resultados generales del ensayo pentaplex de Luminex®

ANTIGENOS Y LISADOS VIRALES

Derivado de la produccién recombinante o del cultivo viral, se obtuvieron los antigenos
recombinantes para gE2 del virus de DVB, el HN del PI3, y la glicoproteina gP51 del LEB que una
vez purificados se cuantificaron en concentraciones de 8.73ug/ul de g2 de DVB; 6.10 ug/ul de
gp51 de LEB; 12.12 ug/ul de HN PI3. Los lisados virales para el herpesvirus 1 de la rinotraqueitis
infecciosa bovina y el VRSB tuvieron concentraciones de 4.2 ug/ul para IBR y 4.7 ug/ul para VRSB.

RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DE ANTIGENOS Y LISADOS
VIRALES EN ELISA

Resultados de acoplamiento
Después de realizar la técnica de acoplamiento se estimaron los porcentajes de La recuperacion de
microesferas, posterior al acoplamiento fue superior al 90%. La verificacion de acoplamiento se
realizd en un ensayo monoplex usando controles positivos y negativos monovalentes a cada
enfermedad, y para evaluar las uniones no especificas (UNE’s) se utilizaron sets de esferas sin

acoplar (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados de recuperacion y verificacion de esferas, posterior al acoplamiento de
cada antigeno

Esferas/pozo DVB IBR LEB PI3 VRSB
(64) (51) (37) (26) (43)
Recuperacion de esferas (%) 91 91.7 99 98 99
Control negativo (IMF) 400 23 39 35 36 20
UNE (IMF) 400 17 18 18 17 18

Ensayo multiple pentaplex

El ensayo para el diagndstico de las cinco enfermedades fue validado con los parametros
de sensibilidad (Se), especificidad (Esp) sus intervalos de confianza (IC) 95%, areas bajo la curva
(AUC) e intervalos de verosimilitud para el diagnostico de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB. De manera
general se observa que las areas bajo la curva (AUC) para cada uno de los antigenos fueron

superiores o iguales a 0.97, los puntos de corte obtenidos para cada enfermedad en todos los casos
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tuvieron porcentajes de sensibilidad y especificidad, superiores al 90%. En tanto que los valores de
verosimilitud positivos (LR+) fueron superiores a 10 y los valores de verosimilitud negativos (LR-)

préximos a 0 (ver capitulo 3 en el apartado de resultados, cuadro 2).
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Capitulo 3. Estudios de la
seroprevalencia de diarrea viral
bovina (DVB), parainfluenza 3 (PI3),
Virus respiratorio sincitial bovino
(VRSB), rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR) y leucosis enzootica
bovina (LEB) en el hato nacional
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Disefio muestral, regionalizacion del territorio nacional y calculo del
Tamafo Minimo de Muestra (TMM)

Para el estudio seroepidemiolégico de DVB, IBR, LEB, VRSB y PI3 en la repUblica mexicana,
se regionalizé el pais en 5 zonas ganaderas (Figura 12), denominadas: zona norte (conformada por
los estados de Baja California, Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Leén, Sonora y Zacatecas),
zona pacifico (Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa),
zona centro (Aguascalientes, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Querétaro, San Luis

Potosi y Tlaxcala), zona golfo (Tabasco, Tamaulipas y Veracruz) y zona peninsula (Campeche,

Quintana Roo y Yucatan). Esta regionalizacion obedece a condiciones agroecoldgicas y de manejo
en los hatos similares, ademas se deriva del estudio de la caracterizacion del ganado bovino

realizada por Gonzalez et al. (2019).

Clima
Tipo de clima

Bl caico himedo
Célido subhimedo
Frio

Muy $eco O seco desérsco
Seco y semiseco

Bl Tempiado himedo

Bl Templado subhimedo

Figura 12. Mapa de climas de México, modificado con las zonas ganaderas: 1) norte, 2) golfo, 3)
peninsula, 4) pacifico y 5) centro (Modificado de:
http://gisviewer.semarnat.gob.mx/aplicaciones/Atlas2015/atm_climas.html#). Autor: Garcia, E.
comision Nacional para el conocimiento y uso de la biodiversidad (CONABIO)1998.
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Estudio piloto

Para realizar el muestreo epidemiolégico representativo se calculé el tamafio minimo de
muestras (TMM) considerando las prevalencias previas de un ensayo piloto con 50 muestras de
cada regién (Segura, 2000), se utilizo la férmula para poblaciones finitas de variables dicotémicas
descrita por Segura y Honhold (2000), con 95% de nivel de confianza y un error 0.05%:

1= NZ*TNipig,
VeI ENipig

Donde:

n = Tamafio de muestra

N=Tamafo de la poblacién (total de sueros en el banco)
Ni = Numero de elementos en el estrato i

pi = Prevalencia estimada en el estrato i

gi = 1-pi

d = Precision deseada

Z = Valor de tablas de la distribucién normal estandar

De la poblacién total de muestras de cada zona ganadera (n= 4 071 zona norte; n= 11 465
zona pacifico; n= 9 180 zona centro; 3 455 zona golfo y n=1 975 de la zona peninsula) se realizd
un muestreo aleatorio simple (n= 50 muestras) y posterior al inmunoensayo pentaplex se estimaron
las frecuencias relativas expresadas en porcentaje de cada enfermedad y para cada zona ganadera
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados del estudio piloto de las frecuencias relativas de seropositividad para las
enfermedades de DVB, IBR, LEB, P13 y VRSB en cada zona ganadera

DVB IBR LEB PI3 VRSB
(%) (%) (%) (%) (%)
Norte 36 42 4 50 16
Pacifico 66 24 14 50 70
Centro 12 20 6 48 60
Golfo 42 6 8 64 10
Peninsula 22 26 14 52 34

Con los porcentajes de seropositividad del ensayo piloto, se calcul6 el TMM para el ensayo

gue determind la seropositividad de 5 enfermedades en la republica mexicana usando la zona
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ganadera como conglomerado. En el Cuadro 8 se observa el tamafio minimo de muestra (TMM)
calculado para cada zona y enfermedad. Para garantizar la inclusion del TMM de todas las
enfermedades, se utilizé el nimero mayor obtenido para cada zona (en este caso, los valores de
PI3).

Cuadro 8. Tamafio minimo de muestra calculado para cada enfermedad y para cada zona
ganadera de la republica mexicana

DVB IBR LEB PI3 VRSB
Norte 265 261 75 308 206
Pacifico 696 600 354 818 684
Centro 411 484 208 703 629
Golfo 235 108 90 254 145
Peninsula 83 84 48 111 96
Total 1690 1537 775 2195 1761

La formula de TMM del estudio piloto tuvo ajustes considerando prevalencias pequefas y
grandes (Jaramillo & Martinez, 2010), de acuerdo a las siguientes formulas.

- Prevalencias menores al 30%:

n_(l—p)
=

- Prevalencias >70%:

n=p/((1-p)d)
Donde:
n = tamafio minimo de muestra
p = Probabilidad de que el evento ocurra
d = error estimado

El nimero de muestras calculado con 95% de confianza y 0.05% de error, por cada zona, mas las

50 muestras del estudio piloto se observan en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Numero de muestras analizadas para determinar la seropositividad de DVB, IBR, LEB,
PI3 y VRSB en cada zona ganadera

Zona ganadera NUumero de muestras
NORTE 528
PACIFICO 864
CENTRO 753
GOLFO 367
PENINSULA 174
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SELECCION DE MUESTRAS DE SUERO

Una vez obtenido el TMM se generaron para cada region igual cantidad de nimeros
aleatorios. Estos numeros aleatorios fueron usados para seleccionar las muestras a partir de la base
de datos de cada regién en una hoja de Excel® (Microsoft™, version 16.7, 2019). Las muestras
obtenidas incluyeron 430 municipios (Figura 13) distribuidos en la totalidad de la repuablica

mexicana.

Houston LUISIANA

Golfo de
México
CALIFORNIA'SUR

3 KC:anc{m
v Q-

Figura 13. Representacion grafica de la distribucion de los municipios incluidos en el muestreo para
el andlisis de seropositividad de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB. Se muestran identificadores de la
zona norte en color azul, en color violeta a la zona golfo, en color café a la zona de la peninsula, en
amarillo la zona pacifico y en rojo la zona centro (elaborado con Google Earth).

ANALISIS ESTADISTICO

Los factores de riesgo asociadas a la seropositividad de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB se
seleccionaron segun lo descrito en la bibliografia: fin zootécnico (Ortiz et al., 2020); efecto estacional
(Heald et al., 1992); edad de los animales (Sevik y colaboradores 2015) y tipo de servicio (Hopkins
& Di Giacomo 1997). Ademas, de variables como sistema de pastoreo y clima (simplificado de la
clasificacion de Garcia, 1990). Los datos se obtuvieron a partir de la base usada para caracterizar
el sistema ganadero de bovinos en pastoreo en México (Gonzalez-Padilla et al., 2019).

86



Se realizaron célculos de riesgos relativos y de odds ratios con sus intervalos de confianza
al 95%, considerando como referencia la media de la poblacién en estudio. En los que un valor de
1 indica la ausencia de asociacion, los valores menores a 1 se tienen asociacién negativa con una
menor probabilidad de presencia de la enfermedad y los valores superiores a 1 indican asociacion
positiva, o que su presencia predispone a la seropositividad de las enfermedades (Dominguez-Lara,
2018). Del mismo modo, se considerd que si los intervalos de confianza que no contienen el 1
muestran diferencias estadisticamente significativas.

Las formulas para calcular el riesgo relativo (RR) y odds ratio (OR) (Jaramillo & Martinez,

2010) son:
a C

RRz((a+b)/c+d

)

a C
OR = (E)/(E)
Donde:

a= Expuestos seropositivos

b= Expuestos seronegativos

c= No expuestos seropositivos
d= No expuestos seronegativos
a+b= Total de expuestos

c+d= Total de no expuestos
a+c= Total de seropositivos
b+d= Total de seronegativos

El efecto de los factores de riesgo sobre la variable dependiente (logit de positivos/totales)
se analiz6 por regresién logistica. Los efectos climéticos (temperatura, humedad y su interaccion)
sobre la variable dependiente (logit de positivos/totales) se evaluaron en un analisis multiple (GLMM,
Generalized Linear Mixed Model). En todos los casos la region fue utilizada como variable aleatoria.
Los resultados fueron re-transformados y expresados como proporcion después del analisis.

Los efectos de los factores de riesgo se consideraron significativos cuando las diferencias
fueron indicadas por el analisis de regresion logistica (p< 0.05).
Se realizé un analisis de correlacion entre las seropositividades de las enfermedades de

DVB, IBR, PI3, LEB y VRSB, y se utilizé el criterio de interpretacion de Cohen (1988) que indica:

0.1 a 0.3 correlacion baja
0.3 a 0.5 correlacion media
mayores a 0.5 correlacion alta

Para realizar los andlisis se utilizaron el procesador estadistico Genstat (General Statistic
Program V.23 VSNi) y software Excel (Microsoft© excel©).
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RESULTADOS

PREVALENCIAS GENERALES

Las frecuencias de seropositividad generales encontradas en este trabajo se muestran en el
Cuadro 10. La mayor prevalencia se observa para VRSB (51.6%) y DVB (51.5%), en tanto que la
menor prevalencia aparente fue para IBR (33.9%). Con los resultados obtenidos se considera que
la seropositividad promedio general de las enfermedades VRSB y DVB se encuentra en niveles
hiperéndemicos, y en el caso de en tanto que PI3, LEB e IBR en mesoendémicos.

La seropositividad del VRSB conserva un patron de endemicidad similar en cada zona
ganadera. EI VRSB mostré niveles hiperendémicos en las zonas pacifico, centro y golfo. En
contraste, IBR tuvo los menores niveles, siendo mesoendémica en todas las zonas e incluso reporta
niveles hipoendémicos en el estado de Tlaxcala, debido a la ausencia de casos seropositivos.

Al evaluar la prevalencia aparente de las cinco enfermedades en las zonas ganaderas se
puede distinguir que la zona pacifico tiene seroprevalencias hiperendémicas de manera mas
frecuente (4 de 5 enfermedades) que las otras cuatro regiones ganaderas, cuyos niveles de
endemia predominantes son mesoendémicos.

Cuadro 10. Frecuencias de seropositividad para DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB en cada zona
ganadera de la republica mexicana y sus respectivos IC 95%
DVB IC IBR IC LEB IC P13 IC VRSB IC
Prevalencia/zona (%) (inf-sup) (%) (inf-sup) (%) (inf-sup) (%) (inf-sup) (%) (inf-sup)

Norte 50.6 0.42-061 36.1 0.30-044 423 035051 478 040058 493 0.41-0.60
Pacifico 049067 374 0.32-0.44 0.46-0.63 0.44-0.60 0.50- 0.69
Centro 469 040-055 311 026-037 452 038053 442 037-0.52 0.43-0-60
Golfo 047073 346 0.27-044 433 0.35-0.54 0.42-0.66 0.41-0.64
Peninsula 442 0.32-060 302 022-042 320 023045 401 029055 477 035065
Generales 33.9 43.3 47.2

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

Las prevalencias aparentes estatales, para cada ubicacion municipal y para cada
enfermedad se representaron en mapas coropléticos de las figuras: Figura , Figura , Figura y Figura
. Las prevalencias estatales estuvieron en un rango de 15.79 a 94.44% para DVB (Figura 14), para
IBR tuvieron un rango de 0 a 53.44% (Figura 15), LEB tuvo un rango de 14.29 a 94.44% (Figura
16), en tanto que las prevalencias aparentes estatales de PI3 estuvieron entre un rango de 10.53 a
83.33% (Figura 17) y las de VRSB estuvieron en un rango de 15.79 a 88.89% (Figura 18).
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Figura 14. Mapa de la seroprevalencia general aparente para DVB en la republica mexicana,
mostrada en tonalidades naranja la seroprevalencia aparente estatal y en puntos rojizos se indica
el municipio muestreado. La intensidad de las barras de color muestran la seroprevalencia aparente
encontrada en México expresada en decimales. Realizado con el lenguaje de programacion
Phyton®© V.2 Software Foundation 2021-2023.
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Figura 15. Mapa de la seroseroprevalencia general aparente para IBR en la republica mexicana
mostrada en tonalidades rosa la seroprevalencia aparente estatal y en puntos rojizos se indica el
municipio muestreado. La intensidad de las barras de color muestran la seroprevalencia aparente
encontrada en México expresada en decimales. Realizado con el lenguaje de programacion
Phyton© V.2 Software Foundation 2021-2023.
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Figura 16. Mapa de seroprevalencia general aparente para LEB en la repUblica mexicana mostrada
en tonalidades azules la seroprevalencia aparente estatal y en puntos rojizos se indica el municipio
muestreado. La intensidad de las barras de color muestran la seroprevalencia aparente encontrada
en México expresada en decimales. Realizado con el lenguaje de programacion Phyton© V.2
Software Foundation 2021-2023.
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Figura 17. Mapa de la seroprevalencia general aparente para PI3 en la republica mexicana
mostrada en tonalidades verdes la seroprevalencia aparente estatal y en puntos rojizos se indica el
municipio muestreado. La intensidad de las barras de color muestran la seroprevalencia aparente
encontrada en México expresada en decimales. Realizado con el lenguaje de programacion
Phyton© V.2 Software Foundation 2021-2023.
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Figura 18. Mapa de la seroprevalencia general aparente para VRSB en la republica mexicana
mostrada en tonalidades moradas la seroprevalencia aparente estatal y en puntos rojizos se indica
el municipio muestreado. La intensidad de las barras de color muestran la seroprevalencia aparente
encontrada en México expresada en decimales. Realizado con el lenguaje de programacion
Phyton© V.2 Software Foundation 2021-2023.
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ANALISIS DE CORRELACION GENERAL

Se observa que la correlacion de seropositividad entre todas las enfermedades estudiadas
es alta (r superior al 0.5), positiva y significativa (Figura 19). Particularmente la asociacion entre
DVB y VRSB es una correlacion muy alta, por arriba de 0.892 (p<0.001).

DVBDx
IBRDx
LEBDx
P13Dx
VRSBDx

IBR =2

oA W =

LEB 5

PI3 «

VRSB

(4]

2 3
IBR LEB P13

1 I I
-1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Figura 19. Coeficientes de correlacion de las seroprevalencias aparentes entre las enfermedades
de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB, n=2435 y valores de p<0.001.
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Andlisis de seroprevalencias para DVB, de acuerdo con factores ambientales y

manejos ganaderos

La Figura 20 muestra la intensidad de seroseroprevalencia de DVB por estado, en la

republica mexicana, asi como su regionalizacion en las 5 zonas ganaderas analizadas.

DVB (%)
94.44

15.79

Qon tecnologia de Bing
© Microsoft, TomTom

Figura 20. Mapa que representa por la intensidad de coloracion la seropositividad estatal a DVB en
las zonas ganaderas: norte (contorno azul), golfo (contorno rosa), peninsula (contorno café),
pacifico (contorno anaranjado) y centro (contorno rojo) (Creada con Microsoft© excel©). La barra
de intensidad de color muestra el rango en el que se presenta la seropositividad para esa
enfermedad.

El factor de humedad resulta significativo (p<0.03) para la manifestacion de la enfermedad
de DVB. En las zonas Subhumedas (w2) la probabilidad de seroseroprevalencia fue del 59%
(p=0.031), con un RR 1.15 superior a la media (Cuadro 11). En tanto que en las zonas muy aridas
la seroseroprevalencia (30%) se reduce casi a la mitad (RR=0.56; p=0.031). Contrariamente, la
temperatura no mostrd significancia (p=0.23; Cuadro 12), ni existid interaccién entre humedad y
temperatura (p=0.36). Con respecto a la variable de clima el RR de presentacion de enfermedad
para los climas aridos es 0.80 para el semicdlido (SC) arido y 0.78 para el templado arido, inferior a
la media nacional (p<0.001) (Cuadro 13). Mientras que en el clima SC subhumedo se observé un
RR 1.23 superior a la media (p<0.001) (Cuadro 13).
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Figura 21. Seropositividad a DVB en cada municipio muestreado, se indica cada municipio con circulos
negros que denotan la magnitud de seropositividad. Los municipios con n<2 solo se sefalaron con un
punto sin denotar magnitud. Mapa elaborado con QGIS®3.30 Geographic Information System. Open-
source Geospatial Foundation project (http://qgis.org).

Cuadro 11. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de humedad, con

un IC 95%
Humedad Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Muy &rido 0.302 0.21 0.40 0.031 0.56* 0.004 0.41 0.77
Arido 0.502 0.40 0.60 0.95 >0.05 0.78 1.16
Seco 0.49p 0.45 0.53 0.92 >0.05 0.84 1.01
Subhimedo (w0) 0.53b 0.47 0.58 1.00 >0.05 0.90 1.12
Subhumedo (w1) 0.53° 0.49 0.57 1.02 >0.05 0.94 112
Subhimedo (w2) 0.59p 0.54 0.64 1.15% 0.05 1.05 1.27
Hamedo (f) 0.53 0.46 0.59 1.00 >0.05 0.88 1.14
Hamedo (m) 0.57v 0.50 0.63 1.09 >0.05 0.97 1.22

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 12. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de temperatura,
con un IC 95%

Temperatura Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Calido muy calido (CMC) 0.54 0.51 0.56 0.23 1.04 >0.05 0.89 1.21
Semi célido (SC) 0.55 0.51 0.58 1.07 >0.05 098 117
Templado (T) 0.46 0.42 0.50 0.85* 0.02 0.76 0.94
Semi frio (SF) 0.63 0.42 0.79 1.19 >0.05 087 1.63

No existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 13. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de clima, con un

IC 95%
Clima Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
CMC_arido 0.56> 0.50 0.62 <0.001 1.09 >0.05 0.97 1.21
CMC_subhiimedo 0.50ab 0.46 0.54 0.95 >0.05 0.86 1.04
CMC_htmedo 0.570 0.51 0.62 1.09 >0.05 0.99 1.21
SC_arido 0.432 0.37 0.49 0.80* 0.032 0.69 0.93
SC_subhtimedo 0.62> 0.57 0.66 1.23* 0.005 113 1.34
SC_humedo 0.4820 0.39 0.57 0.92 >0.05 0.76 1.11
T_arido 0.42a 0.36 0.48 0.78* 0.012 0.67 0.90
T_subhumedo 0.51ab 0.44 0.57 0.97 >0.05 0.85 1.10
T_himedo 0.5620 0.25 0.83 1.06 >0.05 0.59 1.90
SF_subhimedo 0.64a0 0.44 0.80 1.22 >0.05 0.91 1.64

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

El tipo de empadre mostr6 que el empadre estacional tuvo un menor RR (0.73) de
seroprevalencia positiva que el empadre continuo (RR= 1.37) (p=0.003; Cuadro 14). El tipo de
servicio (p=0.03; Cuadro 15) evidencian un incremento en el RR (1.2) cuando se realiza
inseminacion artificial (IA), mientras que para la monta natural se observé un menor RR (0.95).
Cuando se analizaron los factores productivos no se encontraron asociaciones con la
seropositividad de DVB en todo el territorio nacional: fin zootécnico (p=0.21; Cuadro 16), nUmero de

parto (p=0.29; Cuadro 17) y sistema de pastoreo (p=0.21; Cuadro 18).

Cuadro 14. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de empadre, con

un IC 95%
Tipo de empadre Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. ICsup.
Continuo 0.540 0.52 057 0.003 1.37* 0.011 1.31 142
Estacional 0.402 0.30 0.51 0.73 0.052 0.58 0.92

Literales distintas indican diferencia estadistica.* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 15. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de tipo de
servicio, con un IC 95%

Tipo de servicio Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
IA 0.63 0.54 0.72 002 120" 0.060 1.05 1.37
Monta 0.532 0.51 0.56 0.95* 0.200 0.90 0.99

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 16. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de fin zootécnico,
con un IC 95%

Fin zootécnico  Prevalencia ICinf. ICsup. p RR P ICinf. IC sup.
Carnico 0.522 0.49 0.54 0.21 0.95 >0.05 error error
Doble proposito 0.542 0.50 0.58 1.05 >0.05 0.96 1.15

Literales iguales indican que no existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que
difieran en relacion a la media poblacional.

Cuadro 17. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de nimero de
parto, con un IC 95%

Numero de parto  Prevalencia ICinf. ICsup. p RR P ICinf. ICsup.
1 0.53 0.48 0.58 0.29 0.99 >0.05 0.89 1.09
2 0.52 047 0.56 0.96 >0.05 0.87 1.06
3 0.52 0.47 0.56 0.95 >0.05 0.87 1.05
4 0.56 0.51 0.61 1.06 >0.05 0.96 117
5 0.56 0.49 0.62 1.05 >0.05 0.93 1.19
6 0.60 0.52 0.68 1.13 >0.05 0.98 1.30
7 0.54 0.41 0.65 1.00 >0.05 0.80 1.25
8 0.33 0.16 0.56 0.62 >0.05 0.34 1.14
9 0.45 0.26 0.67 0.85 >0.05 0.54 1.34

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacion a la media
poblacional.

Cuadro 18. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a DVB para la variable de sistema de
pastoreo, con un IC 95%

Sistema de pastoreo Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Rotacional 0.53 0.51 0.56 0.21 1.05 >0.05 0.71 1.55
Alterno 0.50 0.45 0.55 0.95 >0.05 0.86 1.05
Continuo 0.49 0.42 0.55 0.92 >0.05 0.81 1.05

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacién a la media
poblacional.
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Andlisis de seroprevalencias para IBR, de acuerdo con factores ambientales y
manejos ganaderos

La Figura muestra la intensidad de seroprevalencia de IBR por estado, en la republica mexicana,
asi como su regionalizacién en las 5 zonas ganaderas analizadas.
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Figura 22. Mapa que representa por la intensidad de coloracién la seropositividad estatal a IBR en
las zonas ganaderas: norte (contorno azul), golfo (contorno rosa), peninsula (contorno café),
pacifico (contorno anaranjado) y centro (contorno rojo) (Creada con Microsoft© excel©). La barra
de intensidad de color muestra el rango en el que se presenta la seropositividad para esa
enfermedad.

En las temperaturas templadas (T) se observo menor riesgo de seropositividad (RR=0.86;
p= 0.04) (Cuadro 19). Referente a la humedad, se observo que el ambiente “muy arido” tiene menor
riesgo de tener animales seropositivos (RR=0.57; p=0.02). Contrariamente el ambiente subhimedo
(w2) muestra mayor riesgo de seropositividad a IBR (RR=1.16 superior a la media) (p=0.02; Cuadro
20). Por otro lado, en el clima semicalido subhimedo el RR=1.27 es mayor al promedio y en el clima
templado himedo se reduce el riesgo de seropositividad RR=0.73 (p<0.001; Cuadro 21). No existid

interaccion entre humedad y temperatura (p=0.35).
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Figura 23. Seropositividad a IBR en cada municipio muestreado, se indica cada municipio con
circulos negros que denotan la magnitud de seropositividad. Los municipios con n<2 solo se
sefialaron con un punto sin denotar magnitud. Mapa elaborado con QGIS®3.30 Geographic
Information System. Open-source Geospatial Foundation project (http://qgis.org).

Cuadro 19. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de temperatura,
con un IC 95%

Temperatura

Célido muy célido (CMC)
Semi calido (SC)
Templado (T)

Semi frio (SF)

Prevalencia
0.34ab
0.38
0.31a
0.2520

IC inf.
0.31
0.35
0.27
0.12

IC sup.
0.37
0.42
0.35
0.46

p
0.04

RR p ICinf. IC sup.
0.97 >0.05 0.75 1.03
117 >0.05 0.92 1.49
0.86* 0.05 0.74 1.00
0.72 >0.05 0.36 1.45

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media

poblacional.
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Cuadro 20. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de humedad, con
un IC 95%.

Humedad

Muy arido

Arido

Seco
Subhimedo (w0)
Subhtmedo (w1)
Subhtimedo (w2)
Himedo (f)
Himedo (m)

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media

Prevalencia ICinf.

0.202
0.32a0
0.34°
0.3020
0.380
0.39°
0.3420
0.32a0

0.13
0.24
0.31
0.25
0.34
0.34
0.28
0.27

IC sup.
0.30 0
042
0.38
0.35
042
0.44
0.40
0.39

p
.02

RR
0.57*
0.93
0.99
0.85
1.13
1.16™
0.98
0.93

p
0.01

>0.05
>0.05
>0.05
>0.05

0.07
>0.05
>0.05

IC inf.

0.38
0.70
0.86
0.72
0.98
1.00
0.81
0.77

poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

IC sup.

0.87
1.24
1.15
1.02
1.30
1.34
1.18
1.13

Cuadro 21. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de clima, con un

Clima
CMC_arido
CMC_subhimedo
CMC_himedo
SC_arido
SC_subhimedo
SC_humedo
T_arido
T_subhimedo
T_himedo
SF_subhimedo

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media

Prevalencia
0.400
0.322b
0.322b
0.32a0
0420
0.372b
0.26a
0.3520
0.33a0
0.28a0

IC inf.
0.34
0.29
0.27
0.27
0.37
0.28
0.21
0.30
0.11
0.14

IC 95%
IC sup.
0.46
0.36
0.37
0.38
0.46
0.46
0.31
0.42
0.67
0.48

p
<0.001

RR
1.17
0.92
0.91
0.93
1.27*
1.06
1.03
0.97
0.73*
0.81

p
>0.05

>0.05
>0.05
>0.05
0.005
>0.05
>0.05
>0.05

0.49
>0.05

IC inf.

poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

1.00
0.79
0.77
0.77
1.1
0.84
0.86
0.38
0.59
0.43

IC sup.

1.37
1.08
1.08
1.12
1.45
1.36
1.23
243
0.89
1.52

Los factores de riesgo productivos analizados para la manifestacion de seropositividad de

IBR en el territorio nacional no mostraron efecto para: fin zootécnico (p=0.97; Cuadro 22), tipo de

servicio (p=0.21; Cuadro 26), numero de parto (p=0.81; Cuadro 24) y sistema de pastoreo (p=0.50;

Cuadro 25). El empadre continuo mostré mayor riesgo (RR=1.96) de presentar seropositividad, en

tanto que en el empadre estacional fue menor (RR=0.34) (p<0.001; Cuadro 26).
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Cuadro 22. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de fin zootécnico,
con un IC 95%

Fin zootécnico Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Carnico 0.35 0.32 0.37 0.97 1.00 >0.05 0.89 1.13
Doble propésito 0.35 0.31 0.38 1.00 >0.05 0.66 1.52

No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacién a la media poblacional.

Cuadro 23. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de tipo de servicio,
con un IC 95%

Tipo de servicio Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
A 0.41 0.32 0.51 0.09 1.21 >0.05 0.99 1.50
Monta 0.34 0.32 0.36 0.92* 0.25 0.87 0.98

No existe diferencia estadistica.* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 24. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de nimero de
parto, con un IC 95%

Numero de parto Prevalencia ICinf. ICsup. p RR P ICinf. IC sup.
1 0.33 0.29 0.38 0.81 0.97 >0.05 0.82 1.14
2 0.36 0.31 0.40 1.06 >0.05 0.91 1.24
3 0.34 0.30 0.38 0.99 >0.05 0.84 1.16
4 0.34 0.30 0.39 1.00 >0.05 0.85 1.17
5 0.36 0.30 0.43 1.06 >0.05 0.88 1.28
6 0.36 0.28 0.44 1.05 >0.05 0.84 1.32
7 0.26 0.17 0.38 0.76 >0.05 0.51 1.13
8 0.24 0.10 0.47 0.69 >0.05 0.32 1.50
9 0.32 0.16 0.54 0.93 >0.05 0.50 1.72

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades menores o mayores de seropositividad en relacion a
la media poblacional.

Cuadro 25. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de sistema de
pastoreo, con un IC 95%

Sistema de pastoreo Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Rotacional 0.35° 0.32 0.37 0.50 1.01 >0.05 0.92 1.12
Alterno 0.342 0.29 0.38 0.97 >0.05 0.83 1.12
Continuo 0.33° 0.27 0.39 0.94 >0.05 0.78 1.13

Literales iguales indican que no existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades menores o mayores de
seropositividad en relacion a la media poblacional.
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Cuadro 26. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a IBR para la variable de tipo de
empadre, con un IC 95%

Tipo de empadre Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Continuo 0.350 0.33 0.38 <0.001  1.96** 0.100 1.85 2,07
Estacional 0.182 0.11 0.28 0.51* 0.001 0.34 0.76

Literales distintas indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media
poblacional.

Analisis de prevalencias para LEB, de acuerdo con factores ambientales y manejos
ganaderos

La figura 24 muestra la intensidad de seroprevalencia de LEB por estado, en la republica

mexicana, asi como su regionalizacion en las 5 zonas ganaderas analizadas.

LEB (%)
g 94.44

14.29

Figura 24. Mapa que representa por la intensidad de coloracion la seropositividad estatal a LEB en
las zonas ganaderas: norte (contorno azul), golfo (contorno rosa), peninsula (contorno café),
pacifico (contorno anaranjado) y centro (contorno rojo) (Creada con Microsoft© excel©). La barra
de intensidad de color muestra el rango en el que se presenta la seropositividad para esa
enfermedad.

Se encontrd que la temperatura semicalida tiene un mayor RR (1.15) de seropositividad con
relacion al RR nacional y los ambientes templados tienen menor (RR=0.83) (p=0.039; Cuadro 27).
Mientras que en el clima “semicalido subhimedo” el RR es 1.23 mayor el riesgo de seropositividad

a LEB, y en el clima templado arido fue menor (RR=0.70) (p<0.001; Cuadro 29). Para la variable
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humedad, no se observo diferencia estadistica (p=0.292; Cuadro 28), ni existid interaccion entre

humedad y temperatura (p=0.08).
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Figura 25. Seropositividad a LEB en cada municipio muestreado, se indica cada municipio con
circulos negros que denotan la magnitud de seropositividad. Los municipios con n<2 solo se
sefialaron con un punto sin denotar magnitud. Mapa elaborado con QGIS®3.30 Geographic
Information System. Open-source Geospatial Foundation project (http://qgis.orq).

Cuadro 27. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de temperatura,
con un IC 95%

Temperatura Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Célido muy célido (CMC) 0.4620 043 049  0.039 099 >0.05 error error
Semi clido (SC) 0.51b 0.47 0.54 1.15* 0.030 1.03 1.28
Templado (T) 0.42% 0.24 0.62 0.83* 0.010 0.74 0.94
Semi frio (SF) 0.402b 0.36 0.44 0.90 >0.05 0.56 1.45

Literales diferentes indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 28. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de humedad, con

un IC 95%
Humedad Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p IC inf. IC sup.
Muy arido 0.272 0.18 037  0.292 0.57* 0.005 0.40 0.80
Arido 0.47v 0.37 0.57 1.02 >0.05 0.83 1.26
Seco 0.430 0.39 0.47 0.91 >0.05 0.82 1.02
Subhtmedo (w0) 0.480 0.42 0.53 1.04 >0.05 0.92 1.17
Subhimedo (w1) 0.490 0.45 0.53 1.08 >0.05 0.98 1.20
Subhimedo (w2) 0.51° 0.46 0.56 1.11%* 0.12 1.00 1.24
Hamedo (f) 0.450 0.39 0.52 0.98 >0.05 0.84 1.14
Hamedo (m) 0.450 0.39 0.52 0.98 >0.05 0.85 1.13

No existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional. **
Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 29. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de clima, con IC

95%
Clima Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
CMC_érido 0.500¢ 0.44 0.56 <0.001 1.08 >0.05 0.95 1.23
CMC_subhumedo 0.45> 0.41 049 0.97 >0.05 0.87 1.08
CMC_htmedo 0.45b 0.40 0.50 0.97 >0.05 0.86 1.10
SC_arido 0.42a0 0.36 048 0.90 >0.05 0.78 1.05
SC_subhtimedo 0.55¢ 0.50 0.59 1.23** 0.006 112 1.36
SC_humedo 0.4820 0.39 0.57 1.05 >0.05 0.87 1.27
T_érido 0.34a 0.28 0.39 0.70* 0.002 0.59 0.83
T_subhumedo 0.490c 0.42 0.55 1.06 >0.05 0.92 1.22
T_htimedo 0.22abe 0.06 0.58 048 >0.05 0.14 1.63
SF_subhumedo 0.44abc 0.26 0.64 0.95 >0.05 0.61 1.48

Literales iguales indican que no existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a
la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relaciéon a la media poblacional.

Para el empadre continuo se observo un mayor RR (1.68) y el empadre estacional mostro el
menor RR (0.59) para presentar seropositividad a LEB (p<0.001; Cuadro 31). Los factores
productivos analizados no mostraron asociaciones: fin zootécnico (p=0.42; Cuadro 30), tipo de
servicio (p=0.11; Cuadro 32) y numero de parto (p=0.59; Cuadro 33) ni sistemas de pastoreo
(p=0.07; Cuadro 34).
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Cuadro 30. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de fin zootécnico,
con un IC 95%

Fin zootécnico Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Carnico 0.46 0.43 0.48 0.42 0.97 >0.05 0.76 1.23
Doble proposito 047 0.44 0.51 1.04 >0.05 0.92 1.16

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacion a la media
poblacional.

Cuadro 31. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de tipo de
empadre, con un IC 95%

Tipo de empadre Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Continuo 0.47> 0.45 049 <0.001 1.68"  0.140 1.61 1.76
Estacional 0.282 0.19 0.39 0.59*  0.004 0.44 0.80

Literales diferentes indican que existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a
la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 32. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de tipo de
servicio, con un IC 95%

Tipo de servicio Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p IC inf. IC sup.
IA 0.54 0.44 0.63 0.11 1.18 >0.05 1.00 1.39
Monta 0.46 0.43 0.48 0.96 >0.05 0.91 1.01

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacién a la media
poblacional.

Cuadro 33. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de nimero de
parto, con un IC 95%

NUmero de parto Prevalencia ICinf. IC sup. P RR p ICinf. IC sup.
1 0.45 040 0.49 0.59 0.96 >0.05 0.85 1.08
2 0.47 042 0.52 1.03 >0.05 0.92 1.16
3 0.44 0.40 0.48 0.94 >0.05 0.84 1.06
4 0.48 0.44 0.53 1.06 >0.05 0.95 119
5 0.47 040 0.53 1.01 >0.05 0.88 1.18
6 0.51 043 0.59 1.12 >0.05 0.94 1.32
7 0.43 0.32 0.56 0.94 >0.05 0.72 1.24
8 0.38 0.20 0.60 0.83 >0.05 0.48 1.43
9 0.32 0.16 0.54 0.69 >0.05 0.37 1.27

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacion a la media
poblacional.
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Cuadro 34. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a LEB para la variable de sistema de
pastoreo, con un IC 95%

Sistema de pastoreo Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Rotacional 0.46 0.43 0.48 0.07 0.95 >0.05 0.83 1.10
Alterno 047 0.42 0.52 1.02 >0.05 0.92 1.14
Continuo 0.45 0.38 0.51 0.96 >0.05 0.83 1.1

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacién a la media
poblacional.

Andlisis de prevalencias para P13, de acuerdo con factores ambientales y manejos
ganaderos

La figura 26 muestra la intensidad de seroprevalencia de PI3 por estado, en la republica

mexicana, asi como su regionalizacion en las 5 zonas ganaderas analizadas.

PI3 (%)
83.33

10.53

Figura 26. Mapa que representa por la intensidad de coloracién la seropositividad estatal a PI3 en
las zonas ganaderas: norte (contorno azul), golfo (contorno rosa), peninsula (contorno café),
pacifico (contorno anaranjado) y centro (contorno rojo) (Creada con Microsoft© excel©). La barra
de intensidad de color muestra el rango en el que se presenta la seropositividad para esa
enfermedad.

No se encontraron diferencias significativas con el factor temperatura (p=0.20; Cuadro 35).
La variable humedad demuestra que la condicion subhimedo (w2) (RR=1.13) y himedo (RR=1.15)
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tuvieron riesgos mayores de presentar seropositividad a PI3 con respecto a la media (p=0.03;
Cuadro 36), en tanto que las condiciones muy arido y seco tienen menores riesgos (0.59 y 0.88
respectivamente) (p=0.03; Cuadro 36). No existi6 interaccion entre humedad y temperatura
(p=0.10).

En el clima semicalido subhimedo el RR fue 1.19 con respecto a la media, en tanto que en
los climas semicdlido arido (RR=0.80) y templado arido (RR=0.71) se observaron menores riesgos

de seroprevalencia de PI3 (p<0.001; Cuadro 37).
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Figura 27. Seropositividad a PI3 en cada municipio muestreado, se iindica cada municipio con
circulos negros que denotan la magnitud de positividad. los municipios con n<2 solo se sefialaron
con un punto sin denotar magnitud. Mapa elaborado con QGIS®3.30 Geographic Information
System. Open-source Geospatial Foundation project (http://gqgis.orq).

Cuadro 35. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a P13 para la variable de temperatura,
con un IC 95%

Temperatura Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. ICsup.
Calido muy calido (CMC) 0.50 047 0.53 0.20 1.07 >0.05 0.76 1.50
Semi calido (SC) 0.50 047 0.54 1.07 >0.05 0.96 1.18
Templado (T) 0.46 0.27 0.66 0.82* 0.011 0.73 0.92
Semi frio (SF) 0.41 0.37 0.45 0.95 >0.05 0.62 1.48

No existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 36. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a P13 para la variable de humedad, con

un IC 95%
Humedad Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. ICsup.
Muy arido 0.29° 0.20 0.39 0.03 0.59* 0.008 0.43 0.82
Arido 0.48abc 0.38 0.58 1.00 >0.05 0.81 1.23
Seco 0.44p 0.40 0.47 0.88* 0.05 0.79 0.98
Subhtmedo (w0) 0.46bc 0.41 0.52 0.96 >0.05 0.85 1.08
Subhimedo (w1) 0.500¢ 0.46 0.54 1.05 >0.05 0.95 1.16
Subhimedo (w2) 0.53¢ 0.48 0.58 1.13* 0.089 1.02 1.26
Hamedo (f) 0.49bc 0.43 0.56 1.02 >0.05 0.89 1.18
Hamedo (m) 0.55¢ 0.48 0.61 1.15%* 0.10 1.02 1.30

Literales diferentes indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 37. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a P13 para la variable de clima, con un IC

95%
Clima Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
CMC_arido 0.53 0.47 0.59  <0.001 1.11 >0.05 0.99 1.25
CMC_subhtimedo 0.470c 0.43 0.51 0.96 >0.05 0.86 1.06
CMC_himedo 0.53b 0.48 0.58 1.12 >0.05 1.00 1.24
SC_érido 0.39ac 0.33 0.45 0.80* 0.03 0.68 0.93
SC_subhimedo 0.552bc 0.51 0.60 1.19* 0.02 1.08 1.31
SC_hUmedo 0.48b 0.39 0.57 1.01 >0.05 0.83 1.22
T_arido 0.352 0.30 0.41 0.71* 0.002 0.61 0.84
T_subhimedo 0.48tc 0.42 0.55 1.01 >0.05 0.88 1.16
T_himedo 0.67abe 0.33 0.89 1.39 >0.05 0.87 221
SF_subhtmedo 0.48abe 0.29 0.67 1.00 >0.05 0.66 1.50

Literales iguales indican que no existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién
a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Al analizar los factores productivos en el territorio nacional, no se encontraron asociaciones
entre seropositividad de PI3 y las variables: fin zootécnico (p=0.16; Cuadro 38), niUmero de parto
(p=0.62; Cuadro 40) y sistema de pastoreo (p=0.77; Cuadro 41). El empadre continuo mostré mayor
RR (1.67) y el empadre estacional menor riesgo (RR=0.60) (p<0.001; Cuadro 39).

Cuadro 38. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a P13 para la variable de fin zootécnico,
con un IC 95%

Fin Zootécnico Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Carnico 0.47 0.44 0.50 0.16 0.94 >0.05 0.68 1.30
Doble proposito 0.50 0.46 0.54 1.06 >0.05 0.95 1.18

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacién a la media
poblacional.
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Cuadro 39. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a P13 para la variable de tipo de
empadre, con un IC 95%

Tipo de empadre Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. ICsup.
Continuo 0.500 0.47 0.52 <0.001  1.67* 0.015 1.59 1.74
Estacional 0.30a 0.21 0.41 0.60* 0.005 0.45 0.80

Literales diferentes indican que existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a
la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 40. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a PI3 para la variable de nimero de
parto, con un IC 95%

Numero de parto Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
1 0.49 0.44 0.54 0.62 1.01 >0.05 0.90 1.13
2 0.50 0.45 0.55 1.03 >0.05 0.92 1.15
3 0.47 0.43 0.51 0.95 >0.05 0.85 1.06
4 0.48 0.43 0.53 0.98 >0.05 0.87 1.10
5 0.52 0.45 0.58 1.07 >0.05 0.93 1.22
6 0.52 0.44 0.61 1.08 >0.05 0.92 1.27
7 0.48 0.36 0.60 0.98 >0.05 0.77 1.26
8 0.29 0.13 0.51 0.59 >0.05 0.30 1.15
9 0.45 0.26 0.67 0.93 >0.05 0.59 1.48

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacion a la media
poblacional.

Cuadro 41. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a P13 para la variable de sistema de
pastoreo, con un IC 95%

Sistema de pastoreo Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Rotacional 0.49 0.46 0.51 0.77 1.03 >0.05 0.87 1.22
Alterno 0.47 042 0.52 0.96 >0.05 0.86 1.08
Continuo 0.47 0.40 0.53 0.96 >0.05 0.84 1.11

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacién a la media
poblacional.
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Analisis de prevalencias para VRSB, de acuerdo con factores ambientales y
manejos ganaderos

La figura 28 muestra la intensidad de seroprevalencia de VRSB por estado, en la republica

mexicana, asi como su regionalizacion en las 5 zonas ganaderas analizadas.

VRSB (%)
88.89

15.78

Miaosoft, TomTom

Figura 28. Mapa que representa por la intensidad de coloracion la seropositividad estatal a VRSB
en las zonas ganaderas: norte (contorno azul), golfo (contorno rosa), peninsula (contorno café),
pacifico (contorno anaranjado) y centro (contorno rojo) (Creada con Microsoft© excel©). La barra
de intensidad de color muestra el rango en el que se presenta la seropositividad para esa
enfermedad.

Para la seropositividad de VRSB en la republica mexicana, se observé un efecto de la
humedad, en el que la condicion subhumeda (w2) tiene RR mayor (1.16), mientras que en la muy
arida se observo un RR inferior (0.52) (p<0.023; Cuadro 43). En tanto que para temperatura no se
encontré asociaciones estadisticamente significativas (p= 0.29; Cuadro 42). No existi6 interaccion
entre humedad y temperatura (p=0.35). En el clima semicalido subhimedo se observo el mayor RR
(1.18) y los climas semicalido arido y templado arido mostraron los menores riesgos (0.81 y 0.85

respectivamente) (p<0.001; Cuadro 44).
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Figura 29. Seropositividad a VRSB en cada municipio muestreado, se iindica cada municipio con
circulos negros que denotan la magnitud de seropositividad. Los municipios con n<2 solo se
sefialaron con un punto sin denotar magnitud. Mapa elaborado con QGIS®3.30 Geographic

Information System. Open-source Geospatial Foundation project (http://qgis.org).

Cuadro 42. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de temperatura,

Temperatura

Calido muy calido (CMC)

Semi célido (SC)
Templado (T)
Semi frio (SF)

con un IC 95%

Prevalencia

RR
1.02
1.04
0.91
1.18

p
>0.05

>0.05
>0.05
>0.05

ICinf. IC sup.
0.88 1.18
0.95 1.14
0.82 1.00
0.86 1.61

No existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que difieran en relacion a la media

poblacional.
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Cuadro 43. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de humedad,
con un IC 95%

Humedad Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Muy arido 0.28a 0.19 0.38 0.023 0.52* 0.001 0.37 0.72
Arido 0.53b 0.43 0.63 1.00 >0.05 0.83 1.20
Seco 0.51b 0.47 0.55 0.95 >0.05 0.87 1.05
Subhtmedo (w0) 0.520 0.47 0.57 0.98 >0.05 0.88 1.09
Subhtmedo (w1) 0.55° 0.51 0.59 1.05 >0.05 0.96 1.15
Subhtmedo (w2) 0.60p 0.55 0.65 1.16** 0.04 1.06 1.27
Hamedo (f) 0.51b 0.45 0.58 0.96 >0.05 0.85 1.10
Humedo (m) 0.53° 0.47 0.60 1.01 >0.05 0.89 1.14

Literales diferentes indican diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 44. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de clima, con un

IC 95%
Clima Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
CMC_érido 0.57> 0.51 0.63 <0.001 1.08 >0.05 0.97 1.20
CMC_subhumedo 0.53ab 0.49 0.56 0.99 >0.05 0.90 1.08
CMC_htUmedo 0.53ab 048 0.58 1.00 >0.05 0.90 1.11
SC_arido 0.44a 0.38 0.50 0.81* 0.03 0.70 0.94
SC_subhiimedo 0.61a 0.56 0.65 1.18* 0.02 1.09 1.29
SC_humedo 0.492b 040 0.58 0.92 >0.05 0.77 1.11
T_érido 0.462 0.40 0.52 0.85* 0.06 0.74 0.97
T_subhumedo 0.53ab 047 0.60 1.01 >0.05 0.89 1.14
T_humedo 0.6720 0.33 0.89 1.26 >0.05 0.79 2.00
SF_subhimedo 0.64ab 0.44 0.80 1.21 >0.05 0.90 1.63

Literales diferentes indican diferencia estadistica.* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a la media
poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

El empadre continuo mostré un RR mayor (1.45) y el empadre estacional un RR menor (0.69)
(p=0.001; Cuadro 46). No se encontraron asociaciones entre las variables fin zootécnico (p=0.05;
Cuadro 45), numero de parto (p=0.32; Cuadro 47), ni sistema de pastoreo (p=0.21; Cuadro 48).

Cuadro 45. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de fin
zootécnico, con un IC 95%

Fin zootécnico Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Cérnico 0.52% 0.49 0.55 0.05 0.93 >0.05 error error
Doble propoésito 0.562 0.52 0.60 1.08 >0.05 0.98 1.18

Literales iguales indican que no existe diferencia estadistica. No se encontraron probabilidades de seropositividad que
difieran en relacion a la media poblacional.
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Cuadro 46. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de tipo de
empadre, con un IC 95%

Tipo de empadre Prevalencia ICinf. IC sup. p RR p ICinf. IC sup.
Continuo 0.550 0.52 0.57 <0.001  1.45* 0.01 1.39 1.51
Estacional 0.382 0.28 049 0.69* 0.02 0.54 0.88

Literales diferentes indican que existe diferencia estadistica. * Indica menor probabilidad de seropositividad en relacion a
la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 47. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de numero de
parto, con un IC 95%

Numero de parto  Prevalencia ICinf. IC sup. p RR P ICinf. ICsup.

1 0.54 0.49 0.59 032 1.00 >005 091 1.1
2 0.53 0.49 0.58 099 >0.05 0.89 1.09
3 0.53 0.48 0.57 097 >005 088 1.07
4 0.54 0.49 0.59 1.00 >0.05  0.90 1.1
5 0.57 0.51 0.64 1.07 >005 0.95 1.21
6 0.6 0.52 0.69 114 >005  0.99 1.30
7 0.51 0.39 0.63 094 >005 074 1.19
8 0.38 0.20 0.60 0.71 >005 041 1.22
9 0.36 0.19 0.58 067 >005 039 1.17

No existe diferencia estadistica. No se encontraron diferencias de probabilidad de seropositividad en relacién a la media
poblacional.

Cuadro 48. Prevalencia media aparente y riesgo relativo a VRSB para la variable de sistema de
pastoreo, con IC 95%

Sistema de pastoreo  Prevalencia ICinf. ICsup. p RR p ICinf. IC sup.
Rotacional 0.53 0.51 0.56 0.21 1.00 >0.05 0.69 1.44
Alterno 0.51 0.47 0.56 0.96 >0.05 0.87 1.06
Continuo 0.53 0.46 0.59 0.99 >0.05 0.88 1.12

No existe diferencia estadistica.

En la siguiente figura (Figura ) se observa que la correlacion parcial entre VRSB y DVB se
mantiene alta (0.71), aun después de considerar el efecto de las otras enfermedades (r=0.711,
p<0.001;).
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Figura 30. Coeficientes de correlacion parcial de las prevalencias aparentes entre las enfermedades
de DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB, n=2435 y valores de p<0.001.
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Capitulo 4. Discusion general
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Los resultados del presente trabajo muestran que en el territorio nacional (a partir de un
muestreo en el periode 2011-2012) las enfermedades estudiadas en el ganado bovino (DVB, IBR,
LEB, PI3 y VRSB) se encuentran en rangos que las sitian como mesoendémicas a hiperendémicas.
Las seroprevalencias se determinaron en vacas adultas no vacunadas, por lo que la presencia de
anticuerpos indica la exposicion a los patdgenos y es un reflejo del estatus sanitario del pais.
Adicionalmente, se encontr6 que, comparado con la prevalencia media nacional, la alta y la baja
humedad se asocian a un mayor y menor riesgo relativo de seropositividad, respectivamente.
Similarmente, el empadre continuo aumenta el riesgo relativo de seropositividad a las
enfermedades, en comparacion con el empadre estacional.

En este trabajo, se encontraron seroprevalencias generales que oscilan entre un minimo de
28.9% (IBR) y un maximo de 60% (VRSB). Estos valores coinciden con los informados en estudios
previos sobre el ganado de cria en pastoreo en México (Cuadro 2). Sin embargo, es importante
tener en cuenta que los trabajos anteriores incluyeron un nimero limitado de muestras (Monroy B
etal., 1987; Suzan et al., 1983; De la Trinidad, 2010) o se llevaron a cabo en areas muy especificas
(Abad Zavaleta et al., 2016; Rios-Utrera et al., 2018), lo que restringe las inferencias que se pueden
obtener. Milidn-Suazo et al. (2016) estudiaron 182 hatos lecheros en aproximadamente un tercio de
los estados de México (10 estados de la republica), y encontraron prevalencias para IBR y DVB
(73% y 78.8% respectivamente) superiores a las observadas en este estudio. Sin embargo, los
resultados de Milian-Suazo et al. (2016) no son directamente comparables con los del presente
trabajo, debido a que se trata de animales en un sistema productivo diferente y a la posible inclusion
de animales vacunados. En el presente estudio se procuro utilizar un disefio muestral que permitiera
inferir hacia la totalidad del territorio mexicano. Para ello, se realizé una prueba piloto que establecio
prevalencias regionales que posteriormente se consideraron para calcular el tamafio de muestra
con representatividad regional y nacional.

En otros paises donde las enfermedades estudiadas son endémicas y no se realizan
programas de control, las seroprevalencias reportadas son similares a las encontradas en México
(Cuadro 1). Por ejemplo, India informa prevalencias de 12% a 65% para DVB (Kumar et al., 2018),
mientras que en Brasil llegan hasta el 90% (Almeida et al., 2013). En el caso de IBR, las
seroprevalencias en Europa tienen valores entre el 12 y el 45.7% (Raaperi et al., 2014), mientras
gue Uruguay reporta el 37% en ganado productor de carne (Guarino et al., 2008) y China el 35.8%
(Houe & Meyling, 1991; Yan et al., 2008). En cuanto a la prevalencia general de LEB en el continente
americano, se estima entre el 10.4 y el 60.8% en hatos lecheros (Pulido et al., 2017), y alcanza el
69% en hatos carnicos en Japén (More et al., 2017). En el caso de PI3 y VRSB las estimaciones

suelen realizarse de forma conjunta, con porcentajes de prevalencia entre el 40 a 100% para Suecia
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(Sacco etal., 2014), y entre el 43 al 90% Unicamente para VRSB, en corrales de engorda con brotes
de infecciones respiratorias en Sudafrica. En contraste, en los paises en los que existen programas
de control o erradicacion las prevalencias se ubican por debajo de las encontradas en nuestro
estudio. Un ejemplo es el caso de Dinamarca, que establecié un programa de erradicacion para la
DVB cuando la seropositividad era de 60 a 85% en 1991 logré erradicarla en sélo 9 afios (Houe &
Meyling, 1991). Se ha observado que la introduccion del virus de DVB en un hato libre, tiene un
impacto econémico, durante el primer afio, que representa pérdidas entre el 5 al 22% de la ganancia
anual en paises como Reino Unido, Alemania, Portugal, Holanda, Noruega e ltalia (EFSA, 2017).
De manera similar, en Espafia, mediante la deteccién temprana de LEB y el establecimiento
oportuno de un programa de control, se logré reducir la seroprevalencia maxima del 16% en las
zonas de alta incidencia en 1986 al 0% en 2010. En el caso de IBR, Austria, Dinamarca, Finlandia,
Noruega, Suecia y Suiza iniciaron con un rango de prevalencias del 12% al 77.5% y lograron su
erradicacion en aproximadamente 20 afios, mediante un programa de dos etapas. En las zonas de
alta prevalencia se llevd a cabo vacunacion masiva y sistematica cada 6 meses, mientras que en
las zonas de baja prevalencia no se utilizo la vacunacion, sino la identificacién y eliminacion de los
animales seropositivos. Durante ambas etapas, fueron fundamentales los monitoreos serolégicos
periddicos para realizar un seguimiento adecuado (EFSA, 2015; More et al., 2017; Iscaro et al.,
2021; Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2023).

En México, el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica Nacional (SiVE) realiza monitoreos
pasivos para las enfermedades endémicas. Recibe reportes mensuales de laboratorios
diagnédsticos, rastros, transportistas, productores y meédicos veterinarios (SiVE, 14-06-2021%).
Desafortunadamente, la poca participacion de los involucrados sesga las estimaciones. Por
ejemplo, la prevalencia calculada a partir de los resultados reportados en el SiVE en el 2012, fue
hipoendémica para todas las enfermedades (4.6% DVB, 2.4% IBR, 0.3% LEB, 0.2% PI3, 0.3%
VRSB), y contrasta con nuestros resultados donde encontramos valores de mesoendémia para IBR,
LEB y PI3 (porcentajes entre 33 y 46.5), a hiperendémia para DVB y VRSB (50.2 y 50.4
respectivamente). Todo lo anterior pone de manifiesto la necesidad de realizar campafas
nacionales de diagndstico, que demuestren el estatus sanitario real del pais.

En los paises donde se han implementado campafias de control de enfermedades
endémicas, han comenzado evaluando el estado actual de dichas enfermedades, lo que ayuda a

priorizar su manejo (Lane et al., 2015). Los socios comerciales mas cercanos de México, como

* Acuerdo mediante el cual se dan a conocer las medidas aplicables en materia de epidemiologia y de vigilancia epidemiologica en
animales terrestres y el uso de la informacion del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica en los. Estados Unidos Mexicano.
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Canada y Estados Unidos, iniciaron programas de monitoreo seroepidemiolégico en 2003 para
obtener un diagndstico de la situacion y caracterizar genéticamente las enfermedades endémicas
(Bartlett et al., 2020), asi como detectar animales persistentemente infectados (PI) en el caso de la
DVB (Ridpath, 2012). Cuando estos paises comiencen sus programas de control y erradicacion, las
restricciones que impongan afectaran la comercializacion de animales y sus productos. Es crucial
gue México inicie un diagnéstico epidemioldgico activo de aquellas enfermedades que podrian
representar un problema comercial, como ocurre actualmente entre los paises de la Comunidad
Europea para la comercializacién de ganado, semen o embriones desde paises con presencia de
IBR, DVB y LEB hacia las zonas libres (EFSA, 2015; EFSA, 2017; EFSA, 2017a). EUA prohibe la
comercializacion de ganado proveniente de hatos que no se encuentren libres de brucelosis y
tuberculosis (APHIS, 2023; SADER, 2023a). En el caso de las aves y sus subproductos no
procesados provenientes de México, EUA mantiene restricciones comerciales desde el 2012 a
causa de la influenza aviar de alta patogenicidad, que se encuentra en nuestro territorio (APHIS,
2023).

La deteccién de animales seropositivos indica la exposicion a los virus circulantes de campo
en relacion a las enfermedades analizadas. En este estudio, se consideraron Unicamente vacas
adultas provenientes de hatos en los cuales el encargado confirmé gue no se empleaba vacunacion.
Es importante destacar que los anticuerpos maternos dejan de ser detectados después de los 6
meses de edad de los terneros (Margineda et al., 2019; Weaver & Reisen, 2010), lo que minimiza
la posibilidad de sobreestimar la seroprevalencia debido a la inmunidad pasiva en el grupo
muestreado. Por otro lado, los anticuerpos producidos después de infecciones transitorias con virus
de campo pueden persistir por varios meses, incluso hasta un afio (Potgieter et al., 1995), o en el
caso del VRSB, hasta 3 afios o mas (Peters et al., 2004; Kono et al., 1982). En este contexto, las
seroprevalencias encontradas podrian indicar la acumulacién de anticuerpos resultantes de
exposiciones al virus en diferentes momentos del pasado mediato o inmediato de la vida de las
vacas, por lo que no se puede determinar el momento exacto de la infeccidn en relacion al muestreo.
Para establecer una incidencia reciente, Hanon et al. (2016) sugieren que la mejor edad para
realizar andlisis de seroprevalencia es entre los 6 y 18 meses de edad de los animales, donde no
hay interferencia de la inmunidad pasiva y los animales son lo suficientemente jovenes para limitar
el periodo en el que ocurrié la infeccién. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la duracion
de la inmunidad puede verse afectada por multiples factores, como la dosis infectante y el estado
fisiol6gico e inmunoldgico de los hospederos (Day & Schultz, 2014). Ademas, el tipo de virus y la
cepa pueden influir en la respuesta inmunoldgica, por ejemplo, se sabe que el virus de LEB produce

una baja seroconversién, lo que dificulta su seguimiento (Kono et al., 1982).
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En este estudio se encontrd que el riesgo relativo de tener animales seropositivos para DVB,
IBR, PI3 y VRSB se ve afectado por la humedad como componente del clima. En efecto, en las
zonas subhumedas (w2) el riesgo relativo de seropositividad incrementa entre un 13 y un 16% con
respecto a la media nacional, mientras que en las regiones aridas o muy aridas el riesgo se reduce
entre un 12 y un 48%. El efecto de la humedad en la resiliencia de los virus es complejo y depende
de factores como la estructura del virién y la temperatura, asi como la composicion y el volumen de
las gotas y aerosoles, que estan relacionados con la velocidad de evaporacion (French et al., 2023).
Estos factores ademas interactian entre si, afectando la estabilidad viral (Morris et al., 2021).
Resulta por lo tanto dificil establecer una conclusién general sobre la resistencia de los virus
envueltos a la alta o baja humedad. Algunos autores mencionan, sin embargo, que en condiciones
de humedad relativa alta in vitro (40%) los virus envueltos como el de la influenza y el SARS-Cov-
2, pueden permanecer infectantes por mas tiempo en aerosoles (Robertson et al., 1946; Morris et
al., 2021). Todos los virus de las enfermedades estudiadas en este trabajo son envueltos (Sanchez-
Conde, 2010), lo que pudiera explicar parcialmente el incremento observado en la prevalencia de
cuatro de las enfermedades estudiadas debido al aumento de humedad.

Estudios previos han relacionado los efectos conjuntos de la humedad y la temperatura con
la seroprevalencia de algunas enfermedades (Dahl et al. 2020; Gupta et al., 2023). Se sabe que un
indice temperatura:humedad (THI) mayor a 68, supera la capacidad del animal de disipar calor y
conlleva a un aumento de temperatura por arriba de los limites fisiol6gicos, impactando el bienestar
animal (Summer et al., 2019). En ganado lechero el estrés caldrico tiene efectos negativos en
pardmetros reproductivos y productivos. Similarmente, aunque el efecto de un THI alto no se aprecia
en una métrica de produccion diaria en ganado de cria, sus efectos provocan bajo consumo de
alimento, alteraciones metabodlicas y reduccién del crecimiento, asi como disminucién de la
respuesta inmune (Polsky & von Keyserlingk, 2017; Gupta et al., 2023). Con relacion a esto ultimo,
Dahl et al. (2020) mostraron que el estrés calérico provoca una caida en la capacidad fagocitica, un
aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias, una disminucién en la produccién de
anticuerpos y un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que resultan
en una mayor susceptibilidad a las enfermedades. De manera similar, se ha observado que la
exposicion prolongada al frio extremo causa un aumento en los niveles de cortisol debilitando la
respuesta inmune del animal (Kim et al., 2023). Por otro lado, se ha mostrado que variaciones
repentinas en el clima pueden también aumentar la susceptibilidad de los animales a diferentes
enfermedades (Padalino et al., 2021). Las condiciones ambientales se deben a circunstancias
atmosféricas y orogréaficas particulares de una regién y su relacién con la presencia o predisposicion

a enfermedades es estudiada por la patogeografia (Pal & Chakravarty, 2020), area que ha
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permeado poco en la medicina veterinaria. Los cambios estacionales en humedad y temperatura
estan también relacionados con cambios en la abundancia de vectores hematéfagos, que pudieran
favorecer la transmision de algunas enfermedades. Existe evidencia de que el control de las moscas
de cuerno con redes mosquiteras se relaciona con una disminucién en la seroconversion de las
vacas a LEB (Kohara et al., 2018). Mas aun, se ha replicado ARN del virus de leucemia en los
organos bucales de la mosca de cuerno (Garcia & Herrera, 2016). En este estudio no se encontré
una interaccion entre la humedad y la temperatura para ninguna de las enfermedades estudiadas.
Las practicas de manejo relacionadas con el ordefio o sistemas de pastoreo intensivo, el tipo
de empadre y el tipo de servicio pudieran favorecer la transmision de las enfermedades al aumentar
temporalmente la densidad o proximidad entre animales, uso de fuentes de agua o comederos,
contacto con fémites etc (Hopkins & DiGiacomo, 1997; Siegwart et al., 2006; Dayaram et al., 2017;
Labadie et al., 2020). Aungue en este estudio no se encontr6 efecto de las dos primeras variables
(ordefio y sistemas de pastoreo), el riesgo relativo de seropositividad aument6 con relacion al tipo
de empadre y el tipo de servicio. Los resultados muestran un mayor riesgo relativo de
seropositividad para IBR, DVB y LEB con el empadre continuo (RR de 1.37 a 1.96). Por un lado, la
presencia del macho en el empadre continuo favorece la transmision viral por contacto directo al
realizar comportamientos de inspeccion y verificacion de las hembras en celo (Organizacién Mundial
de Salud Animal OIE, 2018), o por transmisién venérea (Miller & Van der Maaten, 1982; Givens,
2018). Este hallazgo es particularmente relevante ya que el 97% de los ganaderos en México usan
empadre continuo para el servicio reproductivo de las vacas (Lassala et al., 2020). De manera
similar, el riesgo relativo a seropositividad para DVB se incrementd con el uso de IA (RR=1.20). No
existe una razén por la que la técnica de inseminacion artificial, por si misma, aumente la
seroprevalencia a las enfermedades. El aumento en el riesgo relativo por la inseminacion artificial
es probablemente debido a deficiencias higiénicas o de bioseguridad por parte de los técnicos que
realizan la inseminacion (Almeida et al., 2013), en el procesamiento del semen, o el uso de toros
cuyo estatus sanitario se desconoce (Givens, 2018). Debe considerarse que las vacas
persistentemente infectadas excretan VDVB en secreciones uterinas y vaginales (Organizacion
Mundial de Salud Animal OIE, 2018). Adicionalmente, la gran mayoria del semen utilizado para
bovinos de carne y doble propésito en México proviene de toros colectados de manera local.
Nuestra evaluacion seroepidemioldgica ilustra la necesidad de abordar estas enfermedades
endémicas mediante un monitoreo activo, dada la alta prevalencia observada. A pesar de que
nuestras muestras fueron recolectadas en 2011 y 2012, es importante sefialar que no ha habido
campafias nacionales significativas para controlar o erradicar las enfermedades examinadas desde

esa fecha. Por tanto, podemos inferir que la prevalencia de estas enfermedades no ha disminuido
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y nuestros resultados podrian ser indicativos de la situacion actual. Sin embargo, es esencial realizar
estudios futuros para validar estos hallazgos.

La tendencia global se inclina hacia el control o la erradicacion de enfermedades endémicas,
para la prevencion de la reemergencia de enfermedades, la proteccion contra su propagacion a
otras poblaciones animales o humanas, la mitigacién del impacto econdmico en los sistemas
productivos, la prevencién de obstaculos al comercio internacional, y la promocién del bienestar
animal. Ademas, la prevencion y el control de las enfermedades promueven el crecimiento
econémico y fortalecen las comunidades locales, lo que contribuye a garantizar un suministro
seguro y suficiente de alimentos procedentes de hatos saludables (OIE, 2015; Health for
animals.org).

En un mercado globalizado el control de las enfermedades endémicas en el ganado bovino
garantiza la salud animal, y puede significar la apertura o el cierre de oportunidades de mercado y
la estabilidad de la industria pecuaria. Ejemplo de esto son los controles para tuberculosis,
brucelosis y garrapata, que han permitido a los estados fronterizos del norte de México exportar
mas de un millén de animales hacia los Estados Unidos (NOM-041-ZO0-1995; DOF, 28-01-2015%;
DOF, 10-09-2012**; DOF, 30-12-2022*** y Requisitos y protocolo de cuarentena para exportar
ganado bovino). La implementacién de programas de control representa una inversion para el pais
y para el productor, sin embargo, se considera que los beneficios superan a los costos.

La OIE, ahora OMSA proporciona directrices para el control y prevenciéon de enfermedades
de reporte obligatorio a sus paises miembros. Gracias a ello, los programas de control de
enfermedades virales, implementados por paises de la Unidn Europea han tenido un impacto en la
reduccién de su prevalencia (Bertolotti et al., 2015, Wernike, K., et al., 2017, Wernike & Beer 2019;
van Roon et al., 2020; Stokstad et al., 2020, Santman-Berends et al., 2021). En los Estados Unidos,
aunqgue no existen programas obligatorios a nivel nacional, hay programas regionales o estatales
en los que se fomenta la vacunacion contra IBR, DVB, PI3 y VRSB (Tennessee Agricultural
Enhancement Program [TAEP]), o bien las pruebas para el diagnéstico de DVB y la eliminacion de
animales portadores persistentes (Wisconsin Wisconsin Department of Agriculture, Trade, and
Consumer Protection [DATCPY)).

* Acuerdo por el que se modifican y adicionan diversas disposiciones del similar por el que se establece la Campafia Nacional para
el control de la garrapata Boophilus spp

** Acuerdo por el que se establece la camparia nacional para el control de la garrapata Boophilus spp., Diario Oficial de la
Federacion

*** Acuerdo por el que se dan a conocer las Reglas de Operacion del Programa de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria de la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, para el ejercicio fiscal 2023.
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El nivel de prevalencia y el acceso a los recursos disponibles pueden afectar las estrategias
de deteccion, control y erradicacion de las enfermedades. Para IBR por ejemplo, un programa de
control para las areas en las que se determine una prevalencia alta debe centrarse en la vacunacion,
el aislamiento de los animales infectados y la implementacion de medidas de bioseguridad. Para las
areas de baja incidencia, el control debe priorizar la prevencion mediante el uso de vacunas, y la
bioseguridad, para evitar la introduccion de la infeccién (EFSA, 2017a). Del mismo modo, en el caso
zonas con alta prevalencia de DVB, se deben utilizar pruebas de diagnéstico a gran escala para
identificar y eliminar aquellos animales que sean diagnosticados como persistentemente infectados.
En contraste, en areas con una prevalencia baja el control debe incluir vacunaciéon y medidas de
bioseguridad (EFSA, 2017). Una estrategia similar a esta Ultima debe seguirse en zonas donde
exista leucosis bovina, en las que la identificacion y la eliminacién de los animales infectados debe
ser prioritaria, asi como en el establecimiento de medidas estrictas de bioseguridad que eviten el
ingreso del patégeno a la unidad productiva y la generacion de fémites (EFSA, 2015).

Al considerar el impacto de las enfermedades endémicas, el factor econémico es crucial en
la toma de decisiones. Se ha observado que el costo de las enfermedades endémicas es alto
(Zanella, 2016), y se estima que las pérdidas econdmicas por abortos en México pueden alcanzar
$690 millones de pesos ($28 millones de dolares USA) (Rocha-Valdez, 2020). En otros paises se
ha informado que los problemas respiratorios resultan en pérdidas por mas de 1000 millones de
dolares anuales, debido a la infertilidad, tratamientos y disminucién de la produccion (Bowland &
Shewen, 2000; Can Mehmet Ferit et al., 2016; Erskine & Sordillo, 2009 & Sordillo, 2009; Sacco et
al., 2014; Sarmiento-Silva et al., 2012). Por otro lado, paises con programas de control imponen
restricciones comerciales a la compra de animales, embriones o semen de paises con altas
prevalencias (More et al., 2017). En Brasil, Silva et al. (2021) estimaron pérdidas econdmicas
superiores a 48 millones de ddlares anuales por restricciones comerciales.

Finalmente, este estudio destaca las altas tasas de seroprevalencia para las enfermedades
examinadas y subraya la necesidad de determinar su impacto econémico y en la salud animal
(Gomez-Romero et al., 2021). A medida que nuestros socios comerciales adoptan programas de
control, es posible que exijan a México la implementacién de un diagndstico epidemiol6gico activo
para enfermedades que puedan representar un riesgo comercial. Ademas, la falta de medidas de
control podria conducir a infecciones mas graves debido a la aparicion de nuevas variantes con
tasas de letalidad mas altas (DISCONTOOLS, 2020). El seguimiento efectivo de estas infecciones

se puede lograr a través de pruebas multiples, tal como se demostr6 en este estudio.
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Anexo 1. Metodologia

ANTIGENOS VIRALES
Debido a que no existen comercialmente epitopos especificos para el desarrollo de pruebas
diagnésticas fue necesario desarrollar antigenos recombinantes, para ello se identificaron de

acuerdo a literatura, las epitopes inmunodominantes o el fraccionamiento de los virus bajo estudio.

VIRUS DE REFERENCIA

Para el virus sincitial respiratorio bovino se utilizaron las cepas 375 (#VR-1339) y la lowa FS-
1(#VR-1485). Para el virus de la diarrea viral bovina, su usé la cepa NADL (#VR-1422). Para el
herpesvirus bovino, se utilizé el herpesvirus 1 de la rinotraqueitis infecciosa bovina cepa IBRV NG
ditk (#VR-2112). Para el virus de parainfluenza 3 bovina, se empled la cepa SB (#VR-739). Para el
virus de Leucemia bovina, se utilizaron células BL3.1 ATCC (#CRL — 2306). Todos estos aislados

virales fueron obtenidos del ATCC (http://www.atcc.org/).

CULTIVO CELULAR, INFECCION Y PROPAGACION VIRAL

Los virus fueron propagados en células MDBK a 37°C en medio MEM suplementado con
suero fetal de bovino (SFB) al 10% hasta alcanzar una confluencia del 80% para poder infectarlas
con los virus de: Diarrea Viral Bovina (VDVB), Leucemia Bovina (LEB), Parainfluenza 3 (VPI3),Virus
Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB) y Rinotraqueitis infecciosa bovina (VIBR); después de una
hora de incubacién a temperatura ambiente, se agregdé medio de cultivo suplementado con
antibiotico y sin SFB, y se incubaron a 37 °C hasta observar efecto citopatico, que en el caso de
IBR fue de 48 horas; PI3 24 horas; VRSB 36 horas; VDVB y LEB: 72 a 96 horas. Una vez observado
el efecto citopatico, las botellas de cultivo se congelaron a -70 °C durante 24 horas. Posteriormente,
se descongel6 y se decanto el sobrenadante en tubos Falcon para ser centrifugados (5,000 g, 20
min), posteriormente se alicuotaron los sobrenadantes y se almacenaron a -70 °C.

Los virus de PI3, IBR, VRSB y VDVB se titularon por dilucion limitante en placas de
microtitulacién empleando diluciones decuples seriadas desde 1/10a 1/1x10° por duplicado con el
método Reed and Muench (1938). Para el caso del virus de leucemia bovina se realiz6 por la técnica
ELISA.
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AMPLIFICACION DE LOS GENES VIRALES

A partir de los cultivos virales se obtuvo el material genético viral de VRSB, VP1-3 y LEB,
gue fueron extraidos usando protocolos de TRIZOL (Sambrook & Maniatis, 1985). A partir de los
purificados, los genes se amplificaron por transcripciéon reversa y PCR (RT-PCR). Para ello, se
disefiaron y sintetizaron oligonucle6tidos a partir de las secuencias de nucle6tidos reportadas en el

GenBank: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/GenbankSearch.html), obteniendo los

siguientes iniciadores:

Cuadro 49. Antigenos recombinantes para LEB, DVB y PI3. Se muestran los datos de tamario,
identificacion de acceso a GeneBank y secuencia

GENE AMPLIFICADO ACCESO SECUENCIA

(pb) GENBANK

BLWVF 5 AT GGATCC  GATGCCYAAAG
GP51 DE LEB 1570pb AY078387 ~ AACGACGGTCCCG 3; BLVRHis

5 AT GGATCC TCA GTGGTGGTGGTGGTGGTG
GGGCAGGGTCGRAGGTTGATGTAATCG 3
E2DVBF 5 AT GGATCC
gCTGATAACAGGRGYGCAAGG 3; E2DVBRhis
E2 DE VDVB 1165pb AJ133738 5 AT GGATCC TTA GTGGTGGTGGTGGTGGTGTG
CTGATAAGACCATGTATGTRACCAG 3)
Gen
HNBPI3F 5' AT GGATCC gATGGAATATTGGAAACACAC
HN DE PI3 1,719pb AF178655 3 HNBPI3Rhis

5 AT GGATCC TTA GTGGTGGTGGTGGTGGTG

GCTGCAGTTTTTCGGAAC 3

A partir de estos iniciadores se pudieron amplificar cada uno de los genes virales y ser
clonados en los sitios de corte BamH1 del vector de movilizaciébn a baculovirus pFasTBacHa

(sistema BacToBac de Invitrogen http://products.invitrogen.com/ivgn/product/10584027), con una

secuencia de seis histidinas presente dentro de la construccion que permitia que los antigenos
recombinantes fueran purificados con columnas de afinidad de agarosa niquel (Bornhorst & Falke,
2000).

Posteriormente, los vectores plasmidicos pUC19 y pFastBacHTa fueron cultivados hasta
obtener al menos 1 mg de acido nucleico. Con el ADN de los plasmidos purificado con columnas de
afinidad (Kit Mega, QIAGEN) se transformaron bacterias competentes E. coli DH5alfa seleccionadas
por medio de LB-ampicilina. Posteriormente el ADN fue digerido con las endonucleasas Smal
(pUC19-T) y BamH1 (pFastBacHT). La digestion fue evaluada por electroforesis en geles de
agarosa y por transformacion bacteriana hasta tener menos de 5x10® UFC/ug ADN. Posteriormente

el pldsmido pFastBacHT fue desfosforilado y al ADN del plasmido pUC19 se le adicionaron colas
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de timina usando TagADNpolimerasa. La evaluacion final se determiné con la insercion de un
ligando control al plasmido, se verificé la orientacion de la clonacién y se cuantificd el nimero de
clonas recombinantes, asi como la verificacion de su identidad por secuenciaciéon de nucleétidos.

Las clonas recombinantes correctamente orientadas se crecieron para obtener ADN y
transformar células DH10BAC, y se seleccionaron por resistencia a tres antibiéticos y se obtuvieron
por transposicion sitio especifica, clonas recombinantes en Bacmidos. El sistema Bac to Bac permite
seleccionar las clonas transpuestas por color al crecerlas con IPTG y X-Gal, las clonas se verificaron
por PCR y se obtuvo su ADN.

Posteriormente, con este ADN purificado de los bacmidos recombinantes se transfectan
células de insecto Sf9. Inicialmente se mezcl6 el ADN con liposomas (Cellfectin Gibco BRL - 10365-
010) y después se agregaron a las células de insecto. Se obtuvo una suspension con el baculovirus
recombinante, se realiz6 un segundo pase de los baculovirus recombinantes (infectando con 0.7 x

108 células Sfo/ml por 48 horas) (www.invitrogen.com). Para la extraccion de ADN de los

baculovirus se diluyo el sobrenadante de cultivo celular 1:10 en buffer K, se mezcl6 con vortex, e
incub6 por 1h a 55 °C, y después por 10 minutos mas a 95°C, se toman muestras para llevarlas a
diluciones de 1:10 y 1:100 y evaluarlas por duplicado, al final de la producciéon de antigenos
recombinantes, fueron titulados por ELISA.

Para determinar el titulo de baculovirus, se obtuvo por PCR en tiempo real al relacionarlo
con una curva estandar de ADN (pGp64). Condiciones de ensayo: 95°C por 10 min, 40 ciclos de
95°C por 15 seg. y 60°C por 45 seg. Se considerd que 1ng del ADN del pGp64 contiene 3.07x10°

moléculas.

CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS

Para poder optimizar y evaluar los ensayos monoplex y multiplex, se inici6é con la obtencién
de muestras control positivo en el formato monoplex (monoCp) y muestras conocidas como
negativas (monoCn) para cada una de las enfermedades, a partir de los resultados obtenidos en
ensayos ELISA comerciales Idexx BVDV (#99 4400), IBR Ab (#99 — 41459), PI3 (#P00652-2), VRSB
(#P00651-2) LEB (#P02110-5) (Idexx Laboratoires, Westbrook, Maine, USA). Se probaron 125
muestras del banco de sueros de la FMVZ, provenientes de animales no vacunados, de los
resultados de los ensayos ELISA comerciales se lograron identificar 84 muestras positivas y 41
negativas a DVB; 89 positivas y 35 negativas a IBR; 75 sueros positivos y 16 negativos a PI3; 73
muestras positivas y 18 negativas a VRSB y 44 sueros positivos y 44 negativos a LEB. De estas
poblaciones, se identificaron 7 sueros que resultaron positivos a las 5 enfermedades, y se realizd

un pool para ser utilizado en los ensayos multiples como control positivo, al gue se denominé como
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control positivo polivalente (polyCp) y debido a que no se encontraron sueros negativos a las cinco
enfermedades, se utilizé suero fetal bovino. como control negativo polivalente para el ensayo

multiple.

ESTANDARIZACION DEL ENSAYO LUMINEX®

Para realizar la optimizacién del ensayo mudltiple la plataforma xMAP de Luminex® y la
identificacion simultdnea de anticuerpos contra DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB, se utilizaron las
microesferas previamente acopladas con los antigenos, se probaron diferentes cantidades de
esferas (100, 200, 300 y 400 esferas), diferentes diluciones de las muestra monoCp y monoCn y
posteriormente polyCp y SFB en el ensayo mdltiple (dilucion doble seriada desde 1:2 y hasta 32
768), se probaron ademdas dos diluciones del anti IgG bovino unido a biotina (Jackson
Inmunoresesarch #101-065-165 RRID: AB_2337297) para comprobar la mejor condicion (1:10 000
y 1:20 000) el numero de analitos a determinar, los tiempos de incubacion y temperaturas (Hawcroft
et al., 1987).

Una vez que acoplados los antigenos a las microesferas, el ensayo se realiz6 agregando 50
pl de mix de microesferas que contenian 400 esferas de cada region de las 5 enfermedades y 50 ul
de muestra diluida 1:20, incubando 2hrs a 25°C en agitacion constante a 350 rpm, posterior a un
ciclo de 3 lavados se agrego6 el anticuerpo secundario, un anti IgG bovino unido a biotina en una
concentracion de 1:10 000, incubando en condiciones similares a las mencionadas anteriormente.
Posterior a un nuevo ciclo de lavado se agregaron 50 ul de estreptavidina ficoeritrina (SAPE) (SAPE
Bio Rad Laboratoires #171304501 diluida 1:100. Finalmente, se realizé un nuevo ciclo de lavado y
se agregaron 100 pl de solucién de lectura, los resultados fueron obtenidos en intensidades medias
de fluorescencia (IMF) en donde la fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion

del anticuerpo presente en la muestra.

VALIDACION

Una vez optimizado el ensayo, se evalla para determinar si es selectivo, su exactitud, si es

preciso, sensible y especifico.

e Exactitud: en los ensayos dicotomicos, hace referencia a la sensibilidad (Se) y especificidad
(Esp), es decir, la capacidad de detectar a los verdaderamente positivos (Se) y la capacidad
de deteccion de los verdaderamente negativos (Esp).

e Precision: también es conocido como reproducibilidad o coeficiente de variacién (CV), ya sea

intra o inter ensayo. Se calcula mediante la desviacion estandar de la media de los resultados

126



obtenidos. Los CV intra e inter ensayo no deben superar el 20%, aunque Lee et al (2005)
establecen como rango aceptable valores entre el 25 y 30%.

e Selectividad.

¢ Limite de deteccién (OIE, 2018b; Findlay et al., 2000; AOAC, 2002).
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Anexo 2. Prevalencias zona norte

Cuadro 50. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

DVB en los estados de la republica que conforman la zona norte

Prevalencia

Norte (%)

Baja California 25.0

Chihuahua

Coahuila 34.5

Durango 49.7

Nuevo Ledn

Sonora

Zacatecas 38.5

n
28
45
55
145
116
101
39

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
047+
1.15
0.65*
0.94
1.23*
1.02
0.73

IC inf.

0.25
0.90
0.45
0.80
1.07
0.85
0.49

IC sup.

0.90
1.46
0.94
1.12
1.42
1.23
1.09

Cuadro 51. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

IBR en los estados de la republica que conforman la zona norte

Prevalencia

Norte (%)
Baja California 17.9
Chihuahua 37.8
Coahuila 30.9
Durango 29.0
Nuevo Leon

Sonora 40.6
Zacatecas 154

n
28
45
95
145
116
101
39

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.51
1.16
0.89
0.83
1.59**
1.18
0.44*

IC inf.
0.23
0.81
0.60
0.64
1.33
0.93
0.21

IC sup.
1.14
1.67
1.33
1.08
1.90
1.51
0.92
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Cuadro 52. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

LEB en los estados de la republica que conforman la zona norte

Prevalencia
Norte (%)
Baja California 14.3
Chihuahua
Coahuila 25.5
Durango 33.1
Nuevo Ledn
Sonora
Zacatecas

n
28
45
55
145
116
101
39

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.31*
1.06
0.51*
0.69
1.13
1.23*
1.11

IC inf.
0.12
0.78
0.31
0.54
0.94
1.03
0.82

IC sup.
0.76
1.43
0.82
0.88
1.35
1.47
1.51

Cuadro 53. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% superior e inferior) de

PI3 en los estados de la republica que conforman la zona norte

Prevalencia
Norte (%)
Baja California 17.9
Chihuahua
Coahuila 18.2
Durango 44.8
Nuevo Ledn
Sonora
Zacatecas 30.8

n
28
45
55
145
116
101
39

Los valores se destacan segin color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacién a la media poblacional.

RR
0.37*
1.16
0.37*
0.93
1.33*
1.31*
0.64

IC inf.
0.17
0.89
0.21
0.77
1.15
1.12
0.40

IC sup.
0.82
1.51
0.66
1.12
1.54
1.54
1.02

Cuadro 54. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

VRSB en los estados de la republica que conforman la zona norte

Prevalencia

Norte (%) n

Baja California 17.9 28
Chihuahua 45
Coahuila 36.4 55
Durango 46.9 145
Nuevo Ledn 116
Sonora 101
Zacatecas 38.5 39

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.33*
1.13
0.68
0.88
1.20™
0.97
0.77

IC inf.

0.15
0.89
0.48*
0.74
1.04
0.80
0.53

IC sup.
0.74
1.44
0.97
1.05
1.38
1.18
1.12
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Anexo 3. Prevalencias zona golfo

Cuadro 55. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
DVB en los estados de la republica que conforman la zona golfo

Prevalencia n _
Golfo (%) RR IC inf. IC sup.
Tabasco 66.9 163 1.30%* 1.16 1.46
Tamaulipas 54.9 173 1.05 0.91 1.21
Veracruz 32.3 31 0.61 0.37 1.02

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.
** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 56. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
IBR en los estados de la republica que conforman la zona golfo

Prevalencia
Golfo (%) n RR IC inf. IC sup.
Tabasco 58.3 163 1.05 0.85 1.30
Tamaulipas 49.1 173 1.04 0.85 1.28
Veracruz 25.8 31 0.56 0.27 1.15

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 57. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
LEB en los estados de la republica que conforman la zona golfo

Prevalencia
Golfo (%) n RR IC inf. IC sup.
Tabasco 46.6 163 1.01 0.85 1.20
Tamaulipas 42.8 173 0.92 0.77 1.10
Veracruz 29.0 31 0.63 0.36 1.09

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia.

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 58. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
PI3 en los estados de la republica que conforman la zona golfo

Prevalencia
Golfo (%) n RR IC inf. IC sup.
Tabasco 58.3 163 1.23* 1.07 1.41
Tamaulipas 49.1 173 1.02 0.87 1.20
Veracruz 452 3 0.94 0.64 1.39

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.
** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.
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Cuadro 59. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferioor y superior) de
VRSB en los estados de la republica que conforman la zona golfo

Prevalencia
Golfo (%) n RR IC inf. IC sup.
Tabasco 58.3 163 1.11 0.97 1.27
Tamaulipas 49.1 173 0.92 0.79 1.08
Veracruz 25.8 31 0.48* 0.27 0.88

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Anexo 4. Prevalencias zona pacifico

Cuadro 60. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

DVB en los estados de la republica que conforman la zona pacifico

Prevalencia
Pacifico (%)
Chiapas 46.6
Colima 56.2
Guerrero 58.8
Jalisco 65.5
Michoacan 68.9
Morelos 444
Nayarit 51.7
Oaxaca 61.8
Sinaloa 62.5

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

n
88
89
68

165
61

36
207
102
48

RR
091
1.07
1.12
1.27*
1.32*
0.85
0.98
1.19*
1.20

IC inf.
0.73
0.89
0.92
1.13
1.11
0.59
0.86
1.01
0.96

** |ndica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

IC sup.
1.13
1.29
1.38
1.43
1.57
1.22
1.13
1.39
1.49

Cuadro 61. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

IBR en los estados de la republica que connforman la zona pacifico

Prevalencia
Pacifico (%)
Chiapas 22.7
Colima 29.2
Guerrero 324
Jalisco 448
Michoacan 52.5
Morelos 25.0
Nayarit 38.2
Oaxaca 471
Sinaloa 479

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

n
88
89
68

165
61
36
207
102
48

RR
0.65*
0.84
0.94
1.32**
1.54*
0.72
0.96
1.38**
1.40*

IC inf.
0.44
0.61
0.66
1.11
1.20
0.41
0.79
1.12
1.04

IC sup.
0.96
1.17
1.32
1.58
1.96
1.27
1.18
1.71
1.89
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Cuadro 62. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

LEB en los estados de la republica que conforman la zona pacifico

Prevalencia
Pacifico (%)
Chiapas 30.7
Colima 41.6
Guerrero 441
Jalisco
Michoacan
Morelos
Nayarit
Oaxaca
Sinaloa

n

36
207
102
48

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.66"
0.90
0.95
1.22**
1.54**
1.08
1.29*
1.33**
1.50**

IC inf.
0.48
0.70
0.73
1.06
1.31
0.78
1.14
1.13
1.24

IC sup.
0.90
1.15
1.25
1.41
1.83
1.51
1.46
1.57
1.83

Cuadro 63. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos e confianza (IC 95% inferior y superior) de PI3

en los estados de la republica pertenecientes a la zona pacifico

Prevalencia
Pacifico (%)
Chiapas 36.4
Colima 44.9
Guerrero
Jalisco
Michoacan
Morelos 444
Nayarit 44.0
Oaxaca
Sinaloa

n
88
89
68
165
61
36
207
102
48

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.75*
0.93
1.17
1.23*
1.55™
0.92
0.91
1.19*
1.13

IC inf.
0.57
0.74
0.94
1.07
1.33
0.64
0.77
1.00
0.87

IC sup.
0.99
1.18
1.45
1.41
1.81
1.33
1.07
1.42
147
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Cuadro 64. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

VRSB en los estados de la republica pertenecientes a la zona pacifico

Prevalencia
Pacifico (%)
Chiapas 46.6
Colima 57.3
Guerrero 60.3
Jalisco 66.7
Michoacén 754
Morelos 50.0
Nayarit 51.2
Oaxaca 61.8
Sinaloa 70.8

n
88
89
68

165
61
36
207
102
48

RR
0.87
1.08
1.11
1.29*
1.44*
0.94
0.96
1147+
1.26*

IC inf.
0.70
0.90
0.91
1.15
1.24
0.68
0.84
1.00
1.03

IC sup.
1.10
1.30
1.36
1.45
1.66
1.31
1.11
1.37
1.55

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia, hiperendemia y holoendemia.

** |ndica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

134



Anexo 5. Prevalencias zona centro

Cuadro 65. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

DVB en los estados de pertenecientes a la zona centro de la republica mexicana

Prevalencia
Centro (%)
Aguascalientes 291
Estado de México 94.4
Guanajuato
Hidalgo 40.5
Puebla
Querétaro
San Luis Potosi 24.8
Tlaxcala 15.8

n
86
18
113
84
209
110
113
19

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia,

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.86*
0.55*
1.81%
1.28%
0.77

1.04
0.97
0.46*

y holoendemia.

IC inf.
0.78
0.39
1.61
1.12
0.59
0.92
0.80
0.33

IC sup.
0.94
0.76
2.04
147
1.00
1.19
1.17
0.64

Cuadro 66. Prevalencias, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
IBR en los estados de la republica que conforman la zona centro

Prevalencia

Centro (%)
Aguascalientes 17.4
Estado de México

Guanajuato 451
Hidalgo 28.6
Puebla 36.8
Querétaro 40.0
San Luis Potosi 13.3
Tlaxcala 0.0

n
86
18

13
84
209
110
13
19

RR
0.87
0.46*
1.45
1.32*
0.82
1.07
1.17
0.00*

Los valores se destacan segun color, como: hipoendemia, mesoendemia e

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

IC inf.
0.73
0.29
0.91
1.07
0.58
0.89
0.92

IC
sup.

1.03
0.75
2.31
1.64
1.16
1.29
1.48
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Cuadro 67. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
LEB en los estados de la republica que conforman la zona centro

Prevalencia
Centro (%)
Aguascalientes 18.6
Estado de México 94.4
Guanajuato
Hidalgo 34.5
Puebla
Querétaro
San Luis Potosi 42.5
Tlaxcala 26.3

n
86
18
13
84
209
110
13
19

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia,

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.97
0.39*

2.06™

1.18
0.74
1.13
1.1
0.92

IC inf.
0.87
0.25
1.83
0.99
0.55
0.98
0.92

0.74
y holoendemia.

IC sup.
1.08
0.62
2.32
1.40
1.00
1.30
1.34
1.14

Cuadro 68. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de

PI3 en los estados de la republica mexicana que conforman la zona centro

Prevalencia

Centro (%)
Aguascalientes 20.9
Estado de México 83.3
Guanajuato

Hidalgo 47.6
Puebla

Querétaro 47.3

San Luis Potosi 19.5
Tlaxcala 10.5

n
86
18

113
84
209
110
113
19

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia,

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

RR
0.43*
1.74*
1.33*
0.99

1.13
0.98
0.39*
0.22*

IC inf.
0.28
1.41
1.14
0.79
0.99
0.80
0.27

0.06
y holoendemia.

IC sup.
0.65
215
1.54
1.24
1.29
1.20
0.58
0.81
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Cuadro 69. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
VRSB en los estados de la republica que conforman la zona centro

Prevalencia
Centro (%) n RR IC inf. IC sup.
Aguascalientes 34.9 86 0.65* 0.49 0.87
Estado de México 88.9 18 1.68** 1.42 1.99
Guanajuato 113 1.41* 1.25 1.58
Hidalgo 46.4 84 0.87 0.69 1.10
Puebla 209 1.08 0.95 1.22
Querétaro 110 1.07 0.90 1.26
San Luis Potosi 29.2 113 0.54* 0.40 0.72
Tlaxcala 15.8 19 0.30* 0.10 0.84
Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia, , Y holoendemia.

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de
seropositividad en relacion a la media poblacional.
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Anexo 6. Prevalencias zona peninsula

Cuadro 70. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
DVB en los estados de la republica que conforman la zona peninsula

Prevalencia
Peninsula (%) n RR IC inf. IC sup.
Campeche 53.3 60 0.80 0.61 1.04
Quintana Roo 444 63 0.84 0.64 112
Yucatan 485 33 0.92 0.65 1.32

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 71. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
IBR en los estados de la republica que conforman la zona peninsula

Prevalencia
Peninsula (%) n RR IC inf. IC sup.
Campeche 31.7 60 0.72 0.48 1.06
Quintana Roo 27.0 63 0.78 0.52 1.17
Yucatan 48.5 33 1.41 0.99 2.01

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia.

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 72. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
LEB en los estados de la republiica que conforman la zona peninsula

Prevalencia
Peninsula (%) n RR IC inf. IC sup.
Campeche 38.3 60 0.65* 0.46 0.91
Quintana Roo 30.2 63 0.65* 0.44 0.94
Yucatan 394 33 0.85 0.56 1.30

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia.
* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 73. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
PI3 en los estados de la republica que conforman la zona peninsula

Prevalencia
Peninsula (%) n RR IC inf. IC sup.
Campeche 53.3 60 0.87 0.67 1.14
Quintana Roo 34.9 63 0.72 0.51 1.01
Yucatan 455 33 0.95 0.65 1.38

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.
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Cuadro 74. Prevalencia, riesgo relativo e intervalos de confianza (IC 95% inferior y superior) de
VRSB en los estados de la republica que conforman la zona peninsula

Prevalencia
Peninsula (%) n RR IC inf. IC sup.
Campeche 58.3 60 0.86 0.68 1.11
Quintana Roo 476 63 0.90 0.69 1.16
Yucatan 515 33 0.97 0.70 1.35

Los valores se destacan segun color, como: mesoendemia e hiperendemia.

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.
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Anexo 7. Odds ratios

ODDS RATIOS PARA DVB

Cuadro 75. Odds ratio para las variables temperatura y DVB, con un IC 95%

Temperatura Odds ratio ICinferior IC superior
Calido muy calido (CMC) 1.04 0.91 1.19
Semi célido (SC) 1.10 0.94 1.28
Templado (T) 0.77 0.64 0.92
Semi frio (SF) 1.51 0.66 3.46

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 76. Odds ratio para las variables humedad y DVB con un IC 95%

Humedad Odds ratio IC inferior IC superior
Muy arido 0.39* 0.25 0.61
Arido 0.91 0.61 1.35
Seco 0.87 0.74 1.04
Subhtmedo (w0) 1.01 0.80 1.26
Subhimedo (w1) 1.04 0.87 1.23
Subhimedo (w2) 1.31** 1.06 1.62
Hamedo (f) 1.00 0.77 1.31
Himedo (m) 1.18 0.91 1.53

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de
seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 77. Odds ratio para las variables clima y DVB con un IC 95%

Clima Odds ratio IC inferior IC superior
CMC_arido 1.17 0.92 1.50
CMC_subhumedo 0.92 0.77 1.10
CMC_humedo 1.19 0.95 1.48
SC_érido 0.68* 0.53 0.88
SC_subhiimedo 1.47* 1.21 1.79
SC_hlmedo 0.85 0.59 1.22
T_érido 0.65* 0.51 0.83
T_subhumedo 0.94 0.72 1.22
T_humedo 113 0.30 423
SF_subhumedo 1.61 0.71 3.66

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de
seropositividad en relacion a la media poblacional.
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Cuadro 78. Odds ratio para las variables fin zootécnico y DVB con un IC 95%

Fin zootécnico Odds ratio IC inferior IC superior
Carnico 0.97 0.86 1.09
Doble propoésito 1.07 0.92 1.24

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 79. Odds ratio para las variables tipo de empadre y DVB con un IC 95%
Tipo de empadre Odds ratio IC inferior IC superior
Continuo 1.03 0.92 1.15

Estacional 0.57* 0.39 0.84
* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 80. Odds ratio para las variables tipo de servicio y DVB con un IC 95%

Tipo de servicio Odds ratio  IC inferior IC superior
IA 1.50** 1.05 2.14
Monta 0.99 0.88 1.11

** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 81. Odds ratio para las variables numero de parto y DVB con un IC 95%
Nimero de parto Odds ratio IC inferior IC superior

1 0.98 0.79 1.20
2 0.93 0.76 1.14
3 0.93 0.77 1.12
4 1.12 0.91 1.37
5 1.10 0.84 1.45
6 1.30 0.93 1.84
7 1.01 0.62 1.62
8 0.43 0.17 1.08
9 0.72 0.31 1.68

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 82. Odds ratio para las variables sistema de pastoreo y DVB con un IC 95%

Sistema de pastoreo Odds ratio  IC inferior IC superior

Rotacional 1.03 0.92 1.16
Alterno 0.91 0.75 1.11
Continuo 0.86 0.67 1.11
Otro 1.30 0.87 1.95

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.
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ODDS RATIOS PARA IBR

Cuadro 83. Odds ratio para las variables temperatura e IBR con un IC 95%

Temperatura Odds ratio IC inferior IC superior
Calido muy célido (CMC) 0.97 0.84 1.12
Semi célido (SC) 1.18* 1.00 1.38
Templado (T) 0.83 0.68 1.02
Semi frio (SF) 0.63 0.25 1.60

** |ndica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 84. Odds ratio para las variables humedad e IBR con un IC 95%

Humedad Odds ratio IC inferior IC superior
Muy arido 0.47* 0.28 0.80
Arido 0.91 0.59 1.38
Seco 0.99 0.83 1.19
Subhimedo (w0) 0.81 0.64 1.04
Subhimedo (w1) 1.15 0.96 1.38
Subhimedo (w2) 1.22 0.98 1.51
Himedo (f) 0.97 0.73 1.28
Hamedo (m) 0.91 0.69 1.20

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 85. Odds ratio para las variables clima e IBR con un IC 95%

Clima Odds ratio IC inferior IC superior
CMC_arido 1.24 0.97 1.60
CMC_subhumedo 0.91 0.76 1.10
CMC_humedo 0.89 0.70 1.12
SC_érido 0.90 0.69 1.19
SC_subhiimedo 1.36* 1.12 1.65
SC_hlmedo 1.10 0.75 1.60
T_arido 0.66* 0.50 0.87
T_subhUimedo 1.04 0.79 1.37
T_htimedo 0.95 0.24 3.80
SF_subhumedo 0.74 0.31 1.77

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de
seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 86. Odds ratio para las variables fin zootécnico e IBR con un IC 95%

Fin Zootécnico Odds ratio  IC inferior IC superior
Carnico 1.00 0.88 113
Doble proposito 1.00 0.86 1.17

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.
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Cuadro 87. Odds ratio para las variables tipo de empadre e IBR con un IC 95%

Tipo de empadre Odds ratio IC inferior IC superior
Continuo 1.04 0.92 117
Estacional 0.42* 0.26 0.68

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 88. Odds ratio para las variables tipo de servicio e IBR con un IC 95%

Tipo de servicio Odds ratio IC inferior IC superior
IA 1.34 0.94 1.90
Monta 0.99 0.87 1.12

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 89. Odds ratio para las variables numero de parto e IBR con un IC 95%
Ndmero de parto Odds ratio IC inferior IC superior

1 0.96 0.77 1.19
2 1.07 0.87 1.32
3 0.98 0.81 1.20
4 1.00 0.80 1.24
5 1.09 0.82 1.45
6 1.08 0.76 1.53
7 0.68 0.39 1.17
8 0.60 0.22 1.65
9 0.90 0.36 221

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 90. Odds ratio para las variables sistema de pastoreo e IBR con un IC 95%

Sistema de pastoreo Odds ratio IC inferior IC superior
Rotacional 1.01 0.89 1.14
Alterno 0.96 0.78 1.18
Continuo 0.92 0.71 1.21
Otro 1.31 0.87 1.97

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

ODDS RATIOS PARA LEB

Cuadro 91. Odds ratio para las variables temperatura y LEB con un IC 95%

Temperatura Odds ratio IC inferior IC superior
Célido muy célido (CMC) 0.99 0.87 1.14
Semi célido (SC) 1.19 1.02 1.39
Templado (T) 0.83 0.37 1.88
Semi frio (SF) 0.77 0.64 0.93

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

143



Cuadro 92. Odds ratio para las variables humedad y LEB con un IC 95%

Humedad Odds ratio IC inferior IC superior
Muy arido 0.42* 0.26 0.68
Arido 1.04 0.70 1.54
Seco 0.88 0.74 1.05
Subhtmedo (w0) 1.06 0.85 1.33
Subhtmedo (w1) 1.12 0.94 1.33
Subhtmedo (w2) 1.19 0.97 147
Hamedo (f) 0.96 0.74 1.26
Hlmedo (m) 0.97 0.75 1.26

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 93. Odds ratio para las variables clima y LEB con un IC 95%

Clima Odds ratio IC inferior IC superior
CMC_arido 1.15 0.90 147
CMC_subhumedo 0.96 0.80 1.14
CMC_humedo 0.95 0.76 119
SC_érido 0.85 0.65 1.10
SC_subhimedo 1.40* 1.16 1.70
SC_himedo 1.09 0.76 1.57
T_érido 0.59* 0.45 0.76
T_subhumedo 1.11 0.85 1.44
T_humedo 0.33 0.07 1.60
SF_subhimedo 0.91 0.41 2.02

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 94. Odds ratio para las variables fin zootécnico y LEB con un IC 95%

Fin zootécnico Odds ratio IC inferior IC superior
Cérnico 0.98 0.87 1.10
Doble proposito 1.04 0.90 1.22

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa

Cuadro 95. Odds ratio para las variables tipo de empadre y LEB con un IC 95%

Tipo de empadre Odds ratio IC inferior IC superior
Continuo 1.04 0.92 1.16
Estacional 0.45* 0.30 0.69

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 96. Odds ratio para las variables tipo de servicio y LEB con un IC 95%

Tipo de servicio Odds ratio IC inferior IC superior
IA 1.36 0.96 1.92
Monta 0.99 0.88 1.12

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 97. Odds ratio para las variables nimero de parto y LEB con un IC 95%

NUumero de parto Odds ratio IC inferior IC superior
1 0.94 0.77 1.16
2 1.04 0.85 1.28
3 0.92 0.76 1.11
4 1.10 0.90 1.35
5 1.03 0.78 1.35
6 1.22 0.87 1.71
7 0.90 0.56 1.46
8 0.72 0.30 1.74
9 0.55 0.22 1.34

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 98. Odds ratio para las variables sistema de pastoreo y LEB con un IC 95%

Sistema de pastoreo Odds ratio IC inferior IC superior

Rotacional 0.97 0.86 1.10
Alterno 1.03 0.85 1.26
Continuo 0.94 0.73 1.21
Otro 1.67** 1.1 2.50

** Indica mayor probabilidad de seropositividad en relacion a la media poblacional.

ODDS RATIOS PARA PI3

Cuadro 99. Odds ratio para las variables temperatura y PI3 con un IC 95%

Temperatura Odds ratio  IC inferior IC superior
Calido muy célido (CMC) 1.07 0.93 1.22
Semi célido (SC) 1.09 0.94 1.27
Templado (T) 0.91 0.41 2.05
Semi frio (SF) 0.75* 0.62 0.90

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 100. Odds ratio para las variables humedad y PI3 con un IC 95%

Humedad Odds ratio IC inferior IC superior
Muy arido 0.44* 0.28 0.70
Arido 1.00 067 1.48
Seco 0.83 0.70 0.99
Subhtmedo (w0) 0.93 0.74 1.16
Subhtmedo (w1) 1.08 0.91 1.28
Subhtmedo (w2) 1.24* 1.00 1.53
Hamedo (f) 1.04 0.80 1.36
Hamedo (m) 1.30* 1.00 1.68

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 101. Odds ratio para las variables clima y PI3 con un IC 95%

Clima Odds ratio IC inferior IC superior
CMC_arido 1.21 0.95 1.55
CMC_subhtmedo 0.94 0.79 1.12
CMC_humedo 1.21 0.97 1.51
SC_érido 0.69* 0.53 0.90
SC_subhiimedo 1.33* 1.10 1.62
SC_hmedo 1.01 0.70 1.46
T_arido 0.59* 0.46 0.76
T_subhumedo 1.01 0.78 1.32
T_humedo 2.16** 0.54 8.66
SF_subhimedo 1.00 0.45 219

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 102. Odds ratio para las variables fin zootécnico y PI3 con un IC 95%

Fin zootécnico Odds ratio IC inferior IC superior
Carnico 0.96 0.85 1.09
Doble proposito 1.08 0.93 1.25

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 103. Odds ratio para las variables tipo de empadre y PI3 con un IC 95%

Tipo de empadre  Odds ratio IC inferior IC superior
Continuo 1.04 0.92 117
Estacional 0.45* 0.30 0.68

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.
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Cuadro 104. Odds ratio para las variables nimero de parto y PI3 con un IC 95%

Numero de parto Odds ratio

1

o N O o1 B~ w D

9

1.01
1.05
0.93
0.97
1.12
1.16
0.97
0.42
0.88

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 105. Odds ratio para las variables sistema de pastoreo y PI3 con un IC 95%
Odds ratio
1.02
0.94
0.94
112

Sistema de pastoreo
Rotacional

Alterno

Continuo

Otro

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

ODDS RATIOS PARA VRSB

Cuadro 106. Odds ratio para las variables temperatura y VRSB con un IC 95%
Odds ratio
1.02
1.06
1.47
0.85

Temperatura

Calido muy calido (CMC)
Semi calido (SC)
Templado (T)

Semi frio (SF)

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 107. Odds ratio para las variables humedad y VRSB con un IC 95%

Humedad Odds ratio
Muy é&rido 0.34*
Arido 1.00
Seco 0.93
Subhimedo (w0) 0.96
Subhumedo (w1) 1.09
SubhUmedo (w2) 1.34*
HUmedo (f) 0.93
Himedo (m) 1.01

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de

seropositividad en relacion a la media poblacional.

IC inferior
0.82
0.86
0.77
0.79
0.85
0.83
0.60
0.16
0.38

IC inferior

0.90
0.78
0.73
0.75

IC inferior

0.89
0.91
0.64
0.71

IC inferior
0.21
0.67
0.78
0.77
0.91
1.08
0.71
0.78

IC superior
1.24
1.28
1.13
1.19
147
1.63
1.56
1.09
2.04

IC superior
1.15
1.15
1.21
1.67

IC superior
1.17
1.24
3.38
1.02

IC superior
0.54
1.48
1.11
1.20
1.29
1.65
1.22
1.31

147



Cuadro 108. Odds ratio para las variables clima y VRSB con un IC 95%

Clima Odds ratio  IC inferior IC superior
CMC_arido 1.16 0.91 1.49
CMC_subhiimedo 0.98 0.82 117
CMC_hUmedo 1.00 0.80 1.25
SC_arido 0.69* 0.53 0.89
SC_subhimedo 1.37* 1.12 1.66
SC_htmedo 0.86 0.59 1.23
T_érido 0.74* 0.58 0.95
T_subhimedo 1.01 0.78 1.32
T_himedo 1.77 0.44 7.09
SF_subhumedo 1.57 0.69 3.57

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional. ** Indica mayor probabilidad de
seropositividad en relacion a la media poblacional.

Cuadro 109. Odds ratio para las variables fin zootécnico y VRSB con un IC 95%

Fin zootécnico Odds ratio IC inferior IC superior
Carnico 0.95 0.84 1.07
Doble proposito 1.11 0.96 1.29

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

Cuadro 110. Odds ratio para las variables tipo de empadre y VRSB con un IC 95%

Tipo de empadre Odds ratio IC inferior IC superior
Continuo 1.03 0.92 1.16
Estacional 0.50* 0.35 0.77

* Indica menor probabilidad de seropositividad en relacién a la media poblacional.

Cuadro 111. Odds ratio para las variables numero de parto y VRSB con un IC 95%

Numero de parto Odds ratio IC inferior IC superior
1 1.01 0.82 1.24
2 0.98 0.80 1.19
3 0.95 0.79 115
4 1.00 0.81 1.23
5 1.15 0.87 1.51
6 1.32 0.94 1.87
7 0.88 0.55 1.42
8 0.53 0.22 1.28
9 0.49 0.20 117

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.
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Cuadro 112. Odds ratio para las variables sistema de pastoreo y VRSB con un IC 95%

Sistema de pastoreo Odds ratio
Rotacional 1.00
Alterno 0.93
Continuo 0.98
Otro 1.50

No se encontraron riesgos con probabilidad significativa.

IC inferior

0.89
0.76
0.76
0.99

IC superior

1.13
1.13
1.26
2.27
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Anexo 8. Resultados de seropositividad relacionado a cada zona
ganadera

ZONA NORTE

Al realizar el andlisis de prevalencias en los estados de la republica mexicana que conforman
la zona norte se observa que casi todos los niveles promedio de seropositividad pueden clasificarse
como mesoendémicos (Anexo 2, cuadros: 50,51, 52,53y 54), en parte debido a que Baja California
muestra bajas seroprevalencias para todas las enfermedades (en el rango de 14.3 a 25%). Sin
embargo, existen zonas de alta prevalencia en los estados de Nuevo Leén, Chihuahua y Sonora

para DVB (con valores de 53.5 a 63.8%), LEB (valores entre 51.1 a 56.4%), P13 (valores entre 55.6

y 62.9%) y VRSB (con valores de 51.5 a 62.9%), que pueden clasificarse como prevalencias

hiperendémicas.

En el analisis de odds ratio para evaluar la asociacion entre las variables estado de la
republica y seropositividad se observo lo siguiente:

- Baja California presenta las menores prevalencias para todas las enfermedades, y existe una
asociacion significativamente negativa entre dicho estado y la presentacion de las enfermedades
en todos los casos, excepto para IBR que, aunque la asociacién es negativa no es significativa,
lo que indicaria que en esta entidad existe menor probabilidad de encontrar animales
seropositivos.

- Coahuila presenta la misma tendencia de baja prevalencia para todas las enfermedades, junto
con asociaciones significativamente negativas para cuatro de las cinco enfermedades, con la
Unica excepcion del caso de IBR.

- Nuevo Ledn, presenta las prevalencias mas altas, con excepcion del caso de LEB, para la que
Sonora posee la mayor prevalencia (51.7 vs 56.4, respectivamente). Sin embargo, el nimero de
infectados en Nuevo Ledn para dicha enfermedad es lo suficientemente alto, para ser
considerado como hiperendémico. Ma&s aun, en este estado existen factores de asociacion
significativamente positivos para las 4 enfermedades en las que la prevalencia es mayor (DVB,
IBR, PI3 y VRSB), es decir que en dicho estado se favorece la presencia de animales
seropositivos.

- Chihuahua y Sonora presentan niveles hiperendémicos para DVB, LEB, PI3 y VRSB. Sin
embargo, solamente en el caso de Sonora y de PI3 existe una asociacion significativamente

positiva.
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ZONA GOLFO

En los estados de la zona golfo, de forma general las cinco enfermedades se observan en
niveles mesoendémicos a hiperendémicos (entre el 25.8 y el 66.9%), con un aumento en las
prevalencias en el estado de Tabasco, en donde las asociaciones medidas por los odds ratios
indican que Tabasco presentan niveles hiperendémicos para DVB, IBR, PI3 y VRSB. Sin embargo,
solo existe una asociacion significativamente positiva para DVB y PI3. Contrastantemente, Veracruz
muestra niveles de mesoendemia para todas las enfermedades, observando los niveles
significativamente mas bajos de la region golfo para DVB, IBR y VRSB (Ver anexo 3, cuadros: 55,
56, 57, 58 y 59).

ZONA PACIFICO

En esta zona se encuentran los niveles generales promedio mas altos de prevalencias para
la mayoria de las enfermedades que van del 30.7 al 75.4%, excepto para la enfermedad de IBR que
sigue manteniendo niveles de mesoendemia con porcentajes de seropositividad de 22.7 a 47.9% y
s6lo en el caso de Michoacan permanece como hiperendemia (52.5%) (ver anexo 4, cuadros: 60,
61, 62, 63 y 64). Lo anterior indica que la zona pacifico se considera como hiperendémica para
cuatro de las 5 enfermedades estudiadas: PI3, LEB, DVB y VRSB. Especialmente el estado de
Michoacan presenta prevalencias altas para PI3, LEB y VRSB, condicién que lo sitia en nivel de
holoendemia para ellas.

La asociacion medida con odds ratios indica relaciones significativamente positivas para
DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB en los estados de Jalisco y Michoacan. En tanto que para Oaxaca,
Nayarit y Sinaloa hay asociaciones significativamente positivas para LEB. Para IBR Unicamente
existe asociacién positiva significativa para Oaxaca. Contrariamente, se observa un odds ratio
negativo o protector en el estado de Chiapas para la seropositividad de IBR, LEB y PI3, indicando

una menor probabilidad de observar seropositividad a estas enfermedades en dicho estado.

ZONA CENTRO

En el anexo 5 (Cuadros: 65, 66, 67, 68 y 69) se muestran las prevalencias de las cinco
enfermedades en los estados de la zona centro, en los que se observa una gran variabilidad, desde
ausencia de seropositividad a IBR en Tlaxcala, hasta niveles holoendémicos para cuatro
enfermedades en el Estado de México.

Es asi como el Estado de México muestra las mayores prevalencias de todas las

enfermedades, alcanzando niveles holoendémicos para DVB, LEB, PI3 y VRSB con porcentajes de
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seropositividad que van de 83.3 a 94.4% y asociaciones significativamente positivas, lo que indica
gue existen factores de riesgo en el estado que favorecen la presentacion de estas infecciones.
Ademas, en dicho estado también se muestra la mayor seropositividad a IBR siendo el Unico estado
de la zona en el que el nivel de la enfermedad alcanza el grado de hiperendémico. En este mismo
sentido, se observan niveles de hiperendémicos en Guanajuato para las seroprevalencias de DVB,
LEB, PI3 y VRSB encontrdndose asociaciones significativamente positivas excepto para LEB.
Finalmente, aunque Puebla y Querétaro muestran niveles de hiperendemia para las enfermedades
de DVB, LEB y VRSB, no se observan asociaciones significativas.

Contrariamente, en el estado de Tlaxcala se observan niveles hipoendémicos para PI3 y
ausencia de IBR, con asociaciones significativamente negativas. Niveles mesoendémicos con
asociaciones significativamente negativas se observan para los estados de Aguascalientes y San
Luis Potosi para las seroprevalencias de DVB, PI3 y VRSB indicando menor probabilidad de

ocurrencia de las enfermedades en estas entidades.

ZONA PENINSULA

En la zona peninsular, de manera general se observa que casi todas las enfermedades son
mesoendémicas para Quintana Roo y Yucatan, excepto VRSB para este Ultimo. Mientras que para
el estado de Campeche la seropositividad para DVB, PI3 y VRSB alcanza niveles hiperendémicos
gue no muestran asociaciones significativas. Por otro lado, LEB que se ubica en niveles
mesoendémicos solamente muestra asociaciones negativas significativas para los estados de

Campeche y Quintana Roo (Ver en el anexo 6 los cuadros: 70, 71, 72, 73y 74).
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Anexo 9. Resultados de seropositividad en el afio 2012

Célculo de porcentajes de prevalencias aparentes para las enfermedades de DVB, IBR, LEB,
PI3 y VRSB, realizado con la informacion de casos y poblacion susceptible, proporcionada por el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SENASICA), para el afio 2012.

Cuadro 113. Frecuencias de seropositividad para DVB, IBR, LEB, PI3 y VRSB en cada zona

ganadera de la republica mexicana segun la informacién proporcionada por el Sistema Nacional
de Vigilancia Epidemioldgica (SENASICA) en el afio 2012

DVB
Prevalencia/zona (%)
Norte 0.6
Pacifico 49
Centro 3.3
Golfo 0.8
Peninsula 0.0
Generales 4.6

Los valores se destacan segun color, como: hipoendemia o mesoendemia.

IBR

(%)
9.2
2.2
2.9
14
0.8
24

LEB

(%)
0.6
0.3
0.1
0.0
0.7
0.3

PI3
(%)
2.3
0.2
25
6.4
0.0
0.2

VRSB

(%)
0.0
0.2
7.0
1.1
0.0
0.3
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Cuadro 114. Niumero de muestras analizadas por estado de la republica mexicana

Estado Numero de
muestras
Aguascalientes 86
Baja California 28
Campeche 76
Chiapas 88
Chihuahua 45
Coahuila 55
Colima 89
Durango 145
Estado de México 18
Guanajuato 113
Guerrero 68
Hidalgo 84
Jalisco 165
Michoacan 61
Morelos 36
Nayarit 207
Nuevo Lebn 116
Oaxaca 102
Puebla 209
Querétaro 110
Quintana Roo 63
San Luis Potosi 113
Sinaloa 48
Sonora 101
Tabasco 163
Tamaulipas 173
Tlaxcala 19
Veracruz 31
Yucatan 33
Zacatecas 39
Totales 2684
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En los siguientes cuadros los resultados se destacan segun color como: hipoendemia,

mesoendemia,
DVB

ZONA

NORTE

PACIFICO

CENTRO

GOLFO

PENINSULA

y holoendemia.

ESTADO
BAJA CALIFORNIA
CHIHUAHUA
COAHUILA
DURANGO
NUEVO LEON
SONORA
ZACATECAS
TOTAL ZONA

CHIAPAS
COLIMA
GUERRERO
JALISCO
MICHOACAN
MORELOS
NAYARIT
OAXACA
SINALOA
TOTAL ZONA

AGUASCALIENTES
ESTADO DE MEXICO
GUANAJUATO
HIDALGO

PUEBLA
QUERETARO

SAN LUIS POTOSI
TLAXCALA

TOTAL ZONA

TABASCO
TAMAULIPAS
VERACRUZ
TOTAL ZONA

CAMPECHE
QUINTANA ROO
YUCATAN

TOTAL ZONA
TOTAL NACIONAL

CASOS
9
2
24

10,250
1
0
7
0
15
10,294

15
20
14
17
0
2
415

486

o O -

21,720

# ANIMALES
SUSCEPTIBLES

4
1,808
595
1,790
1,949
3
0
6,186

2,275
200
257

128,412
713
0
1,355
0
74,818
208,030

4,391
2,565
1,685
959
3
3,172
537
1,200
14512.0

4,000
1,156
391
5547.0

3,000
0
0
3000.0
468,550

Cuadro 115. Porcentaje de prevalencias para DVB en el afio 2012

% PREVALENCIA
220
0.1
4.0
0.0
0.1
0.0
0.0
0.6

0.4
0.0
0.4
8.0
15
0.0
05
0.0
0.0
4.9

0.3
08
0.8
1.8
0.0
0.1
77.3
0.3
3.3

0.2
0.2
9.2
0.8

0.0
0.0
0.0
0.0
4.6
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IBR

Cuadro 116. Porcentaje de prevalencias para IBR en el afio 2012

ZONA

NORTE

PACIFICO

CENTRO

GOLFO

PENINSULA

ESTADO
BAJA CALIFORNIA
CHIHUAHUA
COAHUILA
DURANGO
NUEVO LEON
SONORA
ZACATECAS
TOTAL ZONA

CHIAPAS
COLIMA
GUERRERO
JALISCO
MICHOACAN
MORELOS
NAYARIT
OAXACA
SINALOA
TOTAL ZONA

AGUASCALIENTES
ESTADO DE MEXICO
GUANAJUATO
HIDALGO

PUEBLA
QUERETARO

SAN LUIS POTOSI
TLAXCALA

TOTAL ZONA

TABASCO
TAMAULIPAS
VERACRUZ
TOTAL ZONA

CAMPECHE
QUINTANA ROO
YUCATAN
TOTAL ZONA

TOTAL NACIONAL

CASOS
0
229
88
150
16
0
0
483

28

3,252
21

27
3,335

12
18
21
1

14

76

65
79

16

14
30

7,946

# ANIMALES

SUSCEPTIBLES PREVALENCIA

0
2,459
493
185
2,090
0
0
5,227

2,288
200
61
70,158
652
0
1,645
0
74,810
149,814

990
20
1,399
145
3
0
37
0
2,594

4,000
1,150
494
5644.0

3,300
0
457
3757.0

326,558

%

0.0
9.3
17.8
81.1
0.8
0.0
0.0
9.2

12
05
0.0
46
3.2
0.0
0.4
0.0
0.0
2.2

12
90.0
1.5
76
0.0
0.0
37.8
0.0
29

0.2
0.5
13.2
1.4

0.5
0.0
3.1
0.8

24

156



LEB

Cuadro 117. Porcentaje de prevalencias para LEB en el afio 2012

ZONA

NORTE

PACIFICO

CENTRO

GOLFO

PENINSULA

ESTADO
BAJA CALIFORNIA
CHIHUAHUA
COAHUILA
DURANGO
NUEVO LEON
SONORA
ZACATECAS
TOTAL ZONA

CHIAPAS
COLIMA
GUERRERO
JALISCO
MICHOACAN
MORELOS
NAYARIT
OAXACA
SINALOA
TOTAL ZONA

AGUASCALIENTES
ESTADO DE MEXICO
GUANAJUATO
HIDALGO

PUEBLA
QUERETARO

SAN LUIS POTOSI
TLAXCALA

TOTAL ZONA

TABASCO
TAMAULIPAS
VERACRUZ
TOTAL ZONA

CAMPECHE
QUINTANA ROO
YUCATAN
TOTAL ZONA

TOTAL NACIONAL

CASOS
0

H O o A~ O O o

N ©O © -~ o o -~ o o

o O o o

W w o o

112

# ANIMALES

SUSCEPTIBLES PREVALENCIA

0
30
145

441

616

63

18,632
153

%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.9
0.0
0.0
0.6

0.0
0.0
0.0
0.3
0.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.3

0.0
0.0
0.5
0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
0.1

0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.7
0.7

0.3

157



PI3

Cuadro 118. Porcentaje de prevalencias para PI3 en el afio 2012

ZONA

NORTE

PACIFICO

CENTRO

GOLFO

PENINSULA

ESTADO
BAJA CALIFORNIA
CHIHUAHUA
COAHUILA
DURANGO
NUEVO LEON
SONORA
ZACATECAS
TOTAL ZONA

CHIAPAS
COLIMA
GUERRERO
JALISCO
MICHOACAN
MORELOS
NAYARIT
OAXACA
SINALOA
TOTAL ZONA

AGUASCALIENTES
ESTADO DE MEXICO
GUANAJUATO
HIDALGO

PUEBLA
QUERETARO

SAN LUIS POTOSI
TLAXCALA

TOTAL ZONA

TABASCO
TAMAULIPAS
VERACRUZ
TOTAL ZONA

CAMPECHE
QUINTANA ROO
YUCATAN
TOTAL ZONA

TOTAL NACIONAL

CASOS
0

W O O w o o o

o o

75

123

00 O O O O O W o o

o

36

o O o o

344

# ANIMALES

SUSCEPTIBLES PREVALENCIA

61
5,618

640

74,400
80,725

230

O O O O W

318

496
102
598.0

0

0

0
0.0

163,544

%

0.0
0.0
0.0
0.0
23
0.0
0.0
2.3

0.0
0.0
0.0
1.3
0.0
0.0
1.3
0.0
0.1
0.2

22
0.0
3.5
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
25

0.0
0.4
353
6.4

0.0
0.0
0.0
0.0

0.2
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VRSB

Cuadro 119. Porcentaje de prevalencias para VRSB en el afio 2012

ZONA

NORTE

PACIFICO

CENTRO

GOLFO

PENINSULA

ESTADO
BAJA CALIFORNIA
CHIHUAHUA
COAHUILA
DURANGO
NUEVO LEON
SONORA
ZACATECAS
TOTAL ZONA

CHIAPAS
COLIMA
GUERRERO
JALISCO
MICHOACAN
MORELOS
NAYARIT
OAXACA
SINALOA
TOTAL ZONA

AGUASCALIENTES
ESTADO DE MEXICO
GUANAJUATO
HIDALGO

PUEBLA
QUERETARO

SAN LUIS POTOSI
TLAXCALA

TOTAL ZONA

TABASCO
TAMAULIPAS
VERACRUZ
TOTAL ZONA

CAMPECHE
QUINTANA ROO
YUCATAN
TOTAL ZONA

TOTAL NACIONAL

CASOS
0

o o o O O O o o o

—
N
A\‘

N o oo omdv w o

o O o o o N o O

300

# ANIMALES

SUSCEPTIBLES PREVALENCIA

0
371

o O o o o

3N

5,067

640

74,400
80,112

203
10

O O O o N

300

66
72.0

0

0

0
0.0

161,710

%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0
1.7
80.0
0.0
0.9
0.0
0.0
0.2

39
80.0
35
100.0
0.0
0.0
0.0
0.0
7.0

0.0
100.0
3.0
11.1

0.0
0.0
0.0
0.0

0.2
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