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RESUMEN
El trabajo investigativo tuvo como objetivo demostrar la presencia del Virus de la lengua azul
(VLA) en bovinos de predios con elevada mortalidad del cantén Chone de la provincia de Manabi.
En primer lugar, se evaluo si existian factores de riesgo para la presentacion de infecciones por del
virus en 364 predios de cuatro de las parroquias ganaderas de Chone, mediante el analisis de los
datos de una encuesta epidemiolégica realizada por AGROCALIDAD en 364 predios de las
parroquias San Antonio, Boyaca, Canuto y Ricaurte del cantén Chone. De este analisis se obtuvo
que habia una alta proporcién de predios, donde existian factores de riesgo a lengua azul como
son: un clima himedo con temperaturas subtropicales y abundancia de humedales, que favorecen
la presencia del vector culicoide en los dos primeros trimestres del afio. Ademas, que en todas las
fincas se habian presentado aumento de la mortalidad en bovinos, sin diagnostico comprobado y
que existe un desconocimiento total de la lengua azul. Posteriormente se seleccionaron seis de los
predios encuestados para investigar la circulacion del Virus de la lengua azul (VLA). En estos
predios estudiados se encontrdé una amplia circulacion del virus, ya que el 98.2% de bovinos
muestreados, resultaron seroreactores a VLA por ELISA. Para determinar la presencia de
infecciones activas de este virus se realizd un estudio longitudinal utilizando terneros centinelas
serologicamente negativos a VLA, en los cuales se diagnostico la presencia de VLA en sangre
mediante RT-PCR en la 2da y 5ta semanas después de llegados al predio y la seroconversion por
ELISA, entre la 3era y 8tva semanas de su introduccion. Luego de haber demostrado la presencia
de infecciones activas de VLA en estos predios se recomienda que se realicen investigaciones
encaminadas a determinar los serotipos de VLA circulantes, cuyo conocimiento es relevante para

un programa de control por vacunacion.
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INTRODUCCION.
La lengua azul (LA) es una enfermedad virica no contagiosa que afecta a los rumiantes domesticos
y salvajes (principalmente ovinos, pero también bovinos, caprinos, bufalidos, antilopes, cérvidos,
wapities y camélidos), y es transmitida por los insectos, en particular, por la picadura de ciertas
especies de mosquitos del grupo Culicoides (OIE, 2020).
La infeccion por lengua azul esta incluida en la lista de la OIE de las enfermedades cuya
declaracion es obligatoria y restringe la comercializacion de animales vivos, semen y 6vulos desde
los paises afectados (OIE, 2020)
Entre los factores de riesgo de infeccion con VLA se encuentran las condiciones climaticas, la
presencia de humedales y la alta cantidad de bovinos o carneros, todas que favorecen el ciclo de
vida de los culicoides, ademas, la entrada de nuevos animales (Da Silva et al, 2018).
Los signos clinicos de la lengua azul en bovinos son muy variables y pueden ser leves o tener
cierta gravedad que conduce a la muerte en un bajo proporcion de animales, y esto depende de
factores como la raza, la edad y la virulencia de la cepa. En los paises de clima humedo tropical y
subtropical con una amplia poblacion del vector, la enfermedad se hace enzodtica y los terneros
estan protegidos por los anticuerpos maternos, cuando éstos descienden, ya han adquirido
inmunidad por las continuas picadas de las hembras culicoides cargadas de virus (Arenas J. , 2013).
En Ecuador se divide en 4 regiones: Litoral o Costa, Sierra, Oriente, un archipiélago ubicado a
~1000 km de la costa, llamado Colon o Islas Galdpagos, regiones que tienen diferencias
considerables de topografia y climas (Varela et. al, 2020).
Desde 1986, habia evidencias serologicas de circulacion del virus LA en Ecuador (Lopez et al,

1986), pero como en bovinos la enfermedad transcurre con signos clinicos leves, no se ha reportado
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la presencia de esta enfermedad viral en el pais. Sin embargo, recientemente Verdesoto et al (2016)
encontraron bovinos con diagnostico positivo de lengua azul por PCR y por ELISA.

Con el desarrollo de la ganaderia en la provincia se ha buscado la mejora del potencial genético y
los ganaderos han adquirido hembras y también terneros que pueden ser susceptibles al virus de la
lengua azul (VLA), pues provienen de otras zonas como Paraguay y de haciendas de la sierra,
donde el clima y la altura asegura que no haya presencia del vector.

Manabi es la provincia con mayor uso del suelo en produccion ganadera. Es la mayor productora
de ganado bovino (por extension) el mal uso de los suelos ha llevado a esta provincia a expandir
su frontera agropecuaria y hoy en dia se tiene una densidad bovina de 0,8 UBA / Ha. La Zona
Norte de Manabi posee el 72% de la produccion ganadera en la provincia, en donde Chone es el
Canton con mayor produccion de ganado bovino. El pais en el 2013 tuvo una produccion de
5134.117 UBA y Manabi representa el 15% de toda la produccion ganadera 916.710 UB
(Alava,2017).

El clima de la provincia de Manabi oscila entre subtropical seco a tropical himedo y tropical
extremadamente hiimedo Yy esta determinado por las corrientes marinas; durante el invierno que se
inicia a principios de diciembre y concluye en mayo el clima es caluroso. Es por eso que la
provincia de Manabi reune las condiciones ambientales necesarias para que se desarrollen los
culicoides.

Entre los afios 2018 y 2019 ha aumentado la mortalidad en bovinos adultos en la provincia de
Manabi como ha sido informado por la Corporacion de ganaderos de Manabi en una nota de
prensa, esta mortalidad se ha asociado con la presencia de parasitos hemotropicos, los cuales han
sido diagnosticados en algunos de estos eventos, pero no se corresponde con las mortalidades

informadas para estos paréasitos en los paises donde son enzoo6ticos (Calderon et al, 2016).
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Sin embargo, puede ser que hayan ocurrido infecciones debidas al Virus de la lengua azul que no
se hayan diagnosticado, porque ni siquiera se investigaron, y que podrian estar asociadas a los
incrementos de mortalidad de bovinos en la provincia, unidos a factores ecolégicos del vector y/u

otras infecciones concurrentes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Existen infecciones por el virus lengua azul en los predios ganaderos de Chone donde se han

registrado muertes de bovinos adultos durante 2018 y 2019?

Formulacién de la hipotesis
El virus de la lengua azul se encuentra produciendo infecciones subclinicas o no diagnosticadas

en bovinos de los predios de Chone que han registrado elevada mortalidad.
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ANTECEDENTES
La lengua azul (LA) es una enfermedad infecciosa, no contagiosa producida por el virus de la
lengua azul (VLA) el cual es transmitido a los rumiantes domésticos y salvajes por ciertas especies
de género Culicoides Latreille, 1809 (Orden Diptera, Familia Ceratopogonidae) (Rojas et al,
2019).
Segun Montes (2013) en los ultimos afios, la circulacion del virus de la LA (VLA) ha sido muy
intensa en Europa, especialmente en Espafia, donde se ha detectado circulacion de tres serotipos
diferentes (1,4 y 8).
Debido a que la LA cursa de forma subclinica o leve en bovinos y que es transmitida solamente
por vectores, en otros paises para los estudios epidemioldgicos activos se ha utilizado la tecnologia
de la centinelizacion, con el fin de detectar los rebafios afectados por VLA y colectar virus para su
caracterizacion molecular y patogenicidad (Daniels et. al., 2004).
Debido a la variabilidad antigénica de la proteina VP 2 se presentan 27 serotipos y variantes
topograficas, por lo que para un control efectivo de LA es imprescindible conocer los serotipos
circulantes, para que sean incluidos en la formulacion vacunal (Rao et al, 2014).
En la década de 1980, un importante programa de rebafios centinela demostro que BTV-1, 3, 4, 6,
8, 12, 17 circulaban en Ameérica Central y la region del Caribe, presumiblemente sin expresion
clinica (Mo et al., 1994). En Ameérica del Sur, los Unicos serotipos detectados por métodos
viroldgicos (aislamiento de virus o deteccion del genoma por reaccion en cadena de la polimerasa)
fueron el serotipo 4 en Brasil en 1979 y més recientemente en Argentina (Lager et al., 2004; Legisa
et al., 2013) y serotipo 12 en las provincias del sur de Brasil en dos episodios clinicos en 2001
(Clavijo et al., 2002). En las islas caribefias de Martinica y Guadalupe, BTV-1, 2, 3, 5, 9, 10, 11,

13, 14, 17, 18, 22 y 24 fueron detectados por RT-PCR entre 2006 y 2011, en ovinos con signos
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clinicos, asi como en ganado recién importado de Francia continental utilizado como animales
centinela (Virrouge, et al, 2014).

En Centroamérica y el Caribe, e incluso en las Antillas Menores, el virus de la lengua azul esta
muy extendido (Greiner et al., 1993; Martinez et al., 2011; MacLachlan et al., 2007). Desde
principios de la década de 1980 hasta principios de la de 1990, se detectdé BTV en Guatemala, El
Salvador, Honduras, Costa Rica, Nicaragua, Panama, Trinidad y Tobago, Barbados, Puerto Rico,
Jamaica, la isla francesa de Mar-tinique, la isla francesa de Guadalupe y la Republica Dominicana.
(Legisa et al. 2014. En 1981, Metcalf et al. (1981) detectaron casi el 80% de la prevalencia en
Puerto Rico e Islas Virgenes. En la década de 1980, Gibbs et al. (1983) describieron una
seroprevalencia general del 70% en ganado, 67% en ovejas y 76% en cabras, detectado por
inmunodifusion en gel de agar (AGID). Estos autores también describieron altos porcentajes de
prevalencia en Jamaica (77%), Antigua (76%), Santa Lucia (82%), Barbados (61 %), Granada
(88%) y Trinidad y Tobago (79%). (Citado por Legisa et al (2014). En Cuba, se encontré una
prevalencia de 99.7% (Martinez et al, 2011).

Legisa (2014) reporta que, en Sudamérica, el VLA ha sido detectado por técnicas seroldgicas en
todos los paises, salvo Bolivia y Uruguay. Argentina y Brasil son los tnicos paises donde ha sido
aislado el virus. En Argentina han sido obtenidos 5 aislamientos de VLA serotipo 4 en ganado
bovino. Tres de estos aislamientos fueron logrados entre los afios 1999-2001, mientras los dos
restantes fueron obtenidos en los afios 2009 y 2010.

En Ecuador hay pocos reportes de estudios serologicos de lengua azul, el primero fue realizado
por Lopez et al en 1985, los que detectaron anticuerpos especificos a VLA por inmunodifusion
doble en agar, en 9 de 87 bovinos (10,3% de seroprevalencia) en la provincia de El Oro, en la zona

de clima amazonico del pais que tiene un clima tropical himedo selvatico. En caprinos de Manabi
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se encontrd una seroprevalencia del 7,4% (Mantilla, 1998, citado por Legisa et al, 2014) Mas tarde
en 2011, Mantilla et al. encontraron una prevalencia de 8% en ovejas de Beaterio y Tandapi
(Merino Mena 2011 citado por Legisa et al, 2014), esas parroquias se encuentran en la provincia
de Santo Domingo de los Tsachilas que es una zona lluviosa y con temperaturas calidas todo el
afo. El Unico reporte de diagnostico de virus en sangre ha sido realizado recientemente por
Verdesoto et al (2016). En este trabajo se muestrearon 295 bovinos sin signos clinicos de infeccion
de dos granjas ubicadas en las regiones andina y amazonica y de un matadero en la region costera.
Los analisis de deteccién de anticuerpos de grupo determinados por ELISA, mostraron una alta
proporcion de anticuerpos a VLA (98.9%) en los animales muestreados. Ademas, mediante la
técnica de RT-PCR pusieron en evidencia la presencia de ARN de VLA en el 10.2% muestras de
sangre de ganado. El aislamiento viral permitio identificar también VLA serotipos 9 (BTV9), 13
y 18. Estos hallazgos sugieren que VLA es una enfermedad enzootica en Ecuador.

La autoridad de Sanidad Animal de Ecuador ha informado a la OIE sobre la primera ocurrencia de
Lengua Azul en su territorio. Como parte de su programa de vigilancia serologica, en el mes de
diciembre se detectd la presencia de serologia positiva para Lengua Azul en 7/7 bovinos en un
establecimiento de bovinos para carne en EI Emabase, Provincia de Napo. No se ha caracterizado
el agente (serotipo) y se desconoce el origen de la infeccion. No se informa sobre mas

investigaciones para la deteccion del virus y su caracterizacion (Prosaia, 2016).
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JUSTIFICACION

El tema de Lengua Azul no ha sido muy explorado en el Ecuador. La primera evidencia referencial
de VLA fue desarrollada por Escanddn (2011) registrando los primeros componentes relacionados,
mediante un estudio bibliografico para la Universidad de Cuenca y ya en el 2016 se evidencia un
estudio técnico y cientifico para la Universidad de San Francisco de Quito desarrollado por

Verdezoto et al., 2018.

Segun los datos brindado por el INEC Manabi posee 896,476 bovinos. Cevallos (2018) describe
que mas de 300,000 reses pertenecen a Chone lo que representaria 31% de la poblacion ganadera
de Manabi, vale acotar que estos hatos ganaderos se caracterizan en la gran mayoria por ganado

de doble proposito.

El cantdn Chone se considera una zona de alta incidencia debido a los factores ambientales de alta

humedad que es propicia para el desarrollo de los vectores

Tras las muertes inesperadas de ganado vacuno ocurridas en el Cantén Chone de la Provincia de
Manabi, solamente se han tomado muestras de sangre para el diagnostico de hemoparasitos y se
han encontrado parasitos de la sangre del bovino del género Tripanosoma, Anaplasma y Babesia,
pero los signos clinicos y la alta mortalidad no se corresponde con los observados en infecciones
producidas por estos parasitos llamados Hemotropicos del bovino (Calderdn et al., 2016). No se
han tomado muestras para investigar agentes virales como el virus de la lengua azul que podria,

junto con los altos niveles de infestacion parasitaria estar causando la enfermedad.

Desde la perspectiva comercial la Infeccion provocada por el virus de la lengua azul esta entre las

enfermedades, infecciones e infestaciones de la Lista de la OIE en vigor para el 2019, lo que limita
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la comercializacion en mercados nacionales e internacionales cuando existen brotes de esta.

(OMSA, 2019).

Existe la necesidad de contar con un diagnostico certero de cuél o cuéles son los agentes etiolégicos
involucrados en este sindrome que produce mortalidad en bovinos del Cantén Chone, ya que
solamente asi se puede proponer un tratamiento y un plan de prevencion de la infeccion y la

transmision del agente a otros predios de la provincia y el pais.

Debido a esto, nuestra investigacion se encamind a la determinacion de la presencia de infecciones
del virus de la lengua azul en los predios del Cantén Chone, que permita posteriormente elaborar

un plan de medidas para el control de esta enfermedad basadas en el conocimiento de su etiologia.
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OBJETIVOS

1. Objetivo General

Demostrar la presencia de infecciones por el virus lengua azul y la existencia de factores
de riesgo relacionados con la enfermedad, en bovinos de predios del cantén Chone con

elevada mortalidad.

2. Objetivos Especificos

Evaluar en qué proporcion existen factores de riesgo a la lengua azul en predios de cuatro
parroquias del cantén Chone donde se presentaron aumentos de mortalidad en bovinos.
Determinar la circulacion viral y la presencia de infecciones activas del Virus de la lengua

azul en predios seleccionados de las parroquias en estudio.
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CAPITULO 1

1.1. FUNDAMENTACION TEORICA
Las arbovirosis son enfermedades o infecciones provocadas por virus (la gran mayoria de tipo
ARN) que son transmitidos por artropodos vectores. Tras la picadura de un vector bioldgico a un
hospedador virémico, el virus es capaz de replicarse en las células del invertebrado,
incrementandose de forma significativa los titulos virales en estos artrépodos; el ciclo se completa

tras la picadura del vector infectado a un hospedador susceptible. (Montes, 2013)

1.1.1. Lengua Azul — Definicion.

Es una enfermedad infecciosa y no contagiosa transmitida por vectores que afecta a rumiantes
domésticos y silvestres y camélidos. No es una zoonosis por lo cual no es un problema de salud
publica. La lengua azul resulta de la infeccién por un virus miembro del género Orbivirus
perteneciente a la familia Reoviridae (SGA, 2016).

La infeccion por el virus de la lengua azul se encuentra incluida dentro de la lista de enfermedades
notificables de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2020) y para los paises de la
Unidn europea es actualmente es una enfermedad exotica que se esta extendiendo por numerosos
paises de Europa, desde Finlandia hasta Malta. Presenta 25 serotipos, habiéndose detectado en
Espafia el 1, 4 y 8 (Larioja, 2016). En el Caribe, Centroamérica y Suramérica ha habido reportes
sobre todos de seroreactores y pocos de aislamiento viral y no se ha medido el impacto de la

enfermedad (Legisa et al, 2014).

1.1.2. Etiologia.
El virus de la lengua azul es un virus ARN desnudo que requiere para su transmision de la picadura
de un mosquito del género Culicoides o la inoculacion de forma experimental de sangre (Vega,

2014).
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Los virus de la familia Reoviridae fueron originariamente aislados de los tractos respiratorio y
digestivo, sin estar asociados a ninguna enfermedad. Estos virus icosaédricos, de 60 a 80 mm de
didmetro, carecen de envoltura y poseen una doble o triple capsida formada por cubiertas proteicas
concéntricas. EI genoma estd compuesto por 10 o 12 segmentos de ARN bicatenario. Su
replicacion tiene lugar en el citoplasma intracelular, con la formacion, a menudo, de inclusiones
intracitoplasmaticas (Axonveterinaria, 2016).

Los Reovirus son bastante resistentes al calor, los disolventes organicos y los detergentes no
ionicos.

La particula de virus esta compuesta por diez fragmentos de ARN bicatenario rodeadas por dos
capsidas de proteinas. A diferencia de otros arbovirus, Virus Lengua Azul (VLA-BTV) carece de
una envoltura lipidica. La particula tiene un diametro de 86 nm. (Acevedo et al, 2016).

El ndcleo esta conformado de 3 proteinas menores que se asocian al genoma, la VP1, la VP4 y la
VP6, de igual forma 2 proteinas mayores, la VP3y la VP7. La capsida externa que rodea al nucleo
la conforman 2 proteinas especificas del virus, la VP2 y VP5 que determinan su variabilidad
antigénica. Dentro de las proteinas no estructurales se reconocen la NS1, NS2, NS3 y la
recientemente descubierta NS4 (Arenas, 2013).

Existen tres géneros de importancia veterinaria: Orthoreovirus, Rotavirus y Orbivirus
(Axonveterinaria, 2016). El virus de la Lengua Azul pertenece a este Gltimo grupo vy, hasta el
momento, se han descrito 27 serotipos antigénicos diferentes (Schulz et al., 2016).

El virus no sobrevive en tejido muscular, 6rganos o material putrefacto y no es transmitido por
estos materiales (Noebauer, 2013).

En el caso del ganado vacuno el periodo de incubacion puede ser de mas de 40 dias y sin presentan

sintomas (Zotal, 2015).
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Taxonomia del Virus de la lengua azul

Taxén Nombre
Dominio Riboviria
Reino Orthornavirae;
Filo Duplornaviricota
Clase Resentoviricetes
Orden Reovirales
Familia Reoviridae
Subfamilia Sedoreovirinae
Género Orbivirus
Especie Virus de la lengua azul

1.1.3. Epidemiologia.

El virus esta presente desde la latitud 35° S hasta 50° N, que se corresponde con la franja tropical
y subtropical (Mellor et al., 2000). Esto se debe a que la lengua azul es transmitida por Dipteros
de la familia Ceratopogonidae, del género Culicoides y la presencia de las infecciones por este
virus siempre estan asociadas a la presencia del vector.

Los cambios recientes en la distribucion global de BTV se han especialmente profundos en Europa
donde, antes de 1999, solo habia incursiones limitadas de serotipos individuales de BTV en el
Mediterraneo partes del continente habian sido documentadas (Gémez Trejedor, 2004; Mellor y
col., 2008; Rodriguez-Sanchez et al., 2008). Desde el presente milenio, multiples serotipos de BTV
han invadido y propagado en todo el borde norte de la cuenca mediterranea y el virus esta ahora
bien establecido en partes de la region, la mayoria de central /el sur de Italia, por ejemplo (Calistri
et al., 2004; Rodriguez-Sanchez y col., 2008; Zientara y Sanchez-Vizcaino, en prensa. El cambio
climatico se ha propuesto como un potencial impulsor de esta reciente expansion hacia el norte de
BTV desde Africa y Asia en la Europa mediterranea (Maclachlan et al., 2013).

Las hembras de estos insectos depositan los huevos en la vegetacion préxima a zonas himedas o

pantanosas, estos eclosionan entre los 2 y 9 dias, dependiendo de las especies y de la temperatura.
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En los paises célidos, el desarrollo de las larvas se completa en 14-25 dias, pero, en areas
templadas, este periodo se puede prolongar hasta siete meses. Los adultos emergen de la pupa en
3-10 dias, machos y hembras chupan jugos vegetales, pero solo las hembras necesitan, ademas,
realizar la ingestion de sangre para la maduracion y puesta de los huevos. Presentan actividad
crepuscular y nocturna y prefieren las temperaturas calidas con alta humedad ambiente y sin aire.
Aunque los adultos vuelan solo unos cientos de metros, la dispersion de estos insectos debida al
viento puede tener, en ocasiones, una gran importancia (Axonveterinaria, 2016).
El tema de las especies de vectores sospechosas de ser responsables de la transmision de VLA
entre rumiantes, ha sido revisado por de Legisa et al ( 2014), donde se establece que este virus ha
sido aislado de Culicoides insignis, C. filerifer y C. pusillus [Walton y Osburn (1992), Greiner et
al. (1990) y Mo et al. (1994)] en la region Central y El Caribe. Ademas, sugirieron que estas tres
especies, principalmente C. insignis, eran las especies principales involucradas en la transmision
del virus en dicha region. C. insignis es una de las especies mas frecuentes encontradas en el sureste
de los EE. UU., la cuenca del Caribe y América Central y del Sur (Maclachlan et al., 2012) y, por
supuesto, esta directamente asociada con la transmision de BTV entre hospederos naturales
rumiantes y no rumiantes. Otras especies de Culicoides que podrian actuar como vectores en esa
region son C.pusillus, C. furens, C. filarifer y C. trilineatus.
En Peru Navarro et al., ( 2019) reportaron alrededor de 33 especies de Culicoides , pero solo en
C.insignes se ha encontrado ARN de VLA.

1.1.4. Transmision.
La especie de culicoides que transmiten VLA son: Culicoides variipennis en EE. UU y en el
Subtrépico y el Caribe por Culicoides insignes y Culicoides pussilus. Este ultimo vector se

extiende hasta la region de Brasil y Ecuador (Fernanda et al., 2014).
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La transmision del virus puede ocurrir durante el afio, en particular durante los periodos de lluvia.
Los bovinos infectados cumplen un papel importante para el mantenimiento del virus en una
region, pueden servir como una fuente de virus por varias semanas sin mostrar signos clinicos o

s6lo pocos signos, y a menudo son el hospedador preferido de los insectos vectores.

Ha sido comprobada la transmision vertical de vacas gestantes a sus descendientes mediante la
placenta (Shrijs et al, 2016) y de los machos a las hembras por medio del semen (Gu, y otros,
2014), pues se ha encontrado en el semen de toros y carneros y asi puede transmitirse a las vacas
y ovejas susceptibles, pero este no es un mecanismo de transmision significativo. No se transmite

por contacto con animales o lana, ni por el consumo de leche (OIE., 2011)

1.1.5. Patogénesis.
El virus de la lengua azul se replica en células hematopoyeticas y de los vasos sanguineos. La
destruccion de estas células endoteliales ocasiona las hemorragias e inflamaciones (Escandon,

2011).

El insecto vector es la clave de la transmision del virus de lengua azul entre los animales. Los
vectores son infectados con el virus al ingerir la sangre de animales infectados. Sin el vector, la
enfermedad no puede transmitirse entre los animales. Para que exista transmision del virus, este
debe replicarse en el hospedero hasta alcanzar el nivel minimo de viremia que permita ser ingerido
en la cantidad suficiente por el vector para ser capaz de replicar en éste. Viremias suficientes para
transmitir el virus a vectores alcanzan los ovinos (104.4 U inf/ml), los bovinos (104.5 U. inf/ml) y

los caprinos (104.5 U. inf/ml) (Jimenez, 2008).
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1.1.6. Signos Clinicos.

Las infecciones experimentales realizadas en rumiantes domésticos demuestran que, en los
animales afectados, tras un periodo de incubacion de 5 a 10 dias la temperatura corporal alcanza
41°C, manteniéndose durante 5 o 6 dias. A las 48 horas del comienzo de la fiebre, se manifiestan
otros signos como descarga nasal mucopurulenta en ocasiones acompafiada de sangre, salivacion
de aspecto espumoso y enrojecimiento de las mucosas nasal y oral (MacLachlan, et al. 2009;
Montes, 2013).

Solo el 5% de los bovinos pueden presentar sintomas leves y la tasa de mortalidad por lengua azul
en el ganado vacuno es también inferior a la del ovino, situandose en torno al 5%. Este hecho hace
maés dificil el diagndstico, ya que la lengua azul podria ser confundida con otras enfermedades
(Zotal, 2015)

En ganado ovino la morbilidad es del 100% y la mortalidad varia del 30 al 70% en funcién del
serotipo de virus y de la raza afectada. En los casos de supervivencia la recuperacion es muy lenta,

quedandole secuelas permanentes como torticolis y cojera (Zotal, 2015).

1.1.7. Lesiones Macroscépicas
La mayoria de las muertes son debidas a neumonia secundaria. En algunos casos, el ganado puede
morir a causa de una degeneracion extensa del tracto gastrointestinal. Las infecciones congénitas
de becerros pueden causar una variedad de anormalidades, incluyendo hidrocefalia, ceguera,
ataxia temporal, artrogrifosis y escoliosis (Noebauer, 2013).

1.1.8. Diagnostico.
La mejor opcion para su diagndstico es recurrir a técnicas de laboratorio para la identificacion del
virus y la deteccion de anticuerpos en animales no vacunados. Se obtiene muestras de suero y

sangre con EDTA de animales que muestren signos clinicos de la enfermedad y en caso de
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sospecha en animales muertos, se toman muestras de bazo, higado, ganglios linfaticos, lengua o
médula dsea. Las muestras de abortos y neonatos deben incluir sangre completa con EDTA y si es
posible bazo, pulmén, cerebro y suero (Delgado, 2017).
Para la deteccion de anticuerpos de grupo se ha recomendado el ELISA de competicién que es mas
especifico que la inmunodifusion doble en agar y para poner en evidencia la presencia de virus,
las técnicas recomendada son la PCR con reverso transcripcion (RT —PCR) tanto anidado en gel
como en tiempo real. El aislamiento viral en embriones de pollo y en cultivos celulares de células
de mosquito, es el método mas sensible (OIE, 2017).
1.1.9. Diagnostico seroldgico
a) ELISA para la deteccion de anticuerpos frente al virus de la Lengua azul; disponible en

todos los Laboratorios de diagnostico de la enfermedad.

b) Serotipificacion por seroneutralizacion: Técnica de confirmacion seroldgica disponible

frente a los diversos serotipos del virus.

1.1.10. Identificacion del agente

1.1.10.1. Aislamiento del virus
Las muestras optimas para el aislamiento del VLA es la sangre de animales febriles. Los globulos
rojos lavados son diluidos en medio adecuado e inoculados via intravenosa en huevos de gallina
embrionados de 10-12 dias de edad o por inoculacion en lineas celulares de mosquitos, BHK-21'y

VERO (OIE, 2014).

1.1.10.2. Deteccion del ARN genomico del VLA
La técnica de la reverso-transcripcion acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
es una técnica sensible y especifica para la deteccion de genomas de virus ARN (Mackay et al.,

2002).
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Primero se realiza la reaccion de reverso-transcripcion para la obtencion de la hebra de ADN
complementario que sirve de molde para la PCR. En el caso de VLA se emplean dos parejas de
cebadores que amplifican dos regiones anidadas del segmento 6 del ARN viral que codifica para
la NS-1. Esta proteina no estructural es un antigeno que comparten los virus de la lengua azul de
todos los serotipos (Roy, 2017).
La presencia de los productos de la PCR se pone en evidencia a traves de una electroforesis de
agarosa en tampon apropiado y en presencia de un colorante intercalador de ADN. Los geles son
observados en un transiluminador bajo luz UV y tomadas fotografias con una camara digital. En
el caso de VLA debe obtenerse un producto de PCR de 200pb (Roy, 2017).

1.1.10.3. Serotipificacion por RT-PCR-Secuencion.
Para la identificacion del serotipo es necesario amplificar el segmento 2 que corresponde al gen de
la proteina VP2 que tiene una gran variabilidad y es el responsable de los diferentes serotipos y
posteriormente secuenciar para determinar el serotipo de la cepa de VLA circulante (Maan et al.,

2007).

1.1.11. Diagnostico de rebafio mediante la tecnologia de centinelizacion.

Desde 1992 (Sukarsih et al., 1992) establecieron la tecnologia de la centinelizacion para los
estudios epidemioldgicos de los arbovirus (virus transmitidos por mosquitos) sobretodo de
bovinos.

Este es un método de investigacion epidemioldgica activa que consiste en colocar en los predios
en estudio terneros susceptible (desprovistos de anticuerpos contra el virus) y realizar un estudio
de cohorte (longitudinal) de las muestras de sangre tomadas secuencialmente durante 6 semanas o
mas, las cuales se analizan por una técnica de deteccion de anticuerpos y de deteccidn de virus

(Diaz et al., 2013).
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Para los estudios epidemioldgicos de LA se ha utilizado ampliamente este método (Davies 1978,
Ferrari et al 2005, Virrouge et al., 2014), ya que permite obtener animales virémicos en dos o tres
semanas sin necesidad de obtener muestras de sangre de una gran cantidad de animales; esto Gltimo
es laborioso y costoso sobre todo en bovinos de cria extensiva por la movilizacion de los animales

hacia el lugar de la extraccion de sangre, adicionado al costo de las pruebas de diagndstico.

1.1.12. Diagnostico Diferencial.
El diagndstico diferencial incluye la fiebre aftosa, estomatitis vesicular, peste de los pequefios
rumiantes, fotosensibilizacion por plantas, fiebre catarral maligna, diarrea viral bovina,
rinotraqueitis infecciosa bovina, infeccion por parainfluenza-3, Ectima contagioso (dermatitis
pustulosa contagiosa), viruela ovina, pododermatitis infecciosa y la infestacion de Oestrus ovis.
En el ganado vacuno y ciervos, el EHD (enfermedad epizoGtica hemorragica) también puede
provocar sintomas similares (CFSPH, 2006).

1.1.13. Prevencion y Control.
Se ha demostrado que la utilizacion de vacunas es el arma mas eficaz en el control y lucha contra
esta enfermedad, tanto para permitir el movimiento de los animales sensibles (Agronegocios,
2015). Pero es necesario determinar previamente cuales son los serotipos circulantes para una
adecuada formulacion de la vacuna (Rao et al., 2014).
El control y eliminacion de los Culicoides es fundamental ya que su picadura inocula el virus al
ganado. Se recomienda el uso de insecticidas de uso ganadero (Zotal, 2015).
Este tipo de mosquito cria en el estiércol y purin por lo que el tratamiento de estos y la desinfeccion

e higienizacidn de recintos ganaderos es clave para prevenir un brote de lengua azul (Zotal, 2015).
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CAPITULO 2

2.1. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Este trabajo consto de tres partes:

1. Investigacion de campo de corte transversal cuantitativa para la evaluacion de la existencia de
factores de riesgo relacionados con las infecciones por lengua azul en las parroquias de San
Antonio, Canuto, Boyaca y Ricaurte, donde se considera se presentan las condiciones mas idoneas
para el desarrollo de vectores (Mosquito) ya que hay la presencia de agua y humedad. La fuente
de informacién fueron los datos obtenidos de una encuesta epidemiologica realizado por

AGROCALIDAD en el 2018 en 325 predios de Chone.

2. Investigacion de campo de corte transversal cuantitativa en 6 predios correspondientes a las
parroquias en estudio, para determinar la circulacion del virus de la lengua azul, mediante la

demostracion de la presencia de anticuerpos especificos al virus.

3. Investigacion de campo, cualitativa y longitudinal utilizando la metodologia de centinelizacion,
para investigar la presencia de infecciones activas del virus en los predios de Chone estudiados.
Este estudio longitudinal, se dividio en 2 experimentos, para facilitar los muestreos. Los dos
experimentos se realizaron en el afio 2019, en los meses de febrero/ marzo y en julio/agosto

respectivamente.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

1.- Determinar la presencia de factores de riesgo
a la lengua azul en predios del cantén Chone

2.-Determinar la circulacion del virus lengua azul

en los predios seleccionados

3.- Demostrar la presencia de
infecciones VLA en los predios
seleccionados mediante el

estudio de terneros centinelas.

Investigacion documental cuantitativa
Instrumento: 9 Preguntas de encuestas
realizadas a propietarios de 6 parroquias de
Chone con elevada mortalidad
Factores de riesgo evaluados:

e Clima

= e Presencia de mosquitos época del afio
e Presencia de Humedales y dep6sitos
de agua
e Mortalidad
e Nivel de diagnostico
e Conocimiento de la lengua azul

Investigacion de campo de corte transversal
cualitativa y descriptiva

Medicion: Determinacion de la proporcion de
—= | examinados positivos de Anticuerpos al VLA

Se determiné la N suponiendo una prevalencia de
98% y un error del 10%

Pl

Tipo de Investigacion: Experimental de campo, cualitativa y
longitudinal

Es Experimental de campo porque se realizé en el campo, pero
se controlaron las siguientes variables:

a) Circulacion viral en el predio, porque se realizé en
predios con alta tasa de examinados positivo, presencia
del vector culicoides

b) Susceptibilidad el animal (se colocaron animales
susceptibles o sea desprovistos de anticuerpos

Medicién: Presencia de VLA en sangre a través de PCR y
seroconversién por ELISA, en animales centinelas




2.1.1. Seleccién de Predios
La investigacion se realizd en el Cantén Chone, los datos recopilados en la primera parte,
corresponden a una encuesta en 325 predios en las parroquias San Antonio, Boyac4, Ricaurte y

Canuto (Fig. 1).

PICHINCHA

Fig. 1. Ubicacion dentro del mapa de Chone de las parroquias donde se encuentran las UPA

encuestados por AGROCALIDAD

Para la segunda y tercera etapas se seleccionaron seis predios de estas parroquias en base a la
presentacion de incrementos de mortalidad entre los afios 2018 y 2019 y a la aceptacion de los

propietarios de participar en la investigacion.

FLAVIO ALFARO

PARROQUIAS X y
SAN VICENTE .
M\/\/\m San Antonio 597522 9923946
CHONE San Antonio 595999 9922355,
= Boyaca 600670 9933633
Ricaurte 601492 99330915
Canuto 597704 9917252
Canuto 605977 9910464

PICHINCHA

Fig. 2 Ubicacion geografica segun las coordenadas de los predios seleccionados para la

investigacion de la presencia del virus de la lengua azul
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2.1.2. Extraccion de sangre en los bovinos
Se introduce el vacutainer con la aguja en la yugular del ternero, una vez localizada la vena se
coloca el tubo rojo y tubo lila en el vacutainer para conseguir la sangre con anticoagulante (tubo

lila) y sin anticoagulante para obtencion del suero sanguineo (tubo rojo).

2.1.3. Obtencién del suero
La sangre sin anticoagulante se dejé a temperatura ambiente para la retraccion del coagulo. Se
centrifug6 a 4000 rpm durante, 5 min y se extrajo el suero con una micropipeta de 200 pL; el suero
extraido se colocoé en un microtubo y se envié refrigerado al laboratorio de AGROCALIDAD

Tumbaco para la determinacion de anticuerpos a VLA,

2.1.4. Determinacion de anticuerpos a VLA
Todas las muestras de sueros se analizaron mediante un ensayo de ELISA de competicién para la

determinacion de Anticuerpos especificos a VLA (VMRD, SA)

2.1.5. Anadlisis de los datos del estudio epidemioldgico de corte transversal realizado

por AGROCALIDAD
La base de datos de la encuesta epidemioldgica de AGROCALIDAD referentes a las parroquias
en estudio fueron enviadas por AGROCALIDAD. La encuesta contenia 49 preguntas, pero se
procesaron solo 9 preguntas que estaban relacionadas con los factores de riesgo de lengua azul

(Ver tabla 4 del epigrafe 3. 1)

Se determing el porcentaje de respuestas afirmativas a cada una de las preguntas y se elabor6 una

tabla resumen y graficos de barra
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2.1.6. Estudio seroldgico de corte transversal en los predios seleccionados
Se realizo el célculo del tamafio muestral asumiendo una prevalencia esperada del 98%, un error
del 10% y un nivel de significancia del 95%, utilizando la formula establecida por Thrusfield y et

al 2018).
1.96* Peyp (1= Pexp )
= dz :

Se determind que el nmero de muestras a tomar para un estimado de la prevalencia era de 7.5

n

Se propuso realizar extracciones de sangre a 10 terneros de cada predio seleccionado para la
determinacion de anticuerpos a VLA por ELISA y calcular la tasa de examinados positivos: No.

de reactores/ No. total de muestras examinadas.

2.1.7. Disefo del estudio longitudinal con terneros centinelas
El estudio longitudinal consistié en colocar 1 o 2 terneros serologicamente negativos a VLA en
cada predio seleccionado, para observar si los animales se infectaban al llegar al predio. Como
evidencia de infeccidn se utilizé la presencia de VLA en la sangre de estos animales susceptibles,
por PCR y la seroconversion por ELISA. Para lograr este objetivo se realizaron muestreos
semanales de los centinelas hasta que apareciera la viremia y la seroconversion en todos los

terneros (6 a 8 semanas).

Debido a la poca disponibilidad de terneros centinela machos seroldégicamente negativos a VLA 'y
a la larga distancia entre los predios, que dificultaba los muestreos, se realizaron dos experimentos
espaciados temporalmente. EI primer experimento se realizé del 26 de febrero al 5 de marzo del
2019 con tres terneros, uno para cada uno de tres predios (Tabla 1) y el 2do experimento del 13 de

junio al 23 julio de 2019 con 5 teneros distribuidos entre otros tres predios (Tabla 2).
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Tabla 1. Distribucion de los terneros del grupo 1 en los predios

N° Ternero Propietario Nombre del predio Cantén  Parroquia Alimentacion
130212138 Walter Vivas San Fernando Chone Canuto artificial
130212145 Euclides De La Torre  Don Pocho Chone Canuto nodriza
130212139 UTM Facultad de Zootecnia  Chone San Antonio artificial
Fuente: Investigadores.
Tabla 2. Distribucion de los terneros del grupo 2 en los predios.
N° Ternero  Propietario Nombre del predio Canton Parroquia Alimentacion
223868 Carlos Solérzano La Pradera Chone San Antonio nodriza
223869 Carlos Solérzano La Pradera Chone San Antonio nodriza
38591 Mario Zambrano La Maria Chone Ricaurte nodriza
38592 Mario Zambrano La Maria Chone Ricaurte nodriza
223874 Olga Cedefio La Argentina Chone Boyaca artificial
Fuente: Investigadores.

2.1.8. Terneros centinelas

Fueron adquiridos 11 terneros machos de raza Holstein, recién nacidos que habian tomado calostro

y leche de la madre en su lugar de nacimiento. Procedian de 2 predios de Machachi, es decir del

clima Sierra, donde no habitan los culicoides. Habia evidencias seroldgicas anteriores de que en

esa zona no hay seroreactores a VLA (AGROCALIDAD, datos no publicados).
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Los terneros fueron adquiridos en 2 grupos de 6 y 5 terneros, respectivamente. La edad de los seis
terneros del primer grupo era de 5-8 dias y de 7-10 dias los del segundo grupo. Cada ternero era

identificado con un arete en cuanto llegaban al predio, para asi llevar un registro de cada animal.

La alimentacién de los centinelas, después de llegar al predio consistio en algunos casos leche de
una vaca nodriza y en otros casos se preparaba leche en polvo y concentrado que llamaremos

artificial en las Tablas 1y 2.

Hay que destacar que en el primer grupo de terneros murieron tres enseguida en los primeros dias

después de su llegada a los predios debido al estres del viaje y el cambio de alimentacion.

2.1.9. Muestreo pre-inicial
Para asegurar que los terneros no eran seroreactores a VLA, se les realiz6 una extraccion de sangre
sin anticoagulante, antes de su adquisicion y traslado a Chone; una vez extraido el suero, siguiendo
la metodologia referida en 1.2.4, se envid a AGROCALIDAD Tumbaco, para el andlisis de

anticuerpos al VLA por ELISA.

2.1.10. Muestreos de sangre
Se realizaron extracciones de sangre tomando un tubo con anticoagulante y otro sin anticoagulante

cada 7 dias, durante 6-8 semanas, utilizando la metodologia referidaen 2.1.2y 2.1.3

2.1.11. Determinacion de la presencia de VLA en la sangre con anticoagulante
mediante RT PCR.

En todos los casos muestras de sangre con anticoagulante se enviaron refrigeradas al laboratorio

de AGROCALIDAD de Tumbaco, el mismo dia de la extraccion donde se las almacenaba a -80°C

en un ultra congelador BIOBASE hasta el momento de su analisis.
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Se realiz6 la purificacion de ARN totales de cada muestra y posteriormente se analizaron por PCR
con retro transcripcion (RT-PCR) para detectar la presencia de ARN de VLA.

Se analizaron por RT- PCR las muestras correspondientes a los muestreos anteriores a la
seroconversion por ELISA (anteriores al primer muestreo con ELISA positivo) y no se realizaba
la RT-PCR después que se constataba uno o 2 resultados de PCR positivos en cada ternero.

Para la purificacion del ARN se empled “High Pure RNA Purification kit” (Roche).
Posteriormente se obtuvo el ADN complementario mediante una reaccién de Reverso
transcripcion utilizando la Enzima RT MLV (Promega). EI ADN-complementario obtenido se
utiliz6 de molde en la PCR anidada con las parejas de primers BTV-A, BTV-B, BTV-C, BTV-D
(OIE, 2014) y el kit de PCR green Flexi (PROMEGA). Los productos de las dos PCR fueron
corridos en una electroforesis de Agarosa tefiida con SyberSafe utilizando un patrén de PM 100Kb.
Como Control positivo se utilizd ARN extraido de una cepa de referencia de VLA-2 (ATCC). La
talla esperada del fragmento final de la segunda reaccion de PCR era de 100 pb (Katz et al., 1993).

Tabla 4. Cronograma (Ver en anexos)

RESULTADOS

3.1. Evaluacion de la presencia de factores de riesgo a lengua azul mediante el Analisis
de las encuestas
Para la caracterizacion de las Unidades de Produccién Agropecuarias (UPA) investigadas en la
encuesta de AGROCALIDAD se resumieron los datos del nimero de UPA por parroquia, el rango,
la media y el total del nimero de bovinos por UPA y el area media de las UPA Tabla 3.
El sistema de produccion que se aplica en todos los cantones es extensivo, por lo que es complejo

el control de vectores.
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Tabla No 3 Poblacion bovina y Area de las Unidades de Produccion Agropecuaria de las

parroquias de Chone encuestados por AGROCALIDAD durante el ultimo trimestre de 2018

Parroquias San Antonio Boyacéa Ricaurte Canuto
N° de UPAs 64 100 65 88
Rango del N°.de bovinos/UPA 9-374 5-502 1-442 7-248
Media de del N°.de bovinos/UPA 62.57 53.37 53.37 42.2
Total de bovinos 4064 5100 3730 3715
Area media de las UPA (Ha) 91.98 75.12 81.08 61,63 Ha.

La pregunta N° 1 de la encuesta estaba relacionada con el clima que prevalece en las UPAs. En la

Fig. No 3 observamos que tres de las parroquias concuerdan con el 100% de los predios con el

clima himedo tropical y seco que son Ricaurte, Boyaca y San Antonio mientras que el clima

hamedo tropical en la parroquia Canuto es de 1.14% y el clima seco no se encuentra en ninguna

parroquia.
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Figura 3. Clima que prevalece generalmente en las UPAs
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En la Fig No 4 se analiza el resultado de las respuestas a la pregunta N° 2 de la encuesta: dos
parroquias (Ricaurte y Canuto) tienen un mayor consumo de agua mediante pozo, mientras que la
parroquia Boyaca su consumo de agua es de tapes en esteros y la parroquia San Antonio sus

habitantes tienen consumo de agua por albarradas.
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Figura 4. De donde provee agua para el consumo de su ganaderia
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Segun la Fig. No 5 donde se grafica la proporcion de respuestas positivas a la pregunta N° 3 de la
encuesta todos los encuestados de las cuatro parroquias concuerdan con un 100% que existe la

presencia de mosquitos en las inmediaciones donde descansa o pasa el ganado.
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Figura 5. Presencia de mosquitos en las inmediaciones donde descansa o pasta el ganado
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En la pregunta N° 4 de la encuesta se consultd en que trimestre del afio es mas evidente la presencia
del mosquito, en la cual los encuestados de tres parroquias Ricaurte, Canuto y Boyacé coinciden
con un 100% vy la parroquia San Antonio con un 66% de que entre el primer y segundo trimestre

es mas evidente la presencia del moquito en las zonas.
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Figura 6. Trimestre del afio la presencia de mosquito es mas evidente
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La proporcién de respuestas positivas a la pregunta N° 5 de la encuesta se pueden observar en la
Fig No 7. De acuerdo a los resultados, en la parroquia Ricaurte el 90.41% dice que en los Ultimos
8 meses han tenido presencia de infecciones en su ganado, mientras que el 9.59% no han tenido
ninguna infeccién, mientras que en la parroquia Canuto el 83% han tenido infeccion y el 5% no,
en la parroquia Boyaca el 96% si presentaron infecciones y un 4% no, en la parroquia San Antonio

el 33% no presenta infecciones en el ganado.
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Figura 7. Los ultimos 8 meses ha tenido presencia de infecciones en su ganado.
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En la pregunta N° 6 de la encuesta todos los encuestados de las cuatro parroquias concuerdan en
su mayoria que existe un desconocimiento de la causa de los decesos de su ganado. Mientras que
el 1.37% en Ricaurte, el 1.14% en Canuto, 13,64% en San Antonio dicen que conocen la causa del

deceso de su ganado.
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Figura 8. Ha conocido las causas del deceso
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En la pregunta N° 7 de la encuesta se solicita informacion sobre la muerte de bovinos en los
asentamientos (Fig 9), en la cual es muy frecuente las muertes de bovinos en las parroquias de
Ricaurte, Canuto y Boyacd, mientras que en la parroquia de San Antonio con un 80,3% se muere

un bovino y un 19,70% nunca ha fallecido uno.
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Figura 9. Se ha muerto algun bovino, en su asentamiento (UPA)
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En la pregunta N° 8 de la encuesta (Fig.10), todos los encuestados en las cuatro parroquias

concuerdan que la principal enfermedad que ha afectado a su ganado es la Anaplasmosis bovina

con un 97,26% en Ricaurte, 98,86% en Canuto, 99% en Boyaca y con un 83,33% en San Antonio

respectivamente.
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E nla pregunta N° 9 de la encuesta (Fig. 11) la mayoria de los encuestados de las cuatro parroquias

dicen no conocer el virus de lengua azul.
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Figura 11. Conoce que es el virus de lengua azul
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Tabla N° 4. Resumen del resultado del procesamiento de los datos de la encuesta epidemiolégica

realizada por AGROCALIDAD de Manabi, en las parroquias del canton Chone

Factor de riesgo Parroquias
RICAURTE |CANUTO |BOYACA SAN
ANTONIO
N° de predios encuestados 74 86 100 64
C. _ Hamedo 0 1,14 0 0
Tropical
Clima que prevalece .
C. Humedo
generalmente en las UPAs Tropical y seco 100 98,86 100 100
C. Seco 0 0 0 0
Albarrada 8,22 34,09 18 39,39
De donde provee agua Tapes en esteros | 26,03 31,82 59 12,12
para eI’consumo de su Rio 21.92 31.82 5 6,06
ganaderia
Pozo 49,32 51,14 34 33,33
Laguna natural | 23,29 1,14 13 19,7
Presencia de mosquitos | S| 100 100 100 100
en las inmediaciones
donde descansa o pasta el
ganado NO 0 0 0 0
Primer trimestre | 100 100 100 66
Trimestre del afio la|Segundo 100 100 100 66
presencia de mosquito es | trimestre
as evident .
mas evidente Tercer Trimestre |0 0 0 2
Cuarto trimestre |0 0 0 2
Los dltimos 8 meses ha Sl 90,41 83 96 33
tenido  presencia de
infecciones en su ganado. | NO 9,59 5 4 33
) Sl 1,37 1,14 0 13,64
Ha COI‘]OC.IdO las causas NO 98.63 98,86 100 86.36
del deceso:
Se ha muerto algin Frecuentemente | 100 100 99 80,3
bovino, en su | Nunca 0 0 1 19,7
asentamiento (UPA) Siempre 0 0 0 0
Carbunco 13,7 1,14 2 22,73
sintomatico

49



Babesiosis
Bovina 4,11 3,41 1 7,58
Cual es la principal | Anaplasmosis
enfermedad que ha Bov!ona 91,26 98,86 99 83,33
fi
afectado a su ganado Lengua Azul 0 0 0
Enteritis bovina |0 1,14 0
Sl 2,74 2,27 0 1,52
Conoce que es el virus de
lengua azul
NO 97,26 97,73 100 98,48

3.2. Resultado del estudio serolégico de corte transversal

En la Tabla 5 podemos observar que todos los animales en cinco de los 6 predios resultaron

positivos a ELISA de VLA, solo un ternero de la finca Don Pocho resultd negativo y éste era de

reciente adquisicion. No se obtuvo el resultado de las 10 muestras tomadas en la finca Don Pocho

y de la UTM por rotura de los tubos.

Tabla N° 5. Numero de bovinos seroreactores al virus de la lengua azul en terneros de los predios

de Chone encuestados.

Propietario Nombre del predio N m_uestras N® de
analizadas seroreactores

Walter Vivas Rancho El Trébol 10 10
Euclides De La Torre Don Pocho 9 8
UTM Facultad de Zootecnia 6 6
Carlos Sol6rzano La Pradera 10 10
Mario Zambrano La Maria 10 10
Olga Cedefio La Argentina 10 10
Total 55 54

Segun se puede observar en la tabla No 5, el 98.18% (54 de 55 bovinos) presentaban anticuerpos

a VLA, segun fue determinado por ELISA.

50



3.3.Estudio longitudinal en terneros centinela

3.3.1. Descripcion de los resultados del Primer Grupo

La dinamica por semanas de los animales virémicos (terneros positivos en la PCR) y de los
animales que seroconvirtieron (Terneros seroreactores por ELISA) del primer experimento se

puede observar en la Tabla 6.

La viremia no comenzé al mismo tiempo en todos los predios. El ternero de la hacienda El Trébol
comenzo la viremia en la quinta semana, mientras que el de la hacienda Don Pocho comenzé en
la tercera semana. El que mas se demor0 en mostrar virus en sangre, fue el de la Facultad de

Zootecnia de la UTM (FZT-UTM), que lo hizo en la 6ta sem.

En cuanto a la semana que aparecio la seroconversion también fue variable. En el Trébol el primer
muestreo seroreactor fue en la 8va sem, mientras que se observo en la 4ta semana en el predio Don

Pocho y en la 7ma semana en la FZT-UTM.

En todos los casos los animales seroconvirtieron después de haber mostrado virus en sangre

Tabla N° 6. Resultados de la determinacion de anticuerpos al Virus de la lengua azul (VLA) por

ELISA y de la presencia del VLA en sangre por RT-PCR del primer grupo de terneros centinelas.

Parroquia Canuto Canuto San Antonio
Lugar EL TREBOL DON POCHO FZT-UTM
semanas Ternero No 130212138 130212145 130212139
Fecha PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA
1 5/ 03 /2019 NR NEG NR NEG NR NEG
2 12/03/2019 NEG NEG NR NEG NR NEG
3 19/03/2019 NEG NEG POS NEG NEG NEG
4 26/03 /2019 NEG NEG POS POS NEG NEG
5 3/04/2019 POS NEG NEG POS NEG NEG
6 9/04/2019 POS NEG NEG NR POS NEG
I 16/04 /2019 NEG NR NR NR NEG POS
8 6/05/2019 POS POS NR NR NR NR
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Fig. 12. Electroforesis de los productos de PCR del virus de la lengua azul del primer grupo de terneros

M= Marcador de peso molecular 1kb; 1=1302145 (19/03/2019); 212145 (26/03/2019); 3=1302139

(09/04/2019): C+= Cepa de referencia BTV-2; C- = Agua

En la Figura 12 se puede observar la especificidad de la reaccién de PCR ya que el producto de
PCR obtenido en la primera muestra positiva de cada ternero se corresponde con los 100 pb del
marcador de peso molecular y el control positivo que es una cepa de referencia de VLA serotipo

2

3.3.2. Descripcion de los resultados del Segundo Grupo

Los terneros centinelas del segundo grupo se comenzaron a muestrear en la 2da semana posterior
a su llegada (el dia 25 de junio de 2019), pues segun los resultados del primer experimento hasta

la tercera semana no comenzaba la viremia.

Los resultados de la RT-PCR y el ELISA de anticuerpos a VLA de todos los muestreos de este
grupo se encuentran en la tabla 7 y en la fig. 13 que corresponde con la electroforesis de los
productos de RT PCR de las muestras de cada ternero ubicadas en el gel de forma secuencial por

fechas.

Como en el primer grupo, la viremia no comenzé al mismo tiempo en todos los terneros. En el
ternero 223869 de la hacienda La Pradera, se evidencié la viremia en la segunda semana de su

llegada al predio. Sin embargo, el otro ternero de esa hacienda (ternero N0.223868) resultd
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virémico en la 5ta semana. Los dos terneros de La Maria fueron positivos por PCR en la 3ra semana

y el ternero de La Argentina (No. 223874) resultd positivo por PCR en la 5ta semana.

En cuanto a los resultados del ELISA, un ternero de La Maria seroconvirtié en la 3ra semana,

mientras que en todos los demas terneros la seroconversion se constato en la 5ta semana

Tabla No. 7. Resultados de la determinacion de anticuerpos al Virus de la lengua azul (VLA) por

ELISAy de la presencia del ARN del VLA en la sangre por RT PCR del segundo grupo de terneros

centinelas
PARROQUIA San Antonio Ricaurte Boyaca
PREDIO La Pradera La Maria La Argentina
No Ternero 223868 223869 38591 38592 223874
Sem. Fecha PCR | ELISA | PCR | ELISA | PCR | ELISA [ PCR | ELISA | PCR | ELISA
2 25/6/2019 NEG | NEG | POS [ NEG | NEG | NEG | NEG | NEG [ NEG NEG
3 3/7/2019 NEG | NEG | POS [ NEG | POS | POS | POS [ NEG [ NEG NEG
4 9/7/2019 NEG | NEG | NEG [ NEG | NEG | NEG | POS [ NEG [ NEG NEG
15/7/2019 POS | POS | NEG [ POS [ POS | POS [ POS | POS POS POS
6 23/7/2019 POS | POS | POS [ POS | POS | POS [ POS | POS POS POS

Fig. 13. Electroforesis de los productos de la PCR del virus de la lengua azul de tres de los terneros
del segundo grupo en las muestras de cuatro dias diferentes, (Excepto el ternero No. 223869, que

se muestra el resultado de dos muestreos)

M= Marcador de peso molecular 1kb; 1=38591; 2=38592; 3=223869

a=25/6/2019; b=3/7/2019; c=9/7/2019; d=15/7/2019; e= 23/7/2019; C+= Cepa de referencia BTV-

2; C- = Agua

53



La RT- PCR se realiz6 a todas las muestras de cada muestreo. En la Fig. 13 se pueden observar
los productos de la PCR de cuatro muestreos de los terneros No. 38591 y No. 38592 y dos
muestreos del ternero No. 223869, colocados en el gel de forma secuencial como ya se menciond
arriba. Se puede observar la especificidad de la reaccion, ya que en este segundo experimento. Al
igual que en el primer experimento, el producto de la PCR correspondio a la talla esperada y al

Control positivo de la cepa de referencia utilizada.

DISCUSION
La investigacion tuvo como objetivo determinar la presencia del Virus de la lengua azul en bovinos

de predios con elevada mortalidad del canton Chone de la provincia de Manabi

En primer lugar, se procesaron los datos relacionados con lengua azul de una encuesta
epidemiologica realizada por AGROCALIDAD de Manabi para poner en evidencia la presencia

de factores de riesgo a lengua azul.

Del anélisis de las encuestas inferimos que el clima predominante en las parroquias en estudio es
el primer trimestre del afio, esto es debido a las temporadas Iluviosa y seca, que en el primer caso
se caracteriza por alta precipitaciones y en el segundo por bajas precipitaciones y soles frecuentes.
Este clima tropical himedo podemos acotarlo como un factor de riesgo ya que se ha establecido
que es favorable para la presencia de los culicoides, pues ellos se establecen en las zonas de clima

subtropical y tropical hiimedo.

La principal fuente de agua en Ricaurte (49,32%) y Canuto (51,14%) son los pozos, por lo que el
agua estancada no seria un factor de riesgo en estas dos parroquias; en cambio en San Antonio, y
Boyacéa prevalecen como fuente principal de agua, las albarradas y los esteros, respectivamente.

La presencia de agua estancada constituye un factor de riesgo en estas aparroquias. El agua
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depositada favorece la puesta de huevos de la hembra del culicoides que es la que con su picada

para chupar sangre transmite el VLA de un animal a otro.

Segun los datos suministrados por la estacion meteoroldgica de la PUCE de Chone del primer
semestre de 2019 (Ver tabla | de Anexos), el pico de lluvia en el 2019, ocurrié en febrero y marzo

y fue disminuyendo hasta 44 mm en Chone y 43 mm en Calceta en julio.

El estudio desarrollado en Venezuela por Pérez, et al, (1995) con una prevalencia de 62,57% de
Positivos para anticuerpos de VLA en 1534 sueros, describe las areas de ese estudio con
caracteristicas medio ambientales (temperatura de 28.4°C +2°C; precipitaciones de 949 a 1095

mm) similares a las descritas en el presente estudio.

Luego podemos concluir que las condiciones de lluvia y temperatura de esta zona son

favorecedoras para la presencia del culicoides descritas por (Navarro et al, 2017).

Segun datos del (INEC, 2018) en Manabi se murieron 13131 reses en el afio 2018, sin sefialar la
causa. Se evidencid en las encuestas que el 86,36% de los encuestado de la parroquia de San
Antonio y alrededor del 75% de Boyaca, Ricaurte y Canuto, desconocian la causa de la muerte de
sus animales y los restantes decian que era Anaplasmosis, pero sin un diagndstico de laboratorio.
En cuanto a la pregunta de si conocen la enfermedad lengua azul, el 96,35% de los encuestados
desconoce esta enfermedad. Esto se puede explicar porque, aunque lengua azul produce una alta
mortalidad en ovinos, en los bovinos la enfermedad puede transcurrir de forma subclinica
(Saegerman et al, 2008). La viremia puede ocurrir con sintomas leves que pasan inadvertidos y su
intensidad depende mucho del serotipo y los que han generado mayor mortalidad en bovinos son

2,4,5y6 (Vega et al, 2005).
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El desconocimiento de las causas de las muertes de bovinos es un factor de riesgo, pues denota el
bajo nivel de diagnostico en los predios, que es un problema sefialado anteriormente en los paises

se América Latina (Vargas et al, 2012)

La presencia del vector durante el primer trimestre del afio fue reconocida por el 100% de los
predios encuestado y constituye el factor de riesgo principal, ya que sin el vector no hay

transmision del virus, pues ésta es la via principal via de transmision (Legisa et al, 2014).

En el estudio de corte transversal realizado en los predios seleccionados, se obtuvo un 98.2 %
(54/55) de bovinos seroreactores al VLA, esto nos habla de una amplia circulacion del virus entre
los bovinos de estos predios. Seroprevalencia tan altas han sido reportadas en Cuba con un 99.1%
(Martinez et al, 2011), en Puerto Rico e Islas Virgenes cerca de 80% (Metcalf et al. (1981, Citado
por Legisa 2014) y 84% en Guyana francesa (Virrouge et al 2014), paises que tienen climas
similares a la época de lluvia en Manabi, se reporta la presencia del vector culicoides y no se han

tomado medidas de control de la enfermedad, lo que explica la alta proporcion de seroreactores.

El primer dato de seroprevalencia a VLA en bovinos de Ecuador, fue de 10,3% (LOpez et al, 1985).
Luego, ha aumentado en gran medida la incidencia de la enfermedad. La distribucion de VLA a
nivel global ha cambiado drasticamente en las ultimas décadas, pues desde 1998 esta
incursionando también en Europa mediterranea y norte (Rojas et al., 2019) Se ha atribuido esto al
incremento de la temperatura por efecto invernadero y la ampliacién de la faja subtropical lo que
favorece la presencia de los culicoides. Las hembras necesitan chupar sangre para poner sus huevos
y el bovino, si bien no es la especie donde el VLA produce signos clinicos graves, que conducen

a una alta letalidad, si es la especie que mas influye en la transmision pues la presencia de virus
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infectivo puede durar hasta 24 dias, incluso se ha visto que las hembras culicoides prefieren la

sangre del bovino (MacLachlan, 1994).

El desarrollo de la ganaderia en Manabi ha hecho que se incremente en numero de cabezas de
ganado, fundamentalmente en Chone pues de los 4°190,611 de cabezas de ganado en Ecuador, la
region litoral tiene el 42,32% (INEC, 2018) y Chone es el canton manabita con el mayor hato
ganadero del Ecuador, representando el 7,16%. Luego, este cantdn tiene todas las condiciones para

que se haya incrementado la presencia de infecciones por VLA.

Finalmente, el estudio epidemiologico activo que se realizd en los seis predios seleccionados
mediante el ingreso de terneros centinela en dichos predios, permitié demostrar que existen
infecciones activas en estos predios. Aunque no era objetivo del experimento demostrar la
presencia de culicoides hembras cargadas de virus, indirectamente fue demostrado, pues cuando
bovinos susceptibles se colocaron en estas fincas, se produjo la infeccion de estos animales

demostrada por la aparicion de la viremia y la seroconversion.

La viremia resulto intermitente, algunos terneros tuvieron un resultado positivo de PCR, seguido
de uno negativo y luego otro positivo, pero en otros casos después de 2 resultados de PCR
positivos, el siguiente muestreo era negativo. En la patogénesis del virus en la especie bovina, el
virus primero se multiplica en los ganglios regionales y de ahi pasa a la sangre donde se multiplica
en todas las células sanguineas, pero después se une a los eritrocitos donde permanece por 24 dias
(Arenas, 2012) es por eso que la viremia es variable en intensidad y duracion y esta en dependencia

de factores como la edad, la raza y la virulencia de la cepa (MacLachlan, et al, 2009).

En cuanto a la seroconversion en casi todos los casos fue posterior a la viremia y habia muestras

de sangre con PCR positivo y ELISA positivo 0 sea puede coexistir el virus con los anticuerpos,
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lo que sucede es que el ELISA mide todos los anticuerpos generados contra cualquier antigeno
viral, neutralizantes o no. Solo aquellos anticuerpos neutralizantes son capaces de eliminar el virus
efectivamente. Por otra parte, se ha descrito que pueden generarse infecciones contra 2 serotipos
diferentes y los anticuerpos generados contra un serotipo no inhiben la replicacién de otro serotipo

(Arenas, 2012).

No era objetivo de esta investigacion estudiar la sintomatologia clinica de las cepas de VLA que
circulan en estos predios, pero en las visitas realizadas no se observaron signos clinicos evidentes,
en algunos casos los terneros murieron después de terminado el experimento o quedaron con
crecimiento retardado. Después de demostrada la presencia de infecciones de lengua azul activas
en estos predios y la de factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad. ES una necesidad
determinar el o los serotipos que circulan en cada region pues existe una alta variabilidad en lo
serotipos de diferentes zonas geograficas y este dato es imprescindible para implementar un plan
de vacunacion, pues la vacuna es eficaz si esta elaborada con cepas del mismo serotipo circulante.
Segun los resultados de Verdezotto et al., (1916) los virus aislados en Santo Domingo y Tandapi

eran de los serotipos 3 'y 9, pero pueden ser otro el serotipo circulante en Manabi.

Por tanto, se debe realizar el aislamiento del virus y la posterior caracterizacion molecular del gen
de la VP2, para determinar el serotipo de la o las cepas circulantes y también la caracterizacion de
la virulencia en bovinos. Se ha demostrado la presencia de infecciones activas de VLA desarrollar
un plan de control que incluya la divulgacion de los resultados, la capacitacion de los ganaderos,
la implementacion de medidas preventivas en las zonas de riesgo. Para implementar el programa
de control de esta enfermedad a nivel nacional se debe realizar una encuesta serologica en las

provincias cuyas condiciones climaticas favorezcan el ciclo de vida del vector.
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CONCLUSIONES

Se determind la presencia de factores de riesgo de lengua azul en predios de las parroquias San

Antonio, Boyacd, Canuto y Ricaurte del Canton Chone, principalmente la existencia del vector

Culicoides, y el desconocimiento de la enfermedad que tienen los ganaderos de estas parroquias.

Se demostré la presencia de infecciones activas y la amplia circulacion del virus lengua azul en

los seis predios de Chone estudiados, con una tasa de examinados positivos de 98.2%.
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RECOMENDACIONES

= Realizar el aislamiento viral a partir de las muestras de sangre colectadas, para estudios
posteriores de genotipificacion y de la virulencia

= Continuar este estudio en otros cantones de la provincia y en otras provincias con
temperaturas y humedad que favorezcan la presencia del vector

= Incluir en el estudio las especies del género Culicoides implicada en la transmision del
VLA en Ecuador

» Recomendar a AGROCALIDAD la utilizacion de la metodologia de la centinelizacion para
los estudios epidemioldgicos posteriores en otras provincias de Ecuador y mantener una vigilancia

epidemiologica de esta enfermedad anual.
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ANEXQOS

ENTREGA DE CABINA DE SEGURIDAD BIOBASE AL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS (LODANA)
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PROCEDIENDO A REALIZAR EL PRIMER MUESTREO CON LA AYUDA DE UN
FUNCIONARIO DE AGROCALIDAD EN LA PROVINCIA DE PICHINCHA-CANTON
MEJIA EN LA CIUDAD DE MACHACHI.




MATERIALES DE CAMPO Y DE LABORATORIO

{ sumMEoIX

27 DE FEBRERO, LLEGADA DE LOS 6 TERNEROS Y ALIMENTO:

LECHE LAPTOREEMPLAZANTE Y BALANCEADO

" v— T o AT
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REUBICACION DE 2 TERNEROS EN EL PREDIO EL TREBOL DEL DR
WALTER VIVAS, EN LA PARROQUIA CANUTO.
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REUBICACION DE 2 TERNEROS EN EL PREDIO DON POCHO, DEL DR. EUCLIDES
DE LA TORRE EN EL SITIO CULEBRA, PARROQUIA CANUTO.

PRIMER EXPERIMENTO
SE DIO INICIO EL 6 DE MARZO DEL 2019, PARA ESTA FECHA 1 TERNERO DE
LA UTM FALLECIO, SE TOMO UNA MUESTRAS LONGUITUDINAL DEL BAZO Y
SE ENVIO AL LABORATORIO.
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MUESTREO DEL 12 DE MARZO DEL 2019
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MUESTREO DEL 2 DE ABRIL DEL 2019
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[ MUESTREO DEL 6 DE MAYO DEL 2019 }

SEGUNDO EXPERIMENTO

LOS TERNEROS LLEGARON A CHONE EL 13 DE JUNIO DEL 2019 DESDE
MACHACHI
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SE DA INICIO AL SEGUNDO EXPERIMENTO EL 25 DE JUNIO DEL 2019,
SIENDO ESTA LA SEGUNDA SEMANA EN LA QUE LLEGARON LOS
TERNEROS
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MUESTREO DEL 15 DE JULIO DEL 2019 (CUARTO)

‘gl
—
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INSTALACION DE ACONDICIONADORES DE AIRE EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA E INVESTIGACION DE LA F.C.V.
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MICROPIPETA, PUNTAS PARA PIPETA, PRIMERS PARA PRUEBA DE PCR, INSUMOS
DE ALCOHOL

0G150402-004

Maritza Barrera

3

= O
'(' M Shves Tie Taio

[Paxasua uol
0SA-S81
1ps-g :Aaed
Spadid 011l

71



Datos meteorol6gicos de la zona de estudio durante el primer semestre de 2019

Estacion Calceta Estacion Chone Estacion Bahia
T.
Meses H H T.°C
Precipitacion(mm) Precipitacion(mm) H T.°C Precipitacion(mm)
°C
26,8 75
ene-19 88 26,2 199,9 89 26,0 220,1 74
26,3 140
feb-19 88 27,0 299,7 88 26,1 416,0 76
26,4 135
mar-19 87 269 198,9 90 26,0 313,1 77
26,4 60
abr-19 85 27,3 75,1 88 268 174,0 76
25,8 11
may-19 86 26,9 94,2 86 26,1 71,0 74
jun-19 87 258 43,3 86 258 444 74 247 9
X 86,83 25,8 151,85 86 26,13 206,43 75 26,07 71,67

Inamhi: Estaciones meteoroldgicas de Calceta, Chone y Bahia 2019
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TABLA 4. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Meses del afio

. Fecha . 111
Actividad inicio Fecha final 01112 1/2(31(4]|5 8
seleccionde | 43/090018 | 14/11/2018 X | x
Predios
Muestreos en
Predios antes de
introducir alos | 1 050019 | 20/02/2019 X
centinelas y
procesamiento
de encuestas
Encuesta
epidemiolégica 21/02/2019 | 23/02/2019 X
Seleccionde | 50050019 X
Centinelas
Muestreos en
Predios y 6/03/2019 | 25/07/2019 X | X| X
procesamiento
de muestras
Diagnostico 12/03/2019 | 15/07/2019
Analisis de 25/06/2019 | 15/07/2019
Resultados
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