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DINAMICA DE SEROCONVERSION EN HEMBRAS BOVINAS POST
ELIMINACION DE ANIMALES PORTADORES DEL VIRUS DE LA
DIARREA VIRAL BOVINA

César Jayashi F.!, César Gavidia C.?, Mariluz Arainga R.3, Alberto Manchego S.?
y Hermelinda Rivera G.3#

ABSTRACT

A study was conducted to determine the effect of culling BVDV carrier animals on
the seroconversion against BVDV in the new generation of heifers from a dairy herd
located in Arequipa, Peru. Blood samples were collected to 6-12 month old females in four
sampling periods: January (n=73), June (n=48), October 2003 (n=48), and January 2004
(n=35) to evaluate their serological status against BVDV and to screen for carrier animals
using the virus neutralization and antigen-capture ELISA tests, respectively. The
prevalence of BVDV was 80.8 £9.0, 56.3 + 14.0, 50.0 + 14.2 and 22.9 + 13.9% in the first,
second, third and fourth sampling period, respectively. There were 2.7% (2/73) of carrier
heifers in the group sampled in January 2003, and none in the subsequent sampling
periods. The incidence of BVDV infection was 12/100 heifers per month from January
2003 till January 2004. The logistic regression test showed that culling of carrier animals
in January 2003 reduced the risk of infection in subsequent months. In addition, age was
arisk factor for VDVB infection in this group of animals. The results showed that BVDV
infection is highly prevalent in herds having carrier animals, and that the culling of PI
animals reduce the risk of infection in herd mates as indicated in the literature. The results
also suggest that the control and eradication of BVDYV in intensive management dairy
herds may be possible by identifying and culling carrier animals and without vaccination
but ensuring high level of biosecurity.

Key words: BVDV, bovine, carrier animal, prevalence, incidence, dairy herd, risk factor,
control

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la eliminacion de los
animales portadores del virus de la diarrea viral bovina (VDVB) sobre la seroconversion
contra el virus en la nueva generacion de animales de un establo lechero de crianza
intensiva en Arequipa. Se colectaron muestras de suero a vaquillas entre 6 a 12 meses de
edad en cuatro periodos: enero (n=73), junio (n=48) y octubre (n=48) del 2003 y enero del
2004 (n=35) para la deteccion de anticuerpos contra el VDVB y para la deteccion de
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animales portadores (PI) del virus, mediante las pruebas de neutralizacion viral y ELISA
captura de antigeno, respectivamente. La seroprevalencia del VDVB fue de 80.8 +£ 9.0,
56.3£14.0,50.0+14.2y22.9+13.9% en el primero, segundo, tercero y cuarto periodo de
muestreo, respectivamente. La prevalencia de animales portadores del virus fue de 2.7%
(2/73) y fueron detectados unicamente en el grupo muestreado en enero del 2003. La
incidencia de infeccidn de VDVB fue 12/100 (24/59) al mes en el periodo enero 2003 a
enero 2004. Mediante la prueba de regresion logistica se demostrd que la eliminacion de
animales PI en enero del 2003 redujo el riesgo de infeccion en fos animales susceptibles
en los siguientes periodos de muestreo. Ademas, la edad mostro ser un factor de riesgo
para la infeccién con VDVB. Los resultados indican que la infeccion con VDVB es alta-
mente prevalente en hatos que albergan animales portadores y que su eliminacion reduce
el riesgo de infeccion en el resto de animales, como se describe en la literatura. Los
resultados sugieren que es posible el control y erradicacion de la DVB en hatos lecheros
de crianza intensiva mediante la identificacién y eliminacidn de los animales portadores y
sin vacunacidn pero manteniendo un alto nivel de bioseguridad en el establo.

Palabrasclave: VDVB, bovino, animal portador, prevalencia, incidencia, hato lechero,
factor de riesgo, control

INTRODUCCION

La cuenca lechera de Arequipa junto a
la cuenca de Cajamarca representan mas del
38% de la produccion lechera nacional. Ade-
mas, la cuenca lechera de Arequipa cuenta
con una poblacién de 66,200 bovinos y una
produccion de 213,000 TM de leche (INE],
1994). La ganaderia lechera es una de las
fuentes importantes de proteina de origen
animal para el consumo de Ia poblacién, por
lo que los esfuerzos sanitarios deben estar
dirigidos a lograr una mayor y mas eficiente
produccion a través del mantenimiento de al-
tos parametros reproductivos y mediante el
control de factores que originan pérdidas pro-
ductivas y reproductivas. Uno de estos fac-
tores son las enfermedades infecciosas como
fa diarrea viral bovina {DVB), considerada
como una de las causantes principales de pér-
didas economicas en la industria lechera a
nivel mundial (Houe, 2003).

La DVB es una enfermedad causada
por el virus de la diarrea viral bovina (VDVB),
miembro del género pestivirus de la familia
Flaviviridae (Wengler, 1991) y afecta princi-
palmente a los rumiantes domésticos y sil-
vestres. El VDVB esta distribuido mundial-
mente y muestra un especial tropismo por
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células epiteliales y células del sistema inmu-
ne, favoreciendo la susceptibilidad del animal
a infecciones secundarias (Charleston et 4l.,
2002). En el Peni, la DVB tiene mayor pre-
valencia en las principales cuencas lecheras,
como Cajamarca, Lima, Arequipa, Junin y
Cusco; ademas, se considera como una de
las causantes de aborto en el valle de Lima
{Rivera 2001; Alvarez et al., 2002; Stdhl ef
al., 2002; Rivera et al., 2003). Serolo-
gicamente, la infeccion también ha sido de-
tectada en camélidos sudamericanos, sobre
todo en crianzas mixtas (Manchego et al.,
1998; Alvarez et al., 2002)

Clinicamente, la DVB puede presentar-
se en forma aguda o subaguda, pero mayor-
mente es de tipo subclinico. La forma
subclinica y la aguda se caracterizan por un
corto periodo de replicacion viral con elimi-
nacion, seguido por una eficiente serocon-
version y recuperacion; ademas, en animales
gestantes conlleva a la infeccion fetal, que
puede resultar en el nacimiento de un ternero
infectado e inmunotolerante, conocido como
portador o persistentemente infectado, el cual.
c¢limina el virus en sus secreciones y
excreciones mientras vive (Vilcek er al.,
2003). Los animales portadores son los prin-
cipales reservorios del virus en el hato por lo
que su deteccion y eliminacion es uno de los
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pilares en el control de la enfermedad
(Lindberg y Alenius, 1999).

Recientes estudios realizados en algu-
nas irrigaciones de la cuenca lechera de
Arequipa, como Majes y Santa Rita, indican
que la DVB tiene una prevalencia superior a
80% y que el aborto y otros problemas
reproductivos son constantes en los hatos le-
cheros, pudiendo alcanzar hasta 20% en al-
gunos de ellos (H. Rivera, datos sin publi-
car). Por estas razones, algunos ganaderos
estan adoptando medidas de control para la
enfermedad. Actualmente, el control de la
DVB es factible utilizando vacunas a virus
muerto asi como la eliminacion de animales
portadores (Bitsch y Ronsholt, 1995). En el
Pert1 se utiliza la vacunacion, aunque no en
forma masiva, y la mayoria de los ganaderos
emplean la vacuna como tnico método de
control de la DVB.

El presente estudio tuvo como objetivo
determinar el efecto de la eliminacion de los
animales portadores sobre: a) la seroconver-
sion de anticuerpos contra VDVB en la nue-
va generacion de terneras y vaquillas en un
hato lechero de la irrigacion Santa Rita,
Arequipa, b) La deteccion de animales por-
tadores del VDVB, ¢) La determinacion de
la tasa de incidencia de la infeccion con el
VDVB y d) establecer el riesgo de presenta-
cion de la enfermedad asociado a la elimina-
cion de los animales portadores.

MATERIALES Y METODOS

Generalidades

El estudio fue realizado en un establo
lechero de crianza intensiva ubicado en la
lirrigacion Santa Rita, provincia de Sihuas,
region Arequipa. El establo tenia cerca de
300 vacas en produccion en el 2003 y sin pro-
grama de vacunacion contra VDVB en los
ultimos diez afios. El mayor problema sanita-
rio del hato era la presentacion de abortos,
que superaba el 15% anual, por lo que en el
afio 2002 se decidi6 iniciar un programa de
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control de VDVB. Con este fin, en enero del
afio 2002 se muestrearon todos los animales
entre 6 a 15 meses de edad para conocer el
estado serologico del VDVB. Ademas, se
buscoé antigeno viral en los sueros de los ani-
males que resultaron seronegativos en busca
de animales portadores del VDVB. El estu-
dio inicial determiné que el 98.5% (590/600
animales) de los animales tenian anticuerpos
contra el VDVB y que 2 de los diez animales
jovenes seronegativos resultaron ser porta-
dores (animales persistentemente infectados,
PI) (H. Rivera, Comunicacion personal).

Obtencion de muestras

En el presente estudio se obtuvieron
muestras de sangre con vacutainer de la vena
caudal media de todos los animales hembras
que iban cumpliendo seis meses de edad a la
fecha de cada toma de muestra (enero, junio
y octubre del 2003 y enero del 2004) para la
obtencion de suero para la determinacion de
anticuerpos contra VDVB. En las hembras
que resultaron negativas a anticuerpos con-
tra el VDVB se colectaron en el breve plazo
muestras de sangre con anticoagulante para
la busqueda de antigeno del VDVB.

Con el fin de estudiar la incidencia de la
infeccion, los animales muestreados en ene-
ro que resultaron seronegativos, fueron nue-
vamente muestreados en junio; en los
seronegativos detectados en junio se repitio
el analisis en octubre y en las seronegativos
de octubre se repiti6 en enero del 2004.

Las muestras obtenidas fueron envia-
das al Laboratorio de Virologia de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria (FMV) de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM), Lima, para su posterior proce-
samiento.

Deteccion de anticuerpos contra el
VDVB

Los anticuerpos fueron detectados me-

diante la prueba de neutralizacion viral em-
pleando como antigeno la cepa Singer,
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Cuadro 1. Prevalencia del VDVB en bovinos hembras enfre 6 2 12 meses de edad en un
establo lechero de Arequipa, mediante la prueba de neutralizacion viral. Enero

2003 - enero 2004

Periodo Mu&etr:d{i: A!ﬁﬁ?:;pasitivos Prevalencia + IC' (%)
Enero 2003 | | 73 | 59 80.8+9.0
Junio 2003 48 27 56.3x 14.0
Octubre 2003 48 24 50,0+ 142
Enero 2004 35 8 229139

Intervalo de confianza del 95%

antisueros posifivo v negative de referencia
y como sisterna indicador se utilizaron culti-
vos celulares de cornete nasal de feto bovi-
no, libres de VDVB, y segiin ¢l protocolo dis-
ponible en ¢l Laboratorio de Virologia de la
FMV-UNMSM. Las muestras con titulos de
anticuerpos contra ¢l VDVB iguales o ma-
yores a 1:2 fueron consideradas positivas a
anticuerpos.

Deteccion de antigeno del VDVEB

La deteccion de antigeno de VDVB en
muestras de sangre con anticoagulante fue
realizada mediante ia prueba de ELISA de
Captura de Antigeno, de procedencia comer-
cial (SVANOVA, Suecia} y segin el proto-
colo indicade por Iz casa comercial. Una
muestra fue considerada positiva al virus si
presentaba una densidad optica mayor a (.2,

Los animales que resultaron positivos al
virus se volvieron a muestrear 30 dias des-
pués, repitiéndose la prueba, y sélo los ani-
males que permanecieron positivos al vinus
fueron considerados portadores del virus.

Andlisis de datos

Las dos vaquillas positivas a antigeno
viral detectadas en enero del 2003 fueron ¢li-
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minadas y & partir de estc momento se eva-
1uo el efecto de su eliminacion. Se determind
la prevalencia de animales positivos a
anticuerpos contra el VDVB y de animales
Pl en los cuatro periodos de la toma de mues-
tras. Se calculd la tasa de incidencia de ca-
sos puevos durante los tres periodos corres-
pondientes a los intervalos de tiempo entre
una toma de muestra y otra; y se calculé ade-
mas, la incidencia global durante el periodo
enero 2003 a enero 2004,

La prueba de Chi cuadrado fue utiliza-
da para determinar la probable asociacion
entre el periodo de toma de muestra y la
seropositividad en los animales, y entre edad
vy la seropositividad de ios animales. El efec-
to de las variables, edad y periodo de toma
de muestra sobre la positividad o negatividad
de los animales muestreados para la infec-
¢ion con el VDVB fue evaluado mediante la
prueba de regresion logistica utilizando el soft-
ware STATA® con un nivel de significancia
de 0.05.

Resvrrapos

En el Cuadro | se presenta la seropre-
valencia de VDVB en los cuatro periodos de
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Cuadro 2. Tasa de incidencia de infeccion con el VDVB en bovinos hembras de 6 a 12
meses de edad en un establo lechero de Arequipa, durante el periodo enero 2003

a enero 2004
: . .
Periodo de muestreo a}les Casos nuevos Incidencia
susceptibles (hembras/mes)

Enero 2003 - junio 2003 12 8 11/100
Junio 2003 - octubre 2003 21 13 23/100
Octubre 2003 - enero 2004 24 3 5/100
Enero 2003 - enero 2004 (Global) 57 24 12/100

La tasa de incidencia esta indicada en base al numero de animales que se infectan por cada 100
animales susceptibles

Cuadro 3. Distribucion de titulos de anticuerpos neutralizantes contra el VDVB detectados
mediante la prueba de neutralizacion viral en bovinos hembras de 6 a 12 meses
de edad, en un establo lechero de Arequipa (2003-2004)

Inversa de titulos de anticuerpos

Periodo Animales
de muestreo () <2 2-8 16 - 64 128 ->256
n % n % n % n %
Enero 2003 73 14 192 7 9.6 22 30.1 30 41.1
Junio 2003 48 21  43.8 2 4.2 7 14.6 18 37.5
Octubre 2003 48 24 50.0 0 0 3 6.3 21 43.8
Enero 2004 35 27  77.1 3 8.6 5 14.3 0 0
Total 204 86 422 12 5.9 37 18.1 69 33.8

Cuadro 4. Riesgo de infeccion con el VDVB determinado por las variables edad y toma de
muestra, segin ¢l modelo de regresion logistica en bovinos hembras de 6 a 12
meses de edad, de un establo lechero de Arequipa (2003-2004)

Variables Odds Ratio (OR) Intervalo de Confianza
Edad

7 meses 3.36 1.30- 8.61*

8 meses 1.29 0.52-3.19

9 meses 3.61 1.35-9.70*
Periodo

Junio 2003 0.28 0.12 - 0.66%*

Octubre 2003 0.16 0.06-0.41%*

Enero 2004 0.05 0.02-0.16*

* Existe diferencia estadistica significativa (p<0.05) con el grupo de 6 meses y con el grupo evaluado
en enero 2003

60 Rev Inv Vet Pert
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muestzeo. En enero 2003 se registra la ma-
yor prevalencia (80.8 % 9.0%, 59/73) {a cual
fue disminuyendo hasta llegar a 22.9 + 3.9
{8/35) en enerc 2004, Catorce de 73 hem-
bras resultaron negativas a anticuerpos con-
tra ¢l VBD'VB en enero del 20603, y de ailise
detectaron 2 P1. Aparte de esos animales, no
se detectaron animales portadores en los si-
guientes periodos de muesireos,

En el Cuadro 2 se presenta Ia tasa de
incidencia de infeccion con VDVB en {a po-
blacidon bajo estudio durante el periodo enero
2003 a enero 2004. La tasa de incidencia re-
sultante anual fue de 12/100 hembras al mes.

Los titulos de anticuerpos contra el
VDVE tuvieron un rango entre 2 a >256
{Cuadro 3). La prueba de Chi cuadrado de-
mostré una asociacion entre el periodo de
toma de muestra y la seropositividad en los
animales {p<0.05), asi como enire laedad y
Ia seropositividad de los animales {(p<(.03).
La prueba de regresion logistica demostré
que la edad (7 y 9 meses) era un factor de
riesgo para la infeccidn con VDVB en las
terneras y vaquillas. Del mismo modo, se
determind que los animales muestreados en
enero 2003 tenian mayor riesgo de infeccion
que los animales muestreados posteriormen-
te {Cuadro 4},

Discusion

Pocos paises disponen de un programa
nacional de control y erradicacion de la DVB
basado principalmente en la identificacién y
eliminacion de los animales portadores y sin
uso de vacunaciones (Synge et al., 1999). Asi
misino, existen escasos estudios de evaluacion
del estado de Ia DVB en hatos lecheros luego
de la eliminacion de animales portadores como
una primera medida para su control. En el Pery,

la enfermedad no estd sujeta a control ¥y me--

nos a erradicacion, pero el efecto negativo del
VDVB en el rendimiento reproductivo de los
animales ha comenzado a motivar a algunos
ganaderos 2 tomar medidas de de control y
erradicacion del virus.

Rey Inv Vet Pert

Previo al presente estudio, uno de los pri-
meros pasos para establecer el estado de la
DVB en un establo era la determinacion de
la prevalencia en el 100% de animales mayo-
res a seis meses; Hegando a determinarse que
el 98.5% (590/600} de los animales tuvieron
anticuerpos contra el VDVB, Esta alta
seroprevalencia en el hato fue una clara evi-
dencia de la existencia de animales portadores.

En el presente estudio, se encontro que
el 80.8 + 9.0% de hembras entre 6 v 12 me-~
ses tuvieron anticuerpos contra el VDVB y
que dos vaquillas eran P1. En los bovinos, los
anticuerpos pasivos no son detectados pasa-
dos los seis meses de edad, por lo que los
anticuerpos detectados en estos animales
habrian sido inducidos por el virus de campo,
diseminadoe principalmente por los dos ani-
males portadores; ya que un animal portador
es capaz de infectar al 90% o mas animales
del hato en un lapso de dos a tres meses
{Houe, 1995). Ademas, los anticuerpos
neutralizantes detectados no corresponden a
anticuerpos vacunales debido a la historia del
establo de no haber utihzado vacunas como
medida de prevencién de la DVB. Sibien en
la actualidad este hato es cerrado, 12 DVB
en ese establo fue diagnosticada seroio-
gicamente casi dos décadas antes, y a pesar
de los serios problemas reproductivos y
entéricos, donde el VDVB posiblemente jugd
un rol importante, no se tomaron medidas de
control,

La prevalencia de animales portadores
en ¢l hato durante el periodo de doce meses
fue de 0.98%, 1o cual es similar a otvos resul-
tados de estudios en el pais y en el mundo
{Rivera et al., 2003; Morales ef al, 2002;
Chacon et af,, 2002; Schreiber e al., 1999).
Posiblemente, el surgimiento de animales por-
tadores en el hato fue propiciado por el siste-
ma de mangjo, prevalencia de la infeccion y
faita de control.

La elevada seroprevalencia {80.8 &

9.0%, 59/73) del VDVB en el hato en estu-
dio corrobora una amplia infeccidn previa a
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la eliminacion de los animales portadores
(Cuadro 1). Estos resultados son parecidos a
los encontrados en otras cuencas lecheras
del pais como Junin, Lima, Cajamarca y
Ayacucho, donde se encontraron prevalencias
superiores a 70% (Contreras et al., 2000;
Alvarez et al., 2002; Stahl et al., 2002; Rive-
ra et al., 2003) y en otros paises como Esta-
dos Unidos (89%), Croacia (78%), Suiza
(58%), Dinamarca (64%) y Canada (58%),
entre otros (Houe, 1995).

El efecto de la eliminacion de los dos
animales portadores fue evidente al reducir-
se la prevalencia del virus de 80.8 + 9.03%
(59/73) a 22.9 + 13.9% (8/35) (Cuadro 1).
Estos resultados muestran la probable efica-
cia del control de la DVB mediante la elimi-
nacion de los animales reservorios del virus
sin la necesidad del uso de vacunas. La pre-
sencia de anticuerpos posterior a la elimina-
cion de los animales portadores sugiere que
el virus aun se encuentra en este lote de ani-
males susceptibles, posiblemente ocasionan-
do infecciones subclinicas, o quizas el virus
ingres6 desde el exterior por fallas en las
medidas de bioseguridad (Nettleton y
Entrican, 1995). No se han detectado
anticuerpos en el mismo hato contrael VDVB
ni animales portadores en anélisis posterio-
res al estudio (H. Rivera, Comunicacion per-
sonal).

Las vaquillas que resultaron negativas
a anticuerpos con el VDVB en enero (n=14),
junio (n=21) y octubre (n=24) del 2003, fue-
ron nuevamente muestreadas entre los 4 a 5
meses posteriores a cada toma de muestra,
determinandose una tasa anual de incidencia
de 12/100 animales susceptibles (Cuadro 2).
Estos resultados indican que si bien el virus
estaba presente en el lote de animales, no
tuvo oportunidad de establecerse por la habi-
lidad de los animales de seroconvertir en
anticuerpos y remover al virus antes de lle-
gar a la etapa reproductiva. Sin embargo, debe
tenerse presente que la eliminacion del virus
del hato a través de la identificacion y bene-
ficio de los animales portadores, aunado al
monitoreo seroldgico, son herramientas ade-
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cuadas para el control y erradicacion de la
DVB del hato, si es que el establo cuenta
con estrictas medidas de bioseguridad.

La variabilidad en los titulos de anticuer-
pos detectados en los animales indican una
intensa actividad viral. Los titulos menores
podrian indicar infecciones recientes, ya que
los anticuerpos pueden ser detectados entre
una a tres semanas posteriores a la infec-
cion, incrementandose hasta alcanzar la me-
seta entre 10 a 12 semanas con titulos supe-
riores a 1:256 (Brownlie et al., 1995). Por su
parte, Fredriksen et al. (1999) menciona que
los niveles de anticuerpos pueden también
estar influenciados por la naturaleza de la cepa
viral presente en el hato y también por la cepa
viral empleada como antigeno en la prueba
de neutralizacion viral, debido a la amplia va-
riacion de las cepas de campo.

El analisis de regresion logistica demos-
tré que cuanto mayor era la edad de los ani-
males, mayor era el riesgo de infeccion con
VDVB. Los animales de 7 y 9 meses tienen
un riesgo de infeccion mayor que los anima-
les de seis meses. En los animales de 8 me-
ses no se encontrd un mayor riesgo de infec-
cion. Los resultados concuerdan con el estu-
dio de Mainar-Jaime (2001), en donde la edad
de los animales era un factor de riesgo para
la infeccion con VDVB.

El efecto de la eliminacion de los ani-
males portadores se aprecia de manera no-
table con el método de regresion logistica.
Los animales tienen 72, 84 y 95% menos pro-
babilidades de infectarse en los periodos de
junio y octubre del 2003 y enero 2004, res-
pectivamente, que los de enero del 2003, sin
importar la edad de los animales al momento
del muestreo (ajustado por edad).

Teniendo en cuenta el importante rol
epidemiologico de los animales portadores en
la difusion y mantenimiento de la infeccion
(Houe, 1995), el estudio de la dindmica de
infeccion post eliminacion de animales porta-
dores podria servir para cuantificar los efec-
tos de las medidas de control y erradicacion
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del VDVB, basados en la eliminacidn de ani-
males portadores. Finalmente, una de las con-
secucncias del amplio conocimiento de la
patogénesis de la DVB es que la enferme-
dad puede ser controlada y erradicada, so-
bretodo en hatos lecheros de crianza intensi-
va, por el escaso riesgo de contacto con otros
animales o de otras especies (Bezek, 1995).
El resultado de este estudio tendria un efecio
multiplicador en los demas hatos lecheros de
crianza intensiva de la region, ya que {a ma-
yoria tienen caracteristicas similares al hato
en estudio.

#  Fue posible reducir la infeccién por el
VI)VB en el hato mediante la identifica-
cidn y remocion de los animales portado-
res v sin Ia necesidad del uso de vacunas.

» Laprevalenciadel VDVB en el hatoen
estudio se redujo de 808 £ 9.0% a 22.9
#+ 13.9% en un periodo de 12 meses de
eliminacién de los animales portadores.
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