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Resumen

Se compard la produccién diaria de leche y el rendimiento reproductivo de las vacas
vacunadas con una vacuna viva de doble delecioén frente al virus de la diarrea virica
bovina (BVDV) con vacas no vacunadas, que cohabitan en explotaciones lecheras
endémicas de BVDV. Todos los animales del grupo de tratamiento recibieron
la vacuna el dia 0 del estudio independientemente del momento de lactacion
o gestacioén, mientras que los animales de control no recibieron ningun tratamiento.
Se inscribieron 1.463 animales en el estudio procedentes de cuatro granjas en tres
paises diferentes (Reino Unido, ltalia y Francia). La presencia endémica del BVDV
en los rebarios del estudio se demostré mediante la deteccion del virus en tanque
de leche, y la seroconversién se evalu6 al comienzo del estudio. Individualmente
para cada animal se tomé el dia del parto como el inicio de la lactacion para
el célculo de dias en leche (DEL). El periodo de lactacion estandarizado de 305 dias
se dividié en tres periodos: lactacion inicial (LI, del DEL 8 al DEL 102), lactacién
media (LM, de DEL 103 al DEL 204) y lactacién tardia (LT, del DEL 205 al DEL 305).
Para cada granja y cada periodo de lactacion, se realizé6 un andlisis estadistico
de modelo mixto con la produccion diaria de leche como respuesta, y el grupo,
el diay lainteraccién entre esos dos factores como factores fijos. Se utilizé la prueba
de chi-cuadrado para comparar la tasa de abortos y la tasa de intervalo inter-estro
prolongado entre los grupos de tratamiento y de control. Se observé un aumento
significativo en la produccién de leche en el grupo vacunado en las granjas
1 (1,023 I/dia) y 3 (0,611 I/dia) durante la LI (p<0,001) y en la granja 2 (1,799 I/dia)
durante la LM (p<0,001). Ademas, en la granja 2, las vacas vacunadas produjeron
mas leche que las no vacunadas a partir del DEL 80. No se encontraron diferencias
entre los grupos en las tasas de aborto o en las tasas del intervalo inter-estro.
Los datos demuestran que las vacas vacunadas con una vacuna viva de doble
delecion procedentes de rebafios con infeccion endémica por el BVDV producen
mas leche; la citada diferencia en la produccion de leche ocurre durante el periodo
de lactacién inicial (LI).
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Introduccion

El virus de la diarrea virica bovina (BVDV) pertenece al género Pestivirus
de la familia Flaviviridae' El virus se describié por primera vez en Nueva York
en 1946 y se ha identificado en la mayoria de los paises productores de ganado bovino
de todo el mundo*’. El BVDV puede hallarse en una amplia variedad de liquidos
corporales, como secreciones nasales, orina, leche, semen, saliva, lagrimas y liquidos
fetales*. La fuente mas importante de infeccién por BVDV es el ganado bovino infectado
de forma persistente (PI)°. Los animales con infeccion persistente son inmunotolerantes
al virus persistente y excretan particulas viricas infectivas durante toda su vida. En las
vacas no inmunes que no estan prefiadas, las infecciones agudas por el BVDV provocan
viremia transitoria®. Las infecciones de las vacas prefiadas dan al virus la oportunidad
de atravesar la placenta y causar infeccion fetal. La aparicién de una infeccion fetal
depende de la edad del feto en el momento de la infeccion por el BVDV. El resultado
puede ser la muerte embrionaria, efectos teratogénicos en el feto o el nacimiento
de un ternero PI”%. Los terneros PI pueden ser pequeiios, débiles y presentar problemas
de crecimiento, aunque con mayor frecuencia tienen un aspecto sano y pueden pasar
desapercibidos dentro del rebafio’.

Las consecuencias de la infeccion transitoria, en particular la disminucion dela fertilidad
y la inmunosupresion, pueden ser profundas'®. Los efectos de la infeccién aguda
por BVDV en vacas sobre el rendimiento reproductivo se han considerado como
los mas costosos e incluyen una tasa de concepcién reducida, muerte embrionaria,
abortos y defectos congénitos®. Los mecanismos subyacentes de la infertilidad
y las enfermedades reproductivas inducidas por el BVDV son multifactoriales y pueden
implicar impactos directos del virus en los tejidos reproductivos, incluido el feto
en desarrollo, y efectos indirectos a través de la alteracion del sistema inmunoldgico''.
El BVDV o antigenos especificos del virus pueden identificarse en tejidos del tracto
reproductivo del ganado infectado, y se ha demostrado que la infeccién por BVDV
altera las funciones endocrinas de los tejidos del sistema reproductivo'’. Indirectamente,
lainfeccién por BVDV delosbovinos sin tratamiento previo puede hacerlos mas sensibles
a infecciones secundarias a través de la inmunosupresion'?. El BVDV es linfotropico,
y el ganado con infeccién transitoria puede presentar una alteracién en el sistema
inmunitario debido alos efectos combinados de la reduccion de la cantidad de las células
inmunitarias y la disminucion en la funcionalidad de las células inmunitarias restantes'’.

Las células del sistema inmunitario de las respuestas inmunitarias tanto innatas como
adaptativas, pueden verse afectadas durante la infecciéon por BVDV. La eliminacién
de los leucocitos infectados por el BVDV (inmunodepleciéon) por parte del sistema
inmunitario, la destruccién de las células inmunitarias por el BVDV y el aumento
del trafico de células inmunitarias hacia las localizaciones tisulares de replicacion viral
se combinan para producir leucopenia.

La infecciéon por BVDV es una enfermedad del ganado bovino econémicamente
importante; la estimacion especifica de sus costes es dificil'. Las revisiones econémicas
globales describen pérdidas que pueden oscilar entre 0 y 552 £ por vaca y afo (2370 £
incluyendo los valores atipicos)'®. Las pérdidas descritas como asociadas con el BVDV
incluyen sacrificios voluntarios prematuros y un valor al sacrificio reducido, pérdidas
por mortalidad, aborto y otras pérdidas reproductivas, gastos veterinarios
y de tratamiento, coste de mano de obra adicional y reduccién de la produccién
deleche'®. La gran variacién en las pérdidas relacionadas con el BVDV no solo depende
de las caracteristicas relacionadas con la cepa infectante, sino también de factores
tanto a nivel del rebaio como individuales, como enfermedades concomitantes,
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la gestion y la inmunidad del rebafo. Es de gran importancia el numero de animales
en riesgo, en una fase critica de la reproduccion, en el momento de la exposicion
al virus. Los costes descritos varian sustancialmente dependiendo de si la infeccion
es epidémica, es decir, introduccion del virus en animales seronegativos que constituyen
poblaciones vulnerables, o endémicas, es decir, diseminacién en todo el rebafio'®".
Se han descrito graves pérdidas econémicas en situaciones epidémicas, mientras que,
en rebafios con BVDV endémico, la exposicion previa de animales al virus ha dado
lugar al desarrollo de cierto nivel de inmunidad natural que minimiza las pérdidas
asociadas'.

La reduccion de la produccion de leche es un componente importante de las pérdidas
econdmicas debidas al BVDV?". La magnitud del impacto del BVDV sobre la produccién
de leche también depende de la naturaleza de la infeccién. Los informes de brotes
epidémicos de BVDV describen reducciones repentinas en la produccion de leche,
mientras que una comparacién de los niveles de produccién en las granjas antes
y después de la erradicacion del BVDV describe una tendencia general de aumento
de la produccién de leche'". En condiciones endémicas, Moerman et al. encontraron
una reduccién significativa en la produccion de leche en vacas con seroconversion frente
al BVDV en comparacion con los animales del rebafio sin seroconversion, y los valores
altos de anticuerpos en leche de tanque se han correlacionado con una menor
producciéon de leche®?'. El BVDV tiene tanto efectos directos como indirectos sobre
la produccion de leche debido al aumento de los retornos a celo que provocan intervalos
de parto prolongados y una mayor incidencia de enfermedades'*>. Se ha postulado
que la alteracion del sistema inmunitario que conduce a un aumento de la tasa
de mastitis clinica, el uso de energia procedente de la alimentacién para la funcién
inmunitaria, el aborto y la combinacién de fiebre y disminucién del apetito explican
el impacto en la produccion de leche®.

El objetivo de este estudio fue evaluar si la vacunacion contra la infecciéon por BVDV
con una vacuna con virus de la BVD vivo con doble delecién (Bovela®) puede prevenir
la reduccién de la produccion de leche en rebafios infectados por el BVDV. Para ello,
se realizd con éxito un ensayo clinico en granjas lecheras comerciales. En el mismo
rebafio y en el mismo dia, la mitad de los animales fueron vacunados con Bovela®
y la otra mitad de los animales sirvié como control y no recibi6 tratamiento.

Materiales y métodos
Seleccidn de las granjas y los animales

Desde enero de 2017 hasta diciembre de 2017, se incluyeron en el estudio cuatro granjas
lecheras comerciales con mds de 100 vacas en produccién en tres paises diferentes
(granjas 1y 2: Reino Unido, granja 3: Italia y granja 4: Francia). Los rebafios debian estar
equipados con unsistemaindividual deregistro de produccién deleche diaria (medidores
de leche en linea) y debian tener registros de enfermedad, tratamiento, inseminacién
y datos de movimiento de animales. Tres de las granjas utilizaron sistemas de ordefio
convencionales (granjas 1 [Metatron p21, GEA, Alemania], 2 [Weighall, Dairymaster,
Irlanda] y 3 [AfiFlo 2000, Afimilk {Israel}]) y una cuarta granja usé unidades de ordefio
automadticas (granja 4 [Ponderal, Lely, Paises Bajos]). La raza de vacas presente
en todas las granjas fue Holstein. Se excluyeron los rebafios que habian sido vacunados
con una vacuna de virus vivo atenuado frente a la BVD (en los 5 afios anteriores
a la inclusién) o con una vacuna de virus de la BVD inactivado (en las 3 semanas
anteriores al inicio del estudio). Estos criterios de exclusion se seleccionaron basandose
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en el consenso general de que la proteccion obtenida por una vacuna viva es mas amplia
y de mayor duracién®. Por lo tanto, la exclusién de 3 semanas para una vacuna
con virus inactivado fue para evitar una posible interferencia con la produccion
de leche, que puede verse afectada negativamente poco después de la administracion
de una vacuna adyuvantada, o la respuesta inmunitaria causada por la administraciéon
de dos vacunas de BVDV en estrecha proximidad temporal. Se eligié una exclusion
mucho mas prolongada, de 5 afos, para las vacunas con virus vivo con el fin de evitar
la inclusion de rebanos que ain podrian tener una amplia proteccion inducida
por una vacuna previa de BVD con virus vivo.

La granja 3 informé de un uso unico de una vacuna inactivada de BVD en las vacas
en lactacion del rebafio, que se habia administrado siete meses antes del dia 0 del estudio
(DE 0). Las otras granjas no habian usado ninguna vacuna contra el BVDV antes
del inicio del estudio. Todas las hembras (vacas lactantes, vacas secas y novillas)
mayores de 10 meses presentes en la granja el dia de la vacunacién fueron aptas para
su inclusion en el estudio. El dia anterior a la vacunacion (dia del estudio menos
1 [DE -1]), se realiz6 una observaciéon del estado de salud general y los animales
con una situaciéon anormal se sometieron a una exploraciéon clinica, incluida
la evaluacion de cojera. Los animales no sanos, incluidos aquellos con cojera de grado
4 o 5 (cojera grave), fueron excluidos de la participacion en el estudio; sin embargo,
estos animales permanecieron en el rebano®. El DE 0 471, 316, 499 y 177 animales
se incluyeron en el estudio en las granjas 1, 2, 3 y 4, respectivamente. El numero total
de vacas lactantes, vacas secas y novillas para los dos grupos de tratamiento se describe
en la Tabla 1, asi como el numero de animales que se determind que no eran aptos para
la inclusion. La produccién media de leche fue similar para las granjas 1, 2 y 4 (entre
30y 321/dia/vaca) y de entre 41 y 42 /dia/vaca para la granja 3.

Tabla 1. Distribucion de los animales en los grupos de tratamiento segtin su estado fisioldgico el dia de la vacunacion (DE 0).

Todos los animales incluidos Vacas en lactacion Vacas secas Novillas no lactantes
Total G1° G2* G1° G2°© G1° G2* G1° G2*
(ESD-1)*
Granja 1 471 (2) 237 234 127 126 23 19 87 89
Granja 2 316 (11) 158 158 89 89 18 15 51 54
Granja 3 499 (0) 250 249 133 132 19 23 98 94
Granja 4 177 (4) 89 88 49 52 4 3 36 33

Algunos animales fueron excluidos del estudio debido a motivos de salud (EDE-1). Esos animales no fueron incluidos en ninguno de los grupos de tratamiento
pero permanecieron presentes en la granja.

*Animales excluidos el DE -1 (por razones de salud) que permanecieron presentes en la granja.

*Grupo de tratamiento 1: vacunacién con 2 ml de Bovela® por via intramuscular.

‘Grupo de tratamiento 2: no tratados.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.t001

En ultima instancia, para la inclusion se requeria una prueba de infeccion por BVDV
dentro del rebafio durante los seis meses anteriores al inicio del estudio. Los animales
se alojaron y alimentaron de acuerdo con los estandares habituales para cada granja.
La duracién del estudio fue de 365 dias a partir del dia de la vacunacién (Dia 0 del estudio
[DE 0]), y el estudio se realiz6 de acuerdo con las directrices de buenas practicas
clinicas (CGP), que garantizan el mantenimiento de niveles aceptables de bienestar
animal. El producto comercial fue administrado como parte de las medidas estandar
de prevencion de enfermedades, de acuerdo con las pautas indicadas en el documento
de caracteristicas del producto, por parte de veterinarios colegiados. Por estas razones,
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y por la ausencia de procedimientos invasivos, no se requirié mas aprobacion del comité
de ética de investigacion con animales.

Prueba de infeccion endémica por BVDV

Se considerd que los rebafios estaban endémicamente infectados por BVDV si el virus
se detectaba mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en leche de tanque
dentro de los seis meses anteriores al DE 0. Las muestras se recogieron en tubos
que contenian un agente conservante (bronopol) y se enviaron a temperatura ambiente
al laboratorio en 24 horas. La presencia de BVDV en la leche y el suero se determiné
mediante PCR utilizando un kit comercial (VetMAX Gold BVDV Detection kit, Thermo
Fisher Scientific, EE. UU.). Segun el fabricante, este ensayo de panpestivirus es capaz
de detectar otros pestivirus, como el virus de la enfermedad dela frontera. Este kit emple6
un protocolo de RT-PCR en tiempo real de un solo paso. La PCR de transcriptasa
inversa en tiempo real (RT-PCR) de un solo paso permite la transcripcién inversa
seguida de amplificacion por PCR y unién fluorescente de sondas especificas
de genotipo en un solo pocillo. Las muestras se consideraron positivas para el objetivo
perseguido si el valor del umbral del ciclo (Ct) era <37. Las muestras con valores
de Ct>37 se consideraron inconcluyentes y aquellas con valores de Ct indeterminados
se consideraron negativas.

En el DE 0, se recogié una muestra de sangre para cribado de vacas lactantes
(n=10 por grupo de tratamiento) en cada granja en tubos de muestra secos estériles
para la deteccién de anticuerpos frente al BVDV. Los anticuerpos frente al BVDV
en suero se detectaron usando un inmunoensayo ligado a enzimas indirecto (ELISA
Indirecto. Prueba de anticuerpos totales frente al BVDV IDEXX). Las muestras
se consideraron positivas para anticuerpos contra el BVDV cuando la densidad ptica
(DO) de la muestra dividida entre la DO del control positivo menos la DO del control
negativo fue mayor o igual a 0,30. Para los animales con resultado negativo en la prueba
ELISA, se realiz6 una PCR del BVDV para detectar la posible presencia del virus.
Durante el estudio, se controld la presencia de BVDV mediante analisis mensuales
por PCR de BVDV en leche de tanque. El procedimiento y los analisis de muestreo
de leche de tanque fueron idénticos a los descritos para las muestras recogidas durante
los seis meses anteriores al DE 0.

Procedimiento de vacunacion

En el DE 0, todos los animales sanos fueron inmovilizados para ser vacunados
en los sistemas de retenciéon adecuados. Los animales se asignaron al grupo
de tratamiento (G1 vacunados, G2 sin tratamiento) segtn el orden de aparicién en el area
de inmovilizacidn; se asigné el grupo del primer animal y posteriormente se vacuné
o no de manera consecutiva y alternativa a los siguientes. Los animales del G1 fueron
vacunados con una dosis de vacuna de BVDV monovalente de doble delecién génica
(Bovela®, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Alemania) por via intramuscular
en la region del cuello mediante material estéril de un solo uso. Los animales
del G2 no recibieron ningun tratamiento, por lo que no hubo procedimiento
de inyeccién. No se administrd un placebo debido al requisito de que Bovela® se usara
dentro de los términos de su autorizacién de comercializacion, y no se realizaran
procedimientos médicos injustificados en ningtin animal de estudio, como se indico
anteriormente.

Bovela® es una vacuna viva modificada destinada a la inmunizacion activa de ganado
contra el BVDV de tipo 1 y tipo 2 y solo debe administrarse a animales sanos.
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Se ocultaron a los grupos de tratamiento para el personal de la granja y del laboratorio.
No se ocultaron a los investigadores (veterinario de la explotacién) ni a los monitores
del estudio la asignacion a los grupos de tratamiento, ya que los parametros del estudio
medidos eran objetivos.

Observacion de los animales durante el estudio

El investigador fue responsable de todos los aspectos relacionados con la realizacion
del estudio individualmente en cada explotacion durante todo el tiempo que duré
el estudio (365 dias). Se animo a los ganaderos a ponerse en contacto con el investigador
en cualquier momento en caso de sospechar de problemas de salud de los animales
del estudio. A criterio del ganadero, los animales fueron examinados y tratados
por él o por el investigador. Todas las incidencias de enfermedades se comunicaron
al investigador al menos una vez al mes, y se realizaron mas investigaciones cuando
se consideré necesario. Se utilizaron los datos de tratamiento del registro oficial
de la granja, bien en versién impresa (granja 2) o en version electrénica (granjas 1,
3 y 4). Las necropsias de los animales que murieron durante el periodo de estudio,
incluidos los abortos y mortinatos, se realizaron de acuerdo con el protocolo estandar
de los laboratorios veterinarios regionales acreditados. En todos los casos, el requisito
minimo fue que se analizaran las muestras fetales y de sangre de la madre para detectar
la presencia de antigenos y anticuerpos del BVDV. Otras enfermedades, como Neospora,
Fiebre Q, Salmonelosis, Leptospirosis y Brucelosis, se analizaron segun el criterio
de los investigadores y ganaderos.

Recogida de datos

Se recopilaron datos sobre la produccion diaria de leche, el rendimiento reproductivo
y los movimientos de los animales (celo, inseminacion, parto, secado, sacrificio) durante
365 dias, comenzando el DE 0. La produccién diaria de leche por vaca se midié mediante
medidores de leche en linea. En cada granja, una organizacion local acreditada probd
y calibr6 el equipo antes del inicio del estudio. El rendimiento reproductivo se midi6
mediante la tasa de abortos (nimero de abortos durante el estudio/nimero de vacas
lactantes el DE 0 x 100) y la tasa de mortalidad embrionaria. Dado que la mortalidad
embrionaria se asocia con una mayor duracion del ciclo estral, la tasa de mortalidad
embrionaria se estimo a partir del nimero de ciclos de mas de 24 dias, lo que se conoce
como “intervalos interestrales prolongados™. La duracién del intervalo se definié
por el nimero de dias entre dos inseminaciones o una observacion del celo (no seguida
de inseminacién) y la inseminacién en el celo posterior observado. Los intervalos
regulares se representaron por la duracion del ciclo de 18 a 24 dias, y los intervalos
interestrales prolongados por la duracion del ciclo de 25 a 80 dias. La tasa de intervalos
interestrales prolongados se calculé como el numero de intervalos interestrales
prolongados/(intervalos estrales normales + numero de intervalos interestrales
prolongados) x 100. Los datos se exportaron mensualmente (quincenalmente
para los datos de produccion de leche) desde el software informdtico de gestion
del rebafio o una base de datos nacional (Insemination and animal movement,
Reino Unido) al investigador. Para cada lactacidn, se tuvo en cuenta para el analisis
la produccion de leche desde los 7 dias después del parto (DEL) hasta el DEL 305.
Silos animales experimentaron periodos de lactacion inferiores a 305 dias, el dia anterior
al secado se excluy6 del conjunto de datos. Se excluyeron de los analisis las lactaciones
con una duracién inferior a 30 dias. Ademas, los datos de produccién de leche durante
los periodos de tratamiento de la enfermedad y el tiempo de retirada de antibidticos,
no se analizaron desde el dia anterior al inicio del tratamiento, y hasta el dia siguiente
ala conclusion del tiempo de retirada. Las vacas en lactacion que fueron vacunadas cerca
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del secado experimentaron dos lactaciones durante el periodo de estudio (una antes
del secado y otra después del secado), y ambas lactaciones se incluyeron en el analisis.
El rango de lactacion se refiere al numero de lactaciéon en el que se encuentra la vaca
en el momento en que se registra la produccion diaria de leche.

Anadlisis de los datos

Para los animales individuales, el dia del parto se tom6 como el inicio de la lactacion
(DEL1).Elperiodo delactacion estandar de 305 dias se dividid en tres periodos:lactacion
inicial (LI, del DEL 8 al DEL 102), lactacién media (LM, del DEL 103 al DEL 204)
y lactacion tardia (LT, del DEL 205 al DEL 305). Para cada granja y cada periodo
de lactacion, se utilizé un modelo mixto para analizar la produccion diaria de leche.
El grupo y el dia, asi como la interaccion entre esos dos factores, se consideraron factores
fijos en el modelo. Se realizaron mediciones repetidas en cada vaca a lo largo de los dias,
y los dias se modelaron como una variable categdrica. Para capturar las correlaciones
entre las observaciones del mismo sujeto, se utiliz6 la estructura de varianza y covarianza
autorregresiva (AR (1)). Se utilizé la simetrfa compuesta (SC) si los modelos
presentaban falta de convergencia. El rango de lactacion se considerd una covariable
en el modelo. Si la interaccion entre el grupo y el dia fue significativa, se compararon
las vacas de G1 y G2 para cada dia. Si la interaccién grupo por dia no era significativa,
se eliminaba la interaccién del modelo y se comparaban los grupos de vacas G1 vs.
G2 con el factor de confusion “dia” incluido en el modelo. La normalidad de los residuos
se verifico mediante la visualizaciéon de la distribucion de residuos de Pearson.
Para cada granja (1, 2, 3 y 4) se realizé una prueba de Chi-cuadrado para comparar
la tasa de abortos y la tasa de intervalos interestrales prolongados entre el G1 y el G2.
Si los numeros tedricos observados eran inferiores a 5, se utilizd una prueba exacta
de Fisher. Los andlisis estadisticos se realizaron con un error de tipo I establecido en
a=5%, con pruebas de dos colas, utilizando SAS BASE 9.4 SAS/STAT 13.1 (SAS Institute
Inc,, Carry, NC, EE. UU.).

Resultados
Prueba de infeccion endémica por BVDV

Se detecté BVDV en leche de tanque mediante PCR de todas las granjas en al menos
una ocasion durante los seis meses anteriores a la vacunacion. Todas las muestras
de sangre (100%) el DE 0 (n=20 por granja) fueron positivas para anticuerpos contra
el BVDV en las granjas 2, 3 y 4. En la granja 1, el 75% (15/20) de las muestras de suero
fueron positivas para anticuerpos contra el BVDV. La seroconversion puede ser inducida
por infeccion natural con el BVDV o por vacunacion contra el BVDV. Las vacas ubicadas
en la granja 3 habian sido vacunadas contra el BVDV antes de su inclusion en el estudio;
por lo tanto, para este rebaio, la seroconversién no proporciona informacion adicional
sobre la naturaleza de la exposicion al BVDV. El BVDV no se detecté mediante
PCR en ninguna de las muestras de suero que no tenian anticuerpos detectables.
En las granjas 2, 3 y 4, el BVDV continué identificindose en tanque de leche
en las muestras recogidas cada mes (Tabla 2). En la granja 2, por razones especificas
de la granja, los resultados no estuvieron disponibles en aproximadamente la mitad
de las ocasiones mensuales de muestreo de tanque de leche.
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Tabla 2. Resultados de los analisis mensuales del BVDV por PCR de tanque de leche.

PrevioaldiaDEO | DEO® MI1° M2°¢ M3 M4© M5¢ M6° M7°¢ Ms8° M9°© M10° M11°¢ M12°
Granja 1 + - - - - - - - - - - - - -

Granja 2 + Em¢ - Em¢ - + + Em¢ Em¢ + + Em¢ Em¢ +
Granja 3 + - + - - Em! - - - - - - - Em¢
Granja 4 + + + - - - - + + - - - - -

Las muestras fueron consideradas positivas para BVDV si el valor del umbral del ciclo (Ct) es <37. Las muestras con valores de Ct>37 se consideraron no
concluyentes. Muestras con un valor Ct indeterminado se consideraron negativas.

*Muestras de tanque de leche tomadas como méximo 6 meses antes del inicio del estudio (DE 0).

®Muestras de tanque de leche tomadas el dia de la vacunacion.

‘Muestras de tanque de leche tomadas durante el primero, segundo, tercer, etc mes después de la vacunacion.

dResultado no disponible debido a fallos en la toma de muestras o en el envio. Error en la muestra.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.t002

Vacunacion

Se inscribieron un total de 1463 animales en el estudio procedentes de las 4 granjas,
consistentes en 734 animales del G1 y 729 animales del G2 (Tabla 1) distribuidos
en las etapas de lactacion definidas (Tabla 2). Los acontecimientos adversos
potencialmente relacionados con el procedimiento de vacunacién se sometieron
a un seguimiento estricto. 42 dias después de la vacunacién, un animal del G1 tenia
unatemperaturarectal elevada (41 °C) einflamacion purulenta en el lugar dela inyeccion.
No se inform¢é de pérdidas de gestacion durante los 15 dias posteriores al tratamiento
en el G1 o el G2. Ninglin acontecimiento adverso para la salud ocurrido durante
el estudio estuvo relacionado con el uso de la vacuna Bovela®, segun el criterio
de los investigadores.

Analisis de los datos de produccion de leche

Durante el periodo total de estudio de 365 dias, los datos de la produccién de leche
de 1197 vacas fueron aptos para el analisis, y estas vacas representaron 1559 lactaciones.
Los datos de 28 lactaciones (1,9%) no se pudieron utilizar debido a la corta duracion
de las mismas. Para estas vacas, la vacunaciéon ocurrié menos de 30 dias antes
del secado, o bien el animal parid cerca del final del estudio, de modo que se recopilaron
menos de 30 dias de datos de produccion de leche. La distribucion de las lactaciones
segun el grupo de tratamiento, el rango de lactacion y la etapa de lactacion se expone
en la Tabla 3. El cambio en el tiempo medio de la produccion de leche diaria
en las granjas 1-4 se muestra en las Figuras 1A-4A, y el de las estimaciones medias
dela produccién diaria de leche, después del ajuste por rango de lactacion, en las Figuras
1B-4B, respectivamente. Se observo un aumento significativo en la produccién
de leche en las vacas del G1 en comparaciéon con las vacas del G2 en las granjas
1 (1,023 l/dia, p=0,001) y 3 (0,611 1/dia, p=0,011) durante la LI y en la granja
2 (1,799 l/dia, p<0,001) durante la LM. En la granja 2, las vacas del G1 produjeron
mas leche que las vacas del G2 a partir del DEL 80. No se encontraron otras diferencias
significativas en la produccion de leche.
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Figura 1.

A. Evolucion en el tiempo de la produccién media diaria de leche (I/dia) en la granja 1 para cada grupo de tratamiento. Los analisis
se realizaron por periodo de lactacion. Durante el primer periodo de lactacion (lactacion inicial, LI, 8-102 DEL) la produccién
de leche de las vacas vacunadas fue significativamente diferente de la produccién de leche de los animales no vacunados (+1,023 1/
dia/vaca). Durante el segundo (lactaciéon media, LM, 103-204 DEL) y el tercer periodo de lactacion (lactacién tardia, LT, 205-
305 DEL) no se observaron diferencias en la produccién de leche.

B. Evolucién en el tiempo de la produccién media de leche diaria estimada (I/dia) en la granja 1 para cada grupo de tratamiento.
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Figura 2.

A. Evolucién en el tiempo de la produccién media diaria de leche (I/dia) en la granja 2 para cada grupo de tratamiento.
Los analisis se realizaron por periodo de lactacién. Durante el segundo periodo de lactacion (lactacién media, LM, 103-204 DEL),
la produccién de leche de los animales vacunados fue significativamente diferente de la produccién de leche de los animales
no vacunados (+1,8 1/dia/vaca). Durante el primer periodo (lactacién inicial, LI, 8-102 DEL) y el tercer periodo de lactacién
(lactacion tardia, LT, 205-305 DEL) no se observaron diferencias en la produccién de leche.

B. Evolucidn en el tiempo de la produccion media de leche diaria estimada (I/dia) en la granja 2 para cada grupo de tratamiento.
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Figura 3.

A. Evolucion en el tiempo de la produccién media diaria de leche (I/dia) en la granja 3 para cada grupo de tratamiento. Los analisis
se realizaron por periodo de lactacion. Durante el primer periodo de lactacion (lactacion inicial, LI, 8-102 DEL) la produccién
de leche de los animales vacunados fue significativamente diferente de la produccion de leche de los animales no vacunados
(+0,6 /dia/vaca). Durante el segundo (lactacién media, LM, 103-204 DEL) y el tercer periodo de lactaciéon (lactacion tardia, LT,
205-305 DEL) no se observaron diferencias en la produccion de leche.

B. Evolucién en el tiempo de la produccién media de leche diaria estimada (I/dia) en la granja 3 para cada grupo de tratamiento.
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Figura 4.

A. Evolucién en el tiempo de la produccion media diaria de leche (I/dia) en la granja 4 para cada grupo de tratamiento. Los analisis
se realizaron por periodo de lactacion. Durante el primer periodo de lactacion (lactacion inicial, LI, 8-102 DEL), el segundo
(lactacion media, LM, 103-204 DEL) y el tercer periodo de lactacion (lactacion tardia, LT, 205-305 DEL) no se observaron
diferencias en la produccién de leche.

B. Evolucidn en el tiempo de la produccion media de leche diaria estimada (I/dia) en la granja 4 para cada grupo de tratamiento.
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Tabla 3. Distribucion de lactaciones aptas para analisis (n = 1559, producidas por 1197 animales) segun grupo de tratamiento,
rango de lactacion y etapa de lactacion.

: Granja 1 : Granja 2 : Granja 3 ' Granja 4
Periodo de lactacién | Rango de lactacién : ; :
i G1° G2° Total ! G1° G2° Total ! G1° G2° Total ' G1° G2° Total
LI 1 L56 42 98 | 46 42 88 | 83 92 175 1 31 24 55
2 i35 54 89 37 45 82 I 48 51 9 I 14 16 30
3y mds ©93 78 171 ¢ 34 41 75 73 79 152 ¢ 27 33 60
Total ©o184 174 358 1 117 128 245 ¢ 204 222 06 72 73 145
LM 1 L6l 47 108 ! 51 42 93 i 65 67 132 1 29 24 53
2 L6 52 88 i 30 44 74 1 56 58 114 @ 14 11 25
3y més ©o78 70 148 34 45 79 1 71 80 151 @ 28 32 60
Total 1175 169 344 1 115 131 246 1 192 205 397 1 71 67 138
Lr 1 L5 39 91 i 46 39 8 1 53 58 1 31 24 55
2 L6 42 78 1 29 37 66 | 55 51 106 @ 18 18 36
3y més L63 54 117 29 29 58 1 62 73 135 27 27 54
Total 1151 135 286 | 104 105 209 ¢ 170 182 352 176 69 145

ALI: lactacion inicial. 8 a 102 dias en leche (DEL), LM: lactaciéon media. 103 a 204 DEL, LT: lactacion tardia. 205 a 305 DEL.
°Grupo de tratamiento 1: vacunados con 2 ml de Bovela® por via intramuscular.

‘Grupo de tratamiento 2: animales no tratados.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.t003

Analisis del rendimiento reproductivo

Las tasas de aborto y las tasas de intervalo interestral prolongado en las granjas
1 a 4 variaron entre 2,0 y 6,4% y 45,7 y 73,0%, respectivamente. No se encontraron
diferencias entre los grupos. Leptospira hardjo, Neospora caninum y el Herpesvirus
bovino-1 fueron los patégenos que con mas frecuencia se sospechd que eran las causas
de aborto segin los informes de laboratorio. En ningtiin caso se detectd antigeno
de BVD en una muestra de aborto.

Discusion

El objetivo de este estudio fue medir el efecto de la vacunaciéon con una nueva
vacuna de BVDV monovalente con doble delecién génica disponible comercialmente
(Bovela®) sobre la produccion de leche en rebafios lecheros comerciales con evidencia
de exposicion del rebaino al BVDV. Dado que la produccion de leche estd influenciada
de manera importante por factores relacionados con la granja, como la nutricion,
el alojamiento y el manejo, buscamos la colaboracién con granjas en las que un gran
nimero de animales vacunados y animales de control (>100 vacas lecheras lactantes)
pudieran cohabitar en condiciones de explotacion idénticas®. Numerosas granjas
en diferentes paises europeos se sometieron a seleccién para detectar la infeccidon
por el BVDV, y aunque muchas granjas dieron positivo para el BVDV, fueron
muy pocas las aptas o las que optaron por su inclusién. En Europa, la concienciacién
sobre los riesgos que implica la BVD es alta y la mayoria de los paises europeos animan
activamente a los ganaderos a participar en las estrategias de control y prevencion®*.
Muchas granjas candidatas potenciales ya utilizaban una vacuna de virus vivo contra
el BVDYV, lo que impidi6 su inclusion en el estudio. Ademads, una vez que se confirmé
la infeccién por el BVDV en un rebaiio, el investigador visito al propietario de la granja
para explicar el protocolo del estudio. Los objetivos de los investigadores fueron
explicar la enfermedad, las opciones de control y finalmente la posibilidad de participar
en el estudio. Una parte de los propietarios de granjas opt6 por la vacunaciéon inmediata
del rebano. Esta decision fue apoyada por el investigador por razones éticas obvias.
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Desafortunadamente, estos factores contribuyeron a evitar que el estudio llegara
a mas de 3000 animales por grupo, el nimero objetivo.

Para investigar la eficacia de Bovela® en la prevencion de pérdidas de produccién
de leche en rebafios comerciales con BVDV endémico, la primera necesidad
fue establecer la presencia o ausencia de infeccién por el BVDV durante la duraciéon
del estudio. El cribado seroldgico de vacas en lactacion informé de que entre
el 75% y el 100% de las muestras dieron positivo en anticuerpos contra el BVDV,
lo que indica que los rebaios contenian un animal con infeccién persistente®. Ademas,
en 3 de las 4 granjas, las muestras positivas de PCR de tanque de leche proporcionaron
evidencia de la presencia de al menos un animal con infeccién persistente existente
dentro del grupo de animales en lactacion, lo que confirma la presencia continua
del BVDV. Una vez que se detectan PI en el grupo de ordefio, muchos animales habran
estado expuestos y habrdn desarrollado algun nivel de inmunidad natural. Los resultados
del cribado seroldgico respaldaron esta suposicion y sugirieron que los rebafios
del estudio habian estado infectados por el BVDV durante un periodo de tiempo
considerable. Por lo tanto, es importante considerar el impacto de la inmunidad
colectiva en los resultados del estudio. Si bien se requiere una inmunidad de grupo
del 100% para controlar el BVDV, indudablemente habra un impacto en la epidemiologia
dela BVD por vacunar ala mitad de un rebafio™. La vacunacién protege indirectamente
alosanimales no vacunados al reducir las oportunidades de transmision de infecciones™.
Por consiguiente, cabia suponer que el nimero de animales susceptibles en el grupo
no vacunado probablemente habria sido tan bajo que, aparte de este potencial
de transmisién reducido, no se observaria ningtn efecto sobre la produccién de leche
de la vacunacion contra el BVDV. Curiosamente, en ninguna de las granjas todas
las muestras de leche de tanque a granel fueron positivas durante todo el periodo
de estudio y no se detecté BVDV en las muestras de PCR de tanque de leche de la
granja 1 después de la muestra positiva inicial tomada antes del dia 0 del estudio.
Un resultado negativo de la PCR del BVDV no necesariamente equivale a la ausencia
de infeccién por el BVDV en el rebafio, sino solamente que el individuo infectado
no contribuy6 al tanque de leche en ese momento®. Los animales con infeccion
persistente pueden abandonar el grupo de ordefio temporalmente cuando se secan
o de forma permanente si se sacrifican; se puede suspender el ordefno a los animales
coninfeccion persistente que estan enfermos o en tratamiento. También se pueden agregar
nuevos animales PI al rebano de una cohorte de edad nueva o mediante adquisicion.
Ademas, no hay informaciéon publicada sobre la tasa de deteccion de infecciéon
transitoria por BVDV mediante andlisis de PCR de leche de tanque. Los estudios
que comparan la diseminacion de BVDV de animales individuales, medida mediante
muestras individuales de leche o sangre, y la presencia de BVDV en leche de tanque,
pueden proporcionar informacion para mejorar la deteccion del BVDV en rebafios
lecheros. Las pruebas de seguimiento destinadas a erradicar el BVDV de la granja 1,
una vez completado el periodo de estudio, confirmaron la presencia de BVDV durante
todo el estudio. En esta granja, la prueba ELISA de antigenos de las muestras tomadas
de la muesca de la oreja indicé que cuatro de los 212 animales jévenes analizados
dieron positivo en la prueba inicial y tuvieron un positivo repetido o habian muerto tras
la repeticién de la prueba 3 semanas después. Estos animales nacieron antes del inicio
del estudio o durante la fase inicial del estudio.

Elestudio fue disenado para evaluar la eficacia de Bovela® en la proteccién de los animales
lecheros contra el impacto negativo del BVDV en la produccién de leche durante
los 12 meses posteriores a la vacunacién. Con el objetivo de imitar las condiciones
de campo, todos los animales (vacas en lactacién, vacas secas y novillas) del grupo
de tratamiento (G1), fueron vacunados el mismo dia (DE 0), independientemente
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de su edad o estado reproductivo. No se observé caida en la produccion de leche
enel periodo inmediatamente posterior ala vacunacion en comparacion conlos animales
de control. Se trata de un hallazgo importante si se considera que el grupo de control
no recibid ningan placebo, es decir, no se sometié a un procedimiento de inyeccion.

Las vacas vacunadas con Bovela® produjeron mas leche que las vacas no vacunadas
en las granjas 1, 2 y 3 durante los primeros 100 dias de lactacidn, y significativamente
mas durante la lactacion inicial en las granjas 1 y 3, asi como desde el dia 80 hasta
el dia 200 en la granja 2. No se encontr6é ninguna mejora en la produccién de leche
después de la vacunacién con Bovela® en la granja 4 (Fig. 4). La granja 4 utiliz6
un sistema de ordefio automadtico (robotizado). Los datos basados en la excrecién
fecal de un metabolito de glucocorticoides sugieren que el ordeno automatico
es menos estresante que el ordeflo convencional®. Puede ser que las vacas expuestas
a condiciones de manejo menos estresantes sean mds capaces de hacer frente al impacto
de la BVD sobre la funcién inmunolégica durante la lactacién inicial.

Aunque la reduccién de la produccion de leche debido al BVDV tanto epidémico como
endémico se ha descrito anteriormente, la observacién de que los animales vacunados
producen mas leche que los compaifieros del rebafio no vacunados cohabitantes
en rebafos con BVDV endémico es nueva'®"’. Ademads, es importante la demostracion
de una diferencia significativa en la produccion de leche entre los animales vacunados
y no vacunados a pesar del bajo nimero esperado de animales susceptibles en el grupo
no vacunado y de la imposibilidad de alcanzar el numero de inclusién objetivo.
Se ha especulado que las pérdidas indirectas de leche en rebaios infectados por el BVDV
se deben a una mayor incidencia de la enfermedad como consecuencia de la alteracién
del sistema inmunoldgico y al aumento de las tasas de aborto?. Sin embargo,
las tasas de aborto no fueron diferentes entre los animales vacunados y no vacunados
en este estudio, y no se encontraron diferencias en la incidencia de enfermedad, lo cual
no fue sorprendente, ya que en ningtn caso se sospechd que la infecciéon por BVDV
fuerala causa del aborto y todas las muestras dieron negativo para el antigeno del BVDV
(datos no mostrados). Cabe destacar que las diferencias en la produccién de leche
en nuestro estudio se observaron durante la lactacion inicial.

Debido al diseiio del estudio, la lactacion inicial no coincide con el primer periodo
posterior a la vacunacién. EI DE 0, animales de diferentes etapas del ciclo de lactaciéon
entraron en el estudio al mismo tiempo: animales lactantes, vacas secas, novillas
prefiadas y novillas que experimentarian futuras gestaciones. En consecuencia, los datos
de produccion de leche no se analizaron en relacion con el inicio del estudio, sino
en relacion con el DEL de vacas individuales, de acuerdo con las tres etapas de lactacion
(LI, LM yLT). Porlo tanto, no es probable que los cambios resultantes en la epidemiologia
de la infeccién por el BVDV debidos a la vacunaciéon del 50% del rebanio hayan sido
responsables de la diferencia observada en la produccion de leche.

La lactacion inicial es una fase critica del ciclo de lactacion. Las vacas lecheras
modernas experimentan un déficit de energfa durante la lactacion inicial y este periodo
esta asociado con una alteracién de la funcién inmunitaria. Recientemente, Contreras
et al. sugirieron que la remodelacién inadecuada del tejido adiposo que acompana
a la transicion y la lactacion inicial comprometen la funcién inmunitaria®. Existe
la posibilidad de que la diferencia observada en la produccion de leche entre los animales
vacunados y no vacunados que cohabitan en el mismo rebafio se deba al efecto directo
del BVDV sobre la absorcion y utilizaciéon de energia en el grupo no vacunado.
La infeccién por el BVDV causa inmunodepresion; la estimulacion de la funcién
inmunitaria y la produccién de anticuerpos consumen mucha energia. Los autores
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creen que el aumento de la produccién de leche en las vacas vacunadas con Bovela®
puede deberse a la prevencion de los efectos inmunodepresores del BVDYV, es decir:

> El estrés adicional en el sistema inmunoldgico causado por el BVDV, sumado
a la funcién inmunologica ya deteriorada durante la lactacién inicial, compite
con los recursos corporales que se utilizarian de otro modo para la produccién
de leche.

> Las infecciones secundarias encontradas durante ese periodo tienen un impacto
negativo en la ingesta y produccién de alimento.

Los datos de este estudio demuestran que, incluso en condiciones de infecciéon
endémica por el BVDV, en tres de cada cuatro rebafos comerciales con animales
vacunados con Bovela® y no vacunados que cohabitan, las vacas vacunadas tuvieron
una produccion superior a la de las vacas no vacunadas de 0,61 a 1,8 1/dia durante
la lactacién inicial. Estos resultados, para periodos de 94 a 101 dias respectivamente
(LL, 8-102 DEL y LM 103-204 DEL), dan una cantidad compuesta de ganancia
en leche producida de 57,43 1 a 181,69 1. Es dificil cuantificar con precision la ganancia
econdémica asociada a este aumento de produccion debido a la variacién del precio
de la leche en diferentes paises, pero si tomamos en consideracion el precio promedio
de la leche en el Espacio Econdémico Europeo (EEE) durante el primer trimestre
de 2020, la ganancia econémica oscilaria entre 20 y 63 € por vaca y por lactacion®.
Dado que el estudio se realizé con una sola vacuna, se desconoce cdmo funcionarian
otras vacunas vivas en las condiciones del estudio.

Los hallazgos de este estudio son consideraciones adicionales para los analisis
de rentabilidad de los programas de control del BVDV. Ademds, las observaciones
proporcionan una motivaciéon adicional para que los ganaderos se adhieran
a los programas de control del BVDV, especialmente cuando este hallazgo se combina
con la observaciéon de que en ninguno de los rebafios se encontraron diferencias
en los parametros reproductivos importantes y la incidencia de enfermedades, es decir,
que los datos de la granja no demostraron los problemas que generalmente implica
lainfeccién por BVDV. Por lo tanto, la infeccién por BVDV puede afectar negativamente
a la produccion de leche sin afectar al rendimiento reproductivo de un rebafio;
las pérdidas de produccion de leche pueden estar ocultas.

En resumen, las vacas de rebafios endémicamente infectados por BVDV y vacunadas
con Bovela® producen mas leche que las vacas no vacunadas de los mismos rebaiios.
La diferencia en la produccién de leche ocurre durante la lactacién inicial.
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Informaciéon complementaria

Conjunto de datos S1. Conjunto completo de datos de la granja 1 auditado.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.s001 (XLSX)

Conjunto de datos S2. Conjunto completo de datos de la granja 2 auditado.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.5002 (XLSX)

Conjunto de datos S3. Conjunto completo de datos de la granja 3 auditado.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.s003 (XLSX)

Conjunto de datos S4. Conjunto completo de datos de la granja 4 auditado.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.5004 (XLSX)

Archivo S1.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240113.s005 (DOCX)

Archivo S2. Valores finales de BVD del EC de la prueba PCR de la leche
del tanque a granel.
https://doi.org/10.1371/journal. pone.0240113.s006 (XLSX)
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