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DIARREA VIRAL BOVINA'Y ANIMALESPORTADORESDEL VIRUS
EN HATOS PRODUCTORESDE LECHE DE LA IRRIGACION DE
MAJES, AREQUIPA

BoviNE VIRAL DIARRHOEA AND PERSISTENTLY INFECTED ANIMALS IN DAIRY HERDS
IN M AJES, AREQUIPA

Juan C. Huamén G.!, Hermelinda Rivera G. 2, Mariluz Arainga R %,
César Gavidia Ch.%y Alberto Manchego S.*

El objetivo del presente estudio fue determinar laprevalenciadel virusde ladiarrea
viral bovina (VDVB) y de animal es persistentemente infectados (PI) en bovinos produc-
tores de leche en la Irrigacion de Majes, Arequipa. En la primera fase del estudio, se
col ectaron 204 muestras de | eche de tangque (una por hato) en laplantalocal de procesa-
miento de leche, paraladeteccién de anticuerpos contrael VDV B mediantelapruebade
ELISA indirecta. En la segundafase se seleccionaron de modo arbitrario a57 hatos con
anticuerpos contrael VDV B con densidades épticas (DO) iguales o mayores a0.900. Se
colectaron 286 muestras de suero sanguineo de estos hatos para conocer el estado
serolégico de cada animal y la busqueda de animales Pl mediante ELISA indirecta y
ELISA de captura, respectivamente. En latercerafase se obtuvieron muestras de suero
delatotalidad deternerasy vaquillas (n = 20) detres hatos quetuvieron animales Pl afin
de buscar més animales PI. El 98.0 + 1.9% (200/204) de las muestras de leche resultaron
positivasaanticuerposcontrael VDVB con DO quefluctuaron entre0.300 a2.350. Delas
286 muestras de suero pertenecientes a los 57 hatos, el 47.2% (135/286) tuvieron
anticuerpos contra el VDVB; ademas, dentro del grupo de animales seronegativos se
detectaron cuatro (2.7%) animales Pl que pertenecieron atresdelos57 hatos muestreados.
Enlosanimales deriesgo delostres hatos (n = 20), se detectaron otros dos animales Pl
sumando un total de seis (4.0%); ademas, estos seis animales Pl no presentaron
anticuerposcontrael VDVB. En conclusién, losresultados muestran unaampliadistribu-
cion del VDVB enlapoblacion bovinadeloshatosdelalrrigacion Majes; asi mismo, las
muestras que presentan altas DO evidencian lapresenciade animales Pl y, por Ultimo, la
muestra de leche de tanque reemplaza al suero en la deteccion de anticuerpos contrael
VDVB.
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ABSTRACT

Theobjectiveof thisstudy wasto determinethe prevalence of bovineviral diarrhoea
virus (BVDV) and persistently infected (Pl) animals in dairy herds located in Majes,
Arequipa, Peru. In the first phase, 204 bulk tank milk samples from to 204 herds were
collected al the local commercial processing plant in Majes for detection of antibodies
against BVDV by indirect ELISA test. In the second phase, 286 blood samples were
collected from 57 strong positive (Optical Density [OD] ?0.900) herdsfor the detection
of antibodies against BVDV and in Pl animals by the indirect and capture ELISASs
respectively. In the third phase, blood samples were collected from all animals ranging
from 6 to 24 months of agefrom three herdsthat had at | east one Pl animal. The prevalence
of BVDV in the 204 herds was 98.0 + 1.9% (200/204), and the level of antibodies ranged
from 0.300 to 2.350 OD. The 47.2% (135/286) of serum samples had antibodies against
BVDV, and within the negative samples, four (2.7%) animals from three herds were PI.
Later on, additional Pl animals were also detected in these three herds, and none of the
six (4.0%) developed antibodies against BVDV. In conclusion, the results indicate that
BVDV iswidespread in dairy herdsin Majes, the high level of antibodies suggests the
presence of Pl animals in the bovine population and finally, bulk tank milk samples are
very useful for antibody detection from milking cows.

Keywords: bovine, bovineviral diarrhoeavirus, antibodies, persistently infected animals

serum, milk, bulk tank milk, dairy herd

INTRODUCCION

La industria lechera ddl pais esta con-
centrada, principalmente, en las cuencas de
Arequipa, Lima y Caamarca (MINAG,
1996). Actuamente, esta importante indus-
tria esta extendiéndose hacia zonas como
Trujillo en laLibertad y € vale de Mantaro
en Junin; pero en @ futuro, posiblemente, se
expanda hacia otros valles interandinos con
disponibilidad de recursos forrgjeros.

La cuenca lechera de Arequipa es la
principal del pais, cuenta con una poblacién
aproximada de 50,000 vacas en producciény
contribuye con & 22% de la produccion le-
cheranacional (Andresen, 2001). Lacuenca
estd conformada por varias irrigaciones, en-
tre ellas Santa Rita, La Joyay Mgjes, estan-
do més de la mitad de sus areas cultivadas
dedicadas a forrgje. La produccion lechera
(480,000 L/dia) de estasirrigaciones, que re-
presenta més del 60% de la produccién total
de la cuenca (C. Ortiz, comunicacién perso-
nal), se concentra principa mente entre los
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pequefios productores que guardan la leche
en porongos, los cuales son recolectados y
transportados hacialas plantas procesadoras
de grandes empresas como Gloria SA. y
Laive SAA. (Olivera, 2001).

La industria lechera en € pais afronta
serioslimitantesen su desarrollo. Algunosde
estos factores son las enfermedades infec-
ciosas como la neosporosis y diarrea viral
bovina (DVB), causados por el parasito
Neospora caninumy € virus de la DVB
(VDVB), respectivamente (Olivera, 2001).
Las consecuencias de la infeccién
transplacentaria del VDV B son ampliamen-
te conocidas, sobre todo en bovinos de hatos
lecheros (Houe, 1999, 2003). El efecto dees-
tas enfermedades sobre la eficiencia produc-
tivay reproductiva de los animaesy d im-
pacto econdmico paralaindustrialecherahan
permitido realizar numerosas investigaciones
tendientes a conocer la epidemiologia,
patogénesisy biologia dd virus, conocimien-
tos que estén haciendo posible e control y
erradicacion de la enfermedad (Stahl et al.,
2006).
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Losresultadosdelosestudiosque sevie-
nen efectuando sobre laDVB, indican que €
virus esta ampliamente difundido en las prin-
cipales cuencas lecheras del pais (Contreras
et al., 2000). Estudios previos sobre laDVB
en la cuenca de Arequipa evidenciaron lain-
feccion en algunos establos de crianza inten-
siva, principalmente en Santa Rita (H. Rive-
ra, datos no publicados), pero no se habia
involucrado a las ganaderias de otras areas
como Majes. Laganaderiaen etalltimaarea
esta congtituida principalmente por peguefios
ganaderos con 5 a 10 vacas en produccion
gue congtituyen € sustento de sus familias.
Por otro lado, es conocido € dto costo de los
estudios de prevalencia, ya que requieren de
mucho material y esfuerzo en e muestreo in-
dividual, ademés del estrés causado alasva
cas en produccion. En paises como Dinamar-
cay Suecia, se utilizalaleche para deteccion
de anticuerpos contra varias enfermedades
virales, entre ellas la DVB, ya que las
inmunoglobulinas se encuentran también en
lalechey pueden proporcionar valiosos datos
epidemiol6gicos a nivel de hatos (Lindberg y
Alenius, 1999; Pritchard, 2001).

El objetivo del presente estudio fue de-
terminar la prevalenciade hatos seropositivos
al VDVB vy la presencia de animales
persistentemente infectados en la irrigacion
de Mges, utilizando muestras de leche y san-
gre de animales de 6 a 24 meses de edad que
son considerados como grupo en riesgo por
su dta susceptibilidad al VDVB.

Disefio Experimental

El estudio se llevé a cabo en la Irriga
cion de Mgjes, situado en e departamento de
Arequipa, aunaalturade 1000 a 1500 msnm,
y en e Laboratorio de Virologia de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Univers-
dad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), Lima.
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El calculo del tamafio muestrd (n=196
hatos) se obtuvo mediante la férmula des-
critapor Danid (1996) utilizando una preva-
lenciareferencial de85% (H. Rivera, traba-
jono publicado), 95% de confianzay un error
maéximo del 5%. Sin embargo, se utilizaron
204 hatos, cada uno constituido por un pro-
medio de 5 a 15 animales.

Los animdes involucrados en € estu-
dio fueron vacas en produccién y hembras
de 6 a24 meses de edad. El estudio se rea-
liz6 en tres fases consecutivas:

Primera fase:

La leche de los productores se trans-
portadiariamente en porongos hastala plan-
ta de procesamiento de leche delaempresa
GloriaS.A. en Maes. En laplanta se colec-
taron 10 ml de leche de un porongo, escogi-
do d azar, por hato y tradadadas alaFMV -
UNMSM, donde se descremaron por
centrifugacion y guardadas a-20 °C hasta el
momento de la redizacion del ELISA indi-
recta para la deteccion de anticuerpos con-
trael VDVB.

Segunda fase:

Se seleccionaron 57 hatos que mostra:
ron niveles altos de anticuerpos contra €
VDVB (Densidad Optica[DO] ?0.900) en
la primera fase. En estos hatos se colecta-
ron 286 muestras de sangre de la vena cau-
dal media de animales de 6 a 24 meses de
edad (grupo en riesgo) escogidos al azar (n
= 5/hato) para la determinacion de
anticuerpos contrael VDVB. Enlosanima-
les que resultaron negativos a anticuerpos,
serediz6 la busqueda de antigeno vird me-
diante ELISA de captura, paraidentificar a
los animales persistentemente infectados

(P1).
Tercera fase:

En los hatos donde se detectaron uno o
més animales Pl, se procedio a muestrear a
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Cuadro 1. Distribucion de las densidades Opticas de muestras (n=204) de leche
representativas de los hatos lecheros de la Irrigacion Majes mediante la prueba

de ELISA indirecta (2004)

Densidad Optica Muestras
%

-0.013 -0.300 1.96
0.301 -0.600 2.94
0.601 —0.900 19 9.31
0.901 -1.200 39 19.12
1.201 - 1.500 60 2941
1.501 -1.800 52 25.49
1.801 -2.100 21 10.29
2.101 -2.350 3 1.47
Total 204 100%

resto delosanimaesdel grupo enriesgo para
identificar atodos los animalesPl.

Deteccion de anticuerpos y antigeno
viral

Los anticuerpos contra el VDVB fue-
ron detectados mediante lapruebade ELISA
indirecta (SYANOVA Biotech, Suecia) y €
antigeno del VDVB fue detectado mediante
la prueba de ELISA de captura (IDEXX,
USA). En ambos casos se siguio € protocolo
descrito por los fabricantes.

Segun € protocolo de ELISA indirecta,
una muestra de leche se consider6 como po-
Stivaaanticuerpos contraVDVB s presen-
t6 una DO >0.300; asi mismo, la muestrade
suero fue considerada positiva a anticuerpos
contra VDVB s present6 una DO >0.250.
DOsmenoresfueron consideradas negativas.
De igua forma, de acuerdo al protocolo de
ELISA de captura, unamuestrafue conside-
rada positiva a antigeno del VDVB s pre-
sent6 una DO >0.400 y negativa con DO
menores.
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Andlisis de datos

La prevalencia de anticuerpos fue ex-
presadasegun formuladescritapor Thrusfield
(1990) y conintervalos de confianza (1C) del
95%. El nimero de animales positivos a
anticuerpos en suero en la segunda y aque-
llos positivos a antigeno en la tercera fase,
fueron expresados en porcentaje.

REsuLTADOS

Delos 204 hatos muestreados en la pri-
mera fase, 200 resultaron positivos a
anticuerpos contrael VDV B, representando
unaprevaenciade 98.0 = 1.9%. El Cuadro 1
muestra la distribucion de los niveles de
anticuerpos medidos en DOs de las mues-
tras de leche detectadas mediante la prueba
de ELISA indirecta

De las 286 muestras de suero colecta
dos en los 57 hatos en la segunda fase, 135
(47.2%) resultaron positivas a anticuerpos
contra el VDVB y 151 (52.8%) resultaron
negativas. De estas Ultimas, 4 (2.7%) co-
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Cuadro 2. Muestras de leche de tanque de tres hatos positivos a anticuerpos contra el virus
de la diarrea bovina con densidades Opticas altas en donde se detectaron
animales persistentemente infectados (2004)

Anticuerpos Sueros Anticuerpos en suero Antigeno en suero
Hato N° tznn Iizh(%g col e(crtsados Positivo ~ Negativo ~ Positivo  Negativo
; (n) (n) (n) (n)
4 1.38 5 2 3 2 1
56 1.76 5 4 1 1 0
73 0.94 5 4 1 1 0

Cuadro 3. Total de animales positivos a antigeno viral dentro de los animales de riesgo de
los tres hatos que tuvieron animales persistentemente infectados (2004)

Sueros obtenidos Sueros positivos Sueros negativos

Hato 1P (n) (n) (n)
4 10 3 7

56 2 1 1
73 8 2 6
Total 20 6 14

rrespondieron a animales Pl, los cuales per-
tenecieron atres de los 57 hatos (Cuadro 2).

En la tercera fase se muestred el total
(n=20) delasternerasy vaquillas (animales
dd grupo en riesgo) de los tres hatos donde
se detectaron los primeros animales PI. El
ELISA de captura confirmé los cuatro pri-
meros Pl halladosy permiti6 encontrar aotros
dos animaes Pl (Cuadro 3). Asi mismo, se
determind que dos de los seis animales fue-
ron madre e hija. Adicionamente, se titula-
ron los anticuerpos neutralizantes contra €
VDVB de los animales en riesgo de los tres
hatos observandose laausenciade anticuerpos
enlosseisanimaesPl.

Rev Inv Vet Pert 2007; 18 (2): 141-149

Discusion

Estudios previosreportan queel VDVB
se encuentra ampliamente difundido en las
principales cuencas lecheras y valles
interandinos del pais (Contreras et al., 2000;
Chacon et al., 2003; Mordes et al., 2003,
Riveraet al., 2003; Jayashi et al., 2005); Sn
embargo, laprevaenciadd VDVB no habia
sido establecidaen lairrigacion de Mges en
Arequipa a pesar de exigtir reportes de que
lainfertilidad es uno de los principales pro-
blemas en e ganado bovino de esta &rea
(Olivera, 2001).
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El 98.1% (200/204) de los hatos
muestreados presentaron evidenciade infec-
cion vird, confirméndose la amplia distribu-
cion dd VDVB en la poblacion bovina pro-
ductora de leche de lalrrigacion Mgjes. Los
anticuerpos detectados indican la exposicion
delos animales d virus de campo, ya que la
mayoria de ganaderos no utilizan la vacuna-
cion para prevenir laocurrenciade laDVB.
Al analizar los resultados de las muestras de
leche se observo que la mayoria poseia DO
atasy que variaron entre 0.900 y 1.800, a-
canzando incluso una un DO de 2.350 (Cua-
dro 1). Cada tanque contenialaleche de to-
das o de un grupo de vacas en produccion
del hatoy a presentar DO atas significa, que
s no todas, a menos algunas vacas presen-
tan titulos elevados de anticuerpos que fue-
ron detectados en la prueba. La dta preva
lencia de la DVB en estos hatos, asi como
losaltostitulos detectados, evidencian laexis-
tencia de fuentes de infeccion en la zona
Edtasfuentes serian losanimaes Pl (Lindberg
y Alenius, 1999) y los animales con infeccio-
nes agudas, en ambos casos, favorecido por
la cercania entre hatos y la ausencia de me-
didas de bioseguridad. Los animales con in-
fecciones agudas se recuperan rapidamente
y lostitul os de anticuerpos descienden en for-
ma lenta pudiendo persitir por largo tiempo
(Fredriksen et al., 1999).

El 47.2% (135/286) de las muestras de
suero obtenidas de animales de los 57 hatos
seleccionados parala segunda fase del estu-
dio presentaron anticuerpos contrael VDVB
y d 52.8% (151/286) resultaron negativas
(Cuadro 2). La diferencia en e porcentge
de positividad con respecto alo obtenido con
la leche, indica que la presencia de un solo
anima seropositivo en un hato es suficiente
paraque lamuestrade leche resulte positiva,
aun s e resto de animales son seronegativos
(Niskanen, 1993). Ademés, solo se conside-
raron vacas en produccion cuando se anali-
zaron las muedtras de leche y estos animales
tuvieron més de 2 afios de edad y la probabi-
lidad de que hubieran sufrido un desafio es
mayor que en animales de menor edad.
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La busqueda de los animales Pl en las
muestras que resultaron seronegativas se hizo
bgjo & concepto de que los animales Pl son
incapaces de seroconvertir en anticuerpos por
ser inmunotolerantes al VDVB presente en
su organismo (Houe, 1995; Grooms, 2004),
por 1o que permanecen seronegativos pero
eliminando virus en forma congtante através
de sus secreciones. No se supo con exacti-
tud la edad de los cuatro animaes Pl, pero
estuvieron dentro dd grupo de animales en
riesgo. Los animales Pl usualmente mueren
dentro del primer afio de vida por infecciones
secundarias (Houe, 1995) o son diminados
por su pobre condicion fisica, aunque en a-
gunos casos pueden tener condicion normal
y llegar alaetapareproductiva, pero sin duda,
lacriaque generen tendraigua mentelacon-
dicion de Pl (Duffel y Harkness, 1985). Los
animales de pobre condicion fisica congtitu-
yen un problemaparae ganadero por lo que
son eliminados tempranamente, en la mayo-
ria de las veces, sin saber que fueron PI.

La deteccion de sdlo 5.3% (3/57) de
animales Pl en de los hatos estudiados en la
segunda fase podria deberse a varios facto-
res que evitaron la deteccion de estos P, ta-
les como su eliminacion temprana del hato o
muerte por infecciones secundarias 0 porque
no fueron identificadosa usarse un muestreo
aleatorio. S bien, lapruebade ELISA decap-
turatiene un ata especificidad (98%) y sen-
sibilidad (97%), no garantiza la deteccion de
todos los animaes Pl s durante la toma de
muestra no hubiera suficiente antigeno o virus
circulante (Marsy Van Maanen, 2005). Cabe
la posibilidad de que hubiera mas animades P,
ya que los datos sobre la presencia de estos
animales mostrados en € presente estudio, son
solo referenciales y demodtrativos.

Existen reportes que indican que los
animales Pl pueden generar anticuerpos s
Se exponen a virus antigénicamente diferen-
tesalacepavira quedioorigend anima P,
ya que lainmunotolerancia en los Pestivirus
es especifica a virus infectante (Bruschke
et al., 1998). Losanimales Pl detectados en
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este estudio no presentaron anticuerpos con-
tra el virus sugiriendo que no fueron
reinfectados con cepas del VDVB
antigénicamente diferentes. Similares resul-
tados se han obtenido en otros animales Pl
(H. Rivera, comunicacion persond). Algunos
animales normales (no Pl) presentaron titu-
los bgjos (1:4), e incluso uno fue negativo a
anticuerpos, 1o que significa que un animal
seronegativo no es necesariamente PI.

Laampliadistribuciéndel VDVB enlos
animales de Majes puede deberse a varios
factores, tales como la cercania de los
potreros en donde pastan los animales, intro-
duccion a hato de animales sin un andisis
clinico y de laboratorio, falta de informacion
de los ganaderos acerca de laenfermedad y
de animales PI, entre otros (Vale et al.,
1999). L os resultados encontrados concuer-
dan con los reportes que indican que la pre-
sencia de animales Pl es determinante para
la diseminacion y mantenimiento del VDVB
en las poblaciones bovinas (Houe, 1995).
Debido a este concepto, la identificacion y
eliminacion de anima Pl del hato, conjunta-
mente con rigidas medidas de bioseguridad,
representa la estrategia principa en € con-
trol y erradicacion de la enfermedad DVB
envariospaisesnérdicos (Lindbergy Alenius,
1999).

Dinamarca, Finlandia y Suecia, entre
otros, estan llevando a cabo exitosos progra-
mas gubernamentales de control delaDVB
(Lindbergy Alenius, 1999). Estos programas
incluyen métodos de diagndstico como €
ELISA en leche, por la facilidad de colec-
cion, la importancia de la informacion que
proporciona, su menor costo, etc. Por ello, su
uso en los programas de control - erradica
cion de la DVB ha sido recomendado
(Pritchard, 2001; Stahl et al., 2002; Mars 'y
Van Maanen, 2005).

En d presente trabgjo se utilizd leche
de porongo como dternativaal suero sangui-
neo debido a dos razones fundamentales. La
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primera, que existe buena correlacion entre
las concentraciones de anticuerpos presen-
tes en el suero y laleche con respecto ain-
fecciones por VDVB y otros agentes
(Pritchard, 2001), a ser la 1gG la principa
inmunoglobulina presente en lechey calostro
(Tizard, 2002). La segunda, que la obtencidn
de muestras de leche de porongo es una a-
ternativa de muestreo muy ventgosaya que
se hace a menor costo, evita el estrés de
mangjo, promueve labioseguridad del hato al
restringir e muestreo individua de los ani-
males, etc. (Pritchard, 2001). El muestreo de
leche permite también redizar la vigilancia
epidemioldgica de la DVB a nivel de hato.
Por geemplo, los cuatro hatos que resultaron
negativos a anticuerpos contrael VDVB in-
dican que estos no estuvieron expuestos al
virus, informacion que es obtenida con rapi-
dez y sin la necesidad de muestrear los ani-
males individua mente.

? El'VDVB seencuentraampliamente di-
seminado entrelos hatos de bovinos pro-
ductores de leche de la Irrigacién de
Majes, Arequipa.

? Los animales Pl fueron detectados en
hatos donde los animales tuvieron atos
titulos de anticuerpos contrael VDVB.

? Laleche puede ser utilizada parala de-
teccion de anticuerpos contrael VDVB
en animales productores de leche.
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