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ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL
BOVINA EN MUESTRAS DE LECHE DE BOVINOS DEL VALLE
DEL MANTARO (JAUJA, CONCEPCION Y HUANCAYO)

George Contreras N.}, Karl Stahl!, Carlos Arana D.’ y Hermelinda
Rivera G.*

The prevalence of bovine viral diarthea (BVDV) using milk samples of dairy cows
of The Mantaro Valley, Junin was determined. Milk (n=228) and blood samples (n=65)
were taken from cows from 18 herds for detection of antibodies against BVDV by an
indirect ELISA and neutralisation tests, The prevalence of BVDV was 72.4% (105/228).
The optical densities of the samples ranged fron 0 to 2.4. All the herds sampled contained
reactors to BYDYV with prevalence between 9.4 to 100%. The high prevalence of BYDV
confirms its wide distribution in dairy herds in The Mantaro Valley. The concordance
high between the indirect ELISA and virus neutralisation tests for detecting antibodies
against BVDYV in milk and serum samples respectively, indicate that the indirect ELISA in
milk samples could replace the virus neutralisation test for epidemiological studies on
BVD.
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Se determin la prevalencia del virus de ladiarrea viral bovina (VDVB) en muestras
de leche de bovinos de las tres provincias ubicado en el Valle del Mantaro, Junin. Con
este proposito se colectaron muestras de leche (228) v sangre (n=65) de vacas en pro-
duccidn de 18 hatos lecheros para la deteccién de anticuerpos contra el VDVB mediante
una prueba de ELISA indirecta y virus neutralizacion. E1 72.4% (165/228) de los animales
muestreados presentaron anticuerpos contra el virus en leche. La prevalencia del VDVB
fue mayor en los animales de las provincias de Concepcidn (86.3%), seguido por Jauja
(83.3% ) y Huancayo (41.3%). Las densidades dpticas corregidas de las muestras fluctua-
ronentre 0a2.4. El VDVB fue detectado en todos los hatos muestreados en rangos de 9.4
a 100%. La alta prevalencia del VDVB en los animales de todos los hatos muestreados
confirma la amplia difusién del virus en la poblacién bovina del Valle del Mantaro. Las
pruebas de ELISA indirecta y virus neutralizacién tuvieron una perfecta concordancia al
obtenerse similares resultados en 65 muestras de leche pareado con el suero de las vacas
por lo que se recomienda el uso de la prueba de ELISA indirecta en muestras de leche
para el estudio de DVB y otras enfermedades prevalentes en el Valle del Mantaro.
Palabras claves: Bovinos, virus de la diarrea viral bovina, leche, anticuerpos, ELISA
indirecta.
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Anticuerpos contra el VDVB en muestras de leche

La diarrea viral bovina (DVB) es una
enfermedad de impacto econémico que
afecta alos rumiantes domésticos y salvajes
a nivel mundial (Houe 1995). Puede ser
transmitida al animal susceptible por inhala-
ci6n o ingestién de secrecién ocular y/o na-
sal, salival, uterina, heces, placenta y semen
de animales con infeccién aguda o subclinica
(Houe, 1995).

El agente causal es el virus de la dia-
rrea viral bovina (VDVB), un miembro del
género pestivirus, familia Flaviviridae
(Wengler et al., 1995). El virus posee un
especial tropismo por las células del siste-
mainmune y células epiteliales de los tractos
reproductivo, entérico y respiratorio
(Marshall et al., 1994) ocasionando como
consecuencia de su replicacion en estas cé-
lulas, un conjunto de patologias no obser-
vado en otros agentes infecciosos (Li et al,,
1998; Schreiber et al., 1999).

Una de las caracteristicas de los

pestivirus como el VDVB, es que las cepas -

pueden ser de dos biotipos: citopatogénicos
(CP)y no citopatogénicos (NCP) basado
s6lo en su caracteristica de cultivo in vitro.
En el animal ambos biotipos producen la
enfermedad. Las cepas NCP del VDVB son
las mds cominmente aisladas de los casos
del campo y los reservorios de estas cepas
son los animales persistentemente infecta-
dos (Bezek, 1995). Los animales con in-
feccion persistente surgen Gnicamente como
consecuencia de la infeccién de la vacacon
la cepa NCP durante el primer tercio de la
gestacion (Brownlie et al., 1998; Fredriksen
et al.,, 1999). Estos animales son dificiles
de reconocer y pueden alcanzar la etapa
reproductivay transmitir el virus a sus crias
perpetuando el virus en el hato (Bezek,
1995). Ademas, los animales con infeccién
persistente pueden desarrollar una forma
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aguda y mortal de DVB conocida como
Enfermedad de las Mucosas si son
superinfectados con una cepa del VDVB
CP (Fritzemeier et al., 1997).

El VDVB causa una marcada
inmunodepresion en el bovino, la cual favo-
rece la prevalencia y severidad del comple-
Jjorespiratorio bovino especialmente por el
virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina,
virus respiratorio sicitial o Pasteurella
haemolitica sobre todo en el animal joven
y enlos animales de los centros de engorde
anivel mundial (Potgieter, 1997; Rivera et
al., 1994) ocasionando cuantiosas pérdidas
econdmicas. Asimismo, existen evidencias
de que el VDVB es uno de los agentes cau-
santes de fallas reproductivas en bovinos
lecheros del valle de Lima (Rivera et al.,
1993)

Estudios serolégicos realizados en
bovinos de las principales cuencas lecheras
del Perti demuestran que el VDVB estd am-
pliamente difundido, alcanzando
prevalencias superiores al 50% (Rivera H.
datos no publicados); sin embargo, se dis-
pone de escasa informacién de su preva-
lencia en bovinos lecheros de los valles
interandinos y bovinos criollos de la sierra.
Uno de los valles con gran potencial parala
cria de ganado lechero es el Valle del
Mantaro en Huancayo (Junin) donde la
crianza bovina estd en manos de pequefios
productores con un promedio 2 a 3 vacas
en ordefio, con una produccién de 7.2 I/
vaca/dia (Ferndndez Baca y Bojdrquez,
1995). Informaciones recogidas de los pro-
ductores del valle durante una rapida en-
cuesta manifestaron que los principales pro-
blemas sanitarios en sus hatos fueron los
problemas respiratorios, diarreicos en ter-
neros y abortos, por lo que el presente tra-
bajo tuvo como objetivo determinar la pre-
valencia del VDVB en muestras de leche en
lugar del suero de bovinos del Valle del
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Mantaro y contribuir a un mejor conoci-
miento de la epidemiologia delaDVB en el
pais.

Material y Métodos
Animales y muestras

El estudio fue realizado en bovinos
lecheros de 18 hatos distribuidos en las pro-
vincias de Jauja, Concepcién y Huancayo.
El tamafio muestral (n=228) se obtuvo me-
diante el método para estimar una propor-
cién a través de la aproximacion normal a la
distribucién normal,utilizdndo para su cal-
culo una proporcién de 0.89 (Rivera, H. co-
municacién personal) y un nivel de confian-
za del 95%. Ademads se obtuvieron 65
muestras de suero de las mismas vacas en
los hatos donde el duefio lo permitié.

Lasmuestras de leche y sangre fueron
obtenidas individualmente durante el ordefio
y transportadas al Laboratorio de
Microbiologia del IVITA - El Mantaro, de
la Facultad de Medicina Veterinaria (FMV)
de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM) para el procesamiento
del descremado en caso de la leche y
obtencién del suero sanguineo. Las
muestras procesadas fueron colocados en
viales y transportadas al Laboratorio de
Virologia de la FMV, UNMSM donde
fueron congeladas a -20°C hasta su
procesamiento.

Reactivos

Se utilizaron Kits de ELISA indirecta
(Svanovir, Suecia) para muestras de leche,
donados por la Universidad Agricola de
Upsala, Sueciaala FMV, UNMSM. Cada
kit consistié en microplacas de 96 hoyos
cubiertos con antigeno del VDVB, anti-IgG
bovino conjugado con peroxidasa, mues-
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tras de leche de referencia positivo y nega-
tivoy otros reactivos utilizados en la prueba
de ELISA.

Cultivos celulares secundarios de
cornete nasal de feto bovino, preparados
en el Laboratorio de Virologia de laFMYV,
UNMSN, libres del VDVB endégeno fue-
ron utilizados como sistema indicador en la
prueba de virus neutralizacién. La Cepa
“Singer” del VDVB obtenido comercial-
mente (NVS, AMES - IOWA, USA) fue
utilizada como antigeno en la prueba de vi-
rus neutralizacion.

Deteccion de anticuerpos contra el
VDVB

Ladeteccién de los anticuerpos en las
muestras de leche fue mediante la prueba
de ELISA indirecta segtin el manual de ins-
trucciones de la casa comercial de proce-
dencia de los kits de ELISA. Las densida-
des opticas (DO) de las muestras fueron
medidas en un espectrofotémetro con un fil-
tro de 405 nm. Segtin las indicaciones del
kitutilizado, la prueba fue vélida si la densi-
dad éptica corregida (DOC) de 1a muestra
de leche de referencia positiva era mayor
que 1.0 ylaDOC de la muestra de leche de
referencia negativa fuese menora0.1. Una
muestra fue considerada positiva con una
DOC dos veces mayor de la DOC de la
muestra negativa y la muestra fue negativa
conuna DOC menora0.1.

Los anticuerpos contrael VDVB en
las muestras de suero (n=65) fueron detec-
tados mediante la prueba estdndar de virus
neutralizacién segiin el protocolo disponible
en el Laboratorio de Virologia de laFMYV,
UNMSM. Para evaluar la concordancia
estadistica entre la prueba de ELISA y vi-
rus neutralizacién se utilizé el indice de
Kappa y McNemar de modo que la prueba
de ELISA en leche pueda ser utilizada como
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Anticuerpos contra ¢l VDVB en muestras de leche

un método alternativo ante el elevado costo
y laboriosidad de la prueba de virus neutra-
lizaci6n, ya que las inmunoglobulinas IgG
estdn presentes tanto en leche como en sue-
10.

El172.4% (165/228) de las muestras
de leche tuvieron anticuerpos contra el
VDVB. El mayor porcentaje (86.3%) de
animales seroreactores fue detectadoen la

provincia de Concepcidn, seguido por los
animales de la provincia de Jauja (83.3%) y
Huancayo (41.3%) ( Cuadro 1).

Los animales de todos los hatos
muestreados presentaron anticuerpos contra
el VDVB con prevalencias entre 9.4 a 100%
tanto en hatos pequefios y medianos (Cua-
dro 2). Enla Figura 1 se muestra los resulta-
dos obtenidos por la prueba de ELISA indi-
recta. En el Cuadro 3, se presentan los resul-
tados de la deteccion de anticuerpos contra
el VDVB en las muestras de suero (n=635)y

Cuadro 1. Deteccién de anticuerpos contra ¢l virus de la diarrea viral bovina en bovinos
del valle del Mantaro mediante la prueba de ELISA indirecta en muestras de
leche.

Provincia Hatos, Animales, Animales ELISA positivo

n n muestreados, n n %

Concepcién 7 70 51 44 86.3

Jauja 7 146 114 95 83.3

Huancayo 4 102 63 26 41.3

Total 18 ' 318 228 165 72.4
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Figura 1. Densidades opticas corregidas (DOC) obtenidas en las muestras de
leche para la deteccion de anticuerpos contrael VDVB mediante la
la prueba de ELISA indirecta (n=228).
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su distribucion segtin sus titulos mediante la
pruebade virus neutralizacién y su compara-
cién con los de la prueba de ELISA indirecta
se muestraen el Cuadro 4.

La presencia del VDVB en bovinos
lecheros del valle del Mantaro con una pre-
valencia de 72.4% (156/228) corrobora la
amplia distribucién de la infeccién viral en
bovinos lecheros (Cuadro 1). Estos resul-
tados no difieren de los efectuados en bovi-
nos de otras cuencas lecheras del pais (da-
tos no publicados) ni los resultados en otros
paises como los Estados Unidos (65%),

Reino Unido ( 62.5%), paises escandina-
vos (55 a 100%), Chile (50%) etc., indi-
cando que este virus esta ampliamente dis-
tribuido en la poblacién bovina mundial
(Houe, 1995). Sin embargo, a diferencia de
lo que ocurre en otros paises como Estados
Unidos donde laenfermedad aguda y la en-
fermedad de las mucosas son frecuentemente
reportados; en el Perti la DVB pareceria ser
principalmente de tipo subclinico posible-
mente debido a labenignidad del clima y/o
menor densidad de la poblacion bovina

Elnivel de prevalenciadel VDVB en
bovinos de las provincias de Concepcion
(86.3%) y Jauja (83.3%) fueron similares,
laligera diferencia con los resultados en los

Cuadro 2. Distribucién de animales reactores al virus de la diarrea viral bovina en hatos
estratificados por nimero de animales en produccion.
Provincia  Promedio de animales Hatos, Animales Reactores, %
en produccién n muestreados, n n
C 1a5 1 4 3 75.0
C 2 5 5 100.0
H 3 5 2 40.0
J 6all 1 6 2 33.3
C 2 6 3 50.0
C 3 6 5 83.3
C 4 7 7 100.0
J 5 8 3 37.5
H 6 8 8 100.0
J 7 9 5 55.5
J 11 a20 1 12 7 58.5
C 2 15 13 86.7
J 3 16 16 100.0
H 4 17 16 94.1
J 5 18 14 77.8
J 21 a mas 1 22 22 100.0
J 2 32 31 96.8
H 3 32 3 9.4
C= Concepcién, H= Huancayo, J=Jauja.
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animales de la provincia de Huancayo
(41.3%) podria deberse a un menor niime-
ro de hatos muestreados (Cuadro 1).
Anticuerpos contra el VDVB fueron detec-
tados en todos los hatos muestreados con
prevalencias de 9.4 a 100% (Cuadro 2),
indicando diversos grados de actividad viral.
Houe, (1995) sefiala que la prevalencia viral
tiende a incrementarse en dreas con alta den-
sidad de animales, especialmente en hatos
de crianza intensiva o en lugares con seve-
ros cambios climaticos donde los animales
son confinados durante el inviemno. En el valle
del Mantaro los hatos en su mayoria estan
conformados por 5 a 10 animales y unos
cuantos con mds de 10 animales, ademas
del tipo de crianza semiextensiva donde te-
ricamente el riesgo de transmisién viral de-
beria ser minima, la infeccién viral fue simi-
lar en pequefios, medianos y grandes hatos
(Cuadro 2). Un factor importante que po-
drfa contribuir en la diseminacién viral son
las ferias ganaderas de la regién como parte

del sistema de comercializacion del ganado
del valle, pues en las ferias se refinen anima-
les de diversas edades, especies y condi-
ciones sanitarias constituyendo potenciales
medios de transmision a los animales sus-
ceptibles y transmisiones interespecies que
es frecuente entre los pestivirus (Nettleton
etal., 1995).

Las distribuciones de las DOC de las
muestras de leche variaron entre 0 a 2.4 (Fig.
1). Las densidades dpticas de las muestras
leidas en el espectrofotémetro son directa-
mente proporcional a la cantidad de protei-
nas presente en la muestra, en este sentido,
las muestras con DOC entre 0.9 a 2.4 (Fi-
gura 1) significan altos titulos de anticuerpos
como lo indica también los 25 animales con
titulos > a 1:256 en la prueba de virus neu-
tralizaci6én (Cuadro 3). Estos altos titulos de
anticuerpos pueden ser debido a infeccio-
nes recientes o desafios continuos del virus
ocasionando infecciones subclinicas en los

Cuadro 3. Deteccién de anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina y la
distribucién de sus titulos mediante la prueba de virus neutralizacién en

muestras de suero.

Hatos/ - Animales Muestras positivas Titulos de anticuerpos, n

Prov.  muestreados, n n % 2 4 8 16 32 64 128 >256
2/3 9 8 89 0 0 0 1 2 1 2 2
3/ 5 5 100 0 0 O 0 0 0 1 4
4/1 3 2 67 0 0 0 0 0 1 0 1
5/ 1 0 0

71 18 18 100 0 0 O 2 4 4 4 4
8/C 3 3 1060 0 0 O 0 60 1 0O 2
9/C 4 4 100 0 0 O 0 0 1 0 3
11/C 3 2 67 0 0 O 0 0 1 O 1
13/C 2 2 100 0 0 O 0 0 0 1 1
14/C 3 3 100 0 0 0 0 0 0 0 3
16/H 6 1 17 0 0 O 0O 0 o0 0 1
17/H 2 1 50 0 0 O 0 0 0 O 1
18/H 6 4 67 0 0 0 0 0 1 1 2
Total 65 53 815 0 0 O 3 6 10 9 25

J = Jauja, C = Concepcidn, H = Huancayo
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animales adultos, pero podria estar propi-
ciando infecciones de los tractos respira-
torios y entéricos al dafar las células del
sistema inmune especialmente del ternero.

La prueba de ELISA es una de las
herramientas importantes para el diagndsti-
coy estudios epidemioldgicos por sueleva-
da sensibilidad, especificidad y su
repetibilidad (Jacobson, 1998). El kit utili-
zado en el presente estudio tuvo 99.5 y
97.7% de sensibilidad y especificidad para
el diagnéstico del VDVB y otro aspecto
significante es la utilizacion de la leche en
lugar del suero. La muestras de leche son
ricas en IgG y por tanto puede ser utilizada
para detecci6n y titulacién de anticuerpos
contra el VDVB u otros agentes infeccio-
$0s, su coleccién individual o de tanque fa-
cilita aun mds si se desea detectar la infec-
cion del DVB en hatos, por lo que es muy
ttil para estudios epidemioldgicos en gran
escala (Niskanen et al., 1989).

En el Perd el ganadero andino es
rénuente a la toma de muestra de sangre
de sus animales pero no lo es con la mues-
tra de leche, significando esto una ventaja
en la coleccién de muestras. En el pre-
sente estudio, con ambas pruebas, ELISA
y virus neutralizacion, se tuvieron simila-
res resultados en la deteccién de anima-
les positivos y negativos. S6lo una mues-
tra de leche positivo a anticuerpos por
ELISA fue negativo por virus neutraliza-
cion evidenciando la mayor sensibilidad
de la prueba de ELISA (Cuadro 4). Sien-
do la prueba de virus neutralizacién cos-
tosa, laboriosa y que requiere muestras
de suero y existiendo una perfecta con-
cordancia estadistica con la prueba de
ELISA en leche, se recomienda el uso
de la leche para estudios seroepide-
miolégicos no solamente de la DVB sino
también, de otras enfermedades
prevalentes como la brueelosis.

Cuadro 4. Comparacién de los resultados de las pruebas de ELISA indirecta en
muestras de leche y virus neutralizacién en muestras de suero en la
deteccion de anticuerpos contra el VDVB.

Prueba de virus neutralizacién

Animales Animales Total,
positivos, n negativos, n n
< ~ Animales positivos, n 1 53
% _Animales negativos, n 12 12
= Total

13 65
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