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EVALUACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE LA DIARREA
VIRAL BOVINA DE UN HATO EN PROCESO DE ERRADICACION
DE LA ENFERMEDAD

Alfonso Zuiiga H.!, Hermelinda Rivera G.>*, Mariluz Arainga R.' y
Alberto Manchego S.2

ABSTRACT

Antibodies against bovine viral diarrhea virus (BVDV) and antigen of BVDV were
evaluated in serum samples from cattle aged 10 to 23 months (n = 148) from a dairy herd
where the disease eradication has been carrying out since 2002. The herd is located in
Santa Rita, Arequipa, Per(l, and samples were collected twice on a 30-day interval.
Antibodies against BVDV and BVDV antigen were analyzed by viral neutralization and
capture ELISA tests respectively. Neutralising antibodies against BVDV were detected in
6.8% (10/148) of animals, and most reactors were 19 to 23 months of age. The antibody
titer ranged from 8 to >256. None persistently infected (PI) animals were found. The
incidence of infection and seroconversion in the second set of samples was nill. These
results suggested that the antibodies against the BVD corresponded to residual antibodies
from previous infections. In addition, the results indicate the BVD infection has been
controlled.

Key words: bovine viral diarrhea virus, BVDV, antibody, antigen, viral neutralization,
capture ELISA, control

RESUMEN

Anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) y antigeno del VDVB
fueron evaluados en muestras de suero obtenidos en dos oportunidades, con intervalo
de 30 dias, en animales de 10 a 23 meses de edad (n = 148) de un establo de bovinos
productores de leche que se encuentra en proceso de erradicacion de la enfermedad de la
diarrea viral bovina (DVB) desde 2002 . El establo esta localizado en Santa Rita, Arequipa.
Los anticuerpos y el antigeno viral se analizaron mediante las pruebas de neutralizacion
viral y ELISA de captura, respectivamente. El 6.8% (10/148) de los animales presentaron
anticuerpos contra el VDVB, existiendo un mayor nimero de animales con anticuerpos
en el grupo etario de 19 a 23 meses de edad. Los titulos de anticuerpos variaron entre 8 a
>256. No se detectaron animales portadores (PI) ni se encontrdé seroconversion en el
segundo muestreo, lo que sugiere que los anticuerpos detectados correspondieron a
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infecciones pasadas; ademas, los resultados indican que la enfermedad de la DVB ha

sido controlada en el hato.

Palabras clave: diarrea viral bovina, DVB, anticuerpo, antigeno, neutralizacion viral,

ELISA, control

INTRODUCCION

La diarrea viral bovina (DVB) es una
enfermedad de distribucion mundial y tiende
a ser endémica en la mayoria de las pobla-
ciones bovinas, alcanzando prevalencias de
60 a 80% (Houe, 1995; Taylor et al., 1997).
La enfermedad ocasiona pérdidas econdémi-
cas en la industria lechera, ya que el animal
infectado puede disminuir la produccion de
leche, asi como presentar fallas reproduc-
tivas, desordenes respiratorios o digestivos,
y retardo en el crecimiento, entre otros (Houe,
2003).

La enfermedad es producida por el vi-
rus de la diarrea viral bovina (VDVB), un
miembro del género pestivirus, familia
Flaviviridae, que afecta principalmente a los
rumiantes domésticos y silvestres (Ridpath,
2003). El virus afecta todos los tejidos, inclu-
yendo la placenta del animal gestante. La
infeccion fetal, durante el primer tercio de la
gestacion, puede resultar en el nacimiento de
animales persistentemente infectados (PI) o
portadores del virus, los cuales son la princi-
pal fuente de transmision viral (Houe, 1995).

La enfermedad de la DVB fue introdu-
cida al pais en la década del 60 con la impor-
tacion de vacas de paises donde la enferme-
dad era endémica (Rivera, 1993). Posterio-
res estudios epidemioldgicos demuestran que
la DVB esta ampliamente difundida en la po-
blacion bovina, especialmente en las princi-
pales cuencas lecheras como Cajamarca,
Lima y Arequipa, ocasionando abortos (Ri-
vera, 2001) y afecciones respiratorias como
parte del complejo respiratorio bovino (Rive-
ra et al., 1994; Zanabria et al., 2000). La
DVB no es restrictiva para el transito de los
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animales a nivel nacional, lo cual explica su
amplia difusion, no solo en la poblacién bovi-
na, sino también en otras especies como los
camélidos sudamericanos (A lvarez et al.,
2002). Asi mismo, se han detectado PIs o
animales portadores del virus (Morales et al.,
2003; Rivera et al., 2003). El conocimiento
del rol de los animales PI en la transmision
del VDVB ha sido la base para la erradica-
cion de la enfermedad en algunos paises eu-
ropeos como Dinamarca y Suecia (Sandvik,
2004).

La cuenca lechera de Arequipa, consti-
tuida principalmente por las irrigaciones de
Majes, La Joya y Santa Rita, es una de las
mas importantes del pais por su aporte a la
produccion lactea nacional y por sus posibili-
dades de mayor desarrollo. Arequipa, con una
poblacion aproximada de 66,200 bovinos
(11.7% del total nacional) cuenta con una pro-
duccidn de leche de 477,000 1/dia, siendo la
irrigacion de Santa Rita una de las mas im-
portantes zonas ganaderas, con alrededor de
25 establos y un promedio de produccion de
leche de 17 I/dia (Olivera, 2001). Algunos de
los ganaderos cuentan con 100 a 300 vacas
en produccion, criadas de modo intensivo, y
como es usual en este tipo de crianza, afron-
tan serios problemas de tipo reproductivo.

En el 2002 se identifico un hato con 300
vacas en produccion donde los abortos supe-
raban el 20% anual (Jayashi et al., 2005). El
VDVB fue uno de los agentes asociados al
aborto, por lo que se inicid un programa de
control. Se muestre6 a todos los animales
mayores a 6 meses del hato, determinandose
una prevalencia de 98.3% (590/600) e identi-
ficandose varios animales PI. En el 2003, los
muestreos se realizaron en animales de 6 a
24 meses, eliminandose los PI, reduciéndose
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la prevalencia del VDVB de 80.3 a 22.8%
(Jayashi et al., 2005). Desde que se
implementa un programa de control de DVB
en un hato lechero hasta que se le considere
libre de la enfermedad, existe un periodo de
riesgo de infeccion por el VDVB si en el hato
hubieran quedado animales PI o si se introdu-
ce animales infectados transitoriamente. Este
periodo de riesgo es de dos afios consideran-
do que el animal PI de mayor edad tuvo 6
meses en esa época (Grooms, 2004).

En el presente estudio se evaluo a los
animales de un hato lechero que se encuentra
bajo un programa de control-erradicacion de
la DVB, con el fin de detectar anticuerpos
contra el VDVB en animales de 10 a 23 me-
ses de edad como un mecanismo de evalua-
cion del programa.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

En abril del 2005 se colectd sangre de
los animales de un hato lechero de la irriga-
cion Santa Rita en Arequipa, el cual estaba
bajo un programa de erradicacion de DVD.
Se muestrearon todos los animales que tenian
entre 10 y 23 meses de edad (n = 148) me-
diante puncion de la arteria coccigea media
con agujas N° 20 y tubos al vacio estériles.
Las muestras se llevaron al Laboratorio de
Virologia de la Facultad de Medicina Veteri-
naria (FMV) de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM) para la
obtencion del suero, los cuales fueron guar-
dados en viales estériles a -20 °C hasta el
momento de la prueba. El muestreo se repitio
a los 30 dias con el fin de observar la inciden-
cia del virus.

Deteccion de anticuerpos y antigenos

Se detectaron anticuerpos contra el
VDVB mediante la prueba de neutralizacion
viral, seglin el protocolo disponible en el La-
boratorio de Virologia de la FMV de la
UNMSM.
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El antigeno viral fue detectado median-
te la prueba de ELISA de captura de proce-
dencia comercial (SVANOVA Biotech, Sue-
cia) segun el protocolo del kit.

Se emplearon células de cornete nasal
de feto bovino libres del VDVB como siste-
ma indicador, medios de cultivo celular
Leibovitz (L-15,) e Eagle Minimal Essencial
Medium (MEM) en proporcion 50:50 suple-
mentados con 10% de suero fetal bovino li-
bres del VDVB, y antibioticos comerciales
(Sigma, EEUU). Como antigeno se uso la
cepa viral Singer, prototipo del biotipo CP,
genotipo I, con titulo de 10 DI, CC/50 pl.

Analisis de datos

Los resultados de los animales fueron
agrupados segun su edad al momento del
muestreo: 10 a 12 meses (Grupo A), 13 a 18
meses (Grupo B), 19 a 23 meses (Grupo C).
La prevalencia del VDVB en el grupo de
animales del hato se calculd con un intervalo
de confianza del 95%. La prueba de Chi Cua-
drado se utiliz6 para determinar posible aso-
ciacion entre la edad (los tres grupos) y la
seropositividad de los animales usando un ni-
vel de significancia del 5%.

RESULTADOS

La presencia de anticuerpos contra el
VDVB en el primer muestreo fue de 8.1 +
4.4% (12/148) y de 6.8 = 4.1% en el segun-
do muestreo. No se encontrd asociacion en-
tre los grupos etarios y la seropositividad con
la prueba de Chi Cuadrado, aunque pudo ob-
servarse un 10.6% de animales seropositivos
en el grupo C.

Los titulos de anticuerpos estuvieron en
un rango de 2 a >256. Los titulos altos (128
a >256) se presentaron mayormente en el
grupo C, mientras que los titulos bajos (2-8)
desaparecieron en el segundo muestreo
(Cuadro 3).
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Cuadro 1. Bovinos con anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) en
dos muestreos consecutivos, con un intervalo de 30 dias, en animales de 10 a 23
meses de edad de un hato lechero en Santa Rita, Arequipa (2005)

Animales Anime}lf:s Prevalencia Intervalo de confianza
Muestreo () serop(ons)ltlvos %) Limi .te 'Limi‘ te
superior inferior
1 148 12 8.1 12.5 3.7
2% 148 10 6.8 10.9 2.7

Cuadro 2. Bovinos con anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) en
dos muestreos consecutivos, con un intervalo de 30 dias, de un hato lechero en
Santa Rita, Arequipa, segun el grupo etario (2005)

Grupo etario
10-12 meses 13-18 meses 19-23 meses Total
a b a b a b a b
Animales (n) 14 14 49 49 85 85 148 148
Seropositivos (n) 1 0 2 1 9 9 12 10
Reactores (%) 7.1 0 4.1 10.6 8.1 6.8

a: Primer muestreo
b: Segundo muestreo

Cuadro 3. Titulos de anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) en
bovinos de un hato lechero de la irrigacion Santa Rita, Arequipa, en dos
muestreos consecutivos, con un intervalo de 30 dias, segliin el grupo etario

(2005)
Edad Animales Titulos de anticuerpos contra el VDVB'
Muestreos
(meses) (o) 8- 16 32-64  128->256
10-12 14 a 1 0 0
b 0 0 0
13-18 49 a 1 0 1
b 0 0 1
19-23 85 a 0 0 9
b 0 0 9

' Inversa de la dilucion
a: Primer muestreo
b: Segundo muestreo
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No se encontraron animales PI. Tam-
poco se observo seroconversion de anticuer-
pos ni incidencia del VDVB a los 30 dias del
primer analisis.

Di1scUusION

La presencia de un grupo de hembras
entre 10 a 23 meses de edad que habrian es-
tado en contacto con PI detectados en enero
del 2004 motivo el presente estudio. La fre-
cuencia de animales que presentaron
anticuerpos contra el VDVB fue baja (8.1 y
6.8% en cada uno de los muestreos), no se
detectaron animales PI adicionales, ni hubo
seroconversion. Este resultado indica ausen-
cia de la infeccion en el hato y demuestra
que la enfermedad de la DVB esta siendo
controlada a través de la utilizacion del pro-
grama de control impuesto sin uso de vacuna
contra DVB (Cuadrol).

El mayor numero de animales
seropositivos se encontré en el grupo de ani-
males entre 19 a 23 meses de edad y un me-
nor numero, entre 10 a 18 meses de edad
(Cuadro 2). Los anticuerpos detectados en
estos animales probablemente fueron induci-
dos por el VDVB que estuvo circulando en
el hato antes o durante la eliminacion de los
animales PI y cuando varias de las terneras
tuvieron cerca de 8 meses de edad. Los
anticuerpos de origen materno no se pueden
detectar pasados los 6 meses de edad con la
prueba de neutralizacion viral, de alli que si
no hay desafio, permanecen seronegativos y
susceptibles a la infeccion por el VDVB; si
el animal se infecta durante este tiempo pue-
de presentar una infeccion aguda con discre-
tos signos clinicos pero desarrollan una solida
respuesta inmunitaria por anticuerpos
neutralizantes en una a tres semanas post in-
feccion, incrementandose los niveles de
anticuerpos en 10 a 12 semanas post infec-
cion, hasta alcanzar la meseta permanecien-

do en niveles altos por varios afios (Fredriksen
et al., 1999).
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Los titulos de los anticuerpos detecta-
dos en estos animales fluctuaron entre 2 a
>256 (Cuadro 3). Estos anticuerpos podrian
corresponder a la meseta, es decir, al tiem-
po durante el cual los anticuerpos permane-
cen elevados hasta eventualmente declinar
en forma lenta (Fredriksen et al., 1999). Los
titulos de anticuerpos neutralizantes pueden
variar en los rangos arriba indicados, depen-
diendo de factores como grado y tiempo de
exposicion o desafio, capacidad de respues-
ta del animal, etc. Un segundo analisis
serdlogico efectuado a los mismos animales
30 dias posterior a la primera toma de la
muestra indicaron que la incidencia de la
DVB fue cero y los titulos mayores a 64
permanecieron constantes, mientras que los
que tuvieron entre 2 a 8 no fueron detecta-
dos (H. Rivera, comunicacién personal). Este
hallazgo evidencia que los anticuerpos de-
tectados fueron inducidos por infecciones
pasadas, ya que no hubo seroconversion en
el resto de animales indicando la ausencia
de desafio viral. Los bajos titulos de
anticuerpos (2-8) detectados en el primer
muestreo pudieron haber sido errores de lec-
tura, neutralizaciones inespecificas, o que
estos anticuerpos estaban por desaparecer.

Usualmente un animal PI es capaz de
infectar a 90% 6 mas de los animales sus-
ceptibles del hato (Houe, 1992; Schreiber et
al., 1999); por tanto, si hubiera existido virus
de campo en este grupo de animales habria
infectado rapidamente a la mayoria de las
vaquillas, ya que estaban sin anticuerpos con-
trael VDVB. No se encontrd asociacion entre
los grupos etarios A, B y C con la
seropositividad al VDVB mediante el anali-
sis de Chi Cuadrado. La ausencia de virus de
campo en el hato indica que el programa de
control implementado bajo los criterios utili-
zados en paises como Suecia, (Sandvick,
2004) esta dando buenos resultados y podria
ser tomado como un programa piloto para ser
aplicado en forma voluntaria, principalmente
en grandes hatos de crianza intensiva y que
manejen un buen sistema de bioseguridad.
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Los conocimientos de la patogénesis y
biologia de este agente viral ha permitido un
enfoque diferente, donde la identificacion y
eliminacion de los animales PI es la base para
el control (Sandvik, 2004). La situacion de la
DVB en EE.UU. es una evidencia de que la
vacunacion por si sola no es una medida ade-
cuada. Las vacunas contra DVB son buenos
inmundgenos pero su aplicacién debe
restringirse a los animales donde las condi-
ciones zoosanitarias lo ameriten. El impacto
economico y las exitosas experiencias de al-
gunos paises europeos en la erradicacion de
la enfermedad estan motivando a la comuni-
dad veterinaria y ganaderos, inclusive de
EE.UU., para implementar medidas de con-
trol y erradicacion de la DVB basados prin-
cipalmente en la deteccion y eliminacion de
los animales PI (Fulton et al., 2003).

Los problemas sanitarios endémicos
antes de la implementacion del programa de
control de la DVB en el hato en estudio esta-
ban referidos a un 20% de abortos al afio y
frecuentes problemas neumoentéricos en los
terneros. Segun los registros del establo, el
porcentaje de abortos no ha disminuido, posi-
blemente debido a la presencia de la
neosporosis, que es considerada como uno
de los principales agentes abortogénicos en
bovinos en el mundo. Diversos estudios se-
fialan que un 10 a 17.3% de abortos al aio
son debido a este parasito (Thurmond et al.,
1997; Anderson et al., 2000). Sin embargo,
en estos dos ultimos afios (2004-2005) los pro-
blemas respiratorios y entéricos en los terne-
ros casi han desaparecido sugiriendo que el
VDVB habria sido un factor en su presenta-
cion por su efecto inmunodepresor y
predisponente a infecciones secundarias, so-
bre todo en animales jovenes. No obstante,
la observacion de las medidas de bioseguridad
podria estar contribuyendo a la mejora sani-
taria y al éxito del programa de control de la
DVB en el hato en estudio.
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CONCLUSIONES

e El 6.8 +4.1% de los animales tenian
anticuerpos contra el VDVB después de
3 afos de la aplicacion del programa de
control en el establo y 2 afios después de
la eliminacion de los iltimos animales PI.

e No se encontrd asociacion estadisti-
camente significativa entre la edad de
los animales y la presencia de
anticuerpos contra el VDVB.

e No se encontr6 animales PI con el
VDVB en el hato.
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