INFECCION PERSISTENTE CON EL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA (VDVB)
EN HATOS LECHEROS DE LA SABANA DE BOGOTA®

RESUMEN

Con el objeto de establecer si
en nuestro pals hay presencia de
animales inmunotolerantes, per-
sistentemente infectados (Pl) con
el virus de la diarrea viral bovina
(VDVB) se planteo una investiga-
cién con base en un estudio previo
seroldgico longitudinal de un afio.
A partir de los resultados obtenidos
se determinaron los animales que
permanecieron seronegativos o
con titulos bajos y se tomaron
como fuente para buscar PI.

Para la deteccién de este gru-
po de animales se planteé un estu-
dio usando cultivos de células po-
limorfonucleares  (PMN).  Se
emplearon tres variantes de la téc-
nica buscando una mejor deteccién
viral, para lo cual se produjeron an-
ticuerpos especificos al virus y se
estandarizé la prueba de inmuno-
peroxidasa indirecta (IPl).

Los resultados mostraron por
primera vez para nuestro pals la
presencia de animales inmunoto-
lerantes persistentemente infec-
tados con el VDVB. La importan-
cia de este hallazgo radica en que
estos animales diseminan la en-
fermedad de forma constante. Se
sugiere a partir de este aporte la
implantacién de medidas tentien-
tes a controlar la presencia de
este tipo de animales en los hatos.

INTRODUCCION

El virus de la diarrea viral bovi-
na (VDVB), descubierto hace ya
cerca de 50 afios, se ha conver-
tido en uno de los agentes mas
importantes para la produccién pe-
cuaria mundial; los reportes inter-
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nacionales sefnalan que més del
50% de la poblacion bovina es se-
roreactora al agente.

Dentro de la epidemiologla de
la enfermedad, uno de los eslabo-
nes mas importantes y tal vez la
llave para el control de la misma,
lo constituyen los animales per-
sistentemente infectados (P).

La importancia de los animales
Pl dentro de la diseminacién de la
enfermedad radica en que al ser
diagnosticados como seronegati-
vos, se convierten en los mayores
diseminadores y ademés consti-
tuyen un mecanismo por medio
del cual el virus perdura en la na-
turaleza.

REVISION DE LITERATURA

El Virus de Ia Diarrea Viral Bo-
vina (VDVB/ fue por primera vez
reconocido en 1946 en Estados
Unidos por Olafson et al. y en Ca-
nadé por Childs (Magar y Lecom-
te, 1987; Park, 1991); quienes re-
portaron una patologfa
caracterizada por fiebre, diarrea y
anorexia. Posteriormente su pre-
sencia fue reportada en Gran Bre-
tafia en 1956 (Roeder et al.
1984). El virus se descubrié en
asociacion con otras epizootias
caracterizadas por diarrea y lesio-
nes erosivas del tracto digestivo
(Baker, 1987; Ernst et al, 1983).

El espectro de enfermedades
asociadas con VDVB incluyen pi-
rexia en infecciones subclinicas,
diarrea viral bovina, inmunosupre-

medad de las Mucosas (EM} agu-
da y crénica (Baker, 1987; Kelling
et al, 1990).

El VDVB pertenece a la espe-
cie pestivirus, recientemente se
ha clasificado dentro de la familia
Flaviridae (Atluru et al. 1992; Co-
rapi et al. 1989; Hooft et al.
1992), basado en la distribucion
de los acidos nucleicos y en la dis-
tribucion de las bases codificado-
ras de las diferentes regiones (Co-
llet, 1992; Collet et al. 1988a).

Antigénicamente se encuentra
relacionado con el virus de la pes-
te porcina cldsica (Fernelius et al.
1973) (el cual tiene una longitud
menor que el VDVB) (Dubovi,
1990} y el virus de la Enfermedad
de /a Fronteras de las ovejas (Ba-
ker, 1987; Bonniwell et al. 1987;
Moening, 1990; Terpstray Wens-
voort, 1988).

Los virus aislados de casos cii-
nicos de DVB se diferencian en
dos biotipos segun su habilidad de
inducir efectos citopéticos en los
cultivos celulares: una forma Ci-
topdtica (CP) la cual destruye las
células infectadas y una forma No
Citopética (NCP) la cual no las lisa
(Baker, 1987; Bolin, 1985; Hooft
van Iddekinge et al. 1992; Pocock
et al. 1987). Dubovi (1986) estu-
diando el tropismo viral por los di-
ferentes tipos celulares encontré
que los virus NCP presentan afini-
dad especialmente por las células
linfocitarias mientras que las CP
infectan células epiteliales (Dubo-
vi, 1986).

La is de la enferme-

sién, aborto y f !l
(Park, 1991), defectos congéni-
tos, inmunotolerancia e infeccién
persistente (Bolin, 1985) y Enfer-
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dad cuando esta ocurre en el pe-
riodo prenatal es de especial inte-
rés y constituye la mayor dificul-

tad en el estudio de la DVB. Cuan-
do el feto aun no es inmunocom-
petente, el virus no es reconocidc
como un agente extraio y si le
infeccién no ocasiona muerte fe-
tal, se origina un animal persist-
entemente infectado (Pl siendo
inmunotolerante a /a cepa infec-
tante cuando alcanza el desarrollo
del sistema inmune (Moening,
1990). Estos animales se convier-
ten en los principales diseminado-
res de la enfermedad, pues elimi-
nan por el resto de su vida virus a
través de la saliva y aerosoles; y
tienen como caracteristica la de
carecer o poseer niveles muy bajos
de anticuerpos circulantes para la
cepa infectiva (Bolin, 1988; Corapi
et al. 1988; Whilhelmsen et al.
1991). En DVB este cuadro apare-
ce asociado casi exclusivamente a
la infeccién con cepas NCP, estos
animales por lo general son aparen-
temente sanos (Baker, 1987; Du-
bovi, 1986).

Los animales inmunotoleran-
tes son inmunolégicamente tole-
rantes a los virus homélogos de
DVB o producen pequeiias canti-
dades de anticuerpos neutralizan-
tes, mientras que pueden ser in-
munocompetentes a cepas hete-
rélogas (Bielefeldt y Bloch, 1982)
y también frente a otros antige-
nos, ejemplo: IBR, PI-3 y P. hae-
molitica (Baker, 1987).

Los niveles séricos en este tipo
de animales son significativamen-
te menores para IgG2 (Roberts et
al. 1988b), mientras las concen-
traciones séricas son aceptables
para IgG1, IgM y IgA (Roth et al.
1986). En oportunidades se en:
cuentra manifestacién de res-
puesta a algunas cepas CP {Cora-
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pi et al. 1988). Por lo general al-
gunos animales con infeccién per-
sistente presentan bajos niveles
de protelnas séricas, las cuales se

En Colombia, Parra (1994) en-

en conejos siguiendo un esquema

contré la 2 ie de
dades serolégicas para VDVB,

de lacién largo
virus inactivado en Adyuvante In-
de Freund (AIF)(SIG-

is bovinay L pira hard-

desde el
hasta los 12 meses de edad (Gue-
rin et al. 1992).

La infeccioén persistente pare-
ce estar presente entre el 0.4 y
1.7% del ganado en todas las
edades (Baum et al. 1989). Un
estudio en Estados Unidos de-
mostré que la infeccién persist-
ente fue detectada en el 9% de
los hatos evaluados (Baker,
1987). Dubovi (1986) realizé un
estudio longitudinal en hatos se-
leccionados, encontrando que so-
bre una poblacién de 3000 anima-

les, 54 (1.7%) presentaron
infeccién persistente (Dubovi,
1986).

Las formas NCPs en animales
Pl tienen especial tropismo por los
leucocitos sanguineos: células
mononucleares, linfocitos T y B,
monocitos y células nulas (Biele-
feldt, 1988). Bolin (1985), encon-
ré que un 4.4% de todos los leu-
cocitos son infectados con virus
NCP en ganado con infeccién per-
sistente (Guerin et al. 1992). La
replicacién viral también puede
ocurrir en ciertos tejidos no linfol-
des y no epiteliales, tal como el
sistema nervioso central, en cu-
Yas neuronas se propone la exist-
encia de un receptor especifico
para VDVB (Hewicker et al.
1990).

Otro fenémeno de interés en
la patogénesis de la enfermedad
es el desencadenamiento de la pa-
tologla conocida como la Enfer-
medad de las Mucosas (EM), des-
crita por primera vez por Ramsay
Yy Chivers en 1953, la cual se ca-
racteriza por diarrea profusa e in-
tensa, emaciacién, lesiones ulce-
rativas del tracto gastrointestinal
Y una mortalidad cercana al
100%. Para explicar el desarrollo
de esta entidad se han propuesto
varias teorfas siendo la més acep-
tada, la que designa a los a los
animales persistentemente infec-
tados como los mas susceptibles
a sufrir una superinfeccién con
una cepa CP homéloga a la que
les ocasioné la inmunotolerancia;
en estos animales la eliminacién
viral es baja; demostrado por los
escasos niveles de virus encon-
trados en las heces de los bovinos
infectados (Bislefeldt y Babiuk,
1988).

jo.r eli
co sobre la produccion bovina,
representado especialmente en
unincremento en los dias abiertos
y los servicios por concepcién.

Para el diagnéstico del VDVB,
recientemente se han desarrolla-
do métodos inmunohistoquimicos

i ad lap i
de antfgenos en cultivos celulares
y en secciones de tejidos criopre-
servadas (Bielefeldt y Bloch,
1982; Meyling y Jensen, 1988).
Ward et al. (1984), conjugaron un
antisuero especifico eluido por
una columna inmunoadsorbente
con una peroxidasa de rabano,
con el objeto de detectar cepas de
VDVB en tejidos procesados para
microscopla de luz y electrénica.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacién para
su desarrollo se dividié en dos fa-
ses: La primera constituy6 un es-
tudio serolégico para el VDVB en
3 fincas distribuidas en la Sabana
de Bogot4, teniendo como refer-
encia el banco de sueros del Pos-
grado en Salud y Produccién Ani-
mal de la Universidad Nacional de
Colombia (Parra, 1994). Con base
en los resultados obtenidos se es-
tablecié una segunda fase ten-
diente a buscar la posible presen-
cia de animales persistentemente
infectados en nuestro medio.

Los predios estudiados se en-
contraron en dos subzonas dentro
de la Sabana de Bogot4, asl: los
predios 1 y 3 en el municipio de
Mosquera y el 2 en el municipio
de Sibaté. Dos de las fincas per-
tenecen a entidades estatales y el
otro es un predio privado; todos
tienen por actividad principal la
produccién de leche con bovinos
Holstein, no inscritos en la asocia-
ci6én nacional de la raza.

Una vez terminado el estudio
serolégico, se procedi6 a adelan-
tar la fase 2 de la investigaci6n,
para ello se escogieron los anima-
les que presentaron a través de
las 12 serologfas titulos SN nega-
tivos o no superiores de 1:8.

Con el objeto de estandarizar
las pruebas diagnésticas para de-
tectar los animales persistentemen-
te infectados con el VDVB y contar
con un control positivo, se produje-
ron anticuerpos especificos al virus
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MA") (Barta, 1988), luego del cual
se realizé sangria en blanco de los
animales y se procedi6 a purificar los
anticuerpos por medio de cromato-
grafia de afinidad empleando proteina

Otra técnica empleada fue la
de cultivo de sangre, en la cual se
tomaron 0.5ml de sangre periféri-
ca completa heparinizada y se
cultivé en RPMI 1640 por 72 ho-
ras a 37°C, posteriormente se re-
cuperaron las células PMN y se
fijaron.

Para realizar aislamiento viral
se darizé la prueba de inmu-

A sepharosa CL-4B (SPA-SEPHARO-
SA®. PHARMACIA), (Muyil
etal. 1993).

En las tres fincas estudiadas,
se evaluaron 23 animales (entre

noperoxidasa indirecta (IPl) sobre
células linfoides; esta técnica se
aplicé a los tres procedimientos
mencionados. El protocolo usado

seroposi y g .
Siguendo el orden de finca (1, 2
y 3), estos animales fueron nume-
rados del 1 al 23, aquellos que
fueron seropositivos en el estudio
previo se identificaron con el sim-
bolo (+), y se usaron como con-
troles positivos de las diferentes
pruebas.

Teniendo en cuenta la afinidad
del VDVB por las células polimor-
fonucleares, especialmente las
cepas NCP, se intent6 estandari-
zar una prueba diagndstica a par-
tir de este tipo celular. Para este
fin se relizd la separacién del pa-
quete celular mediante el empleo
de un gradiente de densidad (fi-
coll-hypaque) siguiendo el proce-
dimiento de Corapi et al. (1989)
y Larsson et al. {1990). La sangre
de cada animal fue suspendida en
el gradiente y centrifugada por 30
minutos a 1000xg, posteriormen-
te se hizo extraccién del paquete
celular y éstas se lavaron tres ve-
ces en medio RPMI-1640 a
300xg.

Una vez separadas las células
PMN se hizo recuento celular y se
fijaron en laminas portaobjetos a
una concentracién de 8 x 10° cé-
lulas/ml y se almacenaron a -20°C,
este procedi iento se denominé
como precultivo de linfocitos.

Otra porcién de células PMN
se tomd a una concentracién de
1.5 x 10° células/ml y se cultivé
en medio medio RPMI 1640 su-
plementado con glutamina, peni-
cilina, estreptomicina y phytohe-
maglutinina A (Larsson et al.
1990). Las células se sembraron
en cajas de microtécnica de 24
pozos y se incubaron a 37°C por
96 horas en atmosfera al 5% de
COz2 (Baum et al. 1989; Bielefeldt
y Blochc, 1982). Transcurridas
las 96 horas se recuperaron las
células y se fijaron de la misma

fue una modificacién del prop

to por Haines et al. {1992): La
fijacién de las células se hizo con
una solucién de metanol al 2.5%
(Allan et al. 1989; Bielefeldt et al.
1981; Hewicker et al. 1990). Las
células se lavaron 5 veces con
buffer de lavado y se adicioné el
primer anticuerpo, se dejé en in-
cubacién en cdmara himeda a
temperatura ambiente por 30 mi-
nutos; luego se hicieron 3 lavados
cada uno de ellos de 5 minutos.
Posteriormente se adicioné pro-
telna G recombinante (Inmunopu-
re, PIERCE, 1991) y se incub6 en
cédmara himeda a temperatura
ambiente por 30 minutos; segui-
damente se lav6 3 veces y se re-
velé con el sustrato (AEC) por 10
minutos, deteniendo la reaccién
con agua destilada.

La prueba de IPI se desarrollé
empleando anticuerpos especffi-
cos anti VDVB CP y NCP produ-
cidos en conejos; también se em-
pleé un suero positivo de campo
como control.

La lectura de las laminas se
hizo en microscopio de luz {Lietz®)
con objetivo 40X. De cada siem-
bra se observaron y evaluaron 4
campos microscépicos; dentro de
cada campo 30 células aproxima-
damente y se promediaba la can-
tidad que mostraban positividad.
Para la evaluaci6n se usé la escala
colorimétrica empleada por Coo-
pens et al. (1993), por medio de
la cual se establecen reacciones
negativas (-) cuando no hay reac-
cién; intermedias {+) cuando re-
acciona entre el 50 y 70% de las
células, e intensas (+ +) por en-
cima del 70% (Figuras 1y 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Precultivo de linfocitos

Por medio de esta prueba se

manera que en el pi
anterior. A esta técnica se le dio
el nombre de cultivo de linfocitos.

hizo el alto grado de
reconocimiento al virus de DVB por
los anticuerpos especificos. Se en-
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reaccién intermedia generando un
margen de duda muy bajo.

El anticuerpo NCP reconocié
de forma intensa la presencia viral
en el 56.52% de los casos, siendo
superior al precultivo, esto lleva a

Los resultados encontrados
usando esta técnica la sefalan
como un buen elemento diagnés-
tico para determinar ausencia vi-
ral en animales seronegativos o
por el contrario corroborarla espe-
cialmente en aquellos donde los
titulos i (1:16;

sugerir que el'cultivo de linfi
y su estimulacién mitogénica fa-
cilita la deteccién viral.

Con esta técnica en todos los
animales seropositivos se ratificé
la presencia viral, con la ventaja

1:32) pongan en duda la presen-
cia del VDVB.

Cultivo de sangre

que la proporcién de
intensas fue més notoria llevando
a una buena discriminacién entre

contré un reconocimiento intenso
del 52.17% e intermedio del
34.78% al emplear el anticuerpo
anti CP; mientras que con el NCP
el reconocimiento intenso fue del
26.08%. Lo anterior demuestra
como la deteccién de las particu-
las virales fue inferior al usar el Ac
anti NCP (Figura 3).

Es importante sefalar como
usando este procedimiento, tres
bovinos (4,17,20) no reacciona-
ron, llevando a pensar que fuesen
absolutamente negativos.

Mientras que 20 animales mos-
traron reacciones positivas (tonali-
dad marron) usando el Ac anti-CP,
18 de los mismos fueron i

terior estd en coincidencia con los
reportes de Corapi et al. (1988),
quienes trabajando un conjunto

inf, dos y no inf

Nuevamente se determiné la
capacidad de reconocimiento cru-
zado entre los anticuerpos a las ce-
pas CP y NCP. Ademés de esta
se debe tener en cuenta

de 22 p lonales

que en ani positivos esta

10
antigenicos sobre las dos mayo-
res glicoproteinas del virus com-
partidas por las cepas CP y NCP.

Cultivo de linfocitos

La aplicacién de esta técnica
superé el mayor limitante encon-
trado con el procedimiento ante-
rior como fue la baja concentra-
cién celular, favoreciendo vy
facilitando la lectura de la prueba.

dos también como positivos por el
Ac anti-NCP, indicando una homo-
logfa en la capacidad de reconoci-
miento del VDVB por parte de am-
bos anticuerpos del 89%; este
resultado confirma el reconoci-
miento cruzado que hay para los
dos biotipos, los cuales comparten
epitopes que son detectados por
ambos tipos de anticuerpos; lo an-

El imi viral por parte
id El

respuesta puede deberse a la pre-
sencia simultdnea de cepas CP y
NCP heterélogas, y por tanto el re-
conocimiento por parte de los an-
ticuerpos se amplia. El concepto
anterior puede tener validez bajo

El principal inconveniente en-
contrado usando este procedi-
miento fue el bajo rendimiento ce-
lular comparado con el

procedi iento anterior.

El anticuerpo anti CP recono-
ci6 de forma intensa la presencia
viral en el 60% de los casos, 17%
de forma intermediay 11.17% no
se pudo leer (Figura 5).

A pesar de los inconvenientes
en la lectura, los animales seropo-
sitivos ratificaron presencia viral
coincidiendo con las dos técnicas
anteriores, pero la capacidad de re-
il fue inferior compa-

una de las teorias de p
de la enfermedad de las mucosas,
la que sefala como la patologfa se
produce solamente si hay conjun-

réndola con el cultivo de linfocitos,
pero superior al precultivo, lo cual
confirma laimportancia del estimu-
lo mitogénico sobre al activacié

cién de dos biotipos h
para el presente caso seria la pre-
sencia de los dos biotipos sin que
necesariamente se produzca el
cuadro letal, lo cual estarfa de
do con Bielefeldt et al.

de los anti fue

Ac anti-CP detect6 de forma intensa
al VDVB en un 82.6% (figura 4). La
presencia viral fue manifiesta en casi

(1989).

El suero de campo positivo
i i6 la ia vi-

toda la bovina;

el animal 17 no mostré ningun tipo
de reacci6n al igual que con el pro-
cedimiento de precultivo de linfoci-

ral, siendo intensa en el 60% de
los casos, aunque nunca alcanzé
los niveles de reconocimiento de
los i ifi esto

tos. Usando el Ac anti CP, sol;
te el 13% de las muestras dieron
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positiva a VDVB en linf

muestra la ventaja en términos de
especificidad que se alcanza al
trabajar este tipo de pruebas con

de la replicacién viral in vitro.

En el grupo de animales sero-
se 6 pl i

viral en el 60% usando al Ac anti
CP, mientras que usando el anti
CP fue del 565%; lo cual ratifica
nuevamente la presencia de ani-
males inmunotolerantes persist-
entemente infectados en nuestro
medio.

Al hacer un anélisis compara-
tivo de los resultados obtenidos
con los tres procedimientos em-
pleados en el presente estudio, se
pudo establecer que en el predio

pos anti virus fi

El hecho que cerca de la mitad
de la poblaci6n seronegativa fuera
reconocida como positiva a la pre-
sencia viral por parte del Ac anti-
NCP indica sin duda la presencia
de animales infectados con cepas
NCP en nuestros hatos, los cuales
hasta el momento no se habfan

por tanto el gran eslabén en la

i de la dad,
como son los animales diagnosti-
cados como negativos por la prue-

1,losb 2y5

vos por més de un afio) mostraron
presencia viral usando las tres
técnicas, seialdndolos como in-
munotolerantes. Mientras que el
bovino 4 no mostré reaccién y por
tanto fue diagnosticado como ne-
gativo.

En el predio 2, la asociacién
con la prueba de seroneutrali;
cién fue perfecta, ya que los ani-
males clasificados como serone-
gativos en el estudio serolégico
previo, antes de iniciar la fase 2

ba de
y que estan diseminando particu-
las virales al medio.

habfan tido y
taron presencia viral en todos los
cultivos de linfocitos.
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FIGURA 3 Evaluacién de la presencia de VDVB en precultivo de linfocitos bovinos
usando la técnica de inmunoperoxidasa indirecta.
Ml Reaccién intensa (++)
[¢] Reacci6n intermedia (+)
[} No reaccion (-)
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FIGURA 4 Evaluacnon de la presencia de VDVB en cultivo de linfocitos bovinos
usando la técnica de inmunoperoxidasa indirecta.

[ | Reacci” intensa (++)

B Reaccion intermedia (+) |
[ No reaccién (-) J
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FIGURA 5 Evaluacion de la presencia de VDVB en cultivo de sangre bovina
usando la técnica de inmunoperoxidasa indirecta.
Il Reaccion intensa (++) [J  Noreaccion (-)
[¢] Reaccion intermedia (+) No se pudo leer

REVISTA DE MEDICINA VETERI

IA'Y ZOOTECNIA

51



Para el predio 3, en los bovinos
18, 19y 21 (seronegativos), tam-
bién se identificé la presencia vi-
ral, haciéndolos PI. Los ani

especial el biotipo NCP, tiene afi-
nidad por las células linfoides, las
cuales por su capacidad de multi-

17 y 20 no reaccionaron y se de-
clararon como libres de DVB.

Los resultados por fincas de-
muestran como en nuestros hatos
se pl una de las
ticas mds reportadas para la DVB,
como es la convivencia bajo el
mismo habitat de animales sero-
positivos, persistentemente in-
fectados vy libres; siendo esta dis-

i in vitro i un
buen elemento de trabajo para rea-
lizar aislamientos virales.

La técnica de cultivo de linfo-
citos usada para detectar anima-
les persistentemente infectados
con el VDVB mostré las mayores
ventajas siendo la alta asociacién
con las pruebas serolégicas y la
posibilidad de distinguir animales

tribucién “tipica” de la
dad, uno de los mayores enigmas
dentro de la patogenesis de la
misma.

CONCLUSIONES

positi ala p viral las
més relevantes.

Empleando la técnica de culti-
vo de linfocitos, méas de la mitad
de poblacién seronegativa evalua-
da fue positiva a la presencia viral,
lo que el primer reporte

Con la pi i igacion
se ratific6 como el VDVB, y en
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para al pais de animales inmuno-

d ién de VDVB, se recomien-

tolerantes i in-
fectados con el VDVB.

La técnica de cultivo de linfo-
citos se debe realizar con la suple-
mentacién de mitégenos, estos al
activar la proliferacién celular
también activan la replicacién viral
facilitando la deteccién de las par-
ticulas. El tiempo 6ptimo de cultivo
para el diagnéstico de ani Pl

da para su aplicacién la realiza-
cién de modificaciones aumen-
tando la concentracién celular
para el primer caso y el volumen
de sangre cultivada para el segun-
do.

Una caracteristica encontrada
en los cultivos de células PMN de

se establecié en 96 horas.

Se ratificd la reaccién cruzada
que hay entre los dos biotipos vi-
rales, las cuales se evidencian por
el reconocimiento que hay de los
dos virus utilizando anticuerpos
especificos, especialmente con-
tra cepas CP.

Las técnicas de precultivo de
linfocitos y cultivo de sangre no
fueron los mas apropiados para la
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