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RESUMEN

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

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

Los resultados mostraron por 
primera vez para nuestro país 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 
implantación de medidas temien­
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 años, se ha conver­
tido en uno de los agentes más 
importantes para la producción pe­
cuaria mundial; los reportes inter­

nacionales señalan que más del 
50% de la población bovina es se- 
roreactora al agente.

Dentro de la epidemiología de 
la enfermedad, uno de los eslabo­
nes más importantes y tal vez la 
llave para el control de la misma, 
lo constituyen los animales per­
sistentemente infectados (Pl).

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

REVISION DE LITERATURA

El Virus de la Diarrea Vira! Bo­
vina (VDVB) fue por primera vez 
reconocido en 1946 en Estados 
Unidos por Olafson et al. y en Ca­
nadá por Childs (Magar y Lecom- 
te, 1987; Park, 1991); quienes re­
portaron una patología 
caracterizada por fiebre, diarrea y 
anorexia. Posteriormente su pre­
sencia fue reportada en Gran Bre­
taña en 1956 (Roeder et al. 
1984). El virus se descubrió en 
asociación 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 subclínicas, 
diarrea viral bovina, inmunosupre- 
sión, aborto y momificación 
(Park, 1991), defectos congéni- 
tos, inmunotolerancia e infección 
persistente (Bolín, 1985) y Enfer­

medad de las Mucosas (EM) agu­
da y crónica (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 distribución 
de los ácidos nucleicos y en la dis­
tribución 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 clásica (Fernelius et al. 
1973) (el cual tiene una longitud 
menor que el VDVB) (Dubovi, 
1990) y el virus de la Enfermedad 
de la Fronteras de las ovejas (Ba­
ker, 1987; Bonniwell et al. 1987; 
Moening, 1990; Terpstra y Wens- 
voort, 1988).

Los virus aislados de casos clí­
nicos de DVB se diferencian en 
dos biotipos según su habilidad de 
inducir efectos citopáticos en los 
cultivos celulares: una forma C¡- 
topática (CP) la cual destruye las 
células infectadas y una forma No 
Citopática (NCP) la cual no las lisa 
(Baker, 1987; Bolín, 1985; Hooft 
van Iddekinge et al. 1992; Pocock 
et al. 1987). Dubovi (1986) estu­
diando el tropismo viral por los di­
ferentes tipos celulares encontró 
que los virus NCP presentan afini­
dad especialmente por las células 
Hnfocitarias mientras que las CP 
infectan células epiteliales (Dubo­
vi, 1986).

La patogénesis de la enferme­
dad cuando esta ocurre en el pe­
ríodo prenatal es de especial inte­
rés y constituye la mayor dificul­

tad en el estudio de la DVB. Cuan­
do el feto aún no es inmunocom- 
petente, el virus no es reconocido 
como un agente extraño y si le 
infección no ocasiona muerte fe 
tal, se origina un anima! persist­
entemente infectado (Pl) siendo 
inmunotolerante a la 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 característica la de 
carecer o poseer niveles muy bajos 
de anticuerpos circulantes para la 
cepa infectiva (Bolín, 1988; Corapi 
et al. 1988; Whilhelmsen et al.
1991) . En DVB este cuadro apare­
ce asociado casi exclusivamente a 
la infección con cepas NCP, estos 
animales por lo general son aparen­
temente sanos (Baker, 1987; Du­
bovi, 1986).

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

Los niveles séricos en este tipo 
de animales son significativamen­
te menores para lgG2 (Roberts et 
al. 1988b), mientras las concen­
traciones séricas son aceptables 
para lgG1, IgM y IgA (Roth et al.
1986).  En oportunidades se en; 
cuentra manifestación de res­
puesta a algunas cepas CP (Cora- 
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pi et al. 1988). Por lo general al­
gunos animales con infección per­
sistente presentan bajos niveles 
de proteínas séricas, las cuales se 
incrementan desde el nacimiento 
hasta los 12 meses de edad (Gue- 
rin et al. 1992).

La infección 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
mostró que la infección persist­
ente fue detectada en el 9% de 
los hatos evaluados (Baker,
1987) . Dubovi (1986) realizó un 
estudio longitudinal en hatos se­
leccionados, encontrando que so­
bre una población de 3000 anima­
les, 54 (1.7%) presentaron 
infección persistente (Dubovi, 
1986).

Las formas NCPs en animales 
PI tienen especia! tropismo por los 
leucocitos sanguíneos: células 
mononucleares, linfocitos T y B, 
monocitos y células nulas (Biele- 
feldt, 1988). Bolín (1985), encon­
tró que un 4.4% de todos los leu­
cocitos son infectados con virus 
NCP en ganado con infección per­
sistente (Guerin et al. 1992). La 
replicación viral también puede 
ocurrir en ciertos tejidos no linfoí- 
des y no epiteliales, tal como el 
sistema nervioso central, en cu­
yas neuronas se propone la exist­
encia de un receptor específico 
para VDVB (Hewicker et al. 
1990).

Otro fenómeno de interés en 
la patogénesis de la enfermedad 
es el desencadenamiento de la pa­
tología conocida como la Enfer­
medad de las Mucosas (EM), des­
crita por primera vez por Ramsay 
y Chivers en 1953, la cual se ca­
racteriza por diarrea profusa e in­
tensa, emaciación, lesiones ulce­
rativas del tracto gastrointestinal 
V una mortalidad cercana al 
100%. Para explicar el desarrollo 
de esta entidad se han propuesto 
varias teorías siendo la más acep­
tada, la que designa a los a los 
animales persistentemente infec­
tados como los más susceptibles 
a sufrir una superinfección con 
una cepa CP homóloga a la que 
les ocasionó la inmunotolerancia; 
en estos animales la eliminación 
viral es baja; demostrado por los 
escasos niveles de virus encon­
trados en las heces de los bovinos 
infectados (Bielefeldt y Babiuk,
1988) .

En Colombia, Parra (1994) en­
contró la coexistencia de reactivi­
dades serológicas para VDVB, 
leucosis bovina y Lepospira hard- 
jo, revelando el impacto económi­
co sobre la producción bovina, 
representado especialmente en 
un incremento en los días abiertos 
y los servicios por concepción.

Para el diagnóstico del VDVB, 
recientemente se han desarrolla­
do métodos inmunohistoquímicos 
tendientes a detectar la presencia 
de antígenos 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 específico eluido por 
una columna inmunoadsorbente 
con una peroxidasa de rábano, 
con el objeto de detectar cepas de 
VDVB en tejidos procesados para 
microscopía de luz y electrónica.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigación para 
su desarrollo se dividió en dos fa­
ses: La primera constituyó un es­
tudio serológico para el VDVB en 
3 fincas distribuidas en la Sabana 
de Bogotá, teniendo como refer­
encia el banco de sueros del Pos­
grado en Salud y Producción Ani­
mal de la Universidad Nacional de 
Colombia (Parra, 1994). Con base 
en los resultados obtenidos se es­
tableció 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 Bogotá, así: 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 
producción de leche con bovinos 
Holstein, no inscritos en la asocia­
ción nacional de la raza.

Una vez terminado el estudio 
serológico, se procedió a adelan­
tar la fase 2 de la investigación, 
para ello se escogieron los anima­
les que presentaron a través de 
las 12 serologías títulos SN nega­
tivos o no superiores de 1:8.

Con el objeto de estandarizar 
las pruebas diagnósticas para de­
tectar los animales persistentemen­
te infectados con el VDVB y contar 
con un control positivo, se produje­
ron anticuerpos específicos al virus 

en conejos siguiendo un esquema 
de inoculación largo empleando 
virus inactivado en Adyuvante In­
completo de Freund (AIF)(SIG- 
MA*)  (Barta, 1988), luego del cual 
se realizó sangría en blanco de los 
animales y se procedió a purificar los 
anticuerpos por medio de cromato­
grafía de afinidad empleando proteina 
A sepharosa CL-4B (SPA-SEPHARO- 
SA®. PHARMACIA), (Muyildermans 
etal. 1993).

En las tres fincas estudiadas, 
se evaluaron 23 animales (entre 
seropositivos y seronegativos). 
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 sím­
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 intentó estandari­
zar una prueba diagnóstica a par­
tir de este tipo celular. Para este 
fin se relizó la separación 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 10OOxg, posteriormen­
te se hizo extracción 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 concentración de 8 x 106 cé- 
lulas/ml y se almacenaron a -20°C, 
este procedí iento se denominó 
como precultivo de linfocitos.

Otra porción de células PMN 
se tomó a una concentración de 
1.5 x 106 células/ml y se cultivó 
en medio medio RPMI 1640 su­
plementario 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 
CO2 (Baum et al. 1989; Bielefeldt 
y Blochc, 1982). Transcurridas 
las 96 horas se recuperaron las 
células y se fijaron de la misma 
manera que en el procedimiento 
anterior. A esta técnica se le dio 
el nombre de cultivo de linfocitos.

Otra técnica empleada fue la 
de cultivo de sangre, en la cual se 
tomaron 0.5ml de sangre periféri­
ca completa heparinizada y se 
cultivó 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 estandarizó la prueba de inmu- 
noperoxidasa indirecta (IPI) sobre 
células linfoides; esta técnica se 
aplicó a los tres procedimientos 
mencionados. El protocolo usado 
fue una modificación del propues­
to por Haines et al. (1992): La 
fijación de las células se hizo con 
una solución de metanol al 2.5% 
(Alian et al. 1989; Bielefeldt et al. 
1981; Hewicker et al. 1990). Las 
células se lavaron 5 veces con 
buffer de lavado y se adicionó el 
primer anticuerpo, se dejó en in­
cubación en cámara húmeda a 
temperatura ambiente por 30 mi­
nutos; luego se hicieron 3 lavados 
cada uno de ellos de 5 minutos. 
Posteriormente se adicionó pro­
teína G recombinante (Inmunopu- 
re, PIERCE, 1991) y se incubó en 
cámara húmeda a temperatura 
ambiente por 30 minutos; segui­
damente se lavó 3 veces y se re­
veló con el sustrato (AEC) por 10 
minutos, deteniendo la reacción 
con agua destilada.

La prueba de IPI se desarrolló 
empleando anticuerpos específi­
cos anti VDVB CP y NCP produ­
cidos en conejos; también se em­
pleó un suero positivo de campo 
como control.

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

RESULTADOS Y DISCUSION

Precultivo de linfocitos

Por medio de esta prueba se 
hizo manifiesto el alto grado de 
reconocimiento al virus de DVB por 
los anticuerpos específicos. Se en-
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inmunoperoxídasa negativa a VDVB en linfocitos

contró 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 detección de las partícu­
las virales fue inferior al usar el Ac 
anti NCP (Figura 3).

Es importante señalar 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 marrón) usando el Ac anti-CP, 
18 de los mismos fueron reconoci­
dos también como positivos por el 
Ac anti-NCP, indicando una homo­
logía 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

inmunoperoxídasa positiva a VDVB en linfocitos

terior está en coincidencia con los 
reportes de Corapi et al. (1988), 
quienes trabajando un conjunto 
de 22 anticuerpos monoclonales 
encontraron 10 determinantes 
antigenicos sobre las dos mayo­
res glicoproteínas del virus com­
partidas por las cepas CP y NCP.

Cultivo de linfocitos

La aplicación de esta técnica 
superó el mayor limitante encon­
trado con el procedimiento ante­
rior como fue la baja concentra­
ción celular, favoreciendo y 
facilitando la lectura de la prueba.

El reconocimiento viral por parte 
de los anticuerpos fue evidente. El 
Ac anti-CP detectó de forma intensa 
al VDVB en un 82.6% (figura 4). La 
presencia viral fue manifiesta en casi 
toda la población bovina; solamente 
el animal 17 no mostró ningún tipo 
de reacción al igual que con el pro­
cedimiento de precultivo de linfoci­
tos. Usando el Ac anti CP, solamen­
te el 13% de las muestras dieron 

reacción intermedia generando un 
margen de duda muy bajo.

El anticuerpo NCP reconoció 
de forma intensa la presencia viral 
en el 56.52% de los casos, siendo 
superior al precultivo, esto lleva a 
sugerir que el cultivo de linfocitos 
y su estimulación mitogénica fa­
cilita la detección viral.

Con esta técnica en todos los 
animales seropositivos se ratificó 
la presencia viral, con la ventaja 
que la proporción de reacciones 
intensas fue más notoria llevando 
a una buena discriminación entre 
infectados y no infectados.

Nuevamente se determinó la 
capacidad de reconocimiento cru­
zado entre los anticuerpos a las ce­
pas CP y NCP. Además de esta 
reacción, se debe tener en cuenta 
que en animales seropositivos esta 
respuesta puede deberse a la pre­
sencia simultánea de cepas CP y 
NCP heterólogas, y por tanto el re­
conocimiento por parte de los an­
ticuerpos se amplia. El concepto 
anterior puede tener validez bajo 
una de las teorías de presentación 
de la enfermedad de las mucosas, 
la que señala como la patología se 
produce solamente si hay conjun­
ción de dos biotipos homólogos; 
para el presente caso sería la pre­
sencia de los dos biotipos sin que 
necesariamente se produzca el 
cuadro letal, lo cual estaría de 
acuerdo con Bielefeldt et al. 
(1989).

El suero de campo positivo 
también reconoció la presencia vi­
ral, siendo intensa en el 60% de 
los casos, aunque nunca alcanzó 
los niveles de reconocimiento de 
los anticuerpos purificados, esto 
muestra la ventaja en términos de 
especificidad que se alcanza al 
trabajar este tipo de pruebas con 
anticuerpos anti virus específico.

El hecho que cerca de la mitad 
de la población 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 habían 
diagnosticado, descubriéndose 
por tanto el gran eslabón en la 
epidemiología de la enfermedad, 
como son los animales diagnosti­
cados como negativos por la prue­
ba rutinaria de seroneutralización 
y que están diseminando partícu­
las virales al medio.

Los resultados encontrados 
usando esta técnica la señalan 
como un buen elemento diagnós­
tico para determinar ausencia vi­
ral en animales seronegativos o 
por el contrario corroborarla espe­
cialmente en aquellos donde los 
títulos seroneutralizantes (1:16; 
1:32) pongan en duda la presen­
cia del VDVB.

Cultivo de sangre

El principal inconveniente en­
contrado usando este procedi­
miento fue el bajo rendimiento ce­
lular comparado con el 
procedí iento anterior.

El anticuerpo anti CP recono­
ció de forma intensa la presencia 
viral en el 60% de los casos, 17% 
de forma intermedia y 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
conocimiento fue inferior compa­
rándola con el cultivo de linfocitos, 
pero superior al precultivo, lo cual 
confirma la importancia del estímu­
lo mitogénico sobre al activación 
de la replicación viral in vitro.

En el grupo de animales sero­
negativos, se demostró presencia 
viral en el 60% usando al Ac anti 
CP, mientras que usando el anti 
CP fue del 55%; lo cual ratifica 
nuevamente la presencia de ani­
males inmunotolerantes persist­
entemente infectados en nuestro 
medio.

Al hacer un análisis compara­
tivo de los resultados obtenidos 
con los tres procedimientos em­
pleados en el presente estudio, se 
pudo establecer que en el predio 
1, los bovinos 2 y 5 (seronegati­
vos por más de un año) mostraron 
presencia viral usando las tres 
técnicas, señalándolos como in­
munotolerantes. Mientras que el 
bovino 4 no mostró reacción y por 
tanto fue diagnosticado como ne­
gativo.

En el predio 2, la asociación 
con la prueba de seroneutraliza­
ción fue perfecta, ya que los ani­
males clasificados como serone­
gativos en el estudio serológico 
previo, antes de iniciar la fase 2 
habían seroconvertido y manifes­
taron presencia viral en todos los 
cultivos de linfocitos.
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FINCA ANIMAL ANTI CP ANTI NCP’ SUERO+ SUERO - SUERO 
EQUINO

PBS ll

1 1 • • • •

1
1 3 • •

1 4
1 5 | • • •

1 6 1___ •
1 7 (+) | • • —1
1 8 (+) | • • •

2 9 •____ | •

2 10 | • •____

2 11
2 12 (+) ____ •____ | •

2 13 (+) | •

2 14 (+) I | •

2 15(+) • • •

2 16 (+) • • •

3 17
3 18 •

3 19 • • •

3 20
3 21 • • •

3 22 (+) • • •

3 23 (+) • - -_ _ ___
■ 52.17% ■ 26.08% ■ 13.04% ■ 0% ■ 0% ■ 0%

3 34.78% H 52.17% |r«n 56.52% H 17.39% [Tj 26.08% |V) o%

O 13.04% O 21.73% O 26.08% O 82.60% O 73.91% í~~] 100%,

FIGURA 3 Evaluación de la presencia de VDVB en precultivo de linfocitos bovinos 
usando la técnica de inmunoperoxidasa indirecta.

■ Reacción intensa (++)

[~7~] Reacción intermedia (+)

|—] No reacción (-)
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FIGURA 4 Evaluación de la presencia de VDVB en cultivo de linfocitos bovinos 
usando la técnica de inmunoperoxidasa indirecta._ I

■ Reacci' intensa (++) |

r*~l Reacción intermedia (+) i

No reacción (-)
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FINCA ANIMAL ANTI CP ANTI NCP SUERO + SUERO - SUERO 
EQUINO

PBS

1 1 X • X
1 2 X X
1 3 • • X X X
1 4 X
1 5 I • X
1 6 • I • •

1 7(+) X
1 8 (+) X
2 9 •

2 10 X X
2 11
2 12 (+) | •

2 13(+)
2 14 (+) I X
2 15(+) •

2 16(+) • •

3 17 _______

3 18 •

3 19 X X
3 20 •_____

3 21
3 22 (+) X X x
3 23 (+) X X X

■ 60.86% ■ 39.13% ■ 13.04% ■ 0% ■ 0% ■ 0%

[7] 17.39% [7] 21.73% [7] 34.78% [7] 4.34% H 8.69% E o%
□ 4.34% □ 8.69% □ 17.39% O 86.95% O 65.17% O 78.26%

I¡x] 17.39% [X] 26.08% [X] 34.78% [X] 8.69% [X] 26.08% |[X] 21.73%

FIGURA 5 Evaluación de la presencia de VDVB en cultivo de sangre bovina 
usando la técnica de inmunoperoxidasa indirecta.
■ Reacción intensa (++) I I No reacción (-)

[71 Reacción intermedia (+) |~X~| No se pudo leer
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Para el predio 3, en los bovinos 
18, 19 y 21 (seronegativos), tam­
bién se identificó la presencia vi­
ral, haciéndolos PI. Los animales 
17 y 20 no reaccionaron y se de­
clararon como libres de DVB.

Los resultados por fincas de­
muestran como en nuestros hatos 
se presenta una de las caracterís­
ticas más reportadas para la DVB, 
como es la convivencia bajo el 
mismo habitat de animales sero­
positivos, persistentemente in­
fectados y libres; siendo esta dis­
tribución "típica" de la enferme­
dad, uno de los mayores enigmas 
dentro de la patogénesis de la 
misma.

CONCLUSIONES

Con la presente investigación 
se ratificó como el VDVB, y en 

especial el biotipo NCP, tiene afi­
nidad por las células linfoides, las 
cuales por su capacidad de multi­
plicación in vitro constituyen 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 mostró las mayores 
ventajas siendo la alta asociación 
con las pruebas serológicas y la 
posibilidad de distinguir animales 
positivos a la presencia viral las 
más relevantes.

Empleando la técnica de culti­
vo de linfocitos, más de la mitad 
de población seronegativa evalua­
da fue positiva a la presencia viral, 
lo que constituye el primer reporte 
para al país de animales inmuno- 

tolerantes persistentemente in­
fectados con el VDVB.

La técnica de cultivo de linfo­
citos se debe realizar con la suple- 
mentación de mitógenos, estos al 
activar la proliferación celular 
también activan la replicación viral 
facilitando la detección de las par­
tículas. El tiempo óptimo de cultivo 
para el diagnóstico de animales PI 
se estableció en 96 horas.

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

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

detección de VDVB, se recomien­
da para su aplicación la realiza­
ción de modificaciones aumen­
tando la concentración celular 
para el primer caso y el volumen 
de sangre cultivada para el segun­
do.

Una característica encontrada 
en los cultivos de células PMN de 
animales persistemente infecta­
dos es que difícilmente muestran 
reacciones intensas a la prueba de 
IP, hecho que se puede adjudicar 
a la baja concentración viral, pro­
pia de estos animales. Por lo an­
terior se recomienda que esta sea 
parte de un conjunto de técnicas 
orientadas a declarar a un animal 
PI. Otras técnicas recomendadas 
forman parte de otra entrega del 
presente reporte y son: ELISPOT 
y ELISA.
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