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ARTICULOS ORIGINALES

Deteccion de bovinos portadores e inmunotolerantes al
virus de la diarrea viral bovina en predios lecheros de la
Region Metropolitana de Chile*

M. CELEDON!, M.V, M.S.; J. CARB®NELL!, M.V_; L. IBARRA!, M.V, Mg. Bioest.; J. PIZARRO', B.Q., Dr. Cs.

'Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Casiila 2, Correo 15, Santiago, Chile.

SUMMARY

Identification of bovine viral diarrhoea virus in persistently infected immunotolerant cows
in herds of the Region Metropolitana, Chile

The presence of immunotolerant, persistently infected (YP) animals with bovine viral diarrhoea virus (BVDV)
was detected in several milking herds with abortions, repeat breeders, still births and poor growth rates, by the
virus isolation test and measurement of serum neutralising antibodies, in 2 blood samples from each animal.

Samples were taken 3 month apart.

Virus isolation was done by inoculation of the plasma and lymphocytes from peripheral blood in primary
bovine testicle cell culture. The isolates were identified, on the second serial passage, by the indirect
immunoperoxidase test. Cows were considered IPI when BVDV was isolated in the two blood samples and

serum title neutralising antibodies were <8.

BVDV wasisolated twice from 42 cows out of 238 (18% IPI). 22/34 herds had IPI animals (65%). There were
differences in the frequency of isolations {p>0.05) in age averages between IPI and non IPI cows.

It is concluded that isolations of BVDV were high and that there is a high frequency of IPI cows in dairy herds
from the Region Metropolitana in Chile, suspected of carrying P! animals.

Palabras claves: diarrea viral bovina, portadores inmunotolerantes.

Key words: Bovine viral diarrhoea virus, immunotolerant persistently infected.

INTRODUCCION

La diarrea viral bovina/enfermedad de las
mucosas (DVB/EM), provocada por un pestivirus
de la familia Flaviviridae, denominado virus dia-
rrea viral bovina (VDVB), se describe en Chile
desde el afio 1986 (Reinhardt y col., 1986).

Lafuente de contagio del VDVB se debe a las
secreciones y excreciones procedentes de anima-
les virémicos, asi como a los preparados bioldgi-

Aceptado: 16.01.1998.
* Trabajo financiado por el Departamento Técnico de
Investigacion de la Universidad de Chile. Proyecto A 3141,

cos e instrumentos contaminados con el virus uti-
lizados en los animales.

Al respecto, se destaca que la presencia de
bovinos portadores e inmunotolerantes (PIT) al
VDVB en un rebafio constituye la principal fuente
de diseminacidn del virus (Ames, 1986).

La condicién de PIT se adquiere cuando el
animal, en etapa de gestacidn, de menos de 120
dfas, sobrevive a la infeccién por el VDVB, si-
tuacion que conduce al nacimiento de un animal
portador y eliminador permanente del VDVB en
ausencia o con bajos titulos de anticuerpos para
este virus (McClurkin y col., 1984).

En un programa de control de la DVB/EM es
fundamental eliminar a los animales PIT del re-
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bano y la mejor forma de identificarlos es me-
diante la deteccién de la viremia persistente en
ausencia o bajos titulos de anticuerpos para el
VDVB. Como los animales no manifiestan una
sintomatologia clinica evidente sélo se sospecha
de su presencia cuando en el rebafio se observan
animales que presentan, ya sea retraso en el de-
sarrollo, bajos niveles de productividad, baja fer-
titidad, aborto, mortalidad perinatal o nacimien-
to. de crias con defectos congénitos (Bezek y
Mechor, 1992). No obstante lo anterior, el ani-
mal PIT estd expuesto a hacer un cuadro de EM,
de presentacion clinica caracteristica y que es 100
por ciento mortal. La EM ocurre sélo st se produ-
ce una mutacién del virus que el animal
persistentemente infectado porta —de bictipo no
citopético a citopdtico—, o cuando se sobreinfecta
COR una cepa exdgena citopatica (Ames, 1986).

En Chile no se ha buscado la existencia de
bovinos PIT al VDVB, pero se sospecha de su
presencia en [os rebaiios, debido a que existe una
alta prevalencia serolégica en bovinos de dife-
rentes regiones del pafs (Reinhardt y col., 1990;
Celedén y col., 1996, 1997a) y al aislamiento fre-
cuente del virus desde animales naturalmente in-
fectados (Reinhardt y col., 1986; Reinhardt, 1992;
Celeddn, 1993; Meléndez y Celedtdn, 1995;
Celeddn y col., 1997b; Galletti Vernazzani, 1997).

En este trabajo se implementa una técnica para
pesquisar bovinos PIT, sospechosos de estar en
esta condicién, através de la deteccidn de viremia
persistente y ausencia o bajos titulos de
anticuerpos para ¢! VDVB.

MATERIAL Y METODOS

La viremia persistente se pesquiss a través del
aislamiento viral (AV) desde 2 muestras de san-
gre tomadas, desde un mismo animal, con tres
meses de separacidn. La cuantificacion de
anticuerpos se efectud por prueba de seroneutra-
lizacién (SN} en muestras de suerc tomadas en
los mismos tiempos en que se tomd la muestra
para AV.

Muestras. Se seleccionaron 238 bovinos per-
tenecientes a 34 rebafios productores de leche de
diferentes predios de la Regién Metropolitana,
con antecedentes que hacfan sospechar de la pre-
sencia de animales PIT al VDVB en el predio.
De los animales seleccionados 124 correspondian
a vacas con antecedentes, ya sea de abortos, muer-
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tes perinatales, nacimiento de crias malformadas
yfo débiles, bajos niveles de produccién, “sindro-
me de vaca repetidora” o hijos de vacas con estos
antecedentes; 74 no tenfan antecedentes de
signologia clinica y en 40 animales se descono-
cian sus antecedentes.

De cada animal se tomdé una muestra de san-
gre que se recibid en dos tubos de extraccién {con
y sin anticoagulante), de donde se extrajeron plas-
ma, linfocitos y suero. En una segunda etapa, tres
meses después, se sangré a todos los animales
que resultaron virémicos en el primer muestreo.

Procesamiento de las muestras. El plasma y
fa capa flogistica se extrajeron partir de la mues-
tra de sangre obtenida con anticoagulante
(heparina), por centrifugacién a 1.000 x g. Las
células de la capa flogistica se suspendieron en 1
ml de solucidn “buffer” fosfato 0.01 M, pH 7.2,
se depositaron sobre una columna de 4 cm de
Ficoll-Hypaque (densidad 1.074) y se centrifu-
garon a 1.500 x g por 30 minutos, lograndose es-
tablecer una gradiente que permitié separar a los
linfocitos, los que se lavaron por tres veces en
PBS vy se suspendieron en (L5 ml de medio de
cultivo minimo esencial (MEM), adicionado de
10% de suero fetal bovino (SFB} y 10% de glice-
rina. Las muestras de linfocitos y de plasma se
conservaron a —/0° C hasta e] momento de ser
inoculadas en cultivos celulares.

De la muestra de sangre obtenida sin anti-
coagulante se extrajo el suero, el que se inactivé
por calentamiento a 56° C por 30 minutos y se
conservd a —20° C.

Aislamiento viral e identificacion de los aisla-
dos. Para el AV se emplearon cultivos primarios
de testiculo de bovino, en su cuarto pasaje, pro-
bados de estar libres de contaminacién por prue-
ba de inmunoperoxidasa indirecta (IPI) (JPEX-
BVDV, Central Veterinary Laboratory,
Weybridge}. De cada muestra se tomaron 300 ul
de plasma, los que se inocularon sobre una
monocapa de 400.000 células a 24 horas de ser
sembradas y cultivadas en MEM, adicionados de
un 10% de SFB, 100 ug de estreptomicina y 100
UI de penicilina. Después de un pericdo de
adsorcidn de 90 minutos a 25° C, se elimind el
inéculo, se lavé la monocapa con solucidn salina
A de Puck (Puck y col., 1961} y se adicionaron
300 ul de la suspensidn de linfocitos, incubdndose
por 20 horas a 37° C; posteriormente se adiciond
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MEM con antibidticos, sin SFB, y se mantuve a
37° C por 96 horas, haciéndose observaciones
diarias de la monocapa celular. Al final de este
periodo los cultivos celulares se congelaron y
descongelaron por tres veces consecutivas a modo
de lisar las células y liberar el posible virus mul-
tiplicado y de ubicacién intracitoplasmatica.

Para evidenciar la presencia del supuesto ais-
lado se aplicé la prueba de IPI sobre las células
infectadas; paraeilo, los lisados obtenidos del pri-
mer pasaje, en cultivos celulares. se inocularcn
sobre monocapas de células dispuestas en
microplacas de 96 pocillos, inoculdndose 6 poci-
llos por cada muestra con un volumen de 50 ul
por pocillo. Después de un periodo de adsorcidn
de 90 minutos a 25° C, se adicioné MEM cen
antibiéticos, sin SFB, y se incubd por 48 horas a
37° C; al final de este perfodo se eliminé el me-
dic de cultivo, se lavé la monocapa con PBS
0.01 M pH 7.6 y las células se fijaron con acetona
al 10% en PBS 0.01 M pH 7.6 por 5 minutos,
para aplicar sobre éstas la prueba de IPL En cada
microplaca se infectaron células con VDVB y se
dejaron células sin infectar a modo de control
positivo y negativo, respectivamente.

La prueba de IPI consistié en detectar la pre-
sencia de antigencs virales de ubicacidn
intracitoplasmdtica, a través del empleo de una
mezcla de 4 anticuerpos monoclonales, elabora-
dos en ratdn, dirigidos contra la proteina mayori-
taria del virion (gp 53). Después de sucesivos la-
vados y de la adicién de un conjugado de conejo
anti-ratén unido a peroxidasa de rdbano picante,
que actué sobre el sustrato diaminobencidina, se
observaron manchas de color marrén de ubica-
¢idn intracitoplasmadtica en las células infectadas
con el VDVB v con los aislados, identificdndose
a éstos como muestras positivas al VDVB y por
consigulente al animal virémico.

Identificacion y cuantificacidn de anticuerpos.
Para cada animal virémico se identificd y cuanti-
ficé la presencia de anticuerpos seroneutrali-
zantes, para lo cual diluciones del suero, desde
1:2 hasta 1:128, en voldmenes de 50 ul se en-
frentaron a iguales volimenes de una suspensidn
viral citopatogénica, cepa Singer, conteniendo
200 dosis infectante cultivo de tejido 50%

-(DICT30). Después de incubar 90 minutos a
25° C, a cada pocillo de la microplaca (donde se
efectud la mezcla suero virus), se adiciond un
volumen de 100 ul de una suspensién celular con

una concentracidn de 30.000 células por ml adi-
cionada de un 20% de SFB y antibiéticos. Para-
lelamente se controld la viabilidad y prolifera-
cion celular, la citotoxicidad del suero, el titulo
del virus y las DICT50. La microplaca se incubd
a 37° C por un periodo de 5 dias haciéndose ob-
servaciones microscopicas diarias. El titulo del
suero se expresd come el valor reciproco de la
dilucién de suero que es capaz de neutralizar el
efecto citopitico producido por 100 DICTS0 de
virus.

A los animales gue resultaron virémicos en un
primer muestreo se les tomd una segunda mues-
tra de sangre tres meses después y se procedié de
igual forma que en el primer muestreo. Se consi-
deré animal PIT al que en las dos muestras de
sangre se le detectd la presencia de virus y los
anticuerpos para ¢l VDVB se mantuvieron con
titufos <8.

RESULTADOS

De los 34 predios muestreados, en 22 se de-
tectaron bovinos PIT, lo que corresponde a una
prevalencia predial de un 65%. De los 238 bovi-
nos seleccionados en 97 se pude pesquisar el
VYDVB en un primer muestreo, to que correspon-
de a un 41% de positividad. Todos los sueros de
estos animales presentaron titulos de anticuerpos
neutralizantes menores que 8. En el segundo
muestreo sdlo se pudo ubicar a 59 animales, de
los 97 virémicos al primer muestreo. La diferen-
cia fue producto de muerte natural, sacrificio,
venta o traslado de animales.

Con las 59 muestras recuperadas en el segun-
do muestreo, en que 42 resultaron positivas al
aislamiento viral y con titulos de anticuerpos
seroneutralizantes menores que 8, se pudo esta-
blecer que existe un 18% de PIT al VDVEB en
predios sospechosos de poseer animales en esta
condicidn en la Regién Metropolitana (cuadro 1).

En base a los antecedentes clinicos, recopila-
dos en el momento de tomar la primera muestra,
se pude observar que de los 124 animales con
antecedentes de signos clinicos, 36 (29%) resul-
taron positivos al aislamiento viral y 88 (71%)
resultaron negativos; de los 74 animales con an-
tecedentes de ne mostrar signos clinicos de en-
fermedad 49 (66%) resultaron positivos al aisla-
miento v 25 (34%) negativos; y de los 40 anima-
fes en que se desconocian sus antecedentes clini-
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Cuadro 1

Prevalencias predial ¢ intrapredial de vacas portaderas ¢ inmunotolerantes al virus
de la diarrea viral bovina en predios lecheros de la Regién Metropolitana de Chile.

Prevalence of persistently infected cows with bovine viral diarrhea virus in dairy herds in the
Region Metropolitana of Chile.

Portadeores inmunotolerantes
Categorfa
Predial Intrapredial
N°® % N° %o
Positivos 22 65 42 18
Negativos 12 35 196 82
Total 34 100 238 100

cos, 12 (30%) resultaron positivos al aislamiento
viral v 28 (70%) fueron negativos (cuadro 2).

Referente a los resultados obtenidos en el se-
gundo muestreo, en que se sangraron 59 anima-
les que fueron virémicos al primer muestreo, en
el grupo en que se fenfan antecedentes clinicos
de enfermedad, 12 de 22 resultaron positivos al
aislamiento viral; en ¢l grupo con antecedentes
de no mostrar signos clinicos de enfermedad, 27
de 33 resultaron positives al aislamiento viral; y
en el grupo en que se desconocian sus anteceden-
tes clinicos 3 de 4 animales resultaron positivos
al aislamiento viral (cuadro 2).

Con respecto al signo clinico, en el grupo de
animales con antecedentes, el aborto fue el que
presenté mayor frecuencia (60 de 124 en el pri-
mer muesireo, con un 35% de positividad y 9 de
12 en el segundo muestreo con un 60% de
positividad).

No obstante lo anterior, la mayor cantidad de
bovinos con infeccién persistente se registré en
fos animales con antecedentes de no mostrar sig-
nos clinicos asociados a la enfermedad, encon-
trdndose diferencias significativas con los que
registraban algiin signo clinico (p < 0.03) (cua-
dro 2).

Segtin la distribucidn de los animales por sus
edades, la mayor frecuencia de muestras se obtu-
vo de animales de 3 a § afios, observdndose en
este rango la mayor positividad, en el primer y
segundo muestreo. Al comparar las edades pro-
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medios de los bovinos PIT con los no PIT no se
observaron diferencias significativas (p > 0.05)
{cuadro 3).

DISCUSION

En este estudio se adopté el procedimiento de
AV y cuantificacidn de anticuerpos por SN para
identificar PIT al VDVB, ya que estd descrito
como ¢l método mas adecuado y confiable (Bezek
y Mechor, 1992). Otro procedimiento consiste en
evaluar la respuesta de anticuerpos frente a una
vacunacién con el VDVB, pero esta medicidn es
poco confiable dado que algunos animales PIT
responden adecuadamente a la vacunacidn y al-
gunos animales inmunocompetentes pueden no
responder (Bolin, 1988). No obstante, Harnel y
col. (1995) cuestionan la prueba de AV como
método de diagndstico para la deteccidn del
VDVB, por la posibilidad de que el SFB y/o fas
células empleadas estén contaminados con el
VDVB. En este trabajo esta situacién fue supera-
da, puesto que los cultivos celulares empleados
fueron controlados repetidamente, a la vez que
se empled un SFB comercial certificado como
libre de VDVB y probado de estar en tal con-
dicidn.

La alta frecuencia de AV podria explicarse por
el método empleado, dado que de la muestra en
estudioc se intentd pesquisar el virus gue se en-
contraba libre en el plasma, asi como el asociado
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Cuadro 2

Aislamiento de virus diarrea viral bovina (VDVYB) de vacas lecheras de la Regién Metropolitana, en dos
muestreos segiin antecedentes de signes clinicos.

Isolation of the bovine viral diarthoea virus from dairy cows of Region Metropolitara, Chile

Aislamiento e identificacion de VDVB
Antecedentes
de signos Muestra 1 Muestra 2
clinicos
Positivos Negativos Total Positivos Negativos Total
Ne % N % N° % Ne % N° % N® %o
Aborto 21 33 39 65 60 100 9 &0 6 40 15 100
Vaca
repetidora 4 16 21 84 23 100G 0 0 0 0 0 100
Muerte
neonatal 4 31 9 69 13 100 2 67 1 33 3 100
Maiforma-
ciones 1 20 4 80 5 100 1 100 0 0 1 100
Feto
momificade 0 0 1 100 1 100 0 0 0 0 0 100
Mis de
1 signo 6 30 14 70 20 100 0 0 3 100 3 100
Sin
signos 49 66 25 34 74 100 27 82 6 18 33 100
Sin
registro 12 30 28 70 40 100 3 73 1 25 4 160
[ Total 97 43 141 59 238 100 42 71 17 29 39 100
Cuadro 3

Aislamiento del virus diarrea viral bavina (VDVB) de vacas lecheras de ia Regidén Metropolitana en dos
muestreos segiin edad.

Isolation of the bovine viral diarrthoea virus from dairy cows of Region Metropolitana, Chile, according to age.

Aislamiento ¢ identificacién de VDVB
Edad
(afios) Muestra 1 Muestra 2
Positivos Negativos Total Positivos Negativos Total

i N°© % N° Yo N % N° % N° % N® G
la2 7 12 15 68 22 100 5 100 0 ¢ 5 100
jag 64 47 71 53 135 100 31 72 12 28 43 100
>de? 8 44 10 56 i8 100 2 50 2 50 4 100
Desconocide 18 20 45 71 63 100 4 67 2 33 6 100
Total 07 41 141 59 238 100 42 71 17 29 59 100

129



M. CELEDON, I. CARBONELL, L. IBARRA, J. PIZARRO

a linfocitos, se estima que sélo el 4.4% de los
leucocitos sanguineos estan infectados con virus
{Boliny col., 1987); una vez efectuado un primer
pasaje del supuesto aislado, las células se lisaron
para rescatar el virus de ubicacidn intracelular;
se mantuvieron larges perfodos de incubacién
entre células (linfocitos con el cultivo celular) a
modo de facilitar el contacto entre ellas; y se usé
SFB desprovisto de anticuerpes para el VDVB
en el proceso de crecimiento y mantencidn de [os
cultivos celulares.

En este estudio se pesquisd una prevalencia
de PIT animal de 18% v predial de 65%, valor
que puede estar subestimado, por cuanto 38 de
97 animales virémicos en un primer muestreo no
pudieron ser diagnosticados en una segunda opor-
tunidad. Este valor parece elevado, ya que si bien
en la literatura no son frecuentes las mediciones
de prevalencia de PIT, se registran datos de un
1% en Dinamarca (Meyling y col., 1990), de un
1% a 5% de animales de algunos rebafics de
Australia (Littlejohns y Horner, 1990}, de un
9% (6/66) de rebaiios con un 1.7% (54/3.157) de
animales en Estados Unidos de Norteamérica
{Baker, 1987). Datos registrados de toros de un
centro de inseminacién artificial del Reino Uni-
do entregan valores de 0.78% (Howard y col.,
1990) y Waxweiler y col. (1992) en un estudio
de 5 afios en un centro de seleccidén de toros en
Bélgica no detectaron mds de un 1% de PIT. No
obstante estas bajas prevalencias detectadas, Bolin
y col. (1985) y Taylor y col. {1994} describen
valores tan altos como de un 27 y 28%, respecti-
vamente, en rebafios individuales.

La alta prevalencia de PIT detectada en este
estudio podria explicarse por el hecho de que el
76% de las muestras fueron tomadas de 28 pre-
dios de pequefios productores de una comuna de
la Regidn Metropolitana, en que no se disponia
de asistencia médico veterinaria, con malas con-
diciones sanitarias, gran intercambio de anima-
les entre predios, uso de monta natural con un
mismo toro en diferentes predios, y ademds en
estos predios la mayor parte del muestreo estuvo
orientada a bovinos que hacian sospechar de la
condicidn de ser PIT. Por el contrario, las mues-
tras tomadas desde 6 predios con asistencia mé-
dico veterinaria y con mejores condiciones de
manejo no eviderciaron la presencia de animales
PIT. Esta situacién, sumada a los datos de preva-
lencias antes mencionadas, hace suponer que la
frecuencia de PIT en un rebafio estd fuertemente
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influenciada por las condiciones de manejo, pues-
to que el surgimiento de PIT estd determinado
por la frecuencia con la cual las hembras son in-
fectadas al principio de la prefiez. Cabe destacar
que en los predios en que no se detectd la presen-
ciade animales virémicos, no se investigd la exis-
tencia de anticuerpos para ¢l VDVB, lo que im-
pide argumentar si la no deteccidn de PIT se de-
bid al azar o a predios libres de VDVB.

El hecho de haber detectado una mayor fre-
cuencia de animales PIT en el grupo sin antece-
dentes de haber mostrado signologfa que hiciera
sospechar de tal condicién, con respecto al grupo
de animales con antecedentes, puede ser cuestio-
nada pueste que el 100% de los PIT se obtuvie-
ron de los predios sin asistencia médice veterina-
ria, donde no se disponfa de fichas clinicas y sélo
se obtuvieron antecedentes apertados por la ob-
servacién y memoria de los duenos de los anima-
les. No obstante, la literatura sefiala que los ani-
males PIT en un rebafio no necesariamente ma-
nifiestan algin signo que los haga sospechosos
(Bolin, 1990; Brownlie, 1990; Shimizu, 1990;
Bezek v Mechor, 1992).

En este trabajo no se encontré diferencia entre
la edad promedio de fos bovinos PIT con los no
PIT, a pesar de que hubo ura mayor cantidad de
muestras tomadas desde animales de 2 a 8 afios y
en este grupo hubo una mayor {recuencia de po-
sitivos; al respecto es reconocido que la preva-
lencia de PIT decrece con la edad del rebafio
(Littlejohns y Horner, 1990),

Se concluye que la téenica implementada para
detectar animales PIT fue apropiada y que existe
una alta prevalencia animal y predial de anima-
les PIT en predios lecheros de pequefios produc-
tores de la Regién Metropolitana, sin asistencia
médico veterinaria, en qus se sospecha de poseer
animales en dicha condicidn, no encontrandose
animales PIT en predios de la misma regién con
asistencia médico veterinaria y mejores condicio-
nes sanitarias.

RESUMEN

Se implementd una técnica para detectar la
presencia de bovinos portadores e inmunotole-
rantes (PIT) al virus de la diarrea viral bovina
(VDVB), a ravés de la pesquisa de viremia per-
sistente y bajos tftulos de. anticuerpos, para el
VDVB, en dos muestras de sangre tomadas,
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desde un mismo animal, con tres meses de sepa-
racién.

La presencia de virus en la sangre se eviden-
cié a través del aislamiento viral (AV) —desde
muestras de plasma y linfocitos— en cultivos pri-
marios de testiculo bovino y la identificacién del
supuesto aislade se efectud por prueba de
inmunoperoxidasa indirecta (IPI) en el segundo
pasaje del indculo sobre las células. La deteccion
de anticuerpos séricos se realizé por prueba de
seroneutralizacion (SN), empleando la cepa
citopatogénica Singer det VDVB. Se considero
animal PIT al que evidenci presencia de virus
en las 2 muestras de sangre y mantuvo titulos de
anticuerpos menotes o iguales a 8.

De 238 bovinos muestreados en 42 se detectd
viremia persistente en ausencia o bajos titulos de
anticuerpos, considerandose una prevalencia de
18% de bovinos PIT, y de los 34 predios
muestreados en 22 se detectd la presencia de ani-
males PIT, considerdndose una prevalencia
predial de 65%.

Hubo diferencias significativas (p < 0.05) en-
tre los animales PIT con signologfa cifnica de
enfermedad y los que no registraban signos clini-
cos, presentandose mayor frecuencia de PIT en
los animales sin signos clinicos. No hubo dife-
rencias ( p > 0.05) entre las edades promedios de
los bovinos PIT con los no PIT.

Se concluye gue la técnica implementada
fue efectiva para diagnosticar bovinos PIT al
VDVB y que existe una alta prevalencia de PIT
al VDVB por animal y predial, en predios Jeche-
ros de la Regién Metropolitana sospechosos de
contener animales PIT.
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