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SUMMARY

BVDV is an important virus of cattle worldwide that induces to substantial economic losses in dairy farms.
The major source of infection are secretions and excretions of immunotolerant and persistent infected cattle.
That condition is adquired during the early gestational period.

The scope of this communication is to inform the use of an ELISA test to detect BVDV persistent infected
bovine using blood serum samples in cattle of 9 dairy farms from the Xth. Region of Chile.

The results indicated that 0.3% of the serum samples were positive to the ELISA test, and 33.3% of the

dairy herds with persistently infected animals.

It is concluded that this method diagnose persistently infected cattle, and is very easy to manipulate therefore,

is possible to test many animals in few hours.
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INTRODUCCION

Diarrea Viral Bovina (DVB) afecta al ganado
bovino y fue descrito por primera vez en Nueva
York (EE.UU.), como una gastroenteritis
acompaiada de diarrea suave, Ulceras en mucosa
oral y nasal, y abortos en hembras gestantes
(Olafson y col., 1946). Anos mas tarde se
describio la Enfermedad Mucosa (EM) en
ganado de carne y leche de diferentes edades en
Iowa y otros estados de EE.UU., donde también
se observaron lesiones ulcerativas a nivel de
mucosas y diarrea (Ramsay y Chivers, 1953).
Ambos cuadros se deben al mismo agente, el
virus Diarrea Viral Bovina (VDBYV),
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perteneciente al género Pestivirus de la familia
Flaviviridae (Baule, 2000).

La infeccion por VDVB se encuentra
ampliamente diseminada a través del mundo y
aunque la prevalencia de la infeccion varia entre
los diferentes estudios realizados en diversos
paises, ella tiende a ser endémica en la mayoria
de los paises con poblacion bovina importante,
de modo que el 60-80% del ganado presenta
anticuerpos frente al agente y entre el 1 al 2 %
esta persistentemente infectado (Houe, 1999). En
Chile, estudios de seroprevalencia indican
porcentajes que varian de 69.2% para la IX
Region a 77.8% en la X Region (Reinhardt y col.,
1990), y en la Region Metropolitana se informa
de prevalencias de 59.7% para el ganado de leche
(Celedon y col., 1996), y de 86% para el ganado
de carne (Palacios, 1996).
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El diagnostico definitivo de la enfermedad se
realiza tradicionalmente por el aislamiento e
identificacion del virus mediante su
multiplicacion en cultivos celulares, lo que
habitualmente no presenta mayores dificultades
(Dubovi, 1996); sin embargo, la presencia de
cepas no citopaticas (ncp) complica la situacion
y obliga a evidenciarlo mediante técnicas como
la inmunofluorescencia o la inmunoperoxidasa
(Bezek, 1995), lo que hace que el proceso sea
largo e impida un resultado rapido, requiriendo
de varios dias e incluso semanas para obtener un
resultado (Ruth, 1986).

La técnica de ELISA para la deteccion de
antigeno viral se basa en el método “sandwich”,
que combina la accién de un anticuerpo de
captura unido a una fase sdlida y de un
anticuerpo detector, marcado con un sistema
sefializador como es la peroxidasa, la sensibilidad
que presenta este método es equivalente a la del
aislamiento viral (OIE, 2000).

Por lo anteriormente planteado, la presente
comunicacion utiliza el método de ELISA-
antigeno para la deteccion de animales
persistentemente infectados en planteles lecheros
de la X* Region de Chile, a partir de muestras
de suero sanguineo, con el propoésito de evaluar
su uso para el control de esta importante
enfermedad en los rebafios de lecheria de Chile.

MATERIALY METODOS

Para la realizacion de este estudio se utilizo
un total de 9 planteles lecheros de la X* Region
de Chile, elegidos a partir de un trabajo previo
que abarcdé un total de 50 predios en los que se
realiz6 un estudio serolégico para conocer la
prevalencia predial de DVB. Los predios
seleccionados presentaban seroprevalencias que
fluctuaban entre 35 y 85%.

De los 9 planteles seleccionados se
recolectaron muestras de sangre a la totalidad de
animales negativos al primer muestreo serologico
y a todos aquellos mayores de 6 meses que no
hubiesen sido muestreados con anterioridad, con
el objeto de realizarles un nuevo analisis
serologico. Las muestras se colectaron en tubos
Venojet a partir de la vena yugular y fueron
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enviadas al Instituto de Microbiologia donde se
procesaron, de modo que se obtuvo el suero que
se almaceno6 en tubos Eppendorf a —30° C hasta
su utilizacion.

Se utilizo la técnica de ELISA tanto para el
analisis serologico como para el diagndstico de
antigeno de VDVB.

Para el analisis de anticuerpos se utilizo un
kit comercial contra VDVB (Chekit-BVD-
Sero*), cuyas microplacas se encuentran
sensibilizadas con antigeno, los pocillos pares
con un antigeno control y los impares con
antigeno VDVB inactivado.

Para el andlisis de antigeno se utilizé
igualmente un kit comercial (Chekit-BVD-virus-
IT*) el que detecta la glicoproteina estructural E™
del virus Diarrea Viral Bovina en muestras de
suero o plasma sanguineos.

Luego de las incubaciones y lavados
correspondientes se realizo la lectura de las
microplacas en un espectrofotometro Multiskan
MK II a una longitud de onda de 405 nm y que
interpreta la intensidad del color de la reaccion
provocada por el cromdgeno.

Para la interpretacion de los resultados se
realizé un calculo que consistio en el promedio
de la densidad optica de los duplicados de cada
suero problema, a las que se les resté el promedio
del control negativo. Este promedio corregido se
dividi6 por el promedio del control positivo
también corregido, ya que igualmente se le restd
el valor promedio del control negativo y el
resultado se multiplicd por 100 para obtener un
porcentaje, tal como se explica en la formula:

Valor porcentual = DO muestra — DO ctrl. Negativo 100
X
DO ctrl. positivo — Do ctrl.- negativo

En el caso de la prueba seroldgica, los valores
menores de 30% se consideraron negativos, los
que se encontraban entre 30 y 40% se
consideraron dudosos y todos aquellos mayores
de 40% resultaron positivos. Las muestras dudosas
se repitieron para clasificarlas finalmente como
positivas o negativas definitivas.

* Laboratorio Dr. Bomelli AG. Suiza



En el caso de la prueba de determinacion de
antigeno, los valores menores de 20% se
consideraron negativos, los que se encontraban
entre 20 y 30% eran dudosos y los mayores de
30% fueron positivos. Del mismo modo que en
la prueba serologica las muestras dudosas se
repitieron para clasificarlas definitivamente en
negativas o positivas.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los 9 planteles lecheros
seleccionados se analizé un total de 878 muestras
de sueros que correspondian a animales
negativos a pruebas seroldgicas anteriores y a los
que habian llegado a la edad de 6 meses, para
determinar aquellos negativos a los que se les
realizaria la prueba de ELISA—antigeno para
determinar los probables animales virémicos
persistentes (PI).

En el cuadro 1 se entregan los resultados
obtenidos tanto con el método de ELISA-anticuerpo
como con el método de ELISA-antigeno, este Gltimo
repetido en aquellos animales que resultaron
positivos a la primera prueba de antigeno luego
de un lapso no inferior a 3 semanas, a fin de
constatar la persistencia viral.

De las 878 muestras de suero analizadas
mediante la prueba de ELISA-anticuerpo,
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resultaron 543 positivas, los que representa un
61.8% del total analizado con prevalencias
prediales que fluctuaron entre 24% y 94% que
indican la alta presencia de la infeccion con el
VDVB en la mayoria de los planteles analizados.

En los 335 animales sin respuesta de
anticuerpos se procedié a la realizacion de la
prueba de ELISA-antigeno, con los resultados
que se entregan en el cuadro 1 y que indican que
en el primer muestreo 5 animales de diferentes
planteles resultaron positivos, esto es infectados
con el agente viral, lo que corresponde a 0.6%
del total de los animales muestreados y el 55.6%
de los planteles estudiados.

Para considerar un animal persitentemente
infectado debe repetirse la prueba de ELISA-
antigeno a lo menos con 3 semanas de diferencia,
situacidon que se efectud con todos aquellos
animales que resultaron positivos en el primer
muestreo y que correspondieron a 5, realizada
la segunda prueba so6lo 3 de ellos continuaban
positivos y por lo tanto eran animales PI
definitivos, en cambio los 2 restantes habrian
presentado una infeccion aguda transitoria en el
momento de la realizacion de la primera prueba
de ELISA-antigeno, situacion esperable en
nuestros planteles toda vez que en un estudio
realizado por Celedon y col. (1997), en 33
animales sospechosos de enfermedad clinica de

CUADRO 1. Resultados de pruebas de ELISA-anticuerpo y ELISA-antigeno por predio y muestras de
animales mayores de 6 meses negativos a examenes previos.
Results of ELISA-antibody and ELISA-antigen in herds and in samples of catle older than 6 month negative to prior

examination.
Predio  Muestra Animales Animales 1° Muestreo 2° Muestreo
total seropositivos Seronegativos ~ ELISA-Ag. Prtje. ELISA-Ag. Prtje.

1 144 76  52.8% 68  47.2% 1 0.7 1 0.7
2 98 92  93.9% 6 6.1% 1 1.0 1 1.0
3 185 93  50.3% 92 49.7% 0
4 53 24 453% 29 54.7% 0
5 63 51 81.0% 12 19.0% 1 1.6 0
6 117 99  84.6% 18 15.4% 1 0.9 1 0.9
7 80 19  23.8% 61 76.2% 0
8 60 33 55.0% 27  45.0% 0
9 78 56 71.8% 22 282% 1 1.3 0

Total 878 543 61.8% 335 38.2% 5 0.6 3 0.3
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BVD pudo aislar la cepa viral en 23 de ellos, lo
que indica la alta diseminacion de la enfermedad.
Con esos resultados la prevalencia a nivel de
toda la muestra analizada alcanzo s6lo a un 0.3%,
variando entre los predios positivos entre 0.7%
y 1% y la prevalencia predial fue de un 33.3%.

Los resultados obtenidos indican que la
presencia de animales PI son una fuente
importante en la diseminacion de la infeccion con
VDVB a nivel intrapredial, ya que en aquellos
planteles con presencia de dichos animales la
prevalencia de animales con anticuerpos fue
siempre superior al 50% como se puede observar
en el cuadro 1. Por otra parte, si bien el
porcentaje de prevalencia de animales PI,
considerando que la muestra total es baja (0.3%),
y menor de lo que describe la literatura
internacional consultada, donde se manifiesta
que esos valores fluctiian entre 0.5 y 2.0%
(Houe,1999) y los estudios realizados en paises
como Suecia, con un 1.3% (Alenius y col., 1986),
Dinamarca con un 1.4% (Houe y Meyling,
1991), en Alemania un 2.1% Frey y col., 1996),
Suiza con un 0.9% (Braun y col., 1998), y
Bélgica con un 0.8% (Schreiber y col., 1999),
se explica fundamentalmente por el hecho de que
este estudio formo parte de un proyecto que se
viene realizando desde hace 3 afios y que se han
estado eliminando animales PI en estos predios
con anterioridad, pero usando otros métodos de
diagnostico. Por otra parte, influye también la
alta proporcion de terneros que se remueven de
los planteles luego de su nacimiento (Riifenacht
y col., 2000), la tasa de mortalidad de los
terneros PI que alcanza al 50% durante el
primer aflo de vida (Baker, 1987) y por ultimo
el hecho de que esos animales sean removidos
del rebafio debido a su escaso rendimiento
(Riifenacht y col., 2000).

Este estudio permitié también el analisis de
la prevalencia de rebafios con animales P, la que
correspondio a un 33.3%. En relacion con este
resultado puede manifestarse que s6lo existen
algunos pocos estudios al respecto en la literatura
internacional, es asi como en Dinamarca
informan de 10 rebafios de 19, lo que
corresponde a un 53%, en EE.UU., en 3 de 20
rebafios (15%), en Alemania, 149 rebafios de 329
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con un 45% y por ultimo Australia que informa
7 rebaiios de entre 21, lo que representa un 33%
(Houe y Meyling, 1991; Houe y col., 1995; Frey
y col., 1996; Bock y col., 1997). Del mismo
modo, Bitsch y Ronsholt (1995), en Dinamarca,
al estudiar la enfermedad en estanques de leche
de 16.113 rebafios lecheros estimaron que el 39%
de los planteles tendrian animales PI. Esos
resultados coinciden en general con los nuestros
y reafirman la necesidad de la busqueda de estos
animales que eliminan el agente en forma
continua y en gran intensidad.

Los resultados obtenidos permitieron concluir
que el ELISA-antigeno utilizado en este estudio
identifica individuos PI en una cantidad grande
de animales, lo que indica que pueden realizarse
analisis en poblaciones ganaderas de tamafo
importante en forma rapida y sencilla, de manera
que se podria implementar un sistema de control
de la enfermedad a nivel predial con evidentes
ventajas sobre otros métodos mas engorrosos
como el cultivo, aislamiento e identificacion del
virus en cultivos de células.

RESUMEN

El virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)
es un agente infeccioso importante del ganado
bovino y estd distribuido ampliamente en el
mundo, produciendo pérdidas econdmicas
sustanciales en la produccion pecuaria.

La principal fuente de contagio de los
animales susceptibles esta en las secreciones y
excreciones de los animales infectados
persistentes e inmunotolerantes (PI), condicion
que se produce en la etapa gestacional,
especificamente antes de los 120 dias de prefiez,
periodo en que el sistema inmune del embrion
atn no se desarrolla adecuadamente.

El propdsito de este estudio fue aplicar la
utilizacion de un método inmunoenzimatico
(ELISA-antigeno) para detectar la presencia de
animales PI en planteles lecheros de la X* Region
de Chile, a partir de muestras de suero sanguineo.
Para ello se examinaron 335 sueros de bovinos
provenientes de 9 predios.

Los resultados obtenidos indican que el
33.3% de los planteles analizados presentaron



algin animal PI y que a nivel de prevalencia
intrapredial, ella vari6 entre 0.7 y 1.0%.

Se concluy6 que el método utilizado permite
detectar animales PI en forma rapida y sencilla,
pudiendo utilizarse en gran cantidad de muestras.
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