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RESUMEN

Se describe la detección inmunoquímica del virus de la
Diarrea Viral Bovina (V DVB)en cepas recuperadas de
casos clínicos del Hospital de Salud Animal de la Facul­
tad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
del Litoral- Santa Fe- Argentina.
Las mismas aisladas e identificadas por
inmunofluorescencia directa (IFD) se estudiaron por téc­
nicas inmunoquímicas (IO-IP) para confirmarlas y esta­
blecer una diferenciación de las mismas en genotipos 1
y 2. Sobre 54 muestras estudiadas, 43 fueron Positivas
en IFD, IO-IP Y 7 fueron recuperadas por esta última
técnica, habiendo sido Negativas en las otras. Todas co­
rrespondieron al genotipo 1 y ninguna al 2.

SUMMARV

This study describe the immunochemistry detection of the
bovine viral diarrhea virus (BVDV) recovered from c1inic
cases of the Faculty of Veterinary Sciences Hospital of
the National Litoral University-Santa Fe-ARGENTINA. The
strains recovered by habitual systems and identified by
direct immunofluorescence (DIF) were studied and
compared its performance with immunochemistry
techniques to ensure the confidence of them and to make
a distinction between genotypes 1 & 2. About 54 samples
studied 43 were Positive in IF IO-IP and 7 were recognized
by this method and not by the traditional one. AII the strains
belong to type 1 and none to type 2.

INTRODUCCiÓN

El virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) es un ARN de
simple cadena perteneciente a la Familia Flaviviridae,
responsable de enfermedad entérica y fallos
reproductivos en bovinos, el que pasando de madre a
feto puede causar abortos, terneros malformados e indi­
viduos que nacen persistentemente infectados (PI) que
eliminan continuamente grandes cantidades de virus
durante su vida, a través de secreciones nasales, lágri­
mas, orina, materia fecal, semen y leche (6). Presenta 2
genotipos: 1 - que comprende cepas clásicas y virus uti·
lizados en vacunas y 2 las que causan trombocitopenia
y enfermedad aguda (3). Así la identificación de los P.I. y
especialmente la de aquellas cepas que no presentan
efecto citopatogénico (NCP) se ha hecho por diferentes

métodos que incluyen la inmunofluorescencia (IF),
inmunoperoxidasa (IP) , enzimoinmunoensayo (ELlSA)
reacción en cadena de la polimerasa (PCR)(4 -1). El uso
de Anticuerpos monoclonales con epitopes conservados
en las pruebas de IP logra un alto nivel de sensibilidad
diagnóstica (2).

OBJETIVO

El objetivo ha estado aplicado a establecer comparacio­
nes entre técnicas, implementar una alternativa
diagnóstica y tipificar aislamientos.

MATERIALES V METODOS

En nuestro Laboratorio fueron estudiados 54 materiales,
provenientes de casos clínicos del Hospital de la Facul­
tad, habiendo aislado previamente 43 cepas del VDVB
desde fetos y animales de diferentes edades, en nuestro
Laboratorio entre los años 2000-2004 en cultivos celula­
res susceptibles (riñón, pulmón y testículo de feto bovino
y Línea celular establecida MDBK certificada libre del vi­
rus y cultivada para su crecimiento con suero
equino)(1 ).Las mismas fueron identificadas por IF, titula­
das por el método de Reed y Muench (8) a fin de estable­
cer la DICT 50%, usando controles de referencia interna­
cional (NADL-Singer, OS 1).Los restantes materiales (11­
once) correspondieron a casos Negativos para aislamien­
to luego de 3 pases consecutivos en células y de la tinción
por duplicado para IFD de cada pasaje.
Inmunofluorescencia directa: se detectó la acción viral
por IFD sobre las células infectadas con reactivos co­
merciales (VMRD-Cal. 210-61 BVD) por el método de
Coons y col.(7) consistente en la confección de improntas
de células infectadas, oreadas y fijadas por 10' con
acetona fría, luego de lo cual fueron teñidas con el conju­
gado, incubándoselas por 45' a 37º C, para finalmente
luego de varios lavados, observarlas en microscopio de
epifluorescencia.
I-Técnicas Inmunoquímicas sobre células:
Se procedió al estudio los materiales siguiendo las técni­
cas de IP-IO cedidas por el Ores. Donis,R y
Dubovi,E.J.(5)del Dpt. Of Veterinary and Biomedical
Sciences. University of Nebraska- Lincoln- USA- consis­
tentes en:
-Preparación de cultivos celulares susceptibles, prima­
rios de pulmón, riñón y testículo fetal de bovino y Línea
celular establecida MDBK, que se inocularon con las ce­
pas virales. Conjuntamente se trabajó con las Cepas de
Referencia mencionadas.
Se fijaron con acetona fría por 15' y se lavaron 4 veces
con Buffer de Lavado. Luego se adicionó antisuero
policlonal comercial (VMRD BDVB-Cal. 21 0-70)diluido en
Buffer de ligado y se incubaron por 90' a 37ºC. Luego de
3 lavados se incubaron nuevamente con HRP -rec-
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Protein G(Zymed-Cat 10/1223)pór 45' a 37ºC.
Luego de reiterados lavados, finalmente -se adicionó el
sustrato AEC y se esperó la revelación mediante apari­
ción de color, valorando la tinción sobre las células, en­
sayándose conjuntamente controles cada vez.
U-Ensayo con Anticuerpos monoclonales:
-Microtécnica- para detección de tipo 1 y tip02 del
VDVB(2): .
Se utilizaron Anticuerpos monoclonales Isotype Ig2a-Type
1 -cell line 157 y Type 2 para proteína E (gp53)cell line
BA 29 -(VMRD con sus respectivos slides controles Po­
sitivo y Negativo para cada tipo).
Los microcultivos se inocularon a partir de las células
mencionadas en suspensión, con las cepas aisladas y
de referencia incubándose por 5 días. Se fijaron las ca­
pas con acetona 70%, se dejaron secar y se les adicionó
a cada celda el anticuerpo monoclonal correspondiente
a cada tipo. Luego de incubación por 1 hora a 37ºC y 4
lavados se agregó HRPO- rec- protein G-Peroxidase
Conjugate- Zymed (cat.10-1223), incubándose nueva­
mente por 45'. Seguidamente se agregó sustrato AEC
por 25 'y finalizada la incubación final y el lavado, las
capas se escurrieron y observaron a ojo desnudo y en
microscopio invertido , indicando la coloración roja la .
positividad. Conjuntamente se procesaron Cepas de re­
ferencia que obraron como controles positivos y células
sin infectar como controles negativos.

RESULTADOS

• Sobre 54 materiales estudiados por todas las
técnicas(aislamiento, IFD, IP-IO) 43 de ellos resultaron
Positivos para el virus de la Diarrea Viral Bovina en Ais­
lamiento, IFD y 10-IP.
•• 7 materiales fueron Positivos en 10-IP habiendo sido
Negativos en las otras técnicas.
••• 4 Materiales fueron Negativos en todas las técnicas.
•••• Todos los materiales estudiados (50 materiales origi­
nales) correspondieron al genotipo 1 y ninguno al genotipo
2.

CONCLUSIONES

Las técnicas inmunoquímicas constituyen un método rá­
pido, reproducible, confiable y de realización sencilla en
cortos tiempos y costos accesibles, lo que permite in­
cluirlas en programas de control.
Algunos materiales resultaron Negativos en técnicas de
uso corriente y sensible como el aislamiento y la IF, lo

que proyecta el uso de la 10 como una alternativa dispo­
nible.
Ofrece la ventaja de que las células teñidas pueden eva­
luarse rápidamente por microscopía de inversión, no ha­
ciéndose necesarios equipos más costosos.
La preparación simultánea de gran número de
inoculaciones de materiales problema permite trabajos
seriados, con el consiguiente ahorro de tiempo y celeri­
dad en la emisión de resultados.
La coincidencia de las técnicas de rutina (Aislamiento­
IFD)y la nueva implementada(IO) fue del 80%.
El uso de anticuerpos monoclonales aventaja por su alta
especificidad -en la coloración por hacer fácilmente
distinguibles aún pocas células infectadas y pueden re­
conocer epitopes conservados en distintas cepas, hecho
que se ve realzado aún más cuando se trata de distinguir
el Tipo 1 del Tipo 2.
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