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“Si me das fortuna,
no me quites la razon.
Si me das éxito,
No me quites la humildad.
Si me das humildad,
no me quites la dignidad.
Enséifiame a querer a la gente como a mi mismo.
A no juzgarme como los demas.
No me dejes caer en el orgullo si triunfo.
Ni en la desesperacion si fracaso.”
Mahatma Gandhi
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RESUMEN

VALENCIA MORALES, EDNA VIANEY. Deteccion del Virus de Diarrea Viral
Bovina por inmunohistoquimica y ELISA de captura de antigeno en animales
persistentemente infectados (bajo la direccibn de Dra. Elizabeth Morales
Salinas, MVZ EAPV Félix D. Sanchez Godoy y MVZ MPA Frida Salmeron
Sosa).

Se realiz6 un estudio con 80 becerras Holstein de hasta tres meses de edad,
cuyo objetivo fue comparar el numero de animales detectados como
persistentemente infectados (PI) con el Virus de Diarrea Viral Bovina, mediante
la prueba de ELISA de captura de antigeno con un punto de corte de 0.300 y el
método de inmunohistoquimica (IHQ) Estreptoavidina-biotina-peroxidasa en
biopsias de piel de oreja, utilizando un anticuerpo monoclonal (gp53/E2)
desarrollado en raton. Con la ELISA de captura de antigeno no fue posible
identificar animales positivos al VDVB; sin embargo, se detectaron antigenos
del VDVB en el 15% (12 casos) de las biopsias evaluadas por
inmunohistoquimica. Los sitios en donde la inmunopositividad se encontré con
mayor frecuencia fueron células mononucleares de la dermis, células epiteliales
de la epidermis y foliculos pilosos. Los resultados obtenidos se analizaron por
la prueba de Xi* de homogeneidad encontrandose diferencia significativa de
que la capacidad para detectar animales Pl mediante la técnica de ELISA de
captura de antigeno y la IHQ es diferente. Se concluye que la IHQ es un
método de diagnéstico eficaz, Gtil en la deteccion temprana de animales PlI,
siendo mas sensible que la ELISA, por lo que su identificacion permite la
eliminacién oportuna de dichos animales, reduciendo las pérdidas econdémicas,
la diseminacién del virus en el hato y el desarrollo de generaciones completas

de animales PI.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) es un virus ARN y se encuentra
clasificado dentro de la familia Flaviviridae y el género Pestivirus. EI VDVB
tiene una distribucion mundial y la infeccion en el ganado es comun, lo cual
gueda de manifiesto por el gran nimero de animales seropositivos en la
poblacién bovina.'? La diarrea viral como se describié por primera vez en
Nueva York en 1946 por Olafson y colaboradores, es una enfermedad aguda,
altamente contagiosa que es raramente fatal y que se caracteriza por fiebre,
diarrea, lesiones en las mucosas y leucopenia. La enfermedad y el agente
fueron nombrados Diarrea Viral Bovina (DVB) y virus de la diarrea viral bovina
(VDVB) respectivamente.?** El virus fue subsecuentemente asociado con una
enfermedad entérica a la cual se denomin6 como enfermedad de las mucosas
(EM), ésta era altamente fatal y ocurria esporadicamente, el cuadro clinico
consistia en fiebre, descarga nasal mucosa, anorexia, diarrea constante o
intermitente que frecuentemente contenia sangre, asi como erosiones y Ulceras
en el tracto gastrointestinal, deshidratacion rapida y muerte. La EM se describid
en Estados Unidos como una enfermedad con alta morbilidad (2-50%), y casi
siempre fatal.>®’ Los aislamientos iniciales del VDVB no producian efecto
citopatico en cultivo celular, mientras que un aislamiento de EM producia efecto
citopatico. Esta caracteristica de efecto citopatico o no citopatico se conoce
como el biotipo del virus. Actualmente se ha establecido que la enfermedad de
las mucosas ocurre so6lo cuando los bovinos han nacido inmunotolerantes y
persistentemente infectados con un virus no citopatico y sufren de una

superinfeccién con un virus citopatico. >®



La respuesta clinica a la infeccion depende de factores tales como estado
inmunoldgico, si el animal es inmunocompetente o inmunotolerante, la prefiez,
la edad gestacional del feto y el estrés asociado a factores del medio ambiente.
Asimismo se han descrito diferencias en la virulencia entre aislamientos no
citopaticos de VDVB. Existen dos grupos de VDVB que se han reconocido con
base a su genotipo y se han designado como VDVB 1a, 1b y VDVB 2. El grupo
1 de VDVB contiene virus que se usa para la produccion de vacunas, pruebas
de diagndstico e investigacion, mientras que el grupo 2 representa aislamientos
a partir de sueros fetales, animales persistentemente infectados (Pl) becerros
nacidos de madres vacunadas contra el VDVB, y ganado que ha muerto por

una forma aguda de infeccién denominada sindrome hemorragico.®*2°

1.2 Clasificacion y caracteristicas del virus

El VDVB se confirmé como una nueva entidad viral distinta de la peste bovina y
de otros virus exoticos. EI VDVB junto con el virus de la fiebre porcina clasica y
el virus de la enfermedad de la frontera en ovinos fueron clasificados dentro del
género de los Pestivirus nombre dado por Horzinek?. Para esa época, los
Pestivirus eran considerados como agentes diferentes a los Togavirus, los
cuales no eran transmitidos por artropodos. Posteriormente los Pestivirus se
separaron de los Togavirus por la secuencia de nucléotidos de su ARN
genémico, descrita por Meyers, Collett y colaboradores en 1988.* A partir de
entonces, la incertidumbre taxonomica que existia para la clasificaciéon del
VDVB vy los Pestivirus de las ovejas y cerdos dentro de los Togaviridae o
Flaviviridae quedo resuelta, siendo la clasificacion definitiva Pestivirus como un

género dentro de la familia Flaviviridae.?*% 10



Los pestivirus bovino, ovino y porcino se encuentran cercanamente
relacionados, infectan y se replican alternadamente en cualquiera de estas
especies, aunque con eficiencia regular. Los viriones son morfolégica y
fisicoquimicamente similares. EI genoma ARN es virtualmente del mismo
tamafio y los polipéptidos estructurales y no estructurales son muy similares,
por lo que se presenta actividad antigénica cruzada.*"*%*

El VDVB se replica eficientemente sélo en células derivadas de artiodactilos lo
que refleja el rango de hospederos in vivo para este agente. La replicacion
Optima tiene lugar en células de bovino, ovino o caprino, mientras que la
replicacion en células de cerdo es menos eficiente. El virus se adapta con
dificultad a la replicacion en células de conejo y es la Unica especie de
laboratorio que sirve como hospedero para el virus.*’

Cuando el VDVB se pone en contacto con una célula hospedera susceptible,
se inician una serie de pasos que resultan en la produccion de viriones, esto se
denomina ciclo de replicacion productiva y se realiza completamente en el
citoplasma de la célula. El pico de liberacion de viriones ocurre entre las 12 y
14 horas después de iniciada la infeccidn, cada célula infectada libera de 100 a
1000 viriones.*

El genoma estandar del VDVB esta constituido por 12,500 nucléotidos (los

virus CP son una excepcion). La composicion de las bases es 32% A, 22% T,

26% Gy 20% C. #1011



Los viriones tienen una constitucibn compleja que consta de una envoltura y
una nucleocapside, son esféricos a pleomdérficos y miden 40-60 nm de
diametro. La nucleocapside es redonda y exhibe simetria poliédrica.*

El virion del VDVB consiste en una estructura central que contiene ARN y la
proteina de capside pl4/C, rodeada por una membrana lipidica con dos
glicoproteinas ancladas en ella gp25/E1 y gp53/E2. En los viriones se
encuentra una tercera glicoproteina débilmente unida a la envoltura por
interacciones no caracterizadas (gp48/EQ). La funcion de las proteinas y lipidos
que rodean la molécula de ARN es tomar el genoma viral en el citosol de
células infectadas y colocarlo en el citosol de las células blanco no infectadas.
Las proteinas estructurales se requieren para realizar dos trabajos
aparentemente opuestos; estos son ensamblar viriones, envolver el ARN,
liberacion de viriones y adhesion. La estructura central esta constituida por una
molécula simple de ARN cubierta por la nucleocapside (proteina pl4/C).
Existen tres glicoproteinas que parecen estar asociadas con la envoltura del
virion en diferentes estados de maduracion: gp48/E2, gp25/E1 y gp53/E2. El
VDVB no citopatico (NCP) se encuentra presente en mas del 90% de las
infecciones en el ganado, debido a esto se considera a este biotipo como el
VDVB estandar. El VDVB que se aisla de los casos de enfermedad de las
mucosas ocasiona efectos citopaticos (CP) en cultivos celulares y se denomina

como VDVB-CP. Este tipo de virus cuenta con variaciones gendmicas.*%*3

1.3 INFECCIONES CON EL VDVB EN ANIMALES

INMUNOCOMPETENTES NO PRENADOS

En el pasado, se habia dado poca importancia a las infecciones con el VDVB

como causantes de enfermedad clinica en el ganado. La infeccion con el VDVB



se ha enfocado principalmente en las consecuencias de la infeccidén
transplacentaria, particularmente en aquella que resulta en el nacimiento de
becerros inmunotolerantes y persistentemente infectados (PIl) y el papel que
estos animales desempefian en la patogenia de la enfermedad de las mucosas.
Para la mayoria, el VDVB ha sido considerado como un causante Unicamente
de enfermedad subclinica y de pocos signos clinicos en los animales
inmunocompetentes. Cuando la infeccion resulta en un cuadro clinico
moderado se le denomina Diarrea Viral Bovina. En afios recientes (1995) se ha
reconocido otra forma de infeccidon aguda en bovinos inmunocompetentes y se
conoce como sindrome hemorragico.>341°

Los hallazgos presentes en infecciones por el VDVB en animales
inmunocompetentes no prefiados y  prefiados, asi como los defectos

congénitos mas comunes presentes en los becerros se resumen en los cuadros

1,2 y 3 respectivamente.®

1.4 INFECCIONES CON EL VDVB EN ANIMALES
INMUNOTOLERANTES

1.4.1 INFECCION PERSISTENTE

La infeccion con el VDVB NCP en etapas tempranas del desarrollo fetal, antes
de que se complete la maduracién del sistema inmune fetal (150 a 200 dias de
gestacidon) puede traer como consecuencia animales inmunotolerantes al virus.
La inmunotolerancia e infeccion persistente con el VDVB ocurre Gnicamente
cuando el animal se infecta con un virus no citopatico antes del dia 125 de
gestacion. Los animales persistentemente infectados eliminan continuamente
grandes cantidades de virus aun cuando estén clinicamente sanos, estos

animales son inmunocompetentes con respecto a otros agentes.'®° La



inmunotolerancia es especifica a la cadena del virus no citopatico infectante por
lo que los animales Pl son capaces de desarrollar una respuesta inmune a
cadenas heterdlogas del VDVB y pueden ser seropositivos. Los becerros Pl
gue ingieren calostro pueden presentar anticuerpos contra el VDVB que llegan
a interferir con la habilidad para aislar al virus. Los anticuerpos contra VDVB en
animales Pl disminuyen mas rapidamente en comparacion con los animales
inmunocompetentes. La prevalencia de la infeccion persistente en los hatos
bovinos es baja. Se ha estimado que uno de cada 100 a 1000 becerros es PI.
Los becerros Pl son la fuente de infeccion mas importante para la diseminacion
del virus. Si las hembras alcanzan la edad reproductiva, su descendencia sera
de animales PI, por lo que se pueden generar familias completas
persistentemente infectadas. Estos animales tienen una tasa de mortalidad del
50% durante el primer afilo de vida. Los becerros pueden tener un menor
tamafio al nacimiento y una pobre tasa de crecimiento por lo que son
eliminados del hato. La presencia de este tipo de animales sugiere un problema
de infeccidn persistente. No todos los becerros Pl se encuentran tan afectados
por lo que alcanzan la edad reproductiva y llegan a rastro.}>42°

Los animales Pl se encuentran en riesgo de presentar enfermedad de las
mucosas (EM) si sufren una superinfeccion con un virus citopatico.

Bielefeldt® realizé estudios en animales PI clinicamente sanos que habifan sido
infectados de manera natural o experimental para describir las lesiones
histologicas encontradas. Los hallazgos histomorfolégicos consistian en
glomerulonefritis intersticial no supurativa, hepatitis periportal no supurativa,

hiperplasia del tejido linfoide peribronquial y bronquiolar, necrosis multifocal en



el epitelio de la lengua y eséfago, acompafiada por infiltrado por
mononucleares en la submucosa.*>?’

En animales con retraso del crecimiento evidente, se observaron lesiones
macro y microscopicas. Los belfos, nariz y espacios interdigitales presentaban
Ulceras y erosiones. Microscopicamente los cambios se caracterizaron por
infiltrado  subepitelial ligero por mononucleares hasta hiperqueratosis
paraqueratésica marcada. Cambios similares se pueden apreciar en el epitelio
queratinizado del eséfago, rumen, reticulo y omaso. A pesar de la ausencia de
manifestaciones clinico-patologicas, el antigeno viral se distribuye a una gran

cantidad de tejidos. La localizacion del antigeno del VDVB en los diferentes

tejidos se resume en el cuadro 4.
1.4.2 ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS (EM)

La enfermedad de las mucosas ocurre cuando animales que son
inmunotolerantes y Pl con una cadena no citopatica de VDVB sufren una
superinfeccién con un virus citopéatico que presenta una gran homologia con el
virus persistente infectante. Debido a esto no cualquier combinacién de virus
citopatico y no citopatico da como resultado enfermedad de las mucosas. El
origen del virus citopatico puede ser externo, sin embargo, con mayor
frecuencia la cadena no citopatica se vuelve citopatica mediante rearreglo
molecular.”***°

La EM existe en mas de una forma clinica, se describe una forma aguda con
mortalidad del 100% y una forma crénica que también se asocia con gran
namero de casos fatales después de un curso prolongado. Las diferencias en

la relacion entre el virus citopatico y no citopatico pueden ser responsables de

la variacion en la respuesta clinica. Por otra parte se puede presentar una



enfermedad subclinica y ocurrir la seroconversion cuando el virus
superinfectante es heterélogo. En medio de estos dos extremos, con base en la
relacion existente entre ambos virus se pueden reconocer entidades como EM
cronica y posiblemente una EM a partir de la cual la recuperacion es

pOSib|e 1,3,9,13-15,27

1.4.2.1 Enfermedad de las mucosas aguda

La enfermedad de las mucosas es una forma esporadica de infeccidon por
VDVB y generalmente involucra animales entre los 6 meses y 2 afios de edad.
Usualmente menos del 5% del hato se encuentra afectado, pero la mortalidad
es del 100%. Cuando un brote de enfermedad de las mucosas ocurre en un
hato, frecuentemente los animales afectados se encuentran agrupados por
edades y son todos becerros Pl con la misma cadena de virus no citopatico. Es
posible por lo tanto, que cuando un virus citopatico aparece en un becerro Pl
este lo disemine a otros becerros Pl y subsecuentemente se produzca la EM.
Los signos clinicos descritos para este tipo de presentacion incluyen fiebre
(40.5 a 41°C), depresion, debilidad, anorexia, taquicardia y taquipnea. A
medida que la enfermedad progresa se presenta emaciacion y deshidratacion
con acidosis. En hatos lecheros, la produccién lactea disminuye. El curso de
esta enfermedad oscila entre 2 a 3 dias hasta 2 a 3 semanas ocasionando la
muerte del animal.***%%’

Al examinar la cavidad oral se aprecian Ulceras y erosiones en la gingiva,
lengua, paladar blando y duro y comisuras labiales. Las lesiones pueden
coalescer y formar grandes areas de necrosis de la mucosa y ulceras en
cavidad oral, cavidad nasal y narinas. Las lesiones erosivas se pueden

desarrollar en las narinas o en la cavidad nasal y se han observado lesiones
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similares en la vulva y pezones. Las lesiones orales acompafiadas de ptialismo
se encuentran en un 75 a 80% de los casos. La descarga nasal mucopurulenta
estd acompafiada de lagrimeo excesivo y edema de la cérnea. La diarrea
profusa se presenta generalmente 2 a 3 dias después de iniciados los signos
clinicos. En casos hiperagudos, la muerte ocurre antes de que se presente la
diarrea. Las heces son fétidas y pueden contener cantidades variables de
sangre fresca o coagulos y cilindros intestinales de fibrina. Se puede presentar
dificultad para defecar, los movimientos ruminales disminuyen y se llega a
observar timpanismo. ***>2

La leucopenia severa ocurre desde las etapas tempranas de la enfermedad,
también se puede observar neutropenia, linfopenia y trombocitopenia. Las

infecciones bacterianas secundarias son comunes. 3141527

1.4.2.2 Enfermedad de las mucosas cronica

Un cierto porcentaje de bovinos que desarrolla enfermedad de las mucosas no
muere en el tiempo esperado y presenta un cuadro cronico. A este cuadro se le
ha dado el nombre diarrea viral bovina crénica, pero EM crénica es un nombre
mas descriptivo y adecuado con respecto a la patogenia. Al igual que en la EM
aguda, se han demostrado ambos biotipos. La enfermedad crénica se
caracteriza por inapetencia, pérdida de peso y emaciacion progresiva. La
diarrea puede ser progresiva o intermitente y se observa distensién abdominal.
Las descargas nasal y ocular se observan frecuentemente, asi como areas de
alopecia e hiperqueratinizacion en el area del cuello. Las lesiones erosivas se
encuentran en boca, region perianal, prepucio, vulva, alrededor de las pezufias,
espacios interdigitales y talones. La falta de cicatrizacion de las heridas es un

hallazgo importante en los casos cronicos de EM. Se puede desarrollar cojera
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debido a laminitis, necrosis interdigital y deformidad de las pezufas, las
infecciones bacterianas secundarias son comunes. En el laboratorio clinico se
observa pancitopenia, caracterizada por anemia, leucopenia, neutropenia y
linfopenia. EI ganado con enfermedad de las mucosas cronica llega a sobrevivir

hasta 18 meses y finalmente muere por debilidad severa.***>*’

1.4.2.3 Enfermedad de las mucosas con recuperacion

Existen estudios recientes de becerros persistentemente infectados que
mostraron signologia transitoria de EM después de la cual se recuperaron y
permanecieron sanos hasta su sacrificio. Estos estudios son interesantes y se
requiere de mayor investigacion y realizacion de ensayos experimentales para
definir esta forma de EM.

El tratamiento de cualquier forma de EM no ofrece ninguna garantia; aun
cuando la recuperacidon es posible, estos animales permaneceran Pl de por
vida y pueden ser identificados y eliminados del hato. Ain cuando hay informes
de farmacos inmunomoduladores usados en el tratamiento, es poco probable
que estos farmacos puedan tener algun efecto a largo plazo y los animales
permaneceran Pl. El diagnéstico de enfermedad de las mucosas debe ser
confirmado y los animales afectados deben ser removidos lo mas pronto

posible del hato.****

1.5 HISTOPATOLOGIA DE LA EM

A pesar de las variaciones en la apariencia patoldégica macroscopica, la imagen
histolégica en cada 6rgano o sistema es uniforme, con algunas variaciones
atribuibles a la intensidad y progresion de las lesiones y tal vez modificadas por

alteraciones secundarias.
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Epitelio queratinizado. Los cambios iniciales en el epitelio queratinizado

(piel, hocico, tracto alimentario alto, rumen, reticulo y omaso) consisten en
inflamacioén perivascular no supurativa. Se presenta engrosamiento de la
epidermis, a lo largo del epitelio basal, Io que presenta un aspecto que semeja
papilas. El tejido puede estar hiperémico, con hemorragias por diapédesis. La
degeneracion del epitelio y necrosis eosinofilica de algunas células en el
estrato espinoso parece constituir el cambio inicial, el cual progresa a una
necrosis celular diseminada con separacion de las uniones intercelulares. Al
mismo tiempo, se presenta exocitosis, sin relacién aparente con las células
necroticas, pero tal vez dirigida hacia células inaparentemente modificadas por
la infeccién viral. A medida que esto progresa, los focos bien delimitados con
apariencia reticular surgen en el estrato espinoso y pueden permanecer
cubiertas por un estrato corneo intacto. De cualquier manera, eventualmente
esta capa también pierde su integridad y se forman erosiones y Ulceras. La
capa basal permanece intacta mientras que los cambios antes mencionados
progresan, pero pueden ocurrir cambios metaplasicos. Las células basales se
vuelven escamosas pero si no hay ulceraciéon y no se presentan infecciones
bacterianas secundarias, la capa permanecerd intacta. En otras areas,
principalmente en la piel del cuello y hombros, los cambios pueden ser
predominantemente paraqueratosicos, con la formacion de “masas
queratinoides” de 50 a 100 capas de células de grosor, entremezcladas con
cantidades variables de detritus celulares, queratina e infiltrado por
mononucleares. Los foliculos pilosos y glandulas sudoriparas parecen estar
involucrados solo relativamente en procesos tardios, con infiltrado periglandular

y perifolicular por mononucleares y posteriormente cambios degenerativos y
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necroticos de los foliculos. Se supone que en esta etapa se desarrolla la
hipotricosis y alopecia.*®*°26:2730
Intestino y abomaso. Los cambios patoldgicos en el abomaso e intestino

son principalmente atrofia y fusion de vellosidades, asi como necrosis del
epitelio de las criptas. Los detritus celulares y moco se acumulan en la luz de la
cripta ocluyéndola y dilatandola ocasionando aplanamiento del epitelio y
pérdida de las microvellosidades. Especialmente sobre las placas de Peyer,
estos cambios progresan a un estado de atrofia completa de criptas y
vellosidades, dejando un epitelio plano cubriendo la lamina propia fibrética casi
con tejido acelular. Aun cuando esas areas parecen propensas a ulcerarse, no
significa que la necrosis descrita macroscopicamente en la mayoria de los
casos corresponda a areas con metaplasia o atrofia epitelial completa. En
algunos casos o en algunas areas del intestino, la metaplasia de las células
caliciformes puede ser el principal cambio de las criptas y es acompafiada por
excesiva produccion y acumulacién de moco. La lesidn principal de la lamina
propia consiste en infiltrado masivo por mononucleares, principalmente
macrofagos. Otros cambios incluyen edema en las capas subepiteliales,
hiperemia y diapédesis.***2627

Organos linfoides. En tejido linfoide (timo, bazo, linfonodos y placas de

Peyer) de animales PI clinicamente sanos no ocurren cambios morfolégicos
significativos, o son muy ligeros a pesar de la amplia distribucion del virus en
las células. Los cambios que pueden ocurrir son atrofia del timo y reactividad
de los linfonodos y esto en becerros débiles con retraso en el crecimiento,
como consecuencia de infecciones transitorias y estrés mas que como un

antecedente de infecciones secundarias.
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En casos agudos de corta duracion (1-4 dias), la estructura general del timo se
mantiene, pero la corteza se aprecia reducida, debido a la presencia de
cuerpos apoptdsicos o timocitos necroticos, se observan células epiteliales
prominentes y macrofagos activados. Por microscopia electrénica se ha
determinado que los cambios degenerativos son aparentemente en las células
epiteliales, en particular en la zona cortical.

En casos subagudos a cronicos de EM, el timo se caracteriza por una pérdida
progresiva de la organizacion, la corteza puede permanecer como una delgada
capa de epitelio colapsado, rodeada por tejido fibro-reticular con corpusculos
de Hassall prominentes. Algunos linfocitos permanecen de manera aislada y
hay infiltracion grasa abundante, sobretodo en animales viejos.

Las placas de Peyer también presentan atrofia linfoide severa durante las fases
hiperaguda, aguda y en casos cronicos. Los cambios observados en linfonodos
regionales y mesentéricos varian considerablemente entre animales vy
comprenden atrofia linfoide de la zona subsinusoidal periférica y cambios
atroficos en foliculos primarios y secundarios.

La médula se encuentra ligera o moderadamente expandida, debido al
resultado de la reaccion de los sinusoides, la cual se caracteriza por
acumulacion de linfocitos, monocitos y macrofagos activados.

Los cambios observados en los linfonodos peribronquiales y retrofaringeos
generalmente se asocian con reacciones a infecciones respiratorias
bacterianas secundarias.

En el bazo se presenta atrofia linfoide periarteriolar y cambios similares a los

descritos en linfonodo aunque generalmente menos graves.!31%26:27:30
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1.6 FUENTES DE INFECCION Y METODOS DE TRANSMISION

Fuentes de infeccion

Los animales PI se consideran como la fuente de infeccibn mas importante de
VDVB, la cantidad de virus en estos animales es extremadamente alta. En
muestras de suero diluidas hasta 10 se siguen detectando particulas virales al
realizar el aislamiento. Los animales PI eliminan grandes cantidades de virus
continuamente en descargas nasales, saliva, semen, orina, heces, lagrimas y
leche. En semen de toros Pl se ha detectado virus en diluciones de hasta 10
El ganado con infeccién aguda también constituye una fuente de infeccién. En
una infeccidn aguda, el virus se excreta generalmente a partir del dia 4 y hasta
el dia 10, pero puede ser excretado por un periodo mas largo de tiempo. Los
animales con infeccion aguda también eliminan virus en la mayoria de sus
secreciones y excreciones, sin embargo, la cantidad de virus es mucho menor
comparada con la secretada por los PI.

Ademas del ganado, el VDVB ha sido aislado a partir de muchos otros
rumiantes incluyendo borregos y cabras, asi como en cerdos, por lo tanto se

consideran también una fuente potencial de infeccion.>#6131516

1.7 Métodos de transmision

Los métodos de transmision pueden ser clasificados en verticales y
horizontales. La transmision vertical es de una generacion a la siguiente. Por lo
tanto, se puede decir que todos los animales Pl son producidos por transmisiéon
vertical; pero, en la mayoria de los casos la transmision vertical es precedida
por transmision horizontal a la hembra, durante la infeccidon aguda siguiente, el

virus cruza la placenta e infecta al feto.®*®
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1.7.1 Transmision vertical. El VDVB se excreta en el semen de toros con

infeccibn aguda y Pl. Las hembras seronegativas inseminadas con semen
infectado, se infectan pero raramente producen un feto Pl. Se realiz6 un
experimento inseminando 12 hembras seronegativas con semen de toros PI,
todas quedaron prefiadas y concibieron animales vivos, de los cuales solo uno
fue PI; sin embargo no queda claro si la transmision fue vertical a partir del toro
o si inicialmente se dio una transmisién horizontal a la hembra y después la
transmision de nuevo al embrion.

A pesar de la alta mortalidad en los animales Pl, muchos alcanzan la edad
adulta y se reproducen. Se ha demostrado que todos los becerros nacidos de
hembras Pl seran PI; de esta manera pueden existir lineas familiares Pl por
muchas generaciones. La transmision vertical también puede ocurrir después
de la transferencia de embriones si el recipiente esta contaminado. Si la
hembra donante es PI, el VDVB se encuentra en niveles altos en el ambiente
uterino y serda transmitido con el embrion si no se siguen los procedimientos de

lavado adecuados.®®
1.7.2 Transmision horizontal. La transmisién horizontal puede ser

directa o indirecta. El contacto directo entre animales susceptibles y animales
Pl es un medio de transmision importante entre animales, presumiblemente
mas eficiente por contacto nasal. La transmisién aérea en distancias cortas es
posible, aunque no ha sido comprobada experimentalmente. En hatos con
bovinos Pl en los cuales los animales fueron colocados en un mismo edificio o
en edificios separados solamente por puertas, se ha observado una
diseminacién rapida de la infeccion. Cuando los animales susceptibles son

separados a mayor distancia de los PI, la diseminacion de la infeccion es muy
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baja o ausente. La transmisién a partir de animales con infeccion aguda
también ocurre, pero con mucha menor eficiencia a diferencia de los PI.
Algunos estudios experimentales muestran que los animales susceptibles no se
infectan a partir de animales con infeccién aguda aun cuando estan en contacto
cercano. Sin embargo, la seroconversion entre animales que se encuentran
juntos sin la presencia de PI indica que la transmision a partir de animales que
presentan la infeccién aguda puede ocurrir.®*®

A diferencia de la transmision directa, la indirecta involucra un vehiculo
intermediario que transmite el patdgeno entre animales infectados vy
susceptibles. Las posibilidades de transmision indirecta dependen de la
estabilidad del virus fuera del hospedero. En el laboratorio se ha visto que el
VDVB permanece estable a temperaturas menores a 10°C y en un rango de pH
de 3 a 9. El tiempo requerido para la inactivacion del virus en células de bovino
fue de 3 horas a 35°C, 3 dias a 20°C y 3 semanas a 5°C.%*°

La vacunacion de hembras seronegativas prefiadas, con virus activo de DVB
puede resultar en infeccion transplacentaria del feto con las mismas
consecuencias que la infeccion natural, incluyendo animales PIl; ademas, las
vacunas con virus activo tienen la capacidad de inducir enfermedad de las
mucosas cuando se utilizan en animales Pl porque algunas contienen el virus
citopatico de DVB. También se ha informado de la diseminacién de la infeccion
a partir de vacunas contaminadas con el VDVB. Comercialmente, el suero fetal
preparado ha sido una fuente comun de infeccidon con el VDVB. Estos informes
han promovido el mejoramiento de las medidas de seguridad, por lo que la

transmision por esta via es menos frecuente.®*%3!
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Los ensayos realizados con la transmisién experimental del VDVB mediante
moscas “chupadoras” de sangre, demostré que es posible aislar el virus a partir
de esas moscas hasta 96 horas después de que fueron colectadas en un
animal Pl. Ademas, se ha demostrado que la transmision entre un animal Pl y
uno susceptible era posible cuando 50 moscas se alimentaban de un animal PI
por cinco minutos y 15 minutos después se alimentaban en un animal
susceptible. También existen evidencias experimentales de que el VDVB puede
transmitirse de manera indirecta a los bovinos como consecuencia del uso de
instrumentos y equipo, se observd que el reutilizar jeringas y narigueros en
animales susceptibles tres minutos después de que habian sido usadas en PI
podia transmitir la infeccién.®

Con excepciodn del contacto directo con animales PI, la importancia practica de

los demas métodos de transmision mencionados es dificil de evaluar.
1.8 DIAGNOSTICO DE DVB SEGUN SU PRESENTACION

Debido a la compleja patogenia de las infecciones con el VDVB el diagndstico
de laboratorio es importante componente en la habilidad para controlar y
prevenir las infecciones. La patogenia de los diferentes sindromes de la
enfermedad determina el tiempo para la coleccion de las muestras e influencia
la habilidad para establecer un diagndstico adecuado de la enfermedad.

Al igual que en la mayoria de las infecciones virales, los métodos tradicionales
como el aislamiento viral y la serologia continlan siendo los métodos estandar
para el diagnostico. Recientemente, con el desarrollo de las técnicas
moleculares, se han diseflado muchos ensayos para la deteccion de

infecciones por VDVB.” 3
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1.8.1 Fundamentos para el muestreo

Para usar el mejor método de diagndstico, es importante para el clinico y el
laboratorio de diagndstico tener una comprension clara y sincronizada del
motivo por el que se tomo la muestra. Esta consideracion es importante porque
no todos los métodos de diagndéstico disponibles para VDVB se pueden aplicar
en todas las situaciones. A continuacion se citan las razones mas comunes

para solicitar un analisis de identificacién de VDVB.*!
1.9 Pruebas para la eficacia de la vacuna. Esta bien establecido que

la presencia de anticuerpos neutralizantes en la sangre, se correlaciona con la
proteccion adquirida por la vacunacion; por esto, los titulos de anticuerpos en
suero son un indicador (til de la eficacia de la vacunacion.!

1.10 Control de calidad de los productos bioldgicos. El VDVB es

un contaminante que puede estar presente en los productos biolégicos
derivados del ganado. En particular, el suero fetal bovino (uno de los
principales componentes de los medios de cultivo celulares) frecuentemente
contiene VDVB activo. La frecuencia de ocurrencia del virus en suero fetal
bovino comercial no estd necesariamente relacionada con la frecuencia de
fetos o becerros virémicos. La mezcla de muestras de muchos animales
significa que un lote de docenas de animales puede estar contaminado por un
solo animal virémico. La presencia de anticuerpos contra VDVB en el suero
fetal bovino puede interferir con las pruebas de aislamiento viral o
seroneutralizaciéon. Las pruebas para los lotes de suero fetal bovino comercial

deben comprender la deteccién del virus y de anticuerpos virales.®
1.11 Genotipificacidn. Existen algunas evidencias de que los genotipos

del VDVB (1a, 1b y 2) pueden inducir varios tipos de sindromes clinicos, debido
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a esto, existe la necesidad de establecer el genotipo obtenido del aislamiento
del virus en cualquier situacién. Ademas, la genotipificacion se debe requerir
por razones epidemiologicas, por ejemplo, si ocurre un brote de DVB en
animales vacunados, seria (til determinar si el genotipo causante de la

enfermedad es diferente del genotipo de la vacuna.*!

1.12 PRUEBAS PARA EL DIAGNOSTICO DE VDVB

1.12.1 Aislamiento viral.

A pesar de los recientes avances en el diagndstico de VDVB, la identificacion y
cultivo del virus a partir de especimenes clinicos continGa siendo la “prueba de
oro” para el diagnéstico. El virus se replica facilmente en muchas lineas
celulares de varias especies animales. Sin embargo, solo tres lineas celulares
son las mas ampliamente utilizadas en los laboratorios de diagnéstico para el
aislamiento del virus: cornetes nasales (Bovine turbinate -BT-), testiculo (Btest)
y riidn (Madin Darby Bovine Kidney -MDBK-). Existen evidencias de que BT y
Btest son mas sensibles al VDVB que MDBK vy otras lineas celulares continuas.
Ademas de la sensibilidad de estos cultivos celulares, otro factor que interviene
en la habilidad para cultivar el VDVB es el método de inoculacion.*

En el animal vivo, la mejor muestra para el aislamiento del virus es la sangre
completa, de la cual, la capa de células blancas se extrae y se utiliza como el
in6culo. Las mejores muestras que se pueden tomar a la necropsia en un feto
abortado son o6rganos linfoides como bazo, placas de Peyer, linfonodos
mesentéricos y timo. Otras muestras remitidas frecuentemente como suero,
hisopos nasales, heces, semen y otros tejidos, pueden no ser 6ptimos para el

aislamiento en infecciones agudas, porque es posible que exista interferencia

con los anticuerpos neutralizantes. En animales PI, la cantidad de virus
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presente en el organismo es tan elevada que cualquier secrecién, excrecion o
tejido es satisfactoria para el aislamiento viral. Un periodo de 4 a 5 dias es
suficiente para el aislamiento. Sin embargo, uno de cada 25 aislamientos
positivos requiere de un segundo pase. La replicacion del virus en las células
puede o no causar efectos citopaticos visibles; de esta forma, el VDVB se
clasifica en dos biotipos, citopatico (CP) y no citopatico (NCP). Es importante
notar que las cadenas NCP del virus son completamente patdgenas y causan
el rango completo de manifestaciones clinicas asociadas con el VDVB, con
excepcion de la enfermedad de las mucosas, la cual requiere la presencia de
un par CP y NCP.

En el laboratorio, la mayoria de los aislamientos de VDVB (70-90%) son no
citopaticos.

Para manipular un mayor niumero de muestras, por ejemplo en un analisis
completo del hato en busca de animales PI, se deben utilizar métodos como el
ensayo de inmunoperoxidasa en monocapa, usando suero como muestra.
Esencialmente, el suero se inocula en células BT y Btest para la replicacion del
virus en 96 pozos. Después de un periodo de cuatro dias, los pozos se fijan
con acetona al 20%, se secan y la presencia del virus se determina por ELISA

o tincién de inmunoperoxidasa. " 91112:29.31-34

1.12.2 Deteccion del antigeno

La deteccidn del antigeno directamente, a partir de las muestras remitidas para
el diagndstico, es mucho més rapida y barata que el aislamiento viral. Sin
embargo, la mayoria de los métodos para la deteccion directa del antigeno
carece de sensibilidad en comparacion al método de aislamiento viral y pueden

no servir como una prueba final de inclusion o exclusion. Para el diagndstico de
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infecciones agudas, los métodos de deteccion de antigeno deben ser utilizados
principalmente como un método de tamiz. Los métodos disponibles se agrupan
en dos categorias: ELISA de captura de antigeno y tincion inmunolégica de
secciones de tejido frescas o fijadas en formalina e incluidas en parafina.

Se han descrito muchas “ELISA’s” de captura de antigeno y al menos dos
estan actualmente disponibles como reactivos de diagnostico comercial. Estas
pruebas son utiles primeramente para buscar animales Pl y no son confiables
para el diagnostico de infecciones agudas.

La deteccion de antigeno en secciones de tejido congelado por medio de
anticuerpos fluorescentes es un método utilizado comunmente por laboratorios
de diagnostico. Sin embargo, los resultados negativos no descartan la
presencia del virus, debido a la falta de sensibilidad de la prueba.

En afos recientes, la deteccion del antigeno del VDVB en tejidos fijados en
formalina y embebidos en parafina mediante inmunohistoquimica (IHQ), se ha
utilizado ampliamente para el diagnostico de infecciones agudas asi como de
infecciones persistentes. Ultimamente, la IHQ en biopsias de piel (“muescas de
oreja”) ha ganado una amplia aplicacion en la busqueda de ganado

P| 7,11,12,17,21,23,31,34-36

1.12.3 Inmunohistoquimica para la deteccidon de animales PI

El primer informe de biopsias de piel utilizadas como método de deteccion de
animales Pl fue en 1996.%*%! En ese estudio se utilizaron 184 animales de los
cuales 37 fueron positivos por IHQ. De estos animales, a 15 se les realizd
ELISA de captura de antigeno (Ag-ELISA) y a 9 aislamiento viral (AV). En los 9
casos fue posible aislar el virus, mientras que de los otros 15, s6lo 13 fueron

positivos por Ag-ELISA; sin embargo, en los dos animales negativos por Ag-
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ELISA fue posible aislar el virus. El resto de los animales del hato fueron
negativos por ambos métodos IHQ y AV. Estos resultados sugieren un 100%
de sensibilidad de la IHQ. En otro estudio se menciona un 97.5% de
concordancia entre la IHQ en biopsias de piel y el AV. Para dicho estudio, se
utilizaron 87 becerros, 41 de 42 animales fueron positivos por ambos métodos.
Los 45 animales restantes fueron negativos a las dos pruebas. La discordancia
en un animal pudo estar asociada a una mala identificacion de la muestra, falla
del anticuerpo primario para reconocer al virus o ausencia del virus en la
seccién de piel examinada.?

Se ha observado que la distribucion del antigeno viral en la piel es
generalizada, en un estudio realizado por Thur®’ y colaboradores se tomaron
muestras de diferentes regiones de la piel a 18 animales positivos, los
resultados fueron similares independientemente de la regidn de la piel utilizada
(pabelldn auricular, cuello, pecho, banda coronaria, y cola).

El uso de la IHQ para detectar becerros neonatos Pl constituye un método
adecuado para detectar animales Pl con el VDVB.

Se han realizado estudios en animales vacunados con vacuna activa
modificada, a los que posteriormente se toma varias biopsias de piel, en las
cuales no se ha demostrado la presencia del virus, por lo que no es posible que
se presenten falsos positivos. Otras ventajas del uso de la IHQ para detectar
animales Pl en biopsias de piel es la facilidad de la toma de muestra y
transportacion al laboratorio, asi como el bajo costo, entre otras, en

comparacion con el aislamiento viral.}7+23:2528.29.31,34,.36,37-43
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1.12.4 Otros métodos de diagndstico

Algunos otros métodos utilizados para el diagnéstico de DVB son: Hibridacién

in situ, amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y

pruebas de seroneutralizacién, entre otras. 3+3¢3743
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2. JUSTIFICACION

Este trabajo propone la utilizacion y adecuaciéon de la IHQ, método de
diagnostico poco comdn en nuestro pais, el cual ademas de permitir una
deteccion temprana de animales Pl con el VDVB requiere de un manejo
sencillo en la obtencién de la muestra (biopsia de piel). La identificacion de los
animales Pl a través de ELISA de captura de antigeno tradicionalmente se
realiza entre los cuatro y los seis meses de edad, lo que trae como
consecuencia grandes pérdidas econdmicas, que podrian reducirse al utilizar la
IHQ para el diagnostico de esta entidad en animales mas jovenes.

3. OBJETIVO GENERAL

Detectar becerros persistentemente infectados por el virus de Diarrea Viral
Bovina a través de inmunohistoquimica y ELISA de captura de antigeno y
comparar los resultados.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar animales persistentemente infectados con VDVB de hasta 3
meses de edad, realizando la prueba de inmunohistoquimica en
biopsias de piel y mediante ELISA de captura de antigeno.

2. Comparar los resultados de ambas técnicas en la deteccion de animales
persistentemente infectados con VDVB.

3. Determinar la localizacion de la inmunopositividad en las biopsias de
piel.

5. HIPOTESIS

El nimero de becerros Pl detectados con IHQ y ELISA de captura sera similar.
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6. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en marzo del 2004 en tres diferentes
establos de la cuenca lechera de Tizayuca, Hidalgo. Esta regién tiene un clima
Cb (wo) (e) g (clima templado seco extremoso con verano fresco y con lluvias
antes del 21 de julio); la precipitacién pluvial anual es de 611.2 mm vy la

temperatura anual promedio es de 15.6° C.**
6.1 Grupo de animales.

Se incluyeron 80 becerras de la raza Holstein, menores a 3 meses de edad
provenientes de hatos lecheros con antecedentes previos de Diarrea Viral

Bovina, las cuales no estaban vacunadas.
6.2 Muestras para ELISA.

Se obtuvo sangre por puncién de la vena yugular o caudal utilizando aguja de
calibre 18 y tubo vacutainer sin anticoagulante. Posteriormente las muestras se
dejaron en reposo 12 horas a temperatura ambiente, con una inclinacién de 45°
para obtener el suero y realizar la prueba de ELISA de captura de antigeno.

6.3 Muestras para Inmunohistoquimica.

Al mismo tiempo, de la toma de sangre se realizaron biopsias de piel de oreja
para lo cual se utilizé un “muesqueador”, obteniendo un fragmento de tejido de
1 x 0.8 x 0.4 cm aproximadamente, que se depositdé en tubos vacutainer
reciclados que contenian formalina al 10%, a pH de 7.4 permitiendo su fijacion
durante 24 horas a temperatura ambiente.

6.4 Prueba de ELISA.

Para la deteccion de antigeno del Virus de Diarrea Viral Bovina en el suero de

las becerras, se realizo la técnica de ELISA de captura de antigeno utilizando
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los reactivos y el método Antigen Test Kit/Serum de laboratorios IDEXX, donde
el punto de corte fue de 0.300.*

6.5 Método de Inmunohistoquimica

Para identificar el antigeno viral presente en la piel de oreja de las becerras se
utilizé la técnica de Inmunohistoquimica con el método de deteccion Complejo
Estreptoavidina-Biotina-Peroxidasa (CAB-P).*

6.5.1 Tejidos utilizados como testigos

6.5.1.1 Testigo positivo.

Se utilizé una seccion de intestino delgado el cual fue positivo para este virus a
través de la técnica de inmunohistoquimica (figura 1).” Asimismo se utiliz6 piel

de oreja positiva al VDVB por inmunohistoquimica (figura 2).**

6.5.1.2 Testigo negativo.

Como testigo negativo se utilizaron cortes de los mismos tejidos en los cuales

se sustituy6 el anticuerpo primario por solucién TRIZ (figuras 3y 4).

6.5.2 Procesamiento del tejido.

Una vez fijadas las muestras de piel se realizaron cortes 3 mm de grosor de
cada una de ellas siguiendo la orientacion del pelo, se incluyeron en parafina y
se realizaron cortes de 3um de grosor utilizando un microtomo estandar. Los
cortes de cada tejido se montaron en laminillas tratadas previamente con Poli-
L-lisina al 3% diluida en acetona. Posteriormente las Ilaminillas se
desparafinaron por una hora a 60°C y se realizaron dos lavados con xilol de 20

minutos cada uno. Para la rehidratacion de los tejidos se utilizé etanol a

A Antigen Test kit/Serum. IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, Maine 04092, USA. 0080072743399.

_* Donado por el Doctor Alfonso Lopez Mayagoitia de la Universidad de la Isla del Principe Eduardo, Canada.
Donado por el Doctor Javier Lértora de la Universidad Austral de Chile.



28

concentraciones de mayor a menor de (100, 96, 80 y 50%) y agua destilada. En

todos los casos se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno.

6.5.3 Inhibicion de la peroxidasa enddégena

Para inhibir la peroxidasa enddégena se trataron las laminillas con una solucion
de peréxido de hidrogeno al 30%? y metanol absoluto™a una relacién de 1:8,
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después se realizaron 3 lavados

de 5 minutos con soluciéon de TRIZ® a un pH de 7.6.

6.5.4 Recuperacion de antigenos

Para la recuperaciéon de antigenos las laminillas se trataron con solucion Dako
Target Retrieval’ diluida en TRIZ a una proporcién de 1:40 y se sometieron a
tratamiento fisico (calor) en un horno de microondas convencional marca
Sanyo, modelo No. EMA-108s, a potencia cuatro por 3'30”. Inmediatamente se

cambio a TRIZ frio para detener la reaccion.

6.5.5 Blogueos de avidina vy biotina enddgena

Para bloquear la avidina y la biotina endégenas en los tejidos se utilizo la
solucion blogueadora de avidina y biotina®, la cantidad utilizada para cada una
de ellas fue de 20uL incubandose a temperatura ambiente en cdmara hiumeda
por 45 minutos, entre cada solucién se realizaron 3 lavados con TRIZ de 5

minutos cada uno.

& JT Baker. Catalogo 218601. Estado de México. México. Tel: 55691100

P Técnica Quimica. Catalogo A1760. D.F. México. Tel: 56700506

¢ Sigma-Aldrich. Cat.T1503. P.O. Box 14508 St. Louis M.O. 63178 USA. Phone: 3147715750
 Dako Corporation. Cat. 51694. Carpinteria CA 43013 USA

¢ ZYMED. Cat. 95-6543B. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494
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6.5.6 Blogueo con suero de cabra

Para bloquear la adherencia no especifica por parte del anticuerpo secundario
y primario se utiliz6 suero de cabra no inmune', aplicando 50uL sobre los
tejidos, dejandolos incubar por una hora en camara humeda a temperatura

ambiente. En este caso so6lo se retird el exceso sin realizar lavados.

6.5.7 Aplicacion de anticuerpo primario

Se utilizaron 50uL de anticuerpo primario monoclonal (gp53/E2) anti-VDVB a
una dilucion de 1/150 hecho en ratén?® diluido en TRIZ. Posteriormente las
laminillas se incubaron durante 12 horas en camara humeda a temperatura
ambiente. Después de esta incubacion los tejidos fueron sometidos a 3 lavados

de 5 minutos cada uno con TRIZ.

6.5.8 Aplicacion de anticuerpo secundario

Se aplicaron 50uL de proteina G" como anticuerpo secundario biotinilado a una
dilucion de 1/100, diluido en TRIZ. Las laminillas se incubaron durante una hora
y media en camara humeda a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo
se realizaron 3 lavados con TRIZ de 5 minutos cada uno para eliminar el

exceso de anticuerpo.

6.5.9 Aplicacion de la Estreptoavidina

Se aplicaron 20pL de estreptoavidina' y se dejé incubar durante 30 minutos en
camara humeda a temperatura ambiente y al final también se realizaron 3

lavados con TRIZ de 5 minutos cada uno.

" ZYMED. Cat. 95-6543B. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494

9 Anti BVD Antisuero. VMRD, Inc. P.O. Box 502, Pullman, WA99163, USA. Phone 1 (509) 334-5815
.hZYMED. Cat. 101211. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494

' ZYMED. Cat. 95-6543B. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494
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6.5.10 Revelado

Para determinar la presencia o ausencia de antigeno en los tejidos se utilizo
una prueba comercial de reveladd que consta de cromégeno
(aminoetilcarbazol), sustrato de buffer y peréxido de hidrogeno al 0.6%, el cual
se prepar6 colocando una gota de cada uno de los reactivos en un mL de agua
destilada. A cada tejido se aplicaron 50uL de esta mezcla durante 1.5 a 2
minutos. Para detener la reaccién las laminillas se colocaron en agua destilada

durante 5 minutos.

6.5.11 Tincion con Hematoxilina de Meyer®

Para contrastar la coloracion obtenida por el aminoetilcarbazol se utilizo
hematoxilina de Meyer aplicando 40uL durante 4 minutos. Finalmente a los
tejidos se les colocé un cubreobjetos sellado con resina acuosa.

6.5.12 Interpretacion de resultados

Los tejidos se consideraron inmunopositivos al detectar granulos
intracitoplasmaticos de color café rojizo en epidermis, foliculos pilosos o células
mononucleares y se clasificaron en tres grados (leve, moderado o fuertemente
inmunopositivo), de acuerdo a la intensidad de la reaccion.

6.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante la prueba de Xi? de

homogeneidad utilizando el programa estadistico SAS.*°

I ZYMED. Cat. 00-2007. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494
k ZYMED. Cat. 008001. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494.
' ZYMED. Cat. 95-6543. San Francisco California USA. Phone: (650) 871-4494
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RESULTADOS

De las 80 biopsias de piel de oreja que fueron sometidas a la técnica de IHQ
con el método de deteccion estreptoavidina-biotina-peroxidasa, soélo 15%
fueron diagnosticados positivos (inmunopositividad en grado moderado). Los
sitios en donde la inmunopositividad se encontré6 en general, fueron células
mononucleares de la dermis, células epiteliales de la epidermis y foliculos
pilosos (cuadro 5).

En los 80 sueros de las becerras previamente analizadas por IHQ, no se logro
detectar antigeno del VDVB mediante la prueba de ELISA de captura de
antigeno al utilizar el punto de corte de 0.300 (cuadro 5).

Los resultados del diagnostico obtenido mediante la técnica de ELISA de
captura de antigeno y la técnica de IHQ, analizados por la prueba de Xi? de
homogeneidad se resumen en el cuadro 6, en donde se encontré evidencia
significativa de que la capacidad para detectar animales Pl mediante la técnica
de ELISA de captura de antigeno y la IHQ es diferente, P (<0.01) con 15% de

animales diagnosticados positivos.

Inmunopositividad

La inmunopositividad (casos positivos), obtenida en la prueba de IHQ se
resume en el cuadro 7, cabe aclarar que los animales so6lo mostraron
inmunopositividad moderada. Referente a la localizacion histolégica de dicha
inmunopositividad, se encontré6 que en 2 casos de los 12 totales, esto se
observé solo positivo para epitelio (epidermis y foliculos pilosos), en 5 sélo se
presento positivo para células mononucleares y el resto (5) se aprecid positivo

para ambos (epitelio y células mononucleares).
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DISCUSION

Los animales Pl constituyen grandes pérdidas econdmicas para los
productores, ya que la mayoria no manifiestan signos clinicos y es hasta los
cuatro meses cuando se realizan pruebas diagnésticas tradicionales como la
deteccidn de anticuerpos por ELISA o el aislamiento viral en busca de animales

infectados.

De acuerdo a algunos estudios, la IHQ en biopsias de piel ha constituido un
método de diagndstico alterno que ha demostrado ser util en la deteccién de
animales PI, ya que se puede realizar desde los primeros dias de vida, la toma
de muestra es relativamente facil y no requiere refrigeracion o medios
especiales para su transporte, ademas de ser relativamente barata. El presente

estudio es el primero que se realiza en México utilizando esta técnica.

Los resultados obtenidos en el presente estudio utilizando la IHQ y la ELISA de
captura de antigeno en suero mostraron diferencias significativas (P<0.01) en
la deteccion de animales Pl concluyéndose que la IHQ fue mas eficiente que la
ELISA ya que detecté 15% de animales infectados.

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Brodersen® y colaboradores,
quienes en 1996 realizaron un estudio utilizando 37 bovinos, de los cuales 15
fueron positivos por IHQ y de estos solo 13 fueron positivos por ELISA de
captura de antigeno en suero. En los dos bovinos que resultaron negativos por
ELISA se decidié hacer el aislamiento viral en el que se logr6 demostrar la
presencia del virus. Por otro lado Grooms y Keilen'® quienes realizaron una
investigacion con 332 becerros de entre 1 y 4 semanas de edad obteniendo
sangre y biopsias de piel de oreja de estos animales, encontraron que 6 (1.8%)

fueron positivos tanto por aislamiento viral como por IHQ, por lo que
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concluyeron que la IHQ fue un método sensible y adecuado en la deteccion de
animales PI. En otro estudio Njaa®? y colaboradores utilizaron la prueba de IHQ
a partir de biopsias de piel de diferentes regiones corporales de 42 animales
diagnosticados como PI por aislamiento viral, encontrando inmunopositividad
en 41 de ellos (97.6%). Los resultados de IHQ de estos estudios son
semejantes a los resultados obtenidos en el presente estudio, poniendo de
manifiesto la eficiencia de la IHQ para el diagnéstico de animales PI.

Cabe sefialar que Cornish® y colaboradores, encontraron a diferencia del
presente estudio, que la ELISA de captura y la IHQ eran capaces de detectar al
100% de los animales PI. El hecho de que ambos métodos de diagndstico
hayan tenido la misma sensibilidad puede deberse a que las pruebas de ELISA
de captura de antigeno fueron realizadas a partir de biopsias de piel de la oreja
y no en el suero como en el presente estudio. Recientemente, se ha utilizado la
prueba de ELISA de captura de antigeno en biopsias de piel la cual también
esta indicada para detectar antigenos virales en el suero, sangre y plasma.*’
Una ventaja de esta prueba es que solo se requiere de una pequefia muestra
de oreja. Segun otro estudio realizado por Kuhne®® y colaboradores este
método fue igual de sensible que la IHQ al utilizar animales positivos
diagnosticados por aislamiento viral, encontrando una sensibilidad de 100% y
una especificidad de 99% para la prueba de ELISA en piel. Dentro de las
desventajas que se mencionan en la utilizacion de éste método se encuentran:
la interferencia de los anticuerpos maternos en la identificacion del antigeno, la
conservacion de la muestra, ya que si no se realiza la prueba en un lapso corto

después de la obtencion de la muestra, esta debe refrigerarse o congelarse y
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se debe realizar una segunda ELISA o algun otro método diagnostico para
diferenciar entre animales PI o con infeccién aguda.

En el presente estudio, la inmunopositividad en la piel de todos los casos fue
moderada, a diferencia de la observada por Brodersen®*, Grooms®, Njaa? y
Cornish®®, quienes obtuvieron una inmunopositividad marcada; esto puede
deberse a que en estos casos se utilizé el anticuerpo monoclonal 15c¢5, el cual
ha mostrado tener muy buenos resultados para biopsias de piel, y en el
presente estudio se utilizo el anticuerpo monoclonal gp53E2. Probablemente
las variaciones en los resultados de la IHQ estan relacionadas con las
caracteristicas del anticuerpo primario utilizado, el sistema de deteccion, el
meétodo de recuperacion antigénica, el tiempo de fijacion de los tejidos y el
método de IHQ utilizado, ademas de la interpretacion del patologo. Cabe
sefalar que el grado de inmunopositividad no interfiere con el diagndstico, ya
que el animal es considerado como negativo o positivo y por lo tanto PI
independientemente de si la inmunopositividad es leve, moderada o marcada.
En el presente estudio, la inmunopositividad se observé en las estructuras y
células esperadas (epidermis, foliculos pilosos y células mononucleares),
confirmando la preferencia del virus por estas células. Esta puede ser la
explicacion del porqué algunos animales infectados presentan hipotricosis y/o
alopecia. Es importante sefialar que en el caso de animales no Pl que se
infectan después del nacimiento no siempre es posible observar la
inmunopositividad en piel y cuando esta presente es leve e inespecifica. Al
parecer, hoy en dia, no se conoce con exactitud en que dia post-infeccion el

virus es capaz de alcanzar la piel.
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Algunos estudios indican que el porcentaje de animales Pl en los hatos
generalmente es bajo (1%). Sin embargo, también se ha informado de hatos
con una seroprevalencia de mas del 20%. En el presente estudio se encontré
un 15%, aunque este se realizé Unicamente en 80 becerras.

La identificacién y eliminaciéon de los animales persistentemente infectados
resulta de gran importancia ya que dichos animales constituyen la principal
fuente de infeccion del virus dentro de los hatos. El 50% de estos animales
puede alcanzar la edad reproductiva llegando a producir generaciones
completas de animales Pl que ademas estaran en riesgo de desarrollar la
enfermedad de las mucosas. Asimismo, se encuentran en mayor riesgo de
presentar infecciones secundarias por otros microorganismos, debido al poder

inmunosupresor del virus.
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CONCLUSIONES

La IHQ permite detectar animales Pl desde la primera semana de vida, siendo
mas sensible que la ELISA de captura de antigeno en suero.

La inmunopositividad se encontré en las estructuras y células esperadas
(epidermis, foliculos pilosos, células mononucleares).

Se sugiere la utilizacion de la IHQ como un método de diagnéstico eficaz, ya
que ha demostrado ser Gtil en la identificacion temprana de animales PI.

Se sugiere realizar mas estudios utilizando la prueba de ELISA en biopsias de
piel de la oreja ya que puede constituir ademas de la IHQ un método de
diagnéstico alterno en la identificacion de animales PI, que al igual que esta

Gltima resultaria econémica, practica y rapida.
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Figura 1. Testigo positivo de intestino. Figura 2. Testigo positivo de piel de oreja.
Inmunopositividad marcada en cripta Inmunopositividad moderada en
intestinal. Técnica de IHQ (CAB-P 40x) queratinocitos. Técnica de IHQ (CAB-P 40x)

Figura 3. Testigo negativo de piel de oreja. Figura 4. Testigo negativo de intestino.
Técnica de IHQ (CAB-P 40x) Técnica de 1HQ (CAB-P 40x)
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Figura 5. Piel de oreja. Inmunopositividad Figura 6. Piel de oreja. Inmunopositividad
moderada en epidermis y foliculos pilosos. moderada en epidermis.
Técnica de IHQ (CAB-P 10x) Técnica de IHQ (CAB-P 40x)

Figura 7. Piel de oreja. Inmunopositividad Figura 8. Piel de oreja. Inmunopositividad
moderada en células mononucleares de la dermis. moderada en queratinocitos.
Técnica de IHQ (CAB-P 10x) Técnica de IHQ (CAB-P 10x)
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Cuadro 1. Infecciones con e VDVB en animales
inmunocompetentes no prefiados
Tipo de Infeccion | Hallazgos clinicos y lesiones. Diagndstico

+Infecciéon
subclinica/
+Diarrea Viral

Bovina clinica

+Fiebre, leucopenia, disminucién de la
produccion lactea.

+Depresion, anorexia, descarga
oculonasal, erosiones y Ulceras orales,
diarrea, disminucion de la produccion

lactea.

+Aislamiento viral

+Seroconversion

+Sindrome

hemorragico

+Diarrea sanguinolenta, hemorragias

en mucosas, fiebre, leucopenia y

trombocitopenia.

+Aislamiento viral

+Seroconversion

*Diarrea Viral

Bovina Crénica

+Diarrea, fiebre Ulceras orales,

neumonia, abortos, disminuciéon de la

produccion lactea

+Aislamiento viral

+Seroconversion

Baker J C. Vet Clin N Am Food Anim Pract 1995; 11: 425-443.
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Cuadro 2. Infecciones con e VDVB en hembras
inmunocompetentes gestantes (infeccion fetal)

Etapa de gestacion (dias)

Alteraciones en el feto

+Dia 0-50 +Muerte fetal y reabsorcion.
+Abortos
+Dia 50-100 +Muerte fetal
+Defectos congénitos
+Dia 120-200 +Animales persistentemente infectados

+Después del dia 200

+Nacimiento de animales normales

Baker J C. Vet Clin N Am Food Anim Pract 1995; 11: 425-443.
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Cuadro 3. ALTERACIONES CONGENITAS ASOCIADAS CON

VDVB
Sistema
Sistema Nervioso Ojo Musculo- Piel Sistema Sistema
Esquelético Inmune Respiratorio
*Microencefalopatia ¢+ Atrofia y || *Braquignatia | *Hipotricosis | *Hipoplasia [ *Hipoplasia
*Hipoplasia cerebelar | displasia *Retraso del || *Alopecia del pulmonar
*Hidranencefalia de la retina crecimiento timo
. *Neuritis PR
*+Porencefalia *Artrogrifosis
) ) Optica
*Hidrocefalia *Defectos
*Microftalmia .
Oseos

*Hipomielinogenesis

cataratas
*Queratitis

intersticial

Baker J C. Vet Clin N Am Food Anim Pract 1995; 11: 425-443.
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Cuadro 4. LOCALIZACION DEL ANTl’GENQ DE VDVB EN
ANIMALES PI POR IHQ SIN ENFERMEDAD CLINICA

TEJIDO TIPO DE CELULAS

=Piel =Queratinocitos

*Pulmén =Células epiteliales bronquiolares y alveolares
*Gingiva, labios vy [ "Queratinocitos y macrofagos en submucosa
lengua

=Esdfago, rumen vy

=Queratinocitos

omaso

=Abomaso =Células epiteliales de la mucosa y células linfoides de
la lamina propia

={leon =Células epiteliales aisladas, células linfoides de la

lamina propia

=Colon y recto

=Células linfoides de la lamina propia

sGlandulas salivales

=Células acinares

*Riflones =Células del epitelio tubular

=Tonsilas =Queratinocitos y células linfoides

*Timo =Timocitos, macréfagos y células interdigitadas

*Bazo, linfonodo, || =Linfocitos, macrofagos, células interdigitadas y células

placas de Peyer

dendriticas de los foliculos

Bielefeldt H O. Vet Clin N Am Food Anim Pract 1995; 11: 447-476.
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Cuadro 5. CASOS POSITIVOS POR IHQ: GRADO Y
LOCALIZACION DE LA INMUNOPOSITIVIDAD
Identificacion Grado de | Localizaciéon de la
del animal inmuno- inmumopositividad
positividad
Epitelio (epidermis, | Células
foliculos pilosos) mononucleares
99 Moderado Si Si
1968 Moderado No Si
128 Moderado Si No
125 Moderado Si Si
107 Moderado Si Si
78 Moderado Si No
138 Moderado No Si
113 Moderado Si Si
1872 Moderado Si Si
1516 Moderado No Si
103 Moderado No Si
130 Moderado No Si
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Cuadro 6. RESULTADO DE LAS BECERRAS ANALIZADAS con
IHQ Y ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO (solo se muestran
las que resultaron positivas para alguna de las dos pruebas).

No. de| Identificacion || Resultado || Resultado
caso del animal IHQ ELISA

5 113 Positivo Negativo
8 78 Positivo Negativo
9 99 Positivo Negativo
12 138 Positivo Negativo
14 125 Positivo Negativo
16 128 Positivo Negativo
18 107 Positivo Negativo
21 1872 Positivo Negativo
22 103 Positivo Negativo
23 130 Positivo Negativo
28 1516 Positivo Negativo
30 1968 Positivo Negativo
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Cuadro 7 Tabla de frecuencias para las pruebas de diagnoéstico
IHQ y ELISA Ag.

DIAGNOSTICO
PRUEBA NEGATIVOS POSITIVOS
IHQ 68 12
85% 15%
ELISA Ag 80 0
100% 0%

IHQ= Inmunohistoquimica
ELISA= Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
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