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Estudio serolégico en terneros de cria con infeccién natural de virus de IBR y BVD.
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RESUMEN

Se monitorearon los titulos serolégicos y la seroconversion
al virus de la diarrea viral bovina y al virus de la rinotraquei-
tis infecciosa bovina en 44 terneros de un rodeo de cria sin
vacunar. Los titulos se siguieron mensualmente desde el
nacimiento hasta los 15 meses de edad con la prueba de virus
neutralizacion. A los 8 meses de vida el 50 % de los animales
seroconvirtieron para ambas enfermedades, a los 15 meses
de edad el 93% seroconvirtié a herpes virus bovino y el 100%
al virus de la diarrea viral bovina. En diarrea viral bovina, los
terneros de 9 meses de edad presentaron la mayor serocon-
version estadistica (P < 0.0001) seguida por el mes 8 (P <
0.0005), mes 14 (P <0.0034) y el mes 12 (P < 0.0215). Para
el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina la mayor sero-
conversion se observé a los 11 meses (P < 0.0001), seguida
por el mes 13 (P < 0.0001), mes 5 (P < 0.0034), mes 10 (P <
0.0078), y mes 14 (P < 0.0215). En el transcurso del trabajo
no se observaron signos clinicos o muertes compatibles con
las enfermedades estudiadas.
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SUMMARY

Serological study of natural infection with IBR and BVD
virus in beef calves.

Serum titers and seroconversion to bovine viral diarrhea vi-
rus and infectious bovine rhinotracheitis virus in 44 calves in
a non-vaccinated beef herd were monitored. Titers were fol-
lowed monthly using a virus neutralization test from birth to
15 months of age. By 8 months 50% of calves had serocon-
verted, with 15 month seroconversion rates of 93% for infec-
tious bovine rhinotracheitis virus and 100% for bovine viral
diarrhea virus. Calves aged 9 month had the highest statisti-
cal seroconversion for bovine viral diarrhea virus followed by
month 8 (P < 0.0005), month 14 (P < 0.0034) and month 12
(P < 0.0215). For infectious bovine rhinotracheitis virus, the
highest seroconversion was at 11 months (P < 0.0001), fol-
lowed by month 13 (P < 0.0001), month 5 (P < 0.0034), month
10 (P < 0.0078), and month 14 (P < 0.0215). No evidence
of overt clinical signs or deaths were recorded in association
with these diseases.

Introduccién

La diarrea viral bovina (BVD) y la
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)
son enfermedades virales econdémi-
camente importantes que limitan la
produccién'2 2026,

IBR es una enfermedad altamente
contagiosa causada por el herpes vi-
rus bovino tipo 1 (BoHV-1). Los signos
clinicos mas comunes incluyen fiebre,
disnea, anorexia y descargas ocular y
nasal. Secuelas importantes del BoHV-1
en las vacas prefiadas son la muerte
embrionaria, el aborto y la latencia.

El virus de la BVD (BVDV) se trans-
mite en forma transplacentaria o a
través de la inhalacién o ingestion de
material contaminado con secreciones
contaminadas. Ademas de los bovinos,
los ovinos, caprinos y otros ungulados
pueden ser afectados'. El BVDV se
puede diferenciar en dos biotipos, de
acuerdo al efecto citopatico que produ-
cen en las lineas celulares, en cepas
citopaticas y no citopaticas®. Los signos

clinicos de la BVD son variados, entre
los que se puede observar diarrea, le-
siones hemorragicas, trastornos repro-
ductivos y, en los casos en donde la
infeccion afecte a animales gestantes,
puede causar anormalidades fetales y
abortos®. Se conoce que BVDV puede
causar infeccion fetal, la cual, depen-
diendo del tiempo de gestacién, induce
una respuesta inmune adaptativa con
desarrollo de inmunoglobulinas. La
infeccion de un feto inmunocompe-
tente con las cepas no citopaticas de
BVDV (después de los dias 125-150
de gestacion), puede tener consecuen-
cias variadas, desde el aborto hasta el
nacimiento de un ternero normal con
respuesta inmune, puesta de mani-
fiesto por la presencia de anticuerpos
precalostrales' '°. El objetivo del pre-
sente trabajo fue determinar los titulos
de neutralizacion viral contra BoHV-1
y BVDV en terneros sin vacunar desde
el nacimiento hasta los 15 meses de
edad y la relacion entre los titulos de
las madres y sus terneros.

Materiales y métodos

Poblacién en estudio:

Se sangraron 100 vacas preparto de un
rodeo de cria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata, localizado en la provincia
de Buenos Aires. Posteriormente se ex-
trajeron muestras de sangre de los 100
terneros de estas vacas al primer mes
de vida. Seguidamente se eligieron 44
terneros al azar, los que se sangraron
mensualmente hasta los 15 meses de
edad. Cada ternero permanecié con su
madre durante un periodo de 6 meses
a partir del cual se destetaron. Desde el
destete los terneros compartieron una
pastura hasta el final del muestreo. Los
animales se vacunaron contra carbun-
clo, brucelosis, mancha y fiebre aftosa
y recibieron tratamiento antiparasitario.
Ninguno de los animales se vacund
contra BoHV-1 ni BVDV.

Toma de muestras:
Las muestras de sangre se tomaron

26



a partir de la vena yugular con agujas
individuales estériles; los tubos se cen-
trifugaron, en el laboratorio, a 2,500 g
durante 15 minutos. Los sueros se
fraccionaron en criotubos, se identifi-
caron de acuerdo al numero de los ani-
males y fecha de extraccion y se con-
servaron congelados a -20° C hasta su
procesamiento.

Procesamiento de los sueros me-
diante virus neutralizacion:

La prueba de virus neutralizacion (VN)
se realizé en células Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) en placas de
96 pocillos. Los virus usados fueron la
cepa citopatica Singer correspondiente
al genotipo 1a, para determinar anticuer-
pos contra BVDV; para detectar anticu-
erpos contra BoHV-1, se ultilizé la cepa
Los Angeles. Cada dilucién de suero se

Tabla 1.

analizé por duplicado. Los muestreos
mensuales seriados correspondien-
tes a cada animal se analizaron en el
mismo momento. Para todas las mues-
tra de suero los titulos neutralizantes
se determinaron mediante diluciones
seriadas al doble, desde la dilucién 1/2
hasta 1/128 en medio esencial minimo
(MEM). Las diluciones de los sueros
se incubaron con 100 dosis infecciosa
de cultivo de tejidos 50% (DICT50),
con rango de variacion 30-300 DICT50
para BoHV-1%, y de 30-421 DICT50
para BVDV? determinadas por el mé-
todo de Reed y Muench. Transcurridas
96 horas en incubadora de CO,, los
puntos finales de las concentraciones
de los anticuerpos neutralizantes se
determinaron por la observacion mi-
croscopica del efecto citopatico en las
células MDBKS. La seroconversion se

definié como el incremento en tres titu-
los neutralizantes.

Analisis estadistico:

La correlacion entre los titulos serolo-
gicos maternales previos al parto y
sus correspondientes terneros en su
primer mes de vida se analizdé con el
test de Spearman. La proporcién de
terneros que seroconvirtieron a deter-
minado mes de vida con 30 dias de
intervalo se estimaron con el analisis
comparativo de McNemar. Para el
analisis de sobrevida correspondiente
a cada mes se utilizd el test de Kaplan
Meier. Para determinar la igualdad en
las curvas de seroconversiones entre
BoHV-1 y BVDV se usé la prueba de
logaritmo del rango. Las diferencias
se consideraron con una significancia
de P < 0.05.

Distribucion proporcional de las muestras de animales adultos, segun los titulos neutralizantes para IBR y BVD

encontrados.

Titulos neutralizantes IBR (%) BVD (%)’
Negativos 8 0
Positivos 1/2 10 0
Positivos 1/4 19 0
Positivos 1/8 17 1
Positivos 1/16 23 8
Positivos 1/32 19 16
Positivos 1/64 4 24
Positivos 1/128 0 51

1: Rinotraqueitis infecciosa bovina.

2: Diarrea viral bovina.
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Resultados

Serologia de las madres para BoHV-1
y BVDV:

De las 100 madres muestreadas, la se-
rologia fue la siguiente: 92% positivos
para BoHV-1 y 100% positivos para
BVDV, con un rango de titulos de 1/2
a 1/64 y desde 1/8 a 1/128 respectiva-
mente. Las frecuencias proporcionales
de los diferentes titulos se pueden ver
en la tabla 1, siendo 1/16 el titulo mas
frecuente para BoHV-1 (23%)y 1/128
(51%) para BVDV.

Relacion de los titulos serolégi-
cos para BoHV-1 y BVDV entre las
madres antes del parto comparadas
con sus correspondientes terneros:

Figura 1.

El analisis estadistico de la serolo-
gia de 100 muestras maternas y sus
correspondientes terneros al primer mes
de vida, presenta una baja correlacion
estadistica para BoHV-1 con un coefi-
ciente de correlacion de Spearman
(P= 0,0244, r= 0,231, 95% IC 0.0319-
0,412). Para BVDV no se observaron
correlaciones significativas (P= 0,2632,
r=0.115, 95% IC -0,0882-0,310).

Seroconversion y variacién de los ti-
tulos neutralizantes individuales en
los terneros para IBR y BVD:

La variacién por mes se muestra en la
figura 1 para IBR y en la figura 2 para
BVD. En IBR se observd 100% de se-
roconversion a los 15 meses de edad.
Los meses con seroconversiones sig-
nificativas de acuerdo a la prueba de

Variacion mensual de los titulos neutralizantes para IBR.

McNemar fueron los siguientes: mes 5
(P <0.0034), mes 10 (P < 0.0078), mes
11 (P < 0.0001), mes 13 (P < 0.0001) y
mes 14 (P < 0.0215).

Para BVD seroconvirtieron 41 ani-
males (93%), los meses que presen-
taron seroconversiones significativas
con la prueba de McNemar fueron los
siguientes: mes 8 (P < 0.0005), mes 9
(P < 0.0001), mes 12 (P < 0.0215) y
mes 14 (P < 0.0034).

La distribucién de las seroconversiones
para las dos enfermedades se pueden
observar en la figura 3. A los 8 meses
del muestreo seroconvirtio el 50% de
los animales para IBR y para BVD.
Con la prueba de logaritmo del rango
no se observaron diferencias entre las
curvas de seroconversiones de IBR y
BVD, P<0.9.
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Figura 2.

Variacion mensual de los titulos neutralizantes para BVD.
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Figura 3.

Distribucion mensual de las seroconversiones para IBR y BVD.
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Discusion y conclusiones

En este trabajo se determinaron los titu-
los de anticuerpos neutralizantes y las
seroconversiones para BVDV y BoHV-1
en un rodeo de cria utilizando la prueba
de VN por un periodo de 15 meses a
partir del primer mes de vida. La prue-
ba de VN es una prueba seroldgica de
referencia que se utiliza comunmente
para detectar la exposicion a los virus
de BoHV-1 y BVDV?%. Se encontrd una
seropositividad en los animales adultos
de 100% para BVDV y de 92% para
BoHV-1; en los animales muestreados
mensualmente se observo seropositivi-
dad del 100% para ambos virus a los 15
meses de edad. Los titulos seroldgicos
encontrados pertenecen a animales
que no estaban vacunados contra es-
tos virus, por lo tanto, estos resultados
son indicativos de exposicion a cepas
de campo como consecuencia de in-
fecciones endémicas concurrentes®.
En los animales adultos, los titulos
neutralizantes observados fueron mas
variados y elevados en BVDV que en
BoHV-1. Esto puede deberse a la di-
versidad antigénica que se observa en
BVD, y a la probable presencia de ani-
males persistentemente infectados o
con infecciones transitorias® .

En IBR se encontr6 una escasa corre-
lacion positiva entre los titulos neutrali-
zantes de las madres y sus hijos. En
BVDV no se encontrd correlacién entre
los titulos neutralizantes de las madres
con sus respectivos hijos, probable-
mente ocasionado por la mayor diver-
sidad de valores encontrados en los
adultos al compararlos con los obser-
vados en BoHV-1. Esta falta de correl-
acion es similar a la mencionada por
Fulton y col.” quienes describen un ran-
go de variacion amplio en los anticuer-
pos calostrales en estas y otras enfer-
medades. En este estudio los terneros
presentaron disminucién en los titulos
de los anticuerpos neutralizantes con-
tra ambos virus. Este descenso en los
valores de los titulos es esperable en
los anticuerpos calostrales, con la con-
secuente disminucion en la proteccion,
seguida de incrementos en la serocon-
version'® 24,

En IBR se observaron seroconversio-
nes significativas en los meses 5, 10,
11, 13 y 14; en BVDV los meses con
seroconversiones significativas se di-
eron en los meses 8, 9, 12y 14. Estas
seroconversiones y la alta cantidad de
animales seropositivos, se debieron
probablemente a infecciones subclini-
cas dado que, durante el periodo en
el que se desarrollo el trabajo, no se
observaron signos clinicos aparen-
tes compatibles con enfermedades
asociadas a estos virus. Los terneros

con anticuerpos neutralizantes en dis-
minucién se infectarian al exponerse
a los virus diseminados por animales
con infecciones transitorias o persis-
tentemente infectados en BVD® "y
por activacion de la latencia en IBR?.
De igual manera, la transmisiéon de
BVDV puede producirse por periodos
prolongados en ausencia de animales
persistentemente infectados™®.

Para BVDV no se encontraron terneros
que permanecieran seronegativos. El
tiempo necesario para que los anticuer-
pos calostrales no se puedan detectar
en el suero es de aproximadamente
cinco meses para BVDV?. Las prime-
ras seroconversiones en BVDV se ob-
servaron a partir del segundo mes de
vida. Una explicacién para la aparicion
temprana de estas seroconversiones
es la existencia precalostral de inmuno-
globulinas anti-BVDV. Los resultados
encontrados por otros autores sugieren
que un porcentaje significativo de terne-
ros, presentan anticuerpos al momento
de nacer, previamente a la ingestion de
calostro, con porcentajes de anticuer-
pos anti-BVDV que varian desde 6,8%
a10,7%" 241827 | a seroconversion en-
contrada para BVDV de 93% es similar
al 90% descripta en otras publicaciones
con seroconversiones significativas en
los meses 7 y 8 en terneros sin vacu-
nar después de exponerse a terneros
persistentemente infectados®. En este
rodeo no se utilizaron pruebas diag-
nésticas para identificar animales per-
sistentemente infectados, sin embargo
se puede sugerir su presencia por la
elevada cantidad de animales jovenes
seroldgicamente positivos y la alta pro-
porcién de seroconversiones'™ 2. Los
animales que seroconvierten son una
fuente de infeccién importante, cuando
se encuentran presentes animales sin
inmunidad adaptativa inducida ya sea
en forma natural o artificial’®>.Después
de seroconvertir se observaron ani-
males que siguieron incrementando
sus titulos serolégicos para ambos vi-
rus, demostrando que cuando los an-
ticuerpos decaen por debajo de ciertos
niveles de proteccion, el virus vuelve a
replicarse®, induciendo una respuesta
inmune de memoria representada por
un nuevo incremento en el titulo de
anticuerpos. En los primeros meses
del muestreo se encontré un 6.82%
de terneros con serologia negativa,
que en los subsecuentes muestreos
pasaron a ser seropositivos. Algunos
de ellos podrian representar animales
que no recibieron niveles adecuados
de anticuerpos calostrales, o animales
persistentemente infectados con anti-
cuerpos calostrales, cuya persistencia
es menor por la presencia de particulas
virales, y que posteriormente respondi-
eron a otras variantes virales presentes

en el rodeo. La presencia de animales
persistentemente infectados en los bo-
vinos de carne se ha estimado en un
rango de variacion del 0.13% al 2%%*.
Estos animales adquieren una toleran-
cia inmune especifica a las infecciones
virales congénitas y, por lo tanto, no re-
sponden a estas cepas virales homolo-
gas; pero si pueden responder a otras
cepas virales heterdlogas que se en-
cuentren circulando entre sus com-
pafieros'™. En la prueba de VN para
BVDV se usé la cepa Singer (genotipo
1a) como virus indicador, que si bien es
el genotipo mas comun no es el Unico
hallado en Argentina, por lo que po-
drian encontrarse otros genotipos actu-
ando en el rodeo™ 2'. De haberse uti-
lizado virus indicadores representantes
de otros genotipos se podria haber
encontrado titulos neutralizantes varia-
dos por las diferencias antigénicas que
se presentan entre los genotipos, de-
bido a que el mayor titulo neutralizante
se logra cuando el virus indicador es
genotipica y antigénicamente idéntico
al que se encuentra en el rodeo.

Las primeras seroconversiones para
IBR se observaron en el cuarto mes,
seguido por seroconversiones signifi-
cativas en el quinto mes (P < 0.0034)
indicando el momento en el cual los
animales comienzan a infectarse. En
estos terneros el virus comienza a rep-
licarse en forma intensiva, exponiendo
grandes cantidades de particulas virales
en los exudados, siendo altamente con-
tagiosos para los demas animales®. En
IBR en el mes 11 se observo el mayor
numero de seroconversiones probable-
mente a consecuencia de la presencia
de animales recientemente infectados
diseminadores de virus que, en con-
tacto con animales susceptibles por la
ausencia de anticuerpos maternales y
la falta de experiencia inmune previa,
ocasionan infecciones evidenciadas
por las seroconversiones observadas.
A los ocho meses de edad el 50% de
los animales presentd seroconversion
en BVDV y BoHV-1. Estadisticamente
no se observaron diferencias signifi-
cativas entre las seroconversiones de
ambas enfermedades. En el mes 15,
el ndmero de seroconversiones dis-
minuyo, probablemente por la presen-
cia de una mayor cantidad de animales
con titulos de anticuerpos y el desarrol-
lo de inmunidad adaptativa celular, ca-
paces de limitar la replicacion viral. En
trabajos previos se encontré una may-
or presencia de seroconversiones en
animales jovenes?. Entre los factores
que facilitan la diseminaciéon de estas
enfermedades se menciona el estrés y
las coinfecciones con otros patégenos
como el virus de la inmunodeficiencia
bovina® o el efecto sinérgico que po-
dria tener la presencia simultanea en
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el mismo rodeo de BVDV y BoHV-1,
tal como se presenta en la poblacién
en estudio, considerando el potencial
efecto inmunosupresor transitorio de

Usando la prueba de VN con un
intervalo mensual, se demostré la
presencia elevada de anticuerpos neu-
tralizantes anti-BVDV y anti-BoHV-1 en
animales no vacunados contra éstas

enfermedades en un rodeo de cria,
con seroconversion desde los dos
meses hasta los 15 meses de edad sin
signos clinicos aparentes.

los agentes implicados.
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