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RESUMEN

Se presentan los resultados retrospectivos de 936 sueros
muestreados en forma pareada analizados con la prueba
de virusneutralizaciéon para Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) y Diarrea Viral Bovina (BVD) durante el periodo 2000
— 2008. En el 66% de los casos no se mencioné el motivo
del muestreo, en el 22% de las muestras se mencioné vacas
abortadas como causa de envio, un 9% se debié a casos de
otra signologia asociada a estas enfermedades y un 3% a
control de planes de vacunacion. El 55% de los sueros parea-
dos ingresaron con los dos muestreos juntos, mientras que el
45% restante ingresé por separado. Se comparo la presencia
de seroconversién con la prueba de Chi2 en las muestras
pareadas sospechosas (vacas abortadas y animales con otra
signologia relacionada a IBR o BVD), con los resultados de
las muestras pareadas no sospechosas (controles de planes
de vacunacion y muestras sin indicacion del motivo de envio),
solo observandose diferencias significativas para BVD (P =
0,0001). En el caso de BVD ademas se compar¢ la presen-
cia de seroconversion en vacas abortadas y en animales con
otros signos compatibles con estas enfermedades y no se
observaron diferencias significativas (P = 0,1139). Los titu-
los serolégicos encontrados en las muestras con y sin se-
roconversion fueron variados, observandose los mas eleva-
dos en el titulo neutralizante final para BVD. Estos hallazgos
demuestran que la presencia de titulos para IBR y BVD es
elevada y que el muestreo pareado, aunque no resulte una
practica frecuente, nos permite interpretar mejor la etiopato-
genia de estas enfermedades y evaluar las medidas profilac-
ticas aplicadas para su control.
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SUMMARY

Serological paired evaluation using virusneutralization
test for IBR and BVD of bovines from Buenos Aires,
Argentina, in the period 2000 - 2008

We present retrospective results of 936 paired serum samples
tested for infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and bovine
viral diarrhea virus (BVDV); samples taken during the period
2000 to 2008 were analyzed by a virus neutralization test. In
66% of the cases there was no mention for the sampling
purpose, in 22% of the samples, aborted cows were the cause
for shipment, in 9% it was due to causes related to other
clinical signs compatible with these diseases and in 3% to a
vaccination control plan. In the 55% paired serum samples the
acute and convalescent samplings were analysed together,
while the remainder 45% acute and convalescent specimens
were analysed at different times. The presence of seroconversion
was compared with Chi2 test between suspicious paired
samples (aborted cows and animals with other clinical signs
resembling IBR or BVDV), with unsuspected paired samples
(vaccination control plan and samples without indication of
the motive for shipment), significant differences were only
found for BVD (P= 0.0001). In the case of BVD the presence
of seroconversion was also compared between aborted cows
and animals without clinical manifestations compatible with
IBR or BVD, no significant differences were observed (P=
0,1139). The antibody titers found were diverse between sam-
ples with and without seroconversion, the higher neutralizing
antibodies were observed for BVD. These findings show a high
frequency of antibodies in serum for IBR and BVDV, paired sera
although not a frequent practice, allows us to explain the etiopa-
thogeny and evaluation of the prophylactic measures used for
the control of these diseases.

Introduccién

Entre las enfermedades virales que
afectan frecuentemente a los rumian-
tes se encuentran la Rinotraqueitis In-
fecciosa Bovina (IBR) y la Diarrea Viral
Bovina (BVD). Ambas pueden ocasio-
nar cuadros subclinicos y clinicos con
inmunodepresion que predispone a
otros patégenos' '° 3 disturbios diges-
tivos, respiratorios, nerviosos y trastor-
nos reproductivos como muerte embrio-
naria, anormalidades congénitas, aborto
y muerte perinatal'® ?”. Ambos virus se
transmiten por via aerdgena, genital y
en forma vertical. Estas enfermedades

suelen cursar con baja mortalidad y alta
morbilidad causando pérdidas econdmi-
cas'® 3, Estos virus causan efecto cito-
patogénico en lineas celulares, aunque
BVD posee biotipos citopaticos y no
citopaticos™ '+ 2. 26| a infeccion por es-
tos agentes produce en el huésped una
respuesta inmune de tipo innata y adap-
tativa con predominio de la actividad de
linfocitos T citotéxicos y de plasmocitos
productores de anticuerpos neutrali-
zantes especificos 16 19.%0. 31,

El diagnéstico de ambas enferme-
dades se basa en la deteccion directa
de las particulas virales o de sus com-
ponentes, como en la demostracion

indirecta de infeccion viral a partir del
analisis seroldgico, siendo la técnica de
virus neutralizaciéon de referencia para
detectar vy titular anticuerpos neutrali-
zantes especificos. Esta prueba es al-
tamente especifica y se basa en la ca-
pacidad que presentan los anticuerpos
para neutralizar la citopatogenicidad de
estos virus en células in vitro'® 22,

Para interpretar la cinética de los anti-
cuerpos neutralizantes se recomienda
realizar dos muestreos de sangre con
un intervalo de 20 a 30 dias (muestreo
pareado) para la busqueda de serocon-
version, que es la variacion de por lo
menos tres titulos neutralizantes entre
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los resultados de dos muestreos?® 3%;
la seroconversion puede ser positiva
cuando se produce un aumento del
valor de los titulos neutralizantes en-
tre el primer y segundo muestreo, o
puede tratarse de una seroconversion
negativa cuando existe un descenso
del valor de los titulos neutralizantes.
De acuerdo al momento del muestreo,
la presencia de seroconversion en una
serologia pareada nos indica respuesta
inmune activa (inmediata para la posi-
tiva y mediata para la negativa)® 235 y
presenta como principal propésito de-
tectar infecciones agudas y/o abortos
producidos por estos virus, siempre y
cuando se haga una toma de muestra
a conciencia y se incluyan animales
vecinos, o en su defecto se tenga la
serologia previa de la poblacion para
evaluar movimiento poblacional de an-
ticuerpos; solo la presencia de titulos
altos revela la existencia de estimulo
antigénico continuo, como en el caso
de animales persistentemente infecta-
dos con el virus de BVD12.

El diagnéstico de estas enfermedades
se dificulta por los problemas en la in-
terpretacion de los resultados; al anali-
zar los titulos seroldgicos debemos to-
mar en cuenta la edad de los animales,
el momento del muestreo, la existencia
previa de signos clinicos, asi como
también confirmar si hubo vacunacio-
nes previas. Todas estas situaciones
cambiantes desafian constantemente
la interpretacion de los resultados.

El objetivo de este trabajo pretende me-
jorar la interpretacion de los resultados
seroloégicos de muestras pareadas ob-
tenidos con la técnica de virusneutra-
lizacion para IBR y BVD y comparar la
presencia de seroconversion entre las

Figura 1.

muestras sospechosas (vacas aborta-
das y con ofra signologia de estas en-
fermedades) y las no sospechosas (sin
indicacion de motivo de envio y con-
trol de planes de vacunacion). Estas
muestras fueron procesadas en el CE-
DIVE durante el periodo 2000 — 2008.
Este laboratorio se encuentra en Chas-
comus, recibe muestras de aproxima-
damente 250 médicos veterinarios y su
casuistica corresponde principalmente
a la Zona Deprimida del Salado, area
de mas de 7 millones de ha. en la pro-
vincia de Buenos Aires.

Materiales y métodos

Muestras procesadas:
De un total de 6.889 muestras de sue-

ro bovino analizadas 936 fueron sueros
muestreados en forma pareada, es
decir 468 muestras pareadas.

Una muestra pareada es aquella que
esta integrada por dos sueros de un
mismo animal muestreados con un in-
tervalo de 20 a 30 dias. En este trabajo,
cada vez que se utilice el término mues-
tra pareada se debe interpretar que esta
integrada por dos sueros muestreados
en el intervalo de tiempo mencionado.
Las muestras pareadas ingresaron en
forma “completa” cuando se recibieron
los dos muestreos juntos, o en forma
“‘incompleta” cuando se indico en el
momento de envio del material que en
los 30 dias posteriores se mandaria el
segundo muestreo, en este caso los
sueros son congelados durante 30 dias
a la espera de completar el muestreo
siendo recién en ese momento analiza-
das. Con el fin de inactivar las protei-
nas del complemento las muestras se

incubaron a 56°C por 30 minutos previo
a su procesamiento.

Evaluacién de anticuerpos séricos:
Se utilizd la técnica de virusneutra-

lizacion en microplaca mediante el mé-
todo virus fijo-suero variable* 9 10.23. 33,
Se realizé la dilucion de las muestras
en base dos, empezando con un titu-
lo neutralizante de 1/2 hasta un titulo
neutralizante final de 1/512 para IBR
y de 1/2048 para BVD. La lectura fi-
nal se realizé a las 72 hs. Se trabajé
para ambos virus con una dosis infec-
ciosa de 100 TCID50, se us6 la cepa
Los Angeles (LA) de HVBo-1 (rango de
variacion: 30-300 TCID50)® y la cepa
Singer para BVD (rango de variacion:
30-421 TCID50)%. Se utilizaron células
de la linea Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK), mantenidas en el medio esen-
cial minimo (MEM) con la adiciéon de
10% de suero fetal bovino, e incubadas
a 37°C con 5% de CO2.

Analisis estadistico:

Se utilizo la prueba de Chi2 para anali-
zar la presencia de seroconversion
en los diferentes grupos de muestras
pareadas procesadas. Con este fin, los
resultados se agruparon de acuerdo
a la solicitud de ingreso en muestras
pareadas sospechosas (vacas aborta-
das y animales con otra signologia re-
lacionada a IBR o BVD), y en muestras
pareadas no sospechosas (controles
de planes de vacunaciéon y muestras
sin indicacion del motivo de envio). Se
considerd que valores de P <0.05 in-
dicaban diferencias significativas y en
todos los casos se aplico la correccion
de YATES.

Cantidad de muestras pareadas anuales procesadas para IBR y BVD durante el periodo 2000-2008.
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Resultados

Muestras procesadas:
Los 936 sueros muestreados en for-

ma pareada, representaron un 13,6%
del total de las muestras analizadas
en el area de virologia en el periodo
estudiado. El promedio anual fue de
104 muestras pareadas + DE 73,07,
observandose en el afio 2003 el pico
de 252 muestras y en el afio 2008 el
menor numero de muestras pareadas.
La cantidad de este tipo de muestras
procesadas por afio durante este perio-
do se expone en la figura 1.

Ingresaron 266 muestras pareadas
“‘completas” (55%), siendo 202 las
muestras pareadas que ingresaron en
forma “incompleta” (45%).

No se indicé el motivo de envio en
el 66% de los casos (311 muestras
pareadas), la indicacién de diagnés-
tico en vacas abortadas fue del 22%
(104 muestras pareadas), un 9% (40
muestras pareadas) correspondi6 a ca-
sos con otra signologia clinica asociada
aIBRoBVD, y en un 3% (13 muestras
pareadas) a control de planes de vacu-
nacion de estas enfermedades.

Evaluacién de anticuerpos séricos:
En el 15% de las muestras pareadas

procesadas se observd seroconversion
para alguna de estas enfermedades,
mientras que en el 85% de las muestras
pareadas no se obtuvo seroconversion.
Para IBR se encontr6 seroconversion
positiva en 13 muestras (2,7%) y se-
roconversion negativa en 15 muestras
(3,3%), mientras que para BVD se ob-
servo seroconversion positiva y negativa
en 20 muestras respectivamente (4,25%
para cada uno). Al considerar la presen-
cia de seroconversion en las muestras
pareadas sospechosas (vacas aborta-

Tabla 1.
Presencia o ausencia de seroconversion en las muestras pareadas sospechosas y no sospechosas analizadas para IBR
y BVD.
Muestras Muestras
Presencia o ausencia pareadas pareadas no Total de Porcentajes
de seroconversion sospechosas sospechosas (sin muestras | Total de calculados
en cada enfermedad (vacas abortadas indicacion + areadas | Mmuestras sobre el total
viral analizada + con signos planes de P de muestras
clinicos) vacunacion)
IBR Con seroconversion 11 17 28 56 6%
IBR Sin seroconversion 133 307 440 880 94%
BVD Con seroconversion 24 16 40 80 8,5%
BVD Sin seroconversion 120 308 428 856 91,5%
Tabla 2.

Resultados observados en la prueba de virusneutralizacion para IBR y BVD en las muestras pareadas que no presentaron
seroconversion en el total del muestreo.

Resultados IBR Cra:1 nl}:i?:la ;le Porc;/l:;cajes Res;\lft;dos C;T::?:Ia:e Porc(eull:)tajes
Negativos 264 28 Negativos 1 1
112 83 9 112 32 3
1/4 96 10 1/4 56 6
1/8 65 7 1/8 67 7
1116 49 1116 32 35
1/32 71 1/32 112 12
1164 98 10 1164 57 6
1128 119 13 1128 223 24
1/256 23 2 1/256 17 2
1/512 12 1 1/512 29
11024 wal 11024 73
1/2048 ! 0 1/2048 147 16
Total de muestras que Total de muestras que
no presentaron 880 94 no presentaron 856 915
seroconversion a IBR seroconversion a BVD
' : Eltitulo neutralizante final para la prueba de virusneutralizacion de IBR se realizé hasta 1/512
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Tabla 3.

Titulos neutralizantes observados para IBR y BVD en las muestras pareadas que presentaron seroconversion positiva y

negativa.

Resultados para IBR de 56 muestras (6%) que presentaron seroconversion

Titulos neutralizantes de seroconversion
observados entre los dos muestreos

Cantidad de animales
con esos titulos

Tipo de seroconversién:
positiva (+) o negativa (-)

Negativo a 1/16
Negativo a 1/32
Negativo a 1/64
Negativo a 1/512
1/4 a1/128
1/8 a 1/128
116a1/128
1/5612a 1/32
1/512 a 1/2
1/256 a 1/32
1128 a 1/16
1128 a 1/8
1/64 a 1/8
1/64 a 1/2
1/32a1/4
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Resultados para BVD de 80 mu

estras (8,5%) que presentaron seroconversion

Titulos neutralizantes de seroconversion
observados entre los dos muestreos

Cantidad de animales
con esos titulos

Tipo de seroconversién:
positiva (+) o negativa (-)

1/4 a 1/32
1/4a1/128
1/8 a 1/64
1/8a1/128
116 a 1/128
1/16 a 1/256
1132 a 1/512
1/4096 a 1/512
1/2048 a 1/256
1/1024 a 1/8
1/512 a 1/64
1/512a 1/32
1/512a 1116
1/256 a 1/64
1/256 a 1/32
1/256 a 1/16
1128 a 1116
1/64 a 1/8
1/4096 a 1/512

=y

- ) L) = o N = s N = o 00 B o
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das y animales con otra signologia rela-
cionada a IBR o BVD), y comparar con
los resultados de las muestras pareadas
no sospechosas (controles de planes de
vacunacion y muestras sin indicacion
del motivo de envio), se pudo observar
diferencias significativas para BVD
(P = 0,0001) encontrandose mayor
nuamero de seroconversion en el grupo
de muestras pareadas sospechosas;
mientras que para IBR no existi6 dife-
rencias significativas (P = 0,4261). En
el caso de BVD se compard ademas la
presencia de seroconversion en vacas
abortadas y en animales con otros sig-
nos posibles de estas enfermedades y
no se observo diferencias significativas

(P =0,1139). En la tabla 1 se muestra la
presencia y ausencia de seroconversion
obtenidas en cada enfermedad segun
los grupos de muestras pareadas sos-
pechosas y no sospechosas.

Los titulos encontrados en los ani-
males que presentaron seroconver-
sion fueron variados, observandose
los valores mas elevados en el titulo
neutralizante final para BVD. En los
casos en donde no existid serocon-
version los titulos también fueron di-
versos Yy en general se obtuvo valores
altos para BVD. El resumen de estos
resultados se muestran en la tabla 2
y los valores de los titulos neutrali-
zantes observados en las muestras

pareadas en donde se pudo encon-
trar seroconversion se exponen en la
tabla 3.

Discusion y conclusiones

Del total de muestras enviadas al labo-
ratorio para realizar diagnostico se-
rolégico de IBRy BVD un 13,6% ingresé
como muestras pareadas. La cantidad
de muestras pareadas ha mermado en
los ultimos anos, demostrando que el
uso de este tipo de muestreo esta dis-
minuyendo en la clinica de los rumian-
tes. El motivo principal de aplicar este
muestreo fue la de diagnéstico en vaca
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abortada (22%), esto seguramente se
debié a que ambas enfermedades se
relacionan con fallas reproductivas'® 2%
22.25.32.38 o] 9% de los requerimientos
de diagnéstico fueron casos con otra
signologia clinica compatible con estas
enfermedades (rinitis, queratitis, neu-
monia, signos nerviosos, diarrea, entre
otros), y un 3% ingresé como controles
de planes de vacunacion de estas en-
fermedades. En el 66% de los casos no
se indico el motivo de remisiéon de di-
chas muestras, esta carencia de datos
siempre limitara la interpretacion de los
resultados.

Las muestras pareadas llegaron com-
pletas en un 55 % de los casos y sepa-
radas en un 45%, siendo frecuente el
envio del segundo muestreo sin pre-
vio aviso al laboratorio 0 no se logra
completar. Estas situaciones se deben
a que los muestreos pareados suelen
ser dificiles de organizar para los pro-
fesionales actuantes, resultando frus-
trante intentar aplicar esta modalidad
de muestreo y, por lo tanto, suele no
indicarse. Sin embargo, el resultado de
un muestreo Unico no siempre suma
informacién e incluso puede confundir
mas, mientras que el uso de muestras
pareadas permite obtener valiosa infor-
macion sobre la respuesta inmune hu-
moral de los animales con signologia
compatible con estas afecciones, asi
como en los casos en donde se evalla
la respuesta inmune vacunal con sus-
tratos inactivos, comparando los titulos
existentes previamente a la vacunacion
con los titulos obtenidos al finalizar el
plan indicado® ''. Ademas se recomien-
da enviar las muestras pareadas juntas
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