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CARACTERIZACIÓN  INMUNOQUÍMICA DEL VIRUS 
DE LA DIARREA VIRAL BOVINA  SOBRE CELULAS, 

CON MATERIALES DE CASOS CLINICOS

       

RESUMEN

Este estudio  describe la detección inmunoquímica del virus de la diarrea viral bovina (VDVB) 
de cepas recuperadas de casos clínicos del Hospital  de Salud Animal de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la UNL. Estas cepas aisladas en los sistemas habituales e identificadas por Inmu-
nofluorescencia directa (IFD)  y seroneutralización (SNT) se estudiaron por  técnicas inmunoquímicas 
(IQ- IP)  para confirmarlas y  establecer una diferenciación  de las mismas en los genotipos 1 y 2. 
Sobre 54 muestras estudiadas 41  fueron positivas en Inmunoquímica –inmuno-peroxidasa (IQ- IP), 
7   de las cuales se evidenciaron solo por esta técnica,  habiendo sido negativas para aislamiento e 
inmunofluorescencia.

Todas correspondieron al genotipo 1 y ninguna al genotipo 2.
Palabras claves: genotipos, biotipos, inmunoquimica, diarrea viral bovina.

SUMMARY

Inmunochemical characterization  of Bovine Viral Diarrhoea Virus  in cells 
with samples of clinic cases.  

This study  describe the immunochemical  detection of the BVD V (Bovine viral diarrea virus) of 
recovered  strains  from clinics cases submitted to the Faculty of Veterinary Sciences - Animal Health 
Hospital of the Litoral National University- Santa Fe- Argentina. Strains previously recovered by the 
clasical systems and identified by direct immunofluorescence (DIF) and seroneutralization test (SNT),  
were studied and compared  its  performance with the immunochemical techniques to ensure the 
confidence of them and  make a distinction between genotypes 1 & 2. About  54  samples studied 41  
were positive in Immunochemical-Immnunoperoxidase (IQ-IP) techniques and 7  were  recognized 
by this  method and not by the traditional one (isolation  and  direct immunofluorescence). 

All the strains belongs to type 1 and none to type 2.
Key words:  genotype, biotype, immunochemistry, bovine viral diarrea.
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 INTRODUCCIÓN

El virus de la Diarrea Viral Bovina (V 
DVB), un ARN  de cadena simple pertene-
ciente a la Familia Flaviviridae, que compar-
te con el virus de la enfermedad de la frontera 
( Border disease)  y  Peste Porcina Clásica  
(PPC), es responsable de enfermedad entéri-
ca y fallos reproductivos en bovinos. 

Puede pasar verticalmente de madre a feto 
causando abortos, terneros malformados e 
individuos que nacen infectados persisten-
temente (P.I.) (Lértora, 2003).

Presenta 2 genotipos: Tipo 1 -con  al 
menos 11 genogrupos- y Tipo 2. El primero 
contiene las cepas clásicas y  los virus  más 
utilizados  en vacunas, mientras el tipo 2 
puede causar trombocitopenia y enfermedad 
aguda.

Ambos genotipos pueden presentarse 
en 2 biotipos: el no citopatogénico (NCP) 
y el citopatogénico (CP), en relación a su 
expresión  sobre cultivos celulares in vitro 
(Deregt &Lowen 1995; Odeón et al., 1999; 
Saliki et al.,1997). Los virus NCP de ambos 
genotipos pueden establecer infecciones 
persistentes en animales susceptibles.

Estos animales persistentemente infecta-
dos  con cualquiera de los genotipos pueden 
evolucionar a Enfermedad de las Muco-sas, 
de curso fatal (Donis, 1995).

La identificación de los P. I.  con V DVB  
- NCP,  que no expresan su actividad en los 
cultivos celulares in vitro, se ha hecho por 
diferentes métodos que incluyen aislamiento 
viral  (Lee & Gillespie, 1957),  inmunofluo-
rescencia (IF) (Dubovi, 1996) inmunopero-
xidasa  (IP) (Castro et al., 1997; Deregt  &  
Prins 1998; Fray et al., 1998), reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) (Vilceck 
et al., 1994)  y captura de antígenos por 
enzimoinmunoensayo (ELISA) (Saliki et 
al.1997).

En todos los casos el uso de anticuerpos 

monoclonales  ha redituado especificidad 
a las pruebas realizadas y a causa de la 
diversidad antigénica del V DVB se han 
utilizado pools de anticuerpos monoclonales 
con epitopes conservados para mantener 
un alto nivel de sensibilidad diagnóstica 
(Dubovi, 1996). No obstante, la técnica por 
excelencia para demostrar la implicancia de 
este agente es el aislamiento directo desde 
material clínico. 

El aislamiento  puede intentarse sin mayo-
res dificultades, pero a causa de la existencia 
de los biotipos  NCP  la  presencia del virus 
sobre células  puede requerir de otras pruebas 
específicas (Lee & Gillespie, 1957).

Tal detección depende entonces  entre 
otras técnicas, del uso de anticuerpos fluo-
rescentes (F. A.) o más  recientemente en  uso  
habitual , de anticuerpos ligados a enzimas 
(I. P) de diferentes formas (Brodersen et 
al.,1998; Dubovi, 1998).

La detección de antígenos del V DVB  
también  tiene una  gran alternativa   en los 
tests  IQ - IP   e  inmunohistoquímicos, reali-
zandose éstos a partir de tejidos infectados. 

Su desempeño es superior en estos casos a 
la  IF,  ya que la señal del antígeno se ampli-
fica por acción enzimática (Fray et al., 1998; 
Haines et al.,1992).  Este estudio comunica 
la caracterización viral de cepas recuperadas 
de casos clínicos provenientes  del Hospital  
de Salud animal de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la UNL, que recibe  muestras 
provenientes de la zona de influencia de la 
misma (en la cuenca lechera santafesina) a 
través de I.Q., algunas de cuales  han sido 
previamente estudiadas por IFD y SNT 
(Gollan et al., 2006).

El objetivo de este estudio fue establecer 
comparaciones entre las técnicas mencio-
nadas y las I.Q. en cuanto a su eficiencia y 
reproducibilidad , a  la  confirmar la posibili-
dad de implementar su disponibilidad como 
aporte un diagnóstico rápido y  fiable y a ti-
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pificar los aislamientos en T 1 y T 2. (Deregt 
et al., 1998 (a)Deregt et al., 1998 (b)).

MATERIALES Y METODOS

- Cepas virales
Se estudiaron 54 materiales, 47 cepas 

del V DVB – previamente aisladas y carac-
terizadas como pertenecientes al virus de la 
Diarrea Viral B ovina- (39 CP  y  8  NCP), y 
7 muestras  provenientes de fetos y órganos 
de bovino, ingresados desde el  Hospital de 
la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNL) 
que resultaron negativos en aislamiento. 

El mismo se intentó por medio de las téc-
nicas clásicas : triturados y mortereados con 
arena estéril de alícuotas de los órganos de 
interés (bazo-riñón-pulmón y placentas) en 
minimun esssential medium (MEM), filtra-
dos por gasa y algodón se centrifugaron por 
45 minutos a 5.000 r.p.m. y luego el sobrena-
dante  filtrado por membranas de 0.2 micras 
de poro se controlaron bacterioló-gicamete 
y se inocularon en monocapas confluentes 
de cultivos primarios de testículo y pulmón 
de feto bovino y /o linea celular establecida 
MDBK (Madin Derby Bovine Kidney).   

 Las cepas aisladas en nuestro Labora-
torio entre los años 2000 y 2004  fueron 
caracterizadas  previamente por las técnicas 
de IFD con reactivos comerciales  (VMRD) 
y  SNT con antisuero policlonal elaborado 
frente a la cepa  CP de referencia Singer, 
de título seroneutralizante 1:160 (Gollan et 
al 2003). Se procesaron además las cepas 
de referencia internacional CP: Singer  y  
NADL   y   NCP: NY 1.

Fueron tituladas por los métodos habitua-
les, calculándose los títulos  de las mismas 
por el método de Reed & Muench expresado 
como el factor de dilución el cual resultó 
positivo en el 50% de los cultivos infectados 
con cada virus,  punto expresado como  el 

log  10 de la  DICT 50% / ml (dosis infec-
ciosa cultivo de tejido 50% por mililitro) de 
inóculo empleado.

- Inmunofluorescencia directa 
(IFD)

 Tanto la detección de la presencia de vi-
rus  NCP como la identificación de las cepas 
CP y el  control de la línea celular establecida  
MDBK  -usada en  los aislamientos y cer-
tificada libre del VDVB-, se realizaron por 
IFD  utilizando antisuero policlonal anti V 
DVB conjugado con fluoresceína, de origen 
comercial (VMRD -Cat: 210–61-BVD- di-
rect conjugate to fluorescein isothiocyanate), 
según el método de Coons y cols. (FAO –Red 
Cooperación Técnica ONU) y las indicacio-
nes del reactivo comercial, siendo el antedi-
cho  aplicable a la detección y/o titulación 
de las cepas de campo del virus en cuestión 
incluyendo las CP y NCP y a los genotipos 
1 y 2 sobre cultivos celulares.

La cepa denominada 333/4 aislamiento  
de 	 VDVB de nuestro Laboratorio 
(Gollan et al. 2006) obró de control interno 
en la tipificación en 1 y 2  ya que la misma 
proveniente de un caso clínico con síndrome 
hemorrágico  -y caracterizada  por biología 
molecular estudiando la secuenciación de la 
región 5´-  ha revelado un  90% y  98% de 
similitud entre ella y los grupos I a y  I b del 
Tipo I.

 -  Seroneutralizacion 
 Se utilizaron células de cultivos prima-

rios de riñón y pulmón de feto bovino (CP  
RFB-PFB) y la línea celular establecida 
MDBK. 

En esta instacia se probaron dos líneas 
celulares para comparar la eficiencia de  las 
mismas: Táquea Bovina (B-Tr) y MDBK eli-
giéndose esta última por su crecimiento más 
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rápido, lo que permite montar el test en poco 
tiempo, siendo tanto o más eficientes que las 
de traquea para el aislamiento del virus. 

Para evitar contaminaciones provenien-
tes del suero fetal bovino con el VDVB se 
suplementaron los medios de crecimiento 
celulares con 10 % de suero equino.

La SNT se realizó con el método suero 
fijo/ virus variable enfrentando distintas 
diluciones de las  cepas virales al antisuero 
elaborado frente a la cepa de referencia 
NADL de título 1/128 , enfrentándolo a 
4 réplicas por dilución, definiendo como 
neutralización la máxima dilución viral 
que logró ser neutralizada por el antisuero 
(Manual Tecs. FAO-ONU).

El  48 % (26 /54) de los materiales fueron 
estudiados también en IFD desde improntas 
de distintos órganos por  IFD con el material 
recientemente  necropsiado y frente a conju-
gados anti V DVB y virus de la rinotraqueitis 
infecciosa bovina (IBR) (Gollan  et al.,  no 
publicado).

I - Técnicas inmunoquimicas ( IQ 
) sobre células

Los ensayos de IQ se llevaron a cabo con 
técnicas cedidas en forma ditecta  por el Dr. 
R. Donis del Dpt. Of Veterinary and Bio-
medical Sciences, University of Nebraska-
Lincoln- USA- ( IPX test -indirect immuno-
peroxidase staining- Meyling, 1984)

Se prepararon policubetas con células 
MDBK (obtenidas del ABAC-Asociación 
Banco Argentino de Células, certificadas  
libres  del V DVB, controladas periódica-
mente por IFD) y cultivadas para su cre-
cimiento con suero equino, las que fueron 
inoculadas por duplicado con 0,2 ml de cada 
cepa viral.

Luego de 48 hs. de incubación (cuando 
las cepas CP estuvieron en un ECP: efecto 
citopatogénico que afecta el del 50 % la 

mo-nocapa o + +) se fijaron a –20° C por 
15 minutos con 100 microlitros / celda de 
Buffer de Fijación /acetona ,dejándose secar 
al aire a temperatura ambiente toda la noche. 
Con las cepas NCP se procedió  a las 24-48 
horas de inoculación. 

Fueron agregados 150 micro-litros / celda 
de una dilución 1:200 de Anti-suero policlo-
nal comercial   VMRD: BVDV Cat. –210-70 
suspendido en Buffer de ligado, incubándose 
por 90 minutos a 37° C.

Lavadas 3 veces con Buffer de Lavado, 
250 microlitros /celda, se  agitaron las policu-
betas en cada lavado, luego  se secaron muy 
bien. Se adicionaron  75 microlitros /celda de 
HRP-rec-Protein G (Zymed –cat:10/1223- 
Protein G HRP conjugate 1 mg/ml) dilución 
1:1000 en Buffer de ligado.

La prueba se incubó por 45 minutos a 37° 
C descartándose  luego el contenido líquido, 
realizándose 4 lavados con 150 micro-litros/ 
celda con Buffer de Lavado,  dejándolas 
secar sobre papel absorbente.

Finalmente se agregaron 150 microli-
tros /celda de Solución de Sustrato  AEC 
(3-amino-9-ethylcarbazole- Sigma A 6926) 
agitán-dopse  suavemente para producir el  
mezclado. 

Envueltas en papel de aluminio se in-
cubaron a temperatura ambiente por 60 
minutos, al término de los cuales se obser-
vó la aparición de color absorbido por las 
células, prolongándose luego la incubación 
por  espacio de  20 minutos más,  para una 
mejor definición.

Definido el color se descartó el sustrato 
y se frenó la reacción lavándolas con agua 
corriente, para dejarlas secar  durante toda 
la noche.

Efectuando la lectura de resultados se 
valoró la tinción sobre las células infectadas, 
respecto de aquellas sin inocular (controles 
normales) y las correspondientes a las cepas 
de referencia ensayadas , cada vez que se 
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hicieron las pruebas.
I I - Ensayos con anticuerpos 

monoclonales (AC) -microtécnica-  
para detección de tipo 1 y  tipo 2. 

Se procedió con la técnica descripta por 
Fulton, Deregt y cols  (Deregt & Prins, 
1998) Immunoperoxidase Microisolation 
Anti-bodies (IPMA), procesándose idéntica 
cantidad de aislamientos que en las técnicas 
IQ descriptas anteriormente y las cepas de 
referencia NADL, Singer,  y NY 1.

 Se utilizaron Ac monoclonales  para de-
tección del V DVB: - Monoclonal Ab Isotype 
2 –IgG 2 a  para la Proteína E (gp53) tipo 2 
del VDVB - cell line- BA 29- VMRD-

- Monoclonal Ab Isotype Ig2a -Type 
1- IgG 2a -cell line 157 -(para IFI e IP) 
VMRD-

Cada una de las cepas diluídas  10-1 en 
minimun essential medium (MEM) fue 
depositada en cantidad de  0,025 ml  en  
micro-policubetas a las que se adicionó 
0,05 ml de una suspensión celular de línea 
MDBK en concentración de 500-800.000 
células por  mililitro a cada celda, con medio 
de crecimiento con 10 % de suero equino, se 
cubrieron e incubaron por 5 días a 37°C. 

Cada cubeta se preparó por duplicado a 
fin de estudiar  todos los materiales separa-
damente, frente a cada monoclonal dirigido  
a cada uno de los tipos. 

La observación diaria en microscopio 
invertido permitió determinar la aparición 
del efecto citopatogénico (ECP), retirándose 
al 5° día el medio de cultivo, se fijaron las 
microcapas con 150 microlitros de acetona 

70% en PBS  por 10 minutos a temperatura 
ambiente. 

Escurrida  la acetona  se dejaron secar a 
temperatura ambiente por 3 horas mante-
niéndolas a 4°C hasta su tinción.

Rehidratadas las celdas con 200 micro-
litros de PBS / Tween se agregaron 100 
micro-litros /celda de la mezcla de Ac 
monoclo-nales, agregándose a un juego el 
Tipo 1 y al otro el Tipo 2 (Diluciones: 1:1000 
en PBST + 20 % de Suero Fetal Bovino (para 
bloquear las uniones inespecíficas). 

Se incubaron por 1 hora a 37°C fueron  
lavadas con  BST (Buffer-Suero Fetal Bovi-
no- Tween) y se agregó a cada celda HRPO 
diluida  1:1000  en PBS /SFB, a razón de 
100 microlitros /celda. 

Luego de una incubación de 45 minutos  
a  37°C., se realizó otro ciclo de lavado y 
se agregaron 100 microlitros de sustrato 
cromógeno consistente en 280 microgramos 
de 3 AEC por mililitro de Buffer acetato con 
0,01% de peróxido de hidrógeno. 

Incubadas primeramente por 25 minutos 
a temperatura ambiente, se escurrieron las 
cubetas en toallas de papel y se dejaron orear. 
Observadas con  microscopio invertido y 
a ojo desnudo, la coloración roja indicó la 
posi-tividad de las reacciones.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se resumen en 
los siguientes cuadros:

Cuadro 1: Aislamiento e  IFD  para detección de antígeno viral del VDVB. 
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Siendo: 
Sensibilidad  =    a
                         ——  x 100 = 87,2%
                          a+c

Especificidad  =   d
                          ——  x 100 = 14,2%
                           b+d

Cuadro 2: Sensibilidad y especificidad de las técnicas inmunoquímicas respecto del 
aislamiento viral. 

* Todas las muestras estudiadas con anticuerpos monoclonales para diferenciar tipos 1 y 2 
fueron positivas al tipo 1.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Las técnicas inmunoquímicas para ser uti-
lizadas como screening de células infectadas 
por el VDVB constituyen un método rápido, 
reproducible, confiable y de realización fácil 
en cortos tiempos y costos accesibles para 
poder ser incluidas en programas de control, 
dada la alta reproducibilidad y confia- bili-
dad  (por el alto valor predictivo positivo) 
sabiendo que un resultado negativo en IQ no 
excluye la presencia de la enfermedad y por 
lo tanto en estos casos deberán realizarse in-
tentos de aislamiento o Reacción en cadena 
de la Polimerasa. Sumado a esto, la mayoría 
de las cepas con IF positivas  y también  IQ  
son pertenecientes al biotipo CP.              

En razón de su sensibilidad, el método 
ha incrementado la posibilidad de testear e 

identificar tempranamente la infección  por 
el VDVB en células.

El mismo ofrece la ventaja de que las 
placas teñidas puedan evaluarse rápidamente 
por microscopia de inversión, no haciéndose 
necesarios equipos más costosos.

Además, la fijación de las células preserva 
su morfología, la cual puede ser objeto de 
otras evaluaciones citológicas  retrospectivas 
(Fray et al., 1998).

Su simplicidad y sensibilidad permiten a 
través de esta técnica  detectar  la presencia 
de infección con el VDVB, en plazos meno-
res a los que demanda el aislamiento. 

En nuestros ensayos  la utilización del 
Suero Equino deslinda esta posibilidad de 
contaminación “espontánea” con el virus.

La técnica de IQ pone además al alcance 
de todos los Laboratorios que trabajan con 

Valor predictivo positivo =    a
                                            —— x 100 = 87,2%
                                             a+b

Valor predictivo negativo =    d
                                            —— x 110 = 14,2%
                                             c+d
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células y suero fetal bovino, un método ac-
cesible de control periódico. La preparación 
simultánea de gran número de inoculaciones 
de materiales problema en microsistemas y   
la posibilidad de fijación en determinado 
momento de la técnica,  permite trabajos se-
riados, tinturas de gran cantidad de muestras 
originales y sucesivos sub-pasajes de cepas 
y/o materiales sospechosos, a la vez, con el 
consiguiente ahorro de tiempo y da la posibi-
lidad de una pronta emisión de resultados. 

Se estima que los resultados negativos en 
IQ  podrían obedecer al aparentemente bajo 
título del virus en tales muestras, lo que po-
dría deberse a escasos focos de replica-ción 
en las células estudiadas que no alcanzaron 
a exhibir coloración. En este sentido otro 
factor lo puede constituir el background de 
coloración, el cual puede hacer dificultosa 
o imposible la lectura si hubiera coloreadas 
sólo unas pocas células.

No obstante el nivel de  background 
en la coloración podría variar de prueba 
a prueba, pero los ensayos hechos con Ac 
monoclo-nales no han mostrado en general 
apreciable ese efecto habiendo podido ser 
fácilmente distinguibles algunas pocas cé-
lulas infectadas (Castro et al.,1997). El uso 
de Ac mono-clonales tiene la ventaja de la 
alta especificidad en la coloración, lo que 
elimina virtuales reacciones de background 
(Deregt et al., 1998(a)).

A pesar de esto, una potencial desventaja 
de los Ac monoclonales en diagnóstico es su 
inherente no especificidad a determinados 
epitopes individuales.También lo es el caso 
de aquellas cepas virales que faltándole un 
epitope particular, podrían escapar a su de-
tección (Deregt et al.,1998; Ridpath,  1996). 
Es por esto que las pruebas de tipifica-ción 
en T 1 y T 2  fueron desarrolladas con Ac 
monoclonales seleccionados como hábiles 
para reconocer varios epitopes conservados 
y lo que asegura la confiabilidad del ensayo 

es que cada aislamiento pudo ser recono-
cido o no por más de un Ac monoclonal 
(Corapi  et al., 1990). Los resultados de este 
estudio muestran a la técnica IPMA con Ac 
monoclo-nales, como una buena alternativa 
para detección de los tipos  1 y  2.
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