Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XII, N° 4, 308-312, 2002

EVALUACION SEROLOGICA DEL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL
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RESUMEN

A fin de determinar el grado de difusion del Virus Respiratorio
Sincicial Bovino (VRSB) en Venezuela, fueron seleccionados
1389 sueros sanguineos de bovinos de diferentes edades y
sexos, no vacunados contra este agente viral, recolectados
durante el periodo 1984-2000, en los dieciséis estados de im-
portancia ganadera del pais. Fue detectada la presencia de
anticuerpos especificos contra VRSB en 791 de los 1389 sue-
ros, utilizando la técnica de ELISA, lo que sugiere una preva-
lencia del 56,9%, menor a la esperada, lo cual podria ser debi-
do al amplio periodo de muestreo. Las diferencias de seroposi-
tividad entre los estados incluidos en el muestreo fueron signi-
ficativas (X=175,8 P<0,05), resultado que sugiere que la activi-
dad del VRSB no esta distribuida en forma uniforme en el pais.
La distribucion de los sueros baséndose en la concentracion
de anticuerpos mostré una correlacion negativa, lo que indica
que la mayoria de los animales presentaron infecciones no re-
cientes. De acuerdo a estos resultados se puede inferir que el
VRSB esté presente en los rebafios de los estados de impor-
tancia ganadera, por lo cual se hace necesario conocer su gra-
do de participacion en la problematica respiratoria de los bece-
rros jévenes, asi como evaluar y establecer las medidas ade-
cuadas para su control.
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ABSTRACT

In order to determine the spread of bovine respiratory sincitial
virus (BRSV) in Venezuela, 1389 sera from cattle of different
ages and sex, which had not been vaccinated against this vi-
rus, were chosen and tested for BRSV antibodies with the
ELISA test. The serum samples had been collected during the
period 1984 to 2000 and saved frozen at the Institute de Vet-
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erinary Research (Instituto de Investigaciones Veterinarias).
Specific antibodies to BRSV were detected in 791 out of 1389
sera, which suggests a serological prevalence of 56,9 %. This
result is lower than it was expected probably due to the span
over which samples were collected in this survey. Comparison
of sera-positive samples in the States covered by the study
showed significant difference (X = 178,8 P<0,05), which sug-
gests that BRSV activity has not been similar across the coun-
try. Distribution of serum samples based on antibody levels
against BRSV showed a negative correlation, which might indi-
cate that most animals were not recently infected with this vi-
rus. These findings indicate that BRSV is present in the most
important cattle-raising States of Venezuela. Studies to evalu-
ate how the BRSV is involved in calves respiratory diseases
and to determine control measures should be made.
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INTRODUCCION

El Virus Respiratorio Sincicial de los Bovinos (VRSB),
esta clasificado dentro del género Pneumovirus, subfamilia
Pneumovirinae, familia Paramyxoviridae Rima et al. [22]. Es un
virus compuesto por ocho proteinas estructurales y dos no es-
tructurales. La proteina G es la responsable de la unién de los
viriones a las células huésped Levine et al. [10] y la proteina F
de la fusién entre la envoltura virica y la membrana celular
Mclintosh y Chanock [12]. Las proteinas del VRSB, en general,
tienen homologia antigénica con las del virus respiratorio sinci-
cial de los humanos (VRSH), considerable en el caso de las
proteinas F, mientras que las proteinas G de ambos virus son
distintas desde el punto de vista antigénico Lerch et al. [9]; Or-
vell et al. [17]. Baker y col. [3], sugieren dividir las cepas del
VRSB en dos subgrupos (A y B), basandose en la reactividad
antigénica utilizando paneles de anticuerpos monoclonales
contra los subgrupos Ay B del VRSH.

El VRSB, fue aislado por primera vez en bovinos con en-
fermedad respiratoria en Suiza Paccaud y Jackier, [18] y han
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sido reportadas en muchos paises epizootias de enfermedad
respiratoria aguda asociada a este virus Kimman y Westen-
brink, [8]; Sharma y Woldehiwet [25]. Es aceptado que el
VRSB, en conjunto con los virus de la rinotraqueitis infecciosa
bovina (RIB), diarrea viral bovina (DVB) y parainfluenza 3
(PI-3), constituyen los principales agentes virales responsables
del complejo respiratorio de los bovinos Potgieter et al. [20] Ri-
cher et al. [21]; Ellis [5], y Scott [23], una de las causas de pér-
didas econémicas mas significantes en la industria ganadera
Shuman et al. [24]. Las infecciones simultaneas con dos 0 mas
de estos virus son comunmente reportadas Richer et al. [21] y
Straub [27]. En la actualidad, el VRSB esta reportado como
uno de los virus més frecuentemente aislados de terneros me-
nores de seis meses, con enfermedad respiratoria Ames, [2];
Kimman et al. [7]; Stott et al. [23]; Verhoeff y Van Nieeuwsdat
[29]. La infeccién por este virus en bovinos adultos, por lo ge-
neral, es subclinica o de signos moderados, aunque pueden
presentarse brotes en bovinos de todas las edades en pobla-
ciones inmunoldgicamente susceptibles Elvander [4]; Harrison
y Pursell [6].

El VRSB, ha sido aislado de bovinos asintomaticos e in-
cluso de bovinos hasta siete meses después de haber estado
infectados clinicamente, por lo que se ha sospechado de infec-
cion persistente Stott et al. [23]; Ames [2]. Sin embargo, ensa-
yos realizados en animales inmunosuprimidos, recuperados de
la infeccion, no han podido demostrar la persistencia del virus,
ni siquiera mediante la prueba de reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR), indicando que la persistencia es poco proba-
ble Van der Poel et al. [28]. La morbilidad es alta en la mayoria
de los rebafios infectados, mientras que la mortalidad varia en-
tre 5y 20%.

A pesar de que en Venezuela las enfermedades respira-
torias constituyen una de las principales causas de mortalidad
en los terneros, hasta el presente no ha sido investigado el
grado de diseminacién del VRSB, a excepcion de un estudio
de prevalencia seroldgica realizado en el estado Apure, que
resultd en 85 * 3% Obando et al. [16]. En consecuencia, el
propésito de este trabajo fue determinar la frecuencia de anti-
cuerpos contra el VRSB en una muestra de rebafios bovinos
de Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de muestras para estudio

Este trabajo se fundament6 en la deteccion de anticuer-
pos contra el VRSB, en una muestra de la poblacién bovina
nacional. Con este objetivo se seleccionaron muestras de bo-
vinos de diferentes edades y sexos no vacunados contra este
virus, conservadas en los bancos de sueros del Laboratorio de
Virologia General, del Instituto de Investigaciones Veterinarias,
durante el periodo 1984-2000, con la premisa de incluir el ma-
yor numero de fincas posibles, de acuerdo a la disponibilidad.

El tamafio de la muestra se determin6 mediante la formu-
la para muestreo infinito, tomando en consideracion los siguien-
tes criterios: expectativa de seropositividad 80%, basandose en
los resultados de una encuesta serolégica realizada en el esta-
do Apure Obando et al. [16]. Nivel de significancia de 0,05% y
un error tolerable de 2%. En total se seleccionaron 1389 sueros
de bovinos, procedentes de 149 fincas ubicadas en los dieciséis
Estados de mayor importancia ganadera del pais. Esta muestra,
de tamafio superior al estimado, fue dividida en proporcion a la
poblacién de bovinos existentes en cada uno de los estados,
segun los datos del Servicio Autbnomo de Sanidad Agropecua-
ria (SASA), para el afio 1996. Los sueros dentro de cada finca
se seleccionaron al azar. El estado Apure, a pesar de ser uno
de los de mayor poblacién de bovinos, no fue incluido, en razén
a la existencia de un reporte reciente de la prevalencia de anti-
cuerpos contra este virus Obando et al. [16].

Deteccion de anticuerpos en los sueros

Para la deteccion de anticuerpos (Ac) especificos contra
el VRSB, se utiliz6 un kit de ELISA comercial (BioX BRSV ELI-
SA kit), siguiendo las especificaciones del fabricante. En resu-
men, volimenes de 100 pL de suero positivo de referencia y de
las muestras de suero problema diluidas 1/100 en buffer de dilu-
cién, fueron agregados por duplicado en pocillos pre-adsorbidos
con antigeno de VRSB (columnas impares) y en los pocillos co-
rrespondientes a los controles de antigeno (columnas pares),
en placas de microtécnica de 96 pozos. Las placas fueron incu-
badas a temperatura ambiente por 1 hora y lavadas 3 veces
con buffer de lavado. Se agregé el conjugado (anticuerpo mo-
noclonal anti IgG1 bovina marcado con peroxidasa) a razén de
100 pL por pozo y se incubaron a temperatura ambiente duran-
te 1 hora. Se lavaron de nuevo segun lo descrito anteriormente
y se afiadieron 100 pL por pozo de la solucion substrato (peroxi-
do de hidrogeno + tetrametilbenzidina) y se incubaron a tempe-
ratura ambiente por 10 minutos, protegidas de la luz. Transcurri-
do dicho tiempo se afiadieron 50 pL de la solucién de frenado
(acido fosférico 1 M) por cada pozo, procediéndose a la lectura
de la prueba en un espectrofotometro Elx 800 (Biotek Instru-
ments, Inc), utilizando un filtro de 450 nm.

Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de los resultados a los valores de
densidad dptica (DO) de cada suero se les sustrajeron los va-
lores correspondientes de los controles de antigeno. Cada re-
siduo fue dividido entre la DO del suero positivo de referencia
y multiplicado por el coeficiente del kit. A objeto de facilitar los
célculos se utilizo el Programa Excell de Window 95.

La TABLA | muestra el patrén que establece el fabrican-
te para determinar el grado de positividad de los sueros proba-
dos, en base a los valores de densidades épticas que se ob-
tengan, una vez procesados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se muestra en la TABLA Il, en la encuesta realiza-
da fueron detectados anticuerpos contra el VRSB en 791 de
los 1389 sueros probados, lo cual pudiera sugerir que la pre-
valencia nacional esté alrededor del 56,9%, inferior a la expec-
tativa del 80%, en razén a la prevalencia reportada para el es-
tado Apure Obando et al. [16]. La seropositividad obtenida en
esta encuesta podria estar por debajo del valor real, si toma-
mos en consideracion que el muestreo correspondié a un pe-
riodo bastante amplio (diecisiete afios), incluyendo muestras
de animales recolectadas desde el afio 1984, ademas, de que
el disefio utilizado para ello no permitié trabajar con una mues-
tra aleatoria y representativa de la poblacion bovina nacional
actual, necesaria para estimar la verdadera prevalencia serol6-
gica del VRSB en Venezuela. Ademas, es aceptado que des-
pués que ocurre la infeccion inicial en algunos animales, el vi-
rus es difundido rdpidamente en todo el rebafio, probablemen-
te por aerosoles, en particular en rebafios sin exposicién pre-
via al virus, incrementando la seropositividad Ames [2]. Las
proporciones de animales seropositivos en los dieciséis esta-
dos encuestados variaron desde 1,6% para Bolivar, hasta
89,7% para Trujillo. Las diferencias de seropositividad obser-
vada en los estados, a excepcion de Aragua, Carabobo y Co-
jedes, que se excluyeron del andlisis por el reducido tamafio
de sus muestras, fueron significativas (X = 175,8 P < 0,05).

Este resultado podria sugerir que la actividad del VRSB no ha
estado uniformemente distribuida en el pais, aunque podria no
ser cierto por las razones antes sefialadas. Cabe destacar la
situacion particular del estado Bolivar, donde sé6lo 1 de 61
(1,6%) de las muestras resulté con anticuerpos contra el
VRSB, a pesar de que las mismas fueron recolectadas durante
el afio 1997. Este resultado no es de extrafiar ya que en dicho
Estado existen condiciones geogréaficas que mantienen a los
rebafios bovinos en bajo riesgo de ser infectados por agentes
exoticos, como lo es la barrera natural del rio Orinoco que lo
separa por el noreste de los estados Apure, Guarico, Monagas
y Territorio Federal Delta Amacuro, asi como sus limites por el
sur y el oeste con territorios selvaticos. Estas condiciones, su-

TABLA |
VALORES DE SEROPOSITIVIDAD
Valor Calculado Positividad
Val < 0,2 0
0,2<Val<0,4 +
0,4<Val<0,6 ++
0,6 <Val<0,8 +++
0,8<Val<1,0 ++++
1,0 < Val +++++

Fuente: Valores tomados del Protocolo del Kit de ELISA comercial (Bio
X BRSV ELISA kit)

TABLA Il
DISTRIBUCION DE BOVINOS SEROPOSITIVOS AL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL DE LOS BOVINOS POR ESTADO
Y GRADO DE REACTIVIDAD A LA PRUEBA ELISA. VENEZUELA (ANO 2000)

Estado Seropositividad
0 + ++ +++ ++++ +++++

Anzoategui 42 12 18 5
Aragua 7 5 3
Barinas 112 81 55 12
Bolivar 61
Carabobo 4 5
Cojedes 10
Falcon 30 42 18
Guérico 129 26 10
Lara 38 29 7 2
Mérida 16 18 12
Monagas 26 16 4
Portuguesa 17 13 14 2
Téachira 18 25 18 1
Trujillo 11 13 9 2
Yaracuy 5 8 9 7 2
Zulia 79 141 97 20 3
Total 598 437 285 62 7
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FIGURA 1. DISTRIBUCION DE SUEROS POR NIVELES DE
ANTICUERPOS CONTRA EL VRSB.

madas a la existencia de una ganaderia netamente extractiva
dificultan la entrada de agentes infecciosos. En este mismo
Estado se presenta una situacion similar con los virus de la
Fiebre Aftosa, los cuales a pesar de ser altamente infecciosos,
no se ha registrado actividad de ellos en los ultimos cinco
afos, a excepcion de un brote ocurrido en el municipio Roscio
durante el afio 1998, producto de una movilizacion de anima-
les no controlada Novell [14].

La distribucién de los sueros, basandose en la concentra-
cion de anticuerpos (FIG. 1), muestra una correlacion negativa
entre el nivel de positividad y el nimero de sueros, sugiriendo
que la mayoria de ellos corresponden a bovinos con infecciones
no recientes. No obstante, este resultado difiere del obtenido en
el estado Apure por Obando et al. [16], donde la distribucion de
los sueros en base a los niveles de anticuerpos siguié una dis-
tribucion normal, probablemente en respuesta a reinfecciones
frecuentes, como consecuencia de las variaciones antigénicas
de los subgrupos de VRSB, que pudieran afectar tanto la viru-
lencia como la inmunogenicidad de las cepas Elvander, [4]. De
cualquier manera, la deteccién inequivoca de anticuerpos espe-
cificos contra el VRSB, resultante de este trabajo, indica que el
VRSB esta presente en rebafios de los dieciséis estados de
mayor importancia ganadera, es decir, que se encuentra am-
pliamente distribuido, a pesar que se desconoce su prevalencia
nacional. Esta realidad, sumada al hallazgo de que la serocon-
vercion al VRSB resulté ser mas frecuente que la de los virus
de DVB e IBR, en becerros de Venezuela con enfermedad res-
piratoria Obando et al. [16], son evidencias de la necesidad de
determinar la prevalencia nacional del VRSB en el pais, su gra-
do de participacién en la probleméatica respiratoria de los bece-
rros jévenes, asi como las medidas adecuadas para su control.
Resultados de investigaciones realizadas en otros paises coin-
ciden en que en que la seroconversién al VRSB es mas fre-
cuente que la registrada para los virus de la DVB e IBR en be-
cerros con enfermedad respiratoria Martin et al. [11]; Allen et al.
[1], lo cual dice mucho de la participaciéon de este virus en las
enfermedades respiratorias de los becerros, una de las princi-
pales causas de la mortalidad de ellos en el pais Pedrique et al.
[19]; Obando [15].
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