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Seroprevalencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, en fincas de los departamentos de Le6n y
Chinandega, Marzo-Septiembre 2009

l. RESUMEN

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (Infectious Bovine Rinotracheitis, IBR)
es una enfermedad contagiosa que afecta a los bovinos causados por un virus
DNA de la familia herpesviridae.

El objetivo de este estudio fue determinar la seroprevalencia de Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR) en finca de los departamentos de Ledn y Chinandega, el
analisis se realiz6 a partir de muestras de sangre utilizando la técnica de ELISA
(indirecta) para la determinacién de anticuerpos IBRgB. La prueba de ELISA se aplicé
con un Kit comercial (IDEXX®). Se tomaron 384 muestras de sangre en total, dividido en
323 muestras tomadas en Leon y 61 muestras de Chinandega, encontrandose 256
muestras positivas a IBR equivalente al 64% de prevalencia en Ledn y Chinandega. Los
resultados mostraron una alta prevalencia de IBR en las zonas geogréficas estudiadas.
Esta cifra es mucho mayor que la reportada por el Programa de Vigilancia
Epidemiologica de Sanidad Animal (PROVESA, 2001).

Palabras claves: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, ELISA, anticuerpos IBRgB
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Il. INTRODUCCION

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (Infectious Bovine Rinotracheitis (IBR)
es una enfermedad contagiosa que afecta a los bovinos (Aguilar Setien, 1987).
Es causada por un virus DNA y corresponde a la familia herpesviridae. Como su
nombre lo indica, esta enfermedad se caracteriza esencialmente por la apariciéon
de una rinotraqueitis exudativa que puede afectar a los bronquios mayores de los
animales infectados (Aguilar Setien, 1987). Es una enfermedad altamente
infectocontagiosa del tracto respiratorio, caracterizada por traqueitis, rinitis y

fiebre (Barrera Calva, Cordova Izquierdo, & De la O Ramirez, 2005).

En el ganado vacuno la infeccion puede adoptar diversas formas, que incluyen la
respiratoria, la conjuntival, la vulvovaginitis pustulosa infecciosa que afecta el tracto
reproductor caudal, los abortos endémicos y la forma septicémica de los neonatos que

se caracteriza por encefalitis y necrosis focal en placas de la lengua.

De modo igual que otros herpesvirus, el virus de la IBR es capaz de
reactivacion cuando las vacas infectadas con anterioridad que albergan la
infeccion virica latente estan estresadas por enfermedades infecciosas, por el

transporte, por la vacunacion, o por los corticoesteroides.

Los estudios realizados indican que la IBR tiene una distribucion mundial y que
su ocurrencia varia desde esporadica hasta enzootica, en muchos paises de América,
Europa, Asia y Oceania. En Sur América, la enfermedad ha sido diagnosticada en la
mayoria de los paises y, en Venezuela, las primeras evidencias serolégicas se
obtuvieron en la década del ochenta, realizadndose el primer aislamiento del virus en el
Estado Portuguesa. La distribucién mundial de infeccion del VHB-1 no implica que la
diseminacion de la enfermedad sea uniforme en todas las regiones, estados o

localidades de un determinado pais (Obando R. & Rodriguez, 2005).
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La prueba de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA), es una herramienta de
diagnostico muy util en la determinacion seroldgica de anticuerpos o antigenos de
manera secuencial. La técnica de ELISA se desarrollo en 1971 y desde entonces ha
sufrido modificaciones; sin embargo, el principio de esta técnica involucra la union e
inmovilizacion de un anticuerpo o antigenos en una fase solida insoluble (Margni,1977);
en la actualidad, ha tomado gran importancia en el diagnostico de enfermedades
infectocontagiosas, considerandola como una prueba diagnostica de laboratorio segura,
rapida, sensible y especifica (Barrera Calva, Cordova lzquierdo, & De la O Ramirez,
2005).

Cabe destacar que como técnica de diagnostico, se incrementa dia a dia la
utilizacion de ELISA en el laboratorio de analisis clinico ya que esta presenta grandes
ventajas respecto a otras técnicas tradicionales. La prueba de ELISA esta considerada
a ser técnicamente superior a la prueba de seroneutralizacion para la deteccion rutinaria
de anticuerpos virales de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) (Barrera Calva,

Cordova lzquierdo, & De la O Ramirez, 2005).

La importancia de este tipo de estudio radica en que esta prueba seroldgica sirve
como un tamiz para detectar focos de infeccion de un hato con problemas reproductivos
y respiratorios, diagnosticando el tipo de agente infeccioso presente, para diagnosticar
la prevalencia de dichas enfermedades en las distintas zonas ganaderas del pais y
poder establecer las medidas profilacticas adecuadas en las Unidades de Produccion

Animal (Barrera Calva, Cordova Izquierdo, & De la O Ramirez, 2005).
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Il ANTECEDENTES

El primer reporte de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) lo realizo Rychner en
1841, en Alemania, quien describié una enfermedad venérea en un toro y varias vacas.
Esta manifestacion genital era conocida con el nombre de “Exantema Vesiculosum
Coitale” (Obando R. & Rodriguez, 2005).

La primera descripcion de IBR, forma respiratoria, fue realizada en el Estado de
California (USA) por Schroeder y Moys, quienes describieron una enfermedad
respiratoria con disminucion de la produccion de leche, cuyas causas no fue
determinada, pero que era trasmitida en forma natural a través de tejidos y exudados de
los animales infectados. La enfermedad fue denominada “Nariz Roja” y “Rinotraqueitis

Infecciosa Necrotica” (Obando R. & Rodriguez, 2005).

La situacion en Europa es mixta, ya que paises como Dinamarca, Suecia,
Finlandia, Suiza y Austria que estan considerados como libres de la enfermedad. El
resto de paises estan afectados como Alemania, donde un 80% de los animales estan
certificados como libres de la enfermedad, por otro lado en Bélgica la prevalencia se
sitia entre el 25% en efectivos lecheros, y el 37% en el de aptitud mixta. En el Reino
Unido e Irlanda, la prevalencia supera el 75% de explotaciones afectadas. En Portugal
se calcula que la incidencia alcanza a un 70% segun Carlos Buxade Carbo. En Espafa

la seroprevalencia en rebafios es cercana al 65% segun Miguel Angel Gonzales.

Segun Felmer y col., en 2005 describieron una prevalencia de 76% en estanques

prediales de lecherias de la IX Region, Chile.

En el afio 2001, en Nicaragua el programa de vigilancia epidemioldgica del salud
animal (PROVESA) realiz6 un estudio epidemiolégico cuyos resultados obtenidos
fueron de una prevalencia del 40.47% a nivel nacional, y una prevalencia del 44.93%

para el departamento de Ledn.
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La prevalencia obtenida en los departamentos de Managua, Chinandega,
Masaya y Granada fue de 48.28%, 57.73%, 38.94% y 38.94% respectivamente. Estos
datos fueron obtenidos con el mismo estudio realizado por el programa de vigilancia
epidemiologica (PROVESA).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ganaderia Nicaragliense estad expuesta a diversas enfermedades de origen
viral, que por su contagiosidad, la falta de conocimiento de la presencia de estos, asi
como un manejo inadecuado del ganado y sumado a la comercializacién incontrolada y
sin supervision, estas son causas de alteraciones respiratorias, entéricas y

reproductivas, que comprometen la productividad de los hatos infectados.

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina es una enfermedad de curso agudo,
altamente contagiosa que afecta a bovinos, siendo los departamentos de Leon y
Chinandega una region en donde esta especie son mayormente utilizadas para la

reproduccién, y la produccion de leche en la zona suburbana y rural.

¢, Cudl es la seroprevalencia de IBR en el periodo de Marzo a Septiembre del

2009 presente en los departamentos de Ledn y Chinandega?
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V. JUSTIFICACION

Las enfermedades respiratorias, entéricas y reproductivas constituyen las
principales patologias que limitan los procesos productivos y reproductivos de los
bovinos. Entre los agentes virales que tienen especial implicacion en la ocurrencia de
dichas patologias se encuentra el de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), el cual
es causante de grandes pérdidas economicas de los hatos ganaderos a nivel nacional y
mundial. Se desconoce la prevalencia actual de IBR en los departamentos de Leon y
Chinandega ya que el ultimo estudio realizado fue hace mas de 6 afios demostré una
seroprevalencia alta. Por lo tanto se podria esperar un aumento de esta debido a la

falta de conocimiento de los productores sobre la enfermedad.

Por lo que se pretende determinar la seroprevalencia de IBR en los
departamentos mencionados para luego elaborar medidas de control y profilaxis en las

fincas de estudio
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VI. OBJETIVOS

General:

Determinar la seroprevalencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina en los bovinos de los
departamentos de Ledén y Chinandega. Marzo — Septiembre 2009

Especifico:

Identificar la presencia de anticuerpos IBRgB frente al virus de IBR mediante

inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) indirecto en bovinos.
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VIl.  MARCO TEORICO

7.1. Concepto.

La rinotraqueitis infecciosa bovina y la vulvovaginitis pustulosa infecciosa
(RIB/VPI), es una infeccidn especifica de los bdvidos provocada por herpesvirus. Segun
la via de penetracion, edad de los animales, adaptacion del virus a determinados
aparatos u oOrganos y otros factores, el cuadro clinico puede corresponder a una
enfermedad de las vias respiratorias altas, a una afeccion generalizada febril son

sintomas respiratorios (RIB) o a un sindrome genital (exantema coital, VIP).

7.2. Sinonimias.

Rinotraqueitis Infecciosa Necrotica Bovina, Rinitis Necrotica, enfermedad de la
nariz roja, vulvovaginitis pustular infecciosa y exantema coital bovino (Barrera Calva,
Cordova lzquierdo, & De la O Ramirez, 2005).

7.3. Historia de la enfermedad.

De las enfermedades producidas por virus de la RIB/VPI, el exantema coital era
conocido en Europa desde hacia mucho tiempo como enfermedad infecciosa aguda,
pero benigna, de los bovidos (equivocadamente se describia también en los équidos).
En 1954 se sefal6 en los Estados Unidos la presencia de una enfermedad virica de las
vias respiratorias altas de los bovidos, que anteriormente se conocia con el nombre de
“red nose” 6 “dust pneumonia” y que posteriormente fue denominada por McKercher y
col. (1957) rinotraqueitis infecciosa de los bdévidos (RIB). En 1958 Gillespie y col.
Comprobaron que ambas enfermedades eran causadas por el mismo virus. Desde

entonces se habla del virus de la RIB/VPI.

Al comienzo de la década de los sesenta se comprob6 que el virus de la RIB

podia producir otras enfermedades, desempefiando por tanto el papel de agente

Tesis: Silva, Lesther - Talavera, Juan Pagina 9



Seroprevalencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, en fincas de los departamentos de Le6n y
Chinandega, Marzo-Septiembre 2009

etiolégico en la conjuntivitis (Abinanti & Plumer, 1961), en el aborto de las vacas
(Robinson y col.,, 1961) y en la meningoencefalitis de los terneros (French, 1962).
Posteriormente han demostrado Bartha y col. (1971) que el virus de la RIB puede
ocasionar en terneros jovenes una enfermedad generalizada febril no caracterizada,

con sintomas respiratorios.

7.4. Etiologia

El virus de la RIB/VPI ha sido incluido como herpesvirus bovino (BHV 1) en la
familia Herpesviridae. En atencién a sus propiedades biologicas, debe pertenecer a la
subfamilia Alphaherpesviridae. EIl virion exhibe las propiedades principales de los
herpesvirus. Posee simetria cubica; una envoltura le reviste en el nlcleo y la segunda
envoltura recubre el citoplasma. En el curso del ciclo de replica salen viriones con

capacidad infectantes de las células hospedadoras.

El virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina es el mismo virus de la
vulvovaginitis pustulosa infecciosa (VPI) de las vacas y al de la balanopostitis de los
toros. Las manifestaciones que ocurren sugieren que existen en el campo cepas con
afinidades tisulares diferentes, y puede detectarse diferencias ligeras por medios
inmunologicos y bioquimicos (Gibbs & Rweyemamu, 1977). Solo, rara vez ocurren
juntas las formas respiratorias y genital de la enfermedad. Sin embargo, por la
metodologia ordinaria es dificil, y por lo general, imposible diferenciar entre el virus

aislado del tracto reproductor y de la mucosa respiratoria.

Es de destacar la propiedad de este virus de adaptarse a determinados 6rganos.
Aunque las cepas viricas aisladas en distintas formas clinicas de la enfermedad difieren
en su afinidad por distintos oOrganos, serolégicos e inmunolégicamente resultan
uniformes. Mediante investigaciones electroforéticas se pueden establecer diferencias

caracteristicas entre cepas de virus de la RIB y VPI.
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El virus exhibe escasa resistencia frente a las acciones fisicas. Se inactiva a
56°C en pocos minutos, y también a temperaturas de unos -10°C. A + 4°C 6 por debajo
de -40°C se conserva, en cambio, con relativa facilidad. El virus extracelular puede

destruirse en el medio ambiente con la mayoria de los desinfectantes de uso corriente.

7.4.1. Propiedades del virus

7.4.1.1. Propiedades biofisicas

El virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina comparte las caracteristicas
morfolégicas del grupo herpes. Estas caracteristicas han sido objeto de revisiones
bibliograficas muy bien documentadas (Roizman, y otros, 1981). El tamafio de las
particulas completas del Bovid herpesvirus 1 ha sido estimada en aproximadamente
150 nm (Almeida, Lang, & Talbot, 1978).

El virus esta constituido por un ndcleo central que contiene al genoma ligado a
ciertas proteinas. El nucleo esta rodeado por una cépside icosaédrica de 108 nm de
diametro (Cruchshank & Berry, 1965). Esta capside se compone de 162 capsomeros
que tienen un didmetro menor a los 10 nm. Estos capsémeros se encuentran

atravesados en su eje longitudinal por un canal de 3.5 a 4 nm de diametro.

La capside estd rodeada por una envoltura compuesta de dos capas
concéntricas: el tegumento y la membrana externa; la cual presenta proyecciones hacia

el interior, es decir, hacia el tequmento (Roizman, y otros, 1981) (Fig. 1). Ver anexos

El virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, es sensible al éter, al alcohol y a
la acetona (Griffin, Howells, Crandell, & Maurer, 1958). Es mas estable a un pH igual o

un poco superior a la neutralidad (Griffin, Howells, Crandell, & Maurer, 1958).

Donaldson y Ferris en 1976, Elazhary y Derbyshire en 1979, estudiaron la

viabilidad del virus en aerosoles en relacion con la humedad relativa y demostraron su
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sensibilidad a los efectos de tension y superficie, concluyendo que el Bovid herpesvirus

1, es muy sensible al medio exterior.

7.4.2. Propiedades y Vacunacion

En un establo libre de animales, el virus no es viable por mas de 72 horas;
ademads, es muy sensible al benzaldehido, a, las soluciones alcalinas de hidréxido de

sodio y a sus soluciones de hipoclorito de sodio (Fox, 1977).

Pastoret y sus colaboradores en 1980 (Pastoret, Aguilar-Setien, & Schoengers,

1978), asignaron al virus una densidad de 1.250 g/ml (Fig.2). Ver anexos

7.4.3. Propiedades bioquimicas

a) Proteinas estructurales

La primera descripcion de las proteinas estructurales del BHVI fue hecha en
1975 por Pastoret y sus colaboradores (Pastoret, Burtonboy, Lamy, & Schoenaers,
1975); posteriormente, en 1979 (Pastoret, 1979), estos mismos autores establecieron
gue las particulas virales extracelulares provistas de su envoltura, contienen al menos
21 polipéptidos (10 de ellos glicosilados) cuyo peso molecular se distribuye entre los
31000 y los 275000 daltones (Tabla. 2). Ver anexos

Estudios recientes, se han puesto en evidencia de 25 a 33 polipéptidos que van
de los 12000 a los 33000 daltones; 15 de ellos estrechamente ligados a la
nucleocépside y 13 a la envoltura viral (Misra, Blumenthal, & Babiuk, 1981). Dentro de
estos ultimos, existen dos (VP8 y VPI3) que constituyen los antigenos mayores de
superficie y se supone contienen los determinantes reconocidos por los anticuerpos
neutralizantes (Bolton, Zee, & Ardans, 1983). La proteina VP7, de la nomenclatura de
Pastoret (Tabla. 2) ver anexos, es el componente mayor del virus y representa el

14.21% del conjunto de todas las proteinas.
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b) Proteinas no estructurales

Se han podido detectar hasta 15 proteinas no estructurales, inducidas por el
BHVI, en cultivos de células renales de bovino previamente infectadas (Misra,
Blumenthal, & Babiuk, 1981), Dentro de estas 15 proteinas se ha identificado una
timidin-cinasa (TC) de origen viral que difiere de la enzima celular en su especificidad
de sustrato, en su termoestabilidad y en su capacidad para utilizar donadores de

fosfatos diferentes al ATP (Weinmaster, Misra, Me. Guire, Babiur, & DeCleq).

En el caso de los virus herpes, la TC es la proteina extraestructural de mayor
importancia dentro del estudio de los compuestos antivirales, pues se ha encontrado
que algunos analogos de la timidina son transformados en monofosfatos

exclusivamente por la TC de origen viral

Una vez que el andlogo de la timidina ha sido incorporado como nucleétido
dentro de la cadena de ADN viral, se bloguea la sintesis ulterior de la cadena por

inhibicion de la ADNpolimerasa viral.

El "Acyclovir'R (9 - (2-hidroxietoximetil) guanina) es un ejemplo de este tipo de
compuestos, analogos de la timidina, eficaz contra la replicacion del virus herpes
simplex (Elion, Furman, Fyfe, De Miranda, Beauchamp, & Schaffer, 1977), Sin embargo,
este compuesto no es fosforilado por la TC del BHVI, lo que nos hace suponer que esta
enzima (la del BHVI) es diferente de la TC inducida por el virus herpes simplex
(Weinmaster, Misra, Me. Guire, Babiur, & DeCleq), (Thiry, y otros, 1983).

Por otra parte, cabe mencionar que existen otros analogos de la, timidina que si
son fosforilados por la TC BHVI-inducida, como es el bromovinil-desoxiuridina BV dU:
E-5 (1-bromovinil-2-desoxiuridina); el estudio de esta sustancia in vivo tal vez nos
provea en el futuro de un medicamento capaz de evitar las infecciones provocadas por

el BHVIy sus consecuencias (Babiuk, Acress, Misra, Stokdale P., & DeClerq, 1983).
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c) El acido nucleico

El genoma del BHVI esta compuesto por acido desoxirribonucleico (ADN) de

doble cadena con polaridad positiva.

Su porcentaje en guanina/citosina es de 71-72% (Plummer, Goodheart, Henson,
& Bowling, 1969), (Ludwing, 1972), Su peso molecular ha sido calculado en
aproximadamente 88 megadaltons (Md) 0 142 kilobases (Kb) (Farley, Srave, & Skare,
1981); sin embargo, pueden existir variaciones ligeras de una cepa a otra v, gr, 84,5 Md
(136.9 Kb) para la cepa Cooper de rinotraqueitis y 85.5 Md (138.7 Kb), para la cepa K22
de vulvovaginitis (Mayfield, Good, Van Oort, Campbell, & Reed, 1983).

7.5. Epidemiologia

Son susceptibles los bovinos de todas las razas y edades en la infeccion
experimental, pero la enfermedad natural se observa, principalmente, en animales de

mas de 6 meses de edad, quizas por hallarse mas expuestos a la infeccion.

Aungue rara vez se presenta, el padecimiento puede afectar de forma natural a

los cerdos, tanto en la modalidad respiratoria como la genital (Kahrs, 1977).

Existe evidencia epidemiolégica de que la virulencia del virus o su especificidad

de hospedador cambian debido a factores desconocidos.

La enfermedad no conlleva una alta tasa de mortalidad, y las perdidas se deben
principalmente a bronconeumonias bacterianas secundarias, abortos, perdidas de
neonatos y deterioro transitorio del estado general, asi como de la produccion de leche.
Las tasas de morbilidad y mortalidad en rebafios lecheros son del 8 y 3 por 100
respectivamente, mientras que en el ganado para carne no vacunado, la tasa de
morbilidad, por lo general, es del 20 al 30 por 100, y pocas veces llega al 100 por 100.

La tasa de mortalidad en el ganado de carne se debe invariablemente a la traqueitis
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bacteriana secundaria y a bronconeumonia, y puede alcanzar una cifra del 10 por 100,
aunque por lo general no pasa del 1 por 100. La mortalidad y morbilidad son mas altas
en ganado de carne que en los rebafios lecheros, debido a la frecuente introduccion de

animales susceptibles en una situacién enzootica.

Las fuentes principales de infeccion son el exudado nasal y aerosoles,
secreciones genitales, semen, liquidos y tejidos fetales. La infeccion por aerosoles se
considera el medio de propagacién de la enfermedad respiratoria; la trasmisién venérea
es la forma en que se propagan las enfermedades genitales. El virus de la rinotraqueitis
infecciosa bovina puede sobrevivir incluso durante un afio en semen congelado a -196°
C (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

Uno de los hechos mas destacados del HVB 1 es su capacidad para permanecer
latente tras la infeccion primaria con una cepa de virulencia moderada del virus tras la
vacunacion con una cepa adecuada (Pastoret, Thiry, Borchier, & Derboven, 1982). El
virus puede permanecer latente de forma indefinida y se puede producir un
recrudecimiento, reactivacion o excrecion del virus, mediante la utilizacion de dosis
elevadas corticoesteroides que simulan los efectos del estrés (Kahrs, 1977), Las cepas
vacunales atenuadas pueden permanecer en un estadio latente, de forma que la
vacunacion con muchas cepas no proporcione proteccion contra el establecimiento de
una infeccion latente por una cepa salvaje. La vacunacion tampoco inhibe la re-
excrecion de una cepa salvaje que en el momento de la vacunacion se encontrase en
forma latente (Pastoret, Thiry, Borchier, & Derboven, 1982). El virus vacunal y la cepa
de campo del virus pueden excretarse tras la vacunacion con virus vivos y la
subsiguiente inoculacion con virus de campo (Nettleton & al, Latent Herpesvirus

Infections in Veterinary Medicine, 1984).

Todavia no se conoce la situacién de latencia actual del HVB 1, pero el virus
permanece en estado latente localizado cerca del lugar de su primera multiplicacion y
durante el recrudecimiento se re-excreta por el tejido infectado de forma primaria. El

HVB 1 se puede aislar del ganglio trigémino de bovinos clinicamente sanos durante el

Tesis: Silva, Lesther - Talavera, Juan Pagina 15



Seroprevalencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, en fincas de los departamentos de Le6n y
Chinandega, Marzo-Septiembre 2009

periodo de latencia y se puede observar una ganglionitis del trigémino durante el

recrudecimiento.

Los terneros adquieren anticuerpos calostrales de vacas con anticuerpos
humorales. La duracién de la inmunidad por calostro varia de 1 a 6 meses de edad, y
depende del nivel inicial que se transfiere al ternero. La existencia de anticuerpos
maternos en las crias bovinas tal vez obstaculice la vacunacion de estas, si se realiza

antes de los 6 meses de edad.

7.6. Patogenia

En la enfermedad respiratoria, el virus se multiplica en cavidades nasales y vias
respiratorias superiores, lo que causa rinitis, laringitis y traqueitis. Hay pérdida extensa
de cilios en la trdquea, lo que deja al epitelio traqueal cubierto de microvellosidades
(Allan & Msolla, 1980). La administracion intratraqueal del virus causa denudacion casi
completa de las células cilindricas traqueales, lo que presumiblemente ejerce un efecto
adverso sobre los mecanismos de defensa de las vias respiratorias (Nelson, 1974). El
virus causa grados variables de enfermedad pulmonar obstructiva, lo que a su vez
provoca aumento de la resistencia respiratoria, retencién de dioxido de carbono y
aumento del volumen pulmonar en reposo (Kiorpes, 1978). Puede ocurrir una neumonia
grave y mortal causada por el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (Curtis & al,
1966). La propagacion desde las cavidades nasales hacia los tejidos oculares.
Probablemente, ocurre a través de los conductos lagrimales, y causa conjuntivitis con
edema e hinchazén de las conjuntivas, formacion multifocal, de placas en las
conjuntivas, edema corneal periférico y vascularizacion profunda (Rebhun & al, 1978).
Puede ocurrir propagacion a partir de la mucosa nasal, a través del nervio trigémino
periférico hacia el ganglio trigémino, lo que causa una encefalitis no supurativa (Gibbs &
Rweyemamu, 1977). La inoculacion intranasal de terneros jovenes y vacas adultas con
el HVB 1 puede originar ganglionitis del trigémino no mortal encefalitis, lo que puede ser

un mecanismo importante de infeccion latente.
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La invasion sistémica por el virus va seguida de localizacion de este en varios
tejidos diferentes. El virus puede ser transportado por leucocitos periféricos hacia la
placeta, y se transfiere al feto, causando aborto (Blood, Radostits, Arundel, & Gay,
1992). El feto es muy susceptible al virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina, y

experimenta una infeccién sobreaguda, que generalmente es mortal.

La infeccion en el ultimo trimestre de la gestacion puede causar momificacion,
abortos, mortinatos o terneros débiles con las lesiones ordinarias de la rinotraqueitis
infecciosa bovina, ademas, de las lesiones de estomagos e intestinos que se han
producido por administracion experimental del virus virulento a terneros recién nacidos
(Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

La inoculacién intrauterina del HVB 1 en bovinos origina una endometritis
necrotizante aguda del cuero uterino y porciones caudales de los cuernos uterinos, asi
como las lesiones minimas en la porcion anterior de los cuernos (Blood, Radostits,
Arundel, & Gay, 1992).

7.7. Cuadro clinico y lesional

7.7.1. Manifestaciones clinicas

Después de la infeccion experimental hay un periodo de incubacion de 3 a 7 dias
(Kahrs, 1977).

El comienzo es brusco con signos graves que incluyen anorexia, fiebre (hasta de
42°C), hiperemia intensa de la mucosa con muchos acumulos de focos grisaceos de
necrosis en las mucosas del tabique nasal y visible en el interior de las fosas nasales,
secrecion ocular y nasal, sialorrea e hiperexcitabilidad. Como signo temprano en
bovinos productores de leche cabe citar descenso drastico de la produccion lactea. Se
comprueba aumento de la frecuencia respiratoria con respiracion superficial, pero los

pulmones son normales a la auscultacion. La incapacidad respiratoria se manifiesta
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durante el ejercicio. En algunos brotes, ha sido caracteristica una tos explosiva y breve
gue no se ha registrado en otros. Puede producirse muerte subita, como consecuencia

de bronquiolitis obstructiva extensa (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

La conjuntivitis es signo frecuente pero no constante, y en algunos brotes de
rinotraqueitis infecciosa bovina es el Unico signo de anormalidad (Blood, Radostits,
Arundel, & Gay, 1992). Puede afectar uno o ambos ojos y confundirse facilmente con
Moraxella bovis. Sin embargo, las lesiones quedan limitadas a la conjuntiva; es decir, no
hay invasion de la cornea. Asi, la conjuntiva se halla roja e inflamada y se advierte
secrecion ocular profusa, primordialmente serosa, pero sin ulceracién corneal, aunque
puede haber un edema corneal que dure algunos dias. En terneros de menos de 6
meses de edad aparece, en ocasiones, encefalitis, que se manifiesta por
incoordinacion, excitacion que alterna con depresion y mortalidad elevada. Se ha
registrado también sialorrea, bramidos, convulsiones y ceguera (Gibbs & Rweyemamu,
1977).

En terneros recién nacidos, la forma sistémica de la enfermedad suele ser grave
y mortal (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992). Las manifestaciones clinicas incluyen
anorexia repentina, fiebre, salivacién excesiva y rinitis, a menudo, acompafada de
conjuntivitis uni o bilateral. Las membranas mucosas orales suelen estar hiperemicas,
son frecuentes las erosiones del paladar blando cubiertas por moco adherente, y una
faringitis aguda recubierta por exudado mucopurulento adherente también es
caracteristica. La laringe, normalmente, esta edematosa, y es comun el distress
respiratorio. También es comudn la bronconeumonia y aumento de los ruidos
respiratorios, crepitaciones y sibilancias asociados con consolidacion y edema

pulmonar.

El aborto es secuela comdn y aparece algunas semanas después de iniciadas
las manifestaciones clinicas o de la vacunacion de vacas prefiadas no inmunes, con
vacuna elaborada con virus vivos modificados de origen tisular bovino. El aborto puede

ocurrir hasta 90 dias después de la vacunacion, cuando el virus se vuelve latente en la
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placenta e infecta al feto mucho después de lo usual (Blood, Radostits, Arundel, & Gay,
1992). Esto aumenta la posibilidad de que la vacunacion, aun con las vacunas seguras,
provoque abortos si la afeccion natural precedié a la vacunacion. Ocurre mas a menudo
en vacas con 6 a 8 meses de gestacion. Después del aborto no es rara la retencion de
placenta, pero carece de importancia la esterilidad residual. Sin embargo, después de la
inseminacion con semen infectado puede producirse endometritis, dificultad para la
concepcion y estro corté (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992). El virus de la
rinotraqueitis infecciosa bovina ha sido aislado del semen 12 meses después de su

almacenamiento.

7.7.2. Patologia clinica

El aislamiento del virus de frotis nasales usando cultivo tisulares, combinado con
un aumento de titulos de anticuerpos entre la fase aguda y convaleciente, son
esenciales para el diagnostico positivo del padecimiento. Se recomienda usar hisopos
de algoddn y poliéster y no los de alginato célcico, que son viricidas en un plazo de 2
horas (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

El virus puede detectarse en hisopos nasales mediante la utilizacion de la prueba
ELISA, técnica de inmunofluorecencia directa e indirecta, inmunoperoxidasa (Blood,
Radostits, Arundel, & Gay, 1992) y mediante microscopia electronica que puede revelar
particulas viricas similares al herpes (Gibbs & Rweyemamu, 1977). La sensibilidad de
las técnicas del cultivo celular. La prueba ELISA se considera muy sensible. Se
incrementara la recuperacion del virus mediante una combinacién de la prueba de
inmunofluorescencia indirecta y aislamiento del virus, a partir de hisopos oculares y

nasales de varios animales (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

La prueba de inmunofluorescencia directa, la de la inmunoperoxidasa y la ELISA
fueron muy sensibles durante la fase pirexica, pero menos fiables en los Ultimos
estadios de la enfermedad (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

Tesis: Silva, Lesther - Talavera, Juan Péagina 19



Seroprevalencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, en fincas de los departamentos de Le6n y
Chinandega, Marzo-Septiembre 2009

Se dispone de varias pruebas serologicas para la deteccion de anticuerpos y de
un aumento del titulo entre las fases aguda y de convalecencia de la infeccion. La
prueba de neutralizacion virica se ha usado mucho, y es la prueba estandar por la cual

se ha evaluado las otras técnicas.

La prueba ELISA es especifica, sensible y practica para la deteccion de
anticuerpos frente al HVB 1, y tiene ventajas sobre la prueba de neutralizacién virica
(Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

La respuesta inmune primaria a la inoculaciéon experimental del HVB 1 en los
bovinos se caracteriza por la formacién de anticuerpos IgM e IgG, en primer lugar 1gG;,
el séptimo dia postinoculacion, las respuestas inmunes secundarias se caracterizan en
primer lugar por la formacién de anticuerpos 1gG,. Una respuesta inmune secundaria
debida al aborto, inducido por la inoculacién intraamniotica del virus, se caracteriza por
un aumento sustancial de los anticuerpos IgM. Una exposicion secundaria al virus HVB
1 por via intranasal no origina formacién secundaria de anticuerpos IgM (Blood,
Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

Se puede detectar anticuerpos especificos contra la HVB 1 en los fluidos fetales,
y de esta forma aumenta la tasa del diagnostico de aborto (Blood, Radostits, Arundel, &
Gay, 1992).

Actualmente, es posible la utilizacion de analisis de restriccion de la
endonucleasa del DNA viral para distinguir los aislados del virus de las cepas
vacunales, lo que podria tener utilidad en la investigacion de epidemias inducidas por
vacunas (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

Es dificil llegar a un diagnostico etiolégico definitivo de Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina, y esto ha creado graves problemas para quienes estan interesados en llegar al
diagnostico exacto. Después de una infeccién por el virus RIB/VPI, la aparicion de

anticuerpos neutralizantes en el suero puede se lenta (hasta 18 dias) y la duracién del
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titulo demostrable es extremadamente variable entre un animal y otro, lo que hace que
la determinacion de titulos de anticuerpos séricos sea un método poco fiable para

establecer el diagnostico (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).

7.7.3. Hallazgos de necropsia.

Las lesiones macroscopicas quedan restringidas a hocico, cavidad nasal, faringe,
laringe y traguea, para terminar en los grandes bronquios. Puede haber enfisema
pulmonar o bronconeumonia secundaria, pero, en la mayor parte de los casos, los
pulmones estan sanos. En las vias respiratorias superiores se advierte grados variables
de inflamacion, pero las lesiones son esencialmente las mismas en todas las regiones
anatémicas. En los casos leves, hay inflamacién y congestion de mucosas, petequias y
cantidad moderada de exudado catarral. En los graves, la inflamacion es mas intensa y

el exudado profuso y fibrinopurulento.

Los ganglios linfaticos faringeos y de la region cervical suelen estar inflamados y
edematosos. Histolégicamente, se advierte inflamacion catarral aguda de la mucosa. No
se registran cuerpos de inclusién en casos naturales, pero ocurre transitoriamente en
células epiteliales respiratorias en animales infectados experimentalmente. La invasion
bacteriana secundaria provoca una reaccion necrética mas intensa, a la que suele

seguir bronconeumonia.

En la forma sistémica en terneros recién nacidos se ha observado una necrosis
epitelial grave en eséfago y rumen, presentado el epitelio necrotico adherente el
aspecto del cuajo de la leche. La mucosa laringe esta congestiva y edematosa, con
multiples lesiones focales en la mucosa (Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992). Es
frecuente una bronconeumonia con material lechoso que tapiza la luz traqueal y se
extiende hasta la luz bronquial. Histologicamente, existe necrosis de la faringe, laringe,
ganglios linfaticos asociados, esofagos e higado (Blood, Radostits, Arundel, & Gay,
1992). En muchas células epiteliales supervivientes se observa cuerpos de inclusion
(Blood, Radostits, Arundel, & Gay, 1992).
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Los fetos abortados presentan autolisis grave o moderada y hepatitis necrosante

focal (Kahrs, 1977). La encefalitis se caracteriza por lesiones virales tipicas que

asientan, sobre todo, en corteza cerebral y capsula interna (Gibbs & Rweyemamu,
1977).

7.8.

7.8

Diagnostico

.1. Pruebas seroldgicas

Las pruebas serologicas pueden ser utilizadas para varios propositos:

Diagnéstico de una infeccion aguda: se examinan muestras de suero de la fase
aguda y convaleciente de la infeccién en los mismos animales. La seroconversion de
negativo a positivo, o cuatro veces o mas en el titulo de anticuerpos es considerado

para indicar infeccion.

Demostrar la ausencia de infeccion, por ejemplo, para fines de comercio

internacional.

Determinar la prevalencia de la infeccion en los estudios seroepidemioldgicos.

Apoyar los programas de erradicacion y vigilancia.

Investigacion, por ejemplo, la evaluacion de la respuesta de anticuerpos después de

la vacunacion y la infeccion por desafio.

La prueba neutralizacion del virus (NV) (Bitsch, 1978) y varias pruebas ELISA

(Kramps J.A., 1993) se utilizan generalmente para la deteccion de anticuerpos contra

BoHV-1 en el suero. Debido a que la latencia del virus es una continuacién normal de

infeccion por BoHV-1, la identificacion de los animales positivos serolégicamente

proporciona un indicador util y confiable del estado de la infeccion. Cualquier animal con

anticuerpos contra el virus es considerado como un portador y excretor intermitente
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potencial. Las Unicas excepciones a esto son los terneros jovenes que han adquirido los
anticuerpos de forma pasiva a partir del calostro de su madre, y el ganado no infectado

vacunados con vacunas inactivadas.

En general, las pruebas seroldégicas para BoHV-1 se pueden dividir en las
pruebas convencionales y de marcador. La Unica prueba de marcadores seroldgicos

disponibles en este momento es ELISA de anticuerpos de bloqueo BoHV-1 gE.

Para serologia convencional Prueba de Neurtralizacion Viral (PNV), asi como
ELISA indirecto se utiliza ELISA de bloqueo de anticuerpos BoHV1.

ELISA, incluyendo la gE-ELISA, son cada vez mas utilizado para la deteccion de
anticuerpos en muestras de leche, pero tienen algunas limitaciones. Mediante el andlisis
de leche a granel, una prueba especifica GB positiva indica que la infeccion se ha
extendido ya en el rebafio (Frankena K., 1997). Con la gE ELISA de bloqueo, la leche a
granel da una reaccion positiva cuando mas del 10-15% del rebafio esta infectado
(Wellenberg G.J., 1998). Por consiguiente, no es posible declarar un rebafio de estar
libre de infeccion BoHV-1 sobre la base del analisis de la leche a granel o combinados,
y una prueba negativa de leche a granel deben ser objeto de seguimiento con muestras
individuales de suero de todos los animales en el rebafio. Para fines de vigilancia
general, las pruebas de tanque de leche pueden dar una estimacion de la prevalencia
BoHV-1 en un rebafio, una zona o pais (Nylin B., 2000). Estos deben complementarse

con pruebas de suero (individual o grupos).

La PNV y ELISA gB especifica son las pruebas mas sensibles para la deteccion
de anticuerpos en el suero. En contraste, ELISA indirecta, se consideraron los mas

sensibles para la deteccion de anticuerpos en la leche.

Pruebas ELISA BoHV-1 indirecta que han sido desarrollados recientemente son
altamente sensibles y especificas. Los resultados de estas pruebas ELISA son
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comparables con los obtenidos por pruebas ELISA de bloqueo gB o PNV (Beer M.,
2003).

7.8.2. Ladeteccion de acidos nucleicos

Durante la ultima década, se han descrito distintos métodos que detectan ADN
de BoHV-1 en muestras clinicas, incluido la hibridacidn ADN vy la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). La PCR es cada vez mas utilizada en el diagnostico de rutina
(Moore S., 2000). En comparacion con el aislamiento del virus, el PCR tiene la ventaja
principal de ser mas sensible y mas rapido: se puede realizar en 1-2 dias. También se
puede detectar el ADN en los ganglios sensoriales con infeccién latente (Van
Engelenburg F.A.C. M. R., 1993). La desventaja es que es propenso a la
contaminacion. De riesgo de contaminacion se reduce notablemente por las nuevas
técnicas de PCR, Tales como PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) (Abril C.,
2004).

La discriminacion entre la infeccion con cepas virulentas IBR y la infeccién con

otras cepas vivas atenuadas no es posible con la técnica de PCR.

Un numero de estudios ha demostrado que las pruebas de PCR son mas
sensibles que el aislamiento del virus (Wiedmann M., 1993). PCR en tiempo real se ha
utiizado para la deteccion de BoHV-1 y BoHV-5 en bovinos infectados
experimentalmente y los ratones, (Lovato L., 2003) y una serie de ensayos de PCR
convencional se han utilizado para la deteccion de BoHV-1 de ADN en forma artificial o

natural en muestras de semen de bovinos infectados (Grom J., 2006).

PCR en tiempo real difiere de la PCR estandar en que los productos
amplificados se detectan directamente durante el ciclo de amplificacion, utilizando una
sonda de hibridacion, que mejora la especificidad del ensayo. EI PCR en tiempo real
tienen varias ventajas sobre los métodos de PCR convencional: ofrece sensibilidad

cerca o igual a los métodos de PCR anidada, riesgo mucho menor de contaminacion, la
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amplificacion y deteccion de la meta se lleva a cabo de forma simultdnea. Y es posible

realizar un analisis cuantitativo

7.9. Tratamiento

Aunque es poco probable que la administracion de antibidticos de amplio
espectro tenga efecto alguno sobre el virus, evita las pérdidas provocadas por invasores
bacterianos secundarios. Debe identificarse el ganado enfermo, aislarse y observarse
con frecuencia en busca de manifestaciones de traqueitis bacteriana secundaria y
neumonia acompafiada de toxemia, para tratarlo segun el caso. La traqueitis es
especialmente dificil de tratar; se requiere administracion antibidtica diariamente
durante varios dias, y en ocasiones el sacrificio del animal es la medida mas

econdmica.

Las sulfamidas y antibiéticos no ejercen efecto alguno sobre los procesos por
virus; sin embargo, por su efecto antibacteriano pueden limitar la accion de infecciones

secundarias. En algunos casos es también necesario un tratamiento asintomatico.

7.10. Prevencion, control y erradicacion

Una de las principales diferencias para el control de esta enfermedad es que los
animales infectados transportan al virus de por vida, ya que el BHV permanece

integrado por un periodo indefinido en células preferenciales Thielscher y Huth, 1986.

En primer lugar es necesario definir la decision de controlar la enfermedad clinica
o eliminar la infeccion. La vacunacion protege contra la primera pero no contra la
segunda. Si se decide vacunar se debe considerar que la vacunacion no previene la
superinfeccion con cepas de campo, el estado inmunitario que provee una vacuna
influye en la reexcrecion de virus latente, la posibilidad de eventos tales como
recombinacion entre cepa vacunal y de campo y la reversion a cepa virulenta no puede

ser excluida, y salvo que existan marcadores especificos en las cepas vacunales o
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diferentes patrones de restriccion de ADN, los anticuerpos resultantes de la vacuna no
permiten la utilizacion de analisis serolégicos que diferencien cepas vacunales de cepas

de campo en los programas de control y erradicacion.

7.10.1. Medidas de control

1) Inmunizacién activa con vacuna viva atenuada, 2) Inmunizacién activa con
vacuna inactivada, 3) Inmunizacién activa con vacuna polivalente, 4) Inmunizaciéon
pasiva, via la administracion de calostro, suero inmune o preparaciones de
gammaglobulinas y 5) Quimioterapia con drogas inhibidoras de la sintesis de
macromoléculas, de la replicacién vira, del ADN o de la sintesis proteica Thielscher y
Huth, 1986.

7.10.2. Vacunas

Existen comercialmente vacunas convencionales contra este virus y se utilizan
en muchos paises en sus distintas variantes: a virus vivo modificado o inactivado, mono
o polivalente. Dependiendo de la capacidad del producto de inducir inmunogenicidad, la
vacuna puede ser efectiva en reducir las manifestaciones clinicas y en consecuencia las

pérdidas econdmicas, pero no logra proteger completamente de la infeccion.

Las vacunas vivas modificadas producidas a partir de virus de la IBR son
también efectivas contra IPV/IPB y viceversa. Aquellas producidas con virus de la

IPV/IPB eventualmente no son abortigénicas Wyler y col., 1989.

a) Vacunas vivas modificadas para aplicacion parenteral

Las ventajas mas importantes de este tipo de vacunas son su forma de
administracion y la posibilidad de realizar combinaciones con otros virus Wyler y col.,
1989. La necesidad de revacunacion esta sujeta a opiniones diversas, pues se ha
comprobado que la duracion de la inmunidad pos vacunacion intramuscular (IM)

persiste de 3 a 6 afios, y ocurre algo similar con virus de campo Kahrs, 1977.
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Su empleo también tiene sus desventajas. La principal de ellas es la
imposibilidad de aplicarlas a vacas prefiadas, dado el peligro de aborto Kahrs, 1977;
Wyler y col., 1989; Miller y col., 1991. También se ha informado de la muerte de bovinos
recién nacidos de una poblacion de animales inmunizados via IM con una vacuna viva
modificada IBR-PI-3 Bryan y col., 1994 y de la reactivacion de virus latente en animales
inoculados con vacunas atenuadas (sensibles a la temperatura), lo que en definitiva
obliga a evaluar su uso al momento de proponerla como potencial vacuna Gillian y col.,
1993.

b) Vacunas vivas modificadas para aplicacion intranasal

Estas vacunas confieren una rapida proteccion local sin generalizacion del virus.
La gran ventaja de este tipo de vacunas, comparada con aquellas de aplicacion
parenteral, es su seguridad para las hembras prefiadas Wyler y col., 1989; Miller y col.,
1991. El empleo de mutantes termosensibles (Ts) como cepa vacunal es aun mas
ventajoso, pues esta cartacteristica garantiza la replicacion estrictamente local y permite
gue las cepas vacunales puedan ser distinguidas de las cepas de campo gracias al
marcador Ts (Wyler y col., 1989). Sin embargo, las vacunas vivas modificadas para
aplicacion intranasal también tienen sus desventajas, relacionadas principalmente con
la impracticidad de la via de administracion, la transmision de virus vacunal a animales
no inmunizados y algunas posibles reacciones adversas, como fiebre o descenso
temporario de la produccion lactea Wyler y col., 1989. Furuoka y col. describen signos
neuroldgicos en bovinos jovenes 7-10 dias después de una segunda vacunacion por via
intranasal de una vacuna polivalente Furuoka y col., 1995 y Nettieton y col., 1984
demostraron que la recombinacion entre una cepa vacunal mutante Ts y una cepa de

campo puede ocurrir Wyler y col., 1989.

Tesis: Silva, Lesther - Talavera, Juan Pagina 27



Seroprevalencia de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, en fincas de los departamentos de Le6n y
Chinandega, Marzo-Septiembre 2009

c) Vacunas vivas modificadas producidas por ingenieria genética

Estudios realizados confirmaron que la vacunacion de bovinos (incluso hembras
prefiadas) con una cepa de BHV-1 mutante Tk negativa protegida contra el aborto,
reducia los signos clinicos y la diseminacion viral después del desafio Kit y col., 1986;
Wyler y col., 1989; Miller y col., 1991, sin provocar efectos deletéreos significativos
Smith y col., 1994. Otros autores demostraron que las mutantes con delecién del Gen
de la glicoproteina E (gE) son buenas candidatas como vacuna viva modificada
Kaashoek y col., 1994, 1995, pues no se observa, como con la mutante anterior, cierta
virulencia residual Vanengelenburg y col., 1994. Estas vacunas pueden ser distinguidas
de las cepas de campo, pero el problema concerniente al establecimiento de latencia

por la vacuna o el virus salvaje no ha sido resuelto Wyler ycol., 19809.

d) Vacunas inactivadas

Se han producido vacunas de este tipo con tratamientos con formalina, etanol o
etilenamina y por inactivacion con calor o luz UV; pero no son eficientes sin adyuvante
Lupton y Reed, 1980; Wyler y col., 1989. Las ventajas de estos productos radica en el
hecho que no provocan aborto ni diseminacién viral luego de la vacunacion y el es-
tablecimiento de infeccién latente por la cepa vacunal es imposible, ademas de permitir
la fabricacion de vacunas mdltiples, pues no hay interferencia con la producciéon de
anticuerpos contra otro antigeno. Son perfectamente toleradas y, a pesar que la eficacia
de estas vacunas esta sujeta a controversia Lupton y Reed, 1980; Wyler y col., 1989,
segun algunos resultados concretos serian efectivas para el control de la infeccion con
BHV-1 Schudel y col., 1987; Smitsaart y col., 1987.

Las desventajas que presentan, por su parte, incluyen la observacién de
reacciones de hipersensibilidad que pueden ser fatales (anafilaxia), urticaria, nédulos en
la piel y fiebre luego de la vacunacion Kahrs,1977; Wyler y col., 1989. También es

imposible diferenciar animales infectados de vacunados.
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La duracion de la proteccion alcanzada con la administracion de estos productos
es desconocida, pero en todos los casos son necesarios dos ciclos de vacunacion y

revacunaciones anuales Kahrs, 1977; Wyler y col., 1989.

e) Vacunas a subunidades

Los problemas concernientes a las vacunas vivas modificadas y las vacunas
inactivadas impulsaron la produccion de vacunas que contienen sélo determinados
componentes virales inmunogénicos. Sin embargo, ninguna de estas vacunas estan hoy
disponibles comercialmente Wyler y col., 1989. Este tipo de productos tiene las
siguientes ventajas: no contienen virus vivo y por lo tanto no puede ser transmitido a
otros animales, causar aborto o establecer infeccidn latente; podrian, previo empleo de
pruebas seroldgicas, permitir la diferenciacion de animales vacunados de no
vacunados; y seria posible su aplicaciébn a animales jovenes aun en presencia de

anticuerpos calostrales. Lupton y Reed, 1980.

En cuanto a la fabricacion de recombinantes, se han logrado productos de este
tipo en células de mamifero e insecto, incorporando a ellas una determinada secuencia
codificante del virus Okazaki y col., 1994; van Drunen Littel-van den Hurk ycol., 1993,
1994.

f) Vacunacion en presencia de anticuerpos calostrales

La duracion de la inmunidad calostral varia de 1 a 6 meses y depende del nivel
inicial de anticuerpos que se transfiere al ternero (Blood, Radostits, Arundel, & Gay,
1992). Como los anticuerpos maternales pueden interferir con la produccion activa de
anticuerpos luego de la vacunacién, es necesaria una revacunacion luego de los seis
meses de edad. El valor de la proteccion producida por los anticuerpos maternales es,
sin embargo, motivo de controversia Kahrs, 1977; Wyler y col., 1989. Durante una
epizootia, la administracion de calostro con niveles adecuados de anticuerpos

neutralizantes del BHV-1 a animales recién nacidos puede ser un procedimiento
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recomendable, mientras que la vacunacién con virus de la IBR vivo modificado por via
IM a esos mismos animales que reciben un nivel de anticuerpos calostrales

desconocido puede resultar en pérdidas innecesarias de terneros Bryan y col., 1994.

7.10.3. Erradicacién

Autores europeos dicen que solo olvidando para siempre la vacunacion se puede
pensar en erradicar la enfermedad Thielscher y Huth, 1986. Para mantener el "status"
de libre es absolutamente esencial adoptar medidas higiénicas, tales como supervision
de los movimientos de los animales, cuarentena Thielscher y Huth, 1986 y analisis
serolégicos anuales con eliminacion de los animales seropositivos (Ackermann M.,
1990). Suiza, por ejemplo, encard un plan de erradicacion sin vacunacion, con sondeos
serolégicos y eliminacion de los bovinos positivos y en 5 afios se declard virtualmente
libre de la enfermedad (Ackermann M., 1990).

Sin embargo, en paises con alta incidencia de la infeccién, como por ejemplo la
Argentina, es imposible pensar en no vacunar. En estos casos, las vacunas inactivadas
comercialmente disponibles logran controlar la enfermedad; la erradicacion con
vacunacion seria factible con la llegada de vacunas a subunidades como las
previamente descriptas, que nos permitirian distinguir animales vacunados de

infectados.

Si los analisis serolégicos nos hablan de un nivel de infeccion bajo, un plan de
erradicacion sin vacunacion deberia implementarse. Si por el contrario, nos
encontramos con altos niveles de infeccion y nos es imposible poder separar
adecuadamente animales infectados y libres de infeccion, la vacunacion sera el Unico
camino posible para controlar la enfermedad. En este caso es importante que
recordemos que ésta no prevé la reactivacion en casos en donde el balance nutricional
y la inmunidad estan alterados. Se admite que la inmunidad vacunal protege contra la
reinfeccion con la cepa virulenta de campo pero no contra el quiebre de una infeccion

latente en el mismo animal Thielscher y Huth, 1986.
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El estudio epidemiolégico de una enfermedad es un paso fundamental para
lograr su prevencion, control y erradicacion. En el futuro serd necesario desarrollar
estudios epidemiolégicos, clinicos y patoldgicos, los cuales ayudaran a comprender el
comportamiento y distribucion de los BHV-1 y BHV-5; esta informacion es la que nos

permitira, profilaxis mediante, poder controlar las enfermedades que a ellos se asocian

y que tanto perjuicio causan a la produccién bovina.
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VIl. MATERIAL Y METODO

8.1. Tipo de estudio.

El tipo de estudio es de corte transversal.

8.2. Lugar del estudio

El estudio se llevé a cabo en fincas del departamento de Ledn ubicado en
12°26'00" N 86°53'00" O a 93 Km de Managua, con una altitud de 109 metros sobre el
nivel del mar, y el departamento de Chinandega ubicado en 12°37'00" N 87°09'00" O a

50 metros sobre el nivel del mar.

8.3. Tamafio de muestra.

Para la determinacién del tamafio de muestra, se realizé un calculo utilizando el
programa WinEpiscope 2.0, determinacion de porcentajes. A partir de una poblacion
300,000 bovinos (3er. Censo Nacional Agropecuario. INEC. 2003), con una prevalencia
esperada del 50% (MAGFOR, PROVESA, 2001), un error aceptado del 5% y un nivel

de confianza del 95%, se obtuvo un tamafio de muestra de 385 animales.

8.4. Seleccidon de la muestra

Las fincas se seleccionaron por conveniencia debido a que se pretendia
muestrear fincas en las que no se habia realizado vacunacién contra la enfermedad. La

seleccion de los animales (hembras y machos) se realizé de forma aleatoria.

8.5. Toma de muestra de sangre

La sangre se obtuvo por venopunciéon yugular, empleando para ello una aguja
calibre 18 G x1* y tubos al vacio (Vacutainer). Se almacend en termos con

refrigerantes para ser trasladadas al Centro Veterinario de Diagndstico e Investigacion
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(CEVEDI) de la Escuela de Veterinaria para su posterior analisis. En el laboratorio se

realizo la centrifugacion (3000 rpm por 5 minutos) de la sangre para extraer el suero.

8.6. Factores de inclusion y exclusion

Inclusion
Bovinos de ambos sexos.

Hembras mayores de 2 afios de edad. (Vaquilla, vacas adultas gestantes, no gestantes

y recién paridas)

Machos mayores de 2 afios de edad.

Exclusién
Fincas donde se haya vacunado contra la enfermedad.
Hembras mayores de 2 afios de edad (vacunados o enfermos).

Machos mayores de 2 afios de edad (vacunados o enfermos).

8.7. Diagnostico

En el diagnéstico se utilizé un kit comercial ELISA tipo indirecto (IDEXX®), el
procedimiento de se llevé a cabo conforme al establecido en el kit. El test HerdChek
IBRgB es un ensayo inmunoenzimatico para detectar la presencia de anticuerpos frente
al IBR/IPV en suero o leche bovinos. Esta técnica inmunoenzimatica ELISA detecta
también las respuestas de anticuerpos autoinducidas por vacunas, las cuales contienen
las glicoproteinas B (gB) de BHV-1. La prueba es un ELISA de bloqueo con placas de
microtitulacion tapizadas con antigenos virales de IBR. Tras la incubacion de la muestra
a analizar en el pocillo tapizado con antigenos, el anticuerpo especifico de IBR forma un

complejo con los antigenos virales inmovilizados.
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8.8. Materiales

Jeringas desechables de 10 ml.

Agujas desechables calibre 18.

Tubos de ensayo de 5ml sin anticoagulante
Alcohol al 70%

Algodon.

Gradillas.

Guantes de latex.

Fichas de registro.

© ©®© N o g bk~ wDdhPRE

Axial

10.Termo contenedor de muestras.

11.Kit de deteccion de anticuerpos frente al virus de la (BHV1) HerdCheck IBRgB
12.Pipeta de precision monocanal o multicanal apropiada para distribuir de 10 a 1000 pl
13.Puntas de pipetas desechables

14.Cilindros graduados de 500 ml para la solucion de lavado

15. Lector de microplacas

16.Agua destilada o desionizada

17.Dispositivo para la aplicacion y aspiracion de solucion de lavado

18.Trampa de retencion de aspirado y desinfectante

19.Céamara humeda o selladores de placas

20.Agitador vortex

21.Centrifuga con tubos, capacidad 2000 x g
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IX. RESULTADOS

En el presente estudio se lograron colectar 384 muestras de suero de bovinos
mayores de 5 afios de edad de 39 fincas lecheras en diferentes localidades de los

departamentos de Ledn y Chinandega.

Del total de muestras bovinas colectadas, 246 resultaron positivas a IBR bovino y
138 dieron negativas por la prueba de ELISA (indirecto), obteniéndose una prevalencia
del 64% de IBR en los departamentos de Ledn y Chinandega (ver Grafico N° 1 en

anexo).

De las 246 muestras positivas a IBR bovino, se obtuvieron 215/323 muestras
(hembras) positivas, que representan el 66.56%; 31/61 muestras (machos) positivas a
IBR que representan el 50.81% en los departamentos de Led6n y Chinandega (ver

Grafico N° 2 en anexo).

Tabla N° 1 Porcentajes de Hembras y Machos positivos a

IBR en los departamentos de Ledn y Chinandega

Sexo Cantidad Positivos Porcentaje
Machos 31/61 50.81%
Hembras 215/323 66.56%

Del total de muestras positivas que son 246/384, se obtuvieron 199/316 muestras
positivas en el departamento de Ledn que representaria el 62.97%; en el departamento
de Chinandega se obtuvieron 47/68 muestras positivas que representa el 69.12% (ver

Grafico N° 3 en anexo).

En el departamento de Ledn se obtuvo un total de 18/42 muestras positivas en
machos que representa el 42.86% y 181/274 muestras positivas en hembras que
representan el 66.05%. En el departamento de Chinandega se obtuvieron 47/68 (19%)
muestras positivas a IBR; la distribucion de muestras positivas por sexo es de 13/19

muestras positivas en machos que representan el 68.42%, 34/49 muestras positivas en
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hembras que representan el 69.39% de los animales positivos a la enfermedad (ver

Grafico N° 4 en anexo).

Tabla N° 2: Porcentaje de Hembras y Machos positivos y su

distribucion por departamentos

Departamentos
Sexo _ Ledn _ C;hinandega _
Cantidad Porcentaje Cantidad Porcentaje
Machos 18/42 42.86% 13/19 68.42%
Hembras 181/274 66.05% 34/49 69.39%

El mayor nimero de muestras positivas se obtuvieron en los municipios de Leén
con 145/244 muestras (%), Malpaisillo con 38/47 muestras (80.85%) y el Viejo con
21/21 muestras (100%). El resto de las muestras se distribuyé en los municipios de:
Chichigalpa: 16/35 muestras (45.71%), Villanueva: 8/8 muestras (100%), Telica: 7/10
muestras (70%), Nagarote: 5/5 muestras (100%), El Sauce: 4/10 muestras (40%) y
Chinandega: 2/4 muestras (50%) (Ver Grafico N° 5 en anexo).

Tabla N° 3: Distribucién de animales positivos a IBR por

municipios
Municipios Animales positivos

Nagarote 5/5 100%
Ledn 145/244 59.43%

Telica 7/10 70%
Malpaisillo 38/47 80.85%

El Sauce 4/10 40%
Chichigalpa 16/35 45.71%

Chinandega 2/4 50%

El Viejo 21/21 100%

Villanueva 8/8 100%

En las muestras positivas distribuidas por municipios, se encontrd que el mayor
namero de machos y hembras positivas fue en el municipio de Leo6n, obteniéndose
128/206 muestras de hembras (62.14%) y 17/38 muestras de machos (44.75%). La

menor cantidad de muestras se obtuvieron en el municipio de ElI Sauce, donde se
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registraron 0/0 muestras de machos positivas (0%) y 4/10 muestras de hembra (40%),

el resto de los municipio se detalla en la siguiente tabla (ver Grafico N° 6 en anexo).

Tabla N° 4: Distribucion porcentual de Hembras y Machos

positivos a IBR por municipio

Municipios
Nagarote
Ledn
Telica
Malpaisillo
El Sauce
Chichigalpa
Chinandega
El Viejo
Villanueva

Machos
0/0 0%
17/38 44.75%
1/2 50%
0/2 0%
0/0 0%
3/8 37.5%
2/3 66.67%
0/0 0%
8/8 100%

Hembras
5/5 100%
128/206 62.14%
6/8 75%
38/45 84.44%
4/10 40%
13/27 48.15%
0/1 0%
21/21 100%
0/0 0%
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X. DISCUSION

La presente investigacion reporto los primeros resultados de IBR en bovinos de
fincas de los departamentos de Ledn y Chinandega durante el periodo de Marzo a
Septiembre del 2009

Durante un periodo de 5 meses se colectdé un total de 384 muestras de suero
bovino, obtenidas de 39 fincas de produccion mixta, ubicadas en los departamentos de
Ledn y Chinandega.

En base a los resultado obtenidos en el grafico nimero 1, se determiné un 64%
de seroprevalencia equivalente a 246/384 muestras positivas en bovino; los resultados
obtenidos en este estudio son mas altos que los reportados por el Programa de
Vigilancia Epidemiologica de Sanidad Animal (PROVESA, 2001) donde se determino
una prevalencia del 40.47% a nivel nacional y a nivel departamental se obtuvo una
prevalencia de 44.93% (Ledn) y 57.73% (Chinandega), la prevalencia obtenida es
menor debido a que en nuestro estudio se tomd una menor cantidad de muestra con
respecto al estudio de PROVESA (2001), con la diferencia que en nuestro estudio todos
los sueros fueron analizado, ya que en el estudio de PROVESA hubo muestras sin

analizar.

En otro estudio realizado en lecherias de la IX Region de Chile por Felner y col
en el 2005, se obtuvo una prevalencia de 76%, que es mayor a la obtenida en nuestro
estudio. Al relacionar este estudio con el nuestro las similitudes son en cuanto a los
resultados ya que en el estudio de Felner la distribucion de animales positivos a IBR por
sexo, el mayor nimero de muestras positivas corresponden a las hembras, debido a la

mayor cantidad de muestras colectadas

La distribucion de muestras por municipio (véase grafico N° 5) nos revel6 que los
municipios més afectados son: Leon, Malpaisillo y el Viejo, los que a su vez presentaron
mayor afectacion a nivel de hembras y machos, siendo las hembras las mas afectadas

por la enfermedad, debido a que se tomaron un mayor nimero de muestras de hembras
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en relacion a los machos, ya que en las fincas en estudio existen una mayor cantidad

de hembras.
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Xl. CONCLUSIONES

1. En los departamentos de Ledn y Chinandega existe presencia de anticuerpos
IBRgB frente al virus de la IBR, determinandose mediante la prueba de

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecto.

2. La seroprevalencia de IBR en los departamentos de Leén y Chinandega es de

64% lo que consideramos como alta.

3. Se encontré que las hembras muestreadas presentaron un mayor porcentaje de
positividad a la prueba que los machos, debido a la cantidad de muestras que se

tomaron.

4. Las 39 finca en estudio se encontraban libres de vacunacion, lo que demuestra
gue las muestras positivas obtenidas son debido a que los animales estuvieron

en contacto con el virus en algin momento de su vida.

5. El departamento de Ledn es el que presentdé un mayor nimero de muestras
positivas, debido a que se tomaron una mayor cantidad de esta en el estudio, en

comparacion con el departamento de Chinandega.
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XIl.  RECOMENDACIONES

1. Aplicacion de técnicas mas sensibles y especificas para la deteccion de IBR en
estudios posteriores, mediante técnicas como: el uso de PCR o el aislamiento

viral.

2. Dado que se ha reportado la presencia de IBR, en estudios anteriores realizados
en nuestro pais (PROVESA), seria conveniente incluir la enfermedad en el
programa de vigilancia epidemioldgico.

3. Debido a que la infeccion se puede presentar de forma indefinida, es
recomendable realizar sacrificio del animal que den positivo a pruebas mas

especificas que detecten el antigeno viral (PCR).

4. Difundir los resultados obtenidos especialmente a los médicos veterinarios y a

productores.
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XIV.ANEXOS
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Grafico N° 1: Seroprevalencia de IBR
en las fincas de los departamentos de
Leon y Chinandega

W Positivos 246/384
@ Negativos 138/384

Grafico N° 2: Porcentajes de Hembras 'y
Machos positivos a IBR en los
departamentos de Ledn y Chinandega

Positivos 66.56%
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Grafico N° 3: Porcentaje de animales positivos a IBR
en las fincas de los departamentos de Leon y
Chinandega
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Grafico N° 4: Porcentaje de Hembras y Machos
positivos y su distribucion por departamentos
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Grafico N° 5: Distribucion de animales positivos
a IBR por municipios
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Grafico N° 6: Distribucion porcentual de
Hembras y Machos positivos a IBR por municipio
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Tabla 1. Forma clinica de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

Presentacion

. Periodo de - ) Respuesta seroldgica e
Forma clinica M d Mas de 6 ) y Morbilidad Mortalidad ) o
enos ae as ae incubacion inmunologica
6 meses meses
) En Europa
Afeccion de las vias )
) ) Nunca raramente 3 —9dias 7 —100% 2-10% +
respiratorias altas
frecuente
Afeccién febril
generalizada con Frecuente Rara 3 —9dias 5—-100% 5-30% +
sintomas respiratorios
y . No rara en . Muy alta en
Erupcion de vesiculas Muy rara 2 — 6 dias . 0% +
Europa el rebafio
Meningoencefalitis Muy rara Nunca 3 —9dias 5-25% 100% Sin curacién
. Casos
Aborto - Muy rara 3 —9dias ) 0% +
aislados
Conjuntivitis frecuente No rara 2 — 6 dias 30 — 100% 0% -

Fuente: JOACHIM BEER. ENFERMEDADES INFECCIOSAS DE LOS ANIMALES DOMESTICOS, PAG. 287



Hora Particulas Particulas

Infecciosas/ml Fisicas/ml
0 10" 10’
12 2.510° 10°
24 210’ 2.8 10°
36 5.5 10’ 3.310°
48 310’ 10°
50 10°

Tabla 2. Secuencia de produccién de BHVI (Los Angeles) en células MDBK.

Fuente: EL VIRUS DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (BOVID HERPESVIRUS 1): PROPIEDADES Y
VACUNACION (J. ALVARO AGUILAR SETIEN)



Peso molecular Paroteinas

1g Paroteiria (daltors) Glicosiladas
2 vIri 275,000 -
vea 256,000
- vEPS 180,000
a vr4 150,000
vPs 189,000
vPre 120,000 ~+-
VET 99,000
i vrPs 90,000
VP9 86,000 +
7 - VP10 23,000 -+
. 20 VP11 76,000 -+
b= TTrEE vPiz 68,000 -+
-1238 VEPLs 66,000 -+
14 s VP14 62,000
:;Z: VP15 54,000 -
VP16 53,000 -+
17¢ VP17 43,000 -+
E— —. VP18 41,000
VP19 38,000
G VP20 23,000
— 21 vP21 31,000
|

FIG. 1. Representacion esquemaética y peso molecular (daltons), de los diferentes polipéptidos estructurales del virus
de la rinotraqueitis infecciosa bovina (BHV1).

Fuente: EL VIRUS DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (BOVID HERPESVIRUS 1): PROPIEDADES Y
VACUNACION (J. ALVARO AGUILAR SETIEN)
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FIG. 2. Representacion esquematica del genoma del BHVIy de los fragmentos obtenidos mediante su digestion con
la enzima Eco RI (6 cepas).

Fuente: EL VIRUS DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (BOVID HERPESVIRUS 1): PROPIEDADES Y
VACUNACION (J. ALVARO AGUILAR SETIEN)
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