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SUMMARY

The objective of this work was to determine the relationship
between Bovine Herpesvirus- 1 (BHV-1), ethiologic agent In-
fectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), and the presence of
Infectious Bovine Keratoconjunctivitis (IBK) in beef calves
younger than one year old.

A case - control study was performed on 160 calves between
the ages of three months and 1 year old, 80 cases and 80 con-
trols. A clinical scale for IBK was used to evaluate every case
and control. An indirect ELISA technique was used on all the
animals for the diagnosis of specific antibodies for BHV-1 Ig G
type. Also, 39 random samples of ocular swabs were taken
from cases and controls for the detection of BHV-1 by PCR.

The odds ratio found was 1,0 for a significance level of 95% .
With a superior confidence level of 7.2 and an inferior confi-
dence level of 0.13 for the serological samples. On the other
hand, the results of the PCR ocular secretion tests for BHV-1
detection were negative, not being able to estimate statistics.

According to the results, it is not possible to acertain an exis-
ting relationship between the two studied variables, IBK di-
sease and positive serology for BHV-1, corresponding to the
risk factor that was considered.

Key Words: Infectious Bovine Keratoconjunctivitis (IBK), Bovine
Herpesvirus-1 (BHV-1), Infectious Bovine Rhinotracheitis
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar la relacion entre la infec-
cion de Herpes Virus Bovino- 1 (BHV-1) agente etiologico de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) y la presencia de Que-
ratoconjuntivitis bovina infecciosa (QCIB), en terneros de ra-
zas carniceras menores de un afio de edad.

Se realiz6 un estudio de Casos y Controles, en 160 terneros de
tres meses a un aflo de edad, 80 casos y 80 controles. Se evalua-
ron a los casos y controles usando una escala clinica para QCIB.
Se utilizo la técnica de ELISA indirecto en muestras pareadas
para el diagnoéstico de anticuerpos especificos tipo Ig G de
BHV-1 en la totalidad de los animales incluidos. Ademas se
tomaron 39 muestras de hisopados oculares aleatorias de casos
y controles para la deteccion de BHV-1 por la reaccion en
cadena de polimerasa (PCR).

El Odds Ratio hallado fue de 1,0 para un nivel de significacion
de 95%. Con un limite de confianza superior de 7,2 y un limite
de confianza inferior de 0.13 para las muestras seroldgicas. En
tanto los resultados de PCR de las secreciones oculares para la
deteccion viral, fueron negativos en su totalidad, no siendo
estimables los datos estadisticamente.

De acuerdo a los resultados no se puede afirmar que hay aso-
ciacion entre las dos variables estudiadas, enfermedad QCIB y
serologia positiva para BHV-1 que corresponde al factor de
riesgo considerado.

Palabras claves: Queratoconjuntivitis bovina infecciosa
(QCIB), Herpes Virus bovino 1 (BHV-1), Rinotraqueitis bovina
infecciosa (IBR), terneros, estudio de casos y controles, vacunas
QCIB

INTRODUCCION

En los terneros se presentan cuadros of-
talmoldgicos, que dadas las caracteristi-
cas clinicas y epidemiologicas se diag-
nostican como Queratoconjuntivitis In-
fecciosa Bovina (QCIB). Se trata de una
enfermedad infecto contagiosa produci-
da por la Moraxella bovis (M. bovis),
que puede afectar la conjuntiva, la cor-

nea Yy otras estructuras oculares en el
caso de que existan complicaciones, pro-
duciendo la pérdida de la vision en for-
ma transitoria o permanente, lo que de-
termina pérdida de peso y retraso en el
crecimiento. Sumado a esto se deben agre-
gar los gastos en especificos zooterapi-
cos, en el manejo de los animales y las
horas de trabajo del personal del esta-
blecimiento. (2), (15).

Sibien la M. bovis es el agente etiologico
primario, muchas veces es imposible su
aislamiento. Por lo que el diagnostico de
la enfermedad se realiza considerando
las caracteristicas clinicas y epidemiold-
gicas mas que por confirmacion bacte-
rioldgica.

La M. bovis de fimbria tipo Q produce
un indice de infecciones relativamente
alto, asi como de QCIB. Las bacterias

'Departamento de Rumiantes y Suinos. Universidad de la Republica. Facultad de Veterinaria. Montevideo. Uruguay.
*Departamento de Medicina Preventiva. Universidad de la Republica. Facultad de Medicina. Montevideo.Uruguay.
‘Departamento de Ciencias Microbioldgicas. Universidad de la Republica. Facultad de Veterinaria. Montevideo.Uruguay.
“Laboratorio de Analisis Clinicos de la Asociacion Rural de San José. Uruguay.
“Departamento de Salud Ambiental y Legislacion.Universidad de la Republica. Facultad de Veterinaria. Montevideo.Uruguay.
“Autor responsable: E. Cardozo. Tel 481 02 07 Montevideo. Uruguay. E —mail: cardozobe@hotmail.com
Recibido: mayo de 2008  Aprobado: octubre de 2008

Veterinaria, (Montevideo) 44 (172) 17 - 21 (2008)

17



con fimbrias tipo 1 producen una inci-
dencia mas baja y las bacterias sin fim-
brias no producen infecciones (20).

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) es una enfermedad transmisible,
de etiologia viral, que se presenta en el
ganado bovino, afectando los sistemas
respiratorio, digestivo, genital y nervio-
so. El agente causal pertenece a la fami-
lia Herpesviridae, clasificado como Her-
pes Virus Bovino -1 (BHV-1) (6). Aisla-
mientos virales a partir de animales con
diferente sintomatologia son desde el
punto de vista antigénico, idénticos.

Sin embargo por analisis de ADN gendmi-
co se han podido distinguir 3 subtipos:
subtipo 1.1, subtipo 1.2a y subtipo 1.2b,
que se relacionarian con las diferentes for-
mas de presentacion clinica. (16).

La forma respiratoria se caracteriza por
obstruccion de las vias aéreas superio-
res, con descarga nasal mucosa a muco-
purulenta y conjuntivitis que puede ser
unilateral o bilateral, generalmente con
profuso lagrimeo. Esta conjuntivitis esta
asociada con la forma respiratoria pero
puede presentarse en el rodeo como un
unico signo clinico. (6) La infeccion puede
permanecer latente y ser reactivada en
casos de stress, como por ejemplo la in-
feccion con otros virus y bacterias. (6)
Debido a la caracteristica de latencia que
presentan los herpesvirus, todo animal
infectado es un portador y posible dise-
minador de la infeccion al rodeo.

En ensayos experimentales la vacuna-
cidn a terneros con el virus vivo modifi-
cado de BHV-1 se ha asociado con lesio-
nes oculares mas pronunciadas que las
producidas por M. bovis en casos de
QCIB (8, 9, 20, 23, 27).

A partir de esta aseveracion, se ha gene-
rado el concepto de la existencia de una
asociacion entre QCIB y BHV-1 en con-
diciones naturales (4, 8) hecho que no se
ha demostrado.

En estudios para la confirmacion de los
agentes etiologicos de QCIB, se busco
la presencia de virus BHV-1 en terneros
de 5 a 6 meses con QCIB en condiciones
de campo, usando para el diagnostico
cultivos celulares y serologia. Los resul-
tados fueron negativos para IBR en to-
dos los casos (21).

También se ha buscado la presencia del
HVB-1 en terneros infectados de QCIB,
siendo negativo su hallazgo (7).

Paolicchi y otros, 1998, buscando los agen-
tes etiologicos implicados en la QCIB, es-
tudiaron la presencia de HVB-1 en secre-
ciones oculares y la cinética de anticuer-
pos contra BHV-1 en animales enfermos,
no encontrando BHV-1 en los hisopados
ni titulos significativos de anticuerpos
para BHV-1 (22).

Microorganismos como Branhamella
spp, Listeria monocytogenes, Micoplas-
ma bovoculi y adenovirus, fueron aisla-
dos en brotes de campo de QCIB (27).
Aunque fueron recuperados diferentes
micoplasmas, rickettsias y virus, su re-
lacion con la etiopatogenia, si la hay no
ha sido determinada.

La interrelacion entre estas dos enferme-
dades las considera la industria farma-
céutica, ya que existen vacunas para QCIB
que tienen también antigeno BHV-1 inac-
tivado, utilizandose las mismas en la ca-
tegoria de animales estudiados.

Si bien esta interaccion infecciosa es fre-
cuentemente citada, no hemos encontra-
do estudios de investigacion en donde
se evaltie la asociacion del BHV -1, agen-
te etiologico del IBR, con la Querato-
conjuntivitis Bovina Infecciosa.

De acuerdo a la bibliografia la prevalen-
cia del virus de IBR en el Uruguay es de
un 36.6% en animales de carne (12, 24),
estudiada en todas las categorias, menos
en terneros.

Este trabajo se plantea como objetivo
comprobar la existencia de una asocia-
cion entre QCIB y el virus BHV-1, y de

existir esta, determinar la magnitud de la
misma.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo en 6 establecimientos ganade-
ros distribuidos en el Uruguay, durante
los afios 2005 y 2006.

Se realizd un estudio observacional ana-
litico de tipo caso/control (CC).

La poblacion de estudio fueron terne-
ros de produccidn carnicera de 3 a 12
meses de edad, por ser los mas frecuen-
temente afectados de QCIB (4).

Se definieron como casos aquellos ter-
neros que presentaron signos (cuadro 1)
y sintomas clinicos de QCIB, que no es-
taban inmunizados para IBR y que no
mostraron otro tipo de patologia infec-
ciosa.

Se consideraron controles aquellos ter-
neros que no presentaron signos ni sin-
tomas clinicos de QCIB, que no estaban
inmunizados para IBR y que no mostra-
ron otro tipo de patologia infecciosa.

La seleccion de los casos se realizo a tra-
vés de la comunicacidn personal de los
Productores ala Facultad de Veterinaria
de Montevideo, Uruguay (Departamen-
to de Rumiantes) que declararon tener
terneros enfermos de QCIB.

Para la seleccidn de los mismos se reali-
z6 un muestreo de tipo no probabilisti-
co consecutivo.

Se seleccionaron los controles (uno por
cada caso), de los mismos establecimien-
tos que declararon tener terneros con
QCIB de acuerdo a un muestreo aleato-
rio.

Cuadro 1. Escala clinica para la realizacion del diagndstico de QCIB (E. Cardozo).

Grado Lesiones
Conjuntivitis o conjuntivitis + leve queratitis (edema de cornea)
1
Queratitis ulcerativa, queratitis abscedativa,
2 Descemetocele (acompafiados de uveitis)
Sinequias de 360°, Prolapso de iris en tlceras perforadas
3 (Estafilomas), ulceras perforadas, Panoftalmitis, Luxacion de
cristalino, Ptisis bulbis, Simblefarones./ Miasis
4 Cicatrizacion corneal
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Se calculd el nimero de casos necesarios
para estudiar el factor de exposicion, asu-
miendo ademas que se trabajo con una
hipétesis bilateral, un nivel de significa-
cion del 95%, y una magnitud minima
del OR de 1.3 considerado con relevan-
cia clinica.

Se tomo6 como nimero de casos necesa-
rios el mayor valor hallado.

En funcion de las consideraciones ya
hechas, y asumiendo una prevalencia de
exposicion a IBR de 36,6% (0.36), el
nimero de casos a estudiar correspon-
deria a 60. Para este estudio se conside-
r6 un numero superior al estimado, 80
casos, 80 controles como margen de se-
guridad.

Tanto a casos como a controles se les
realizé busqueda de anticuerpos especi-
ficos del tipo IgG, para el virus de Rino-
traquitis Infecciosa Bovina en suero, a
través de la técnica de ELISA, inmunoen-
sayo indirecto (CIVTEST bovis IBR).
Utilizandose muestras pareadas extrai-
das con 20 dias de diferencia entre una y
otra. El titulo de Acs que se considerd
positivo fue de 1/100.

Se tomaron 39 muestras aleatorias de
casos y controles (hisopados oculares)
para la deteccion de BHV-1 por una téc-
nica molecular de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). Las condiciones de
amplificacion por PCR fueron realiza-
das utilizando la cepa de referencia, es-
tableciéndose los parametros de concen-
tracion 6ptima del CLMg en 1.5 pM y
de primers de 0,1uM de cada uno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se trabajé con 160 muestras pareadas
serologicas, correspondientes: 80 a en-
fermos de QCIB (casos) y 80 sanos
(controles). Superando el tamafio mues-
tra calculado.

Una vez procesados los datos con el Pro-
grama Epi Info 6.0 se hallé como resul-
tado OR de 1.0, con un limite de con-
fianza superior de 7,2 y un limite de con-
fianza inferior de 0.13.

Los resultados de la serologia de BHV-1
de los casos y controles se resumen en el
cuadro 2, hallandose 4 animales positi-
vos (2 casos y 2 controles). Se conside-
raron animales positivos aquellos que en
al menos 1 de las muestras se detectaron

Cuadro 2. Distribucion de casos y controles segiin Serologia de HVB - 1 Uruguay 2007.

QCBI
Si No Total
Factor de riesgo Si 2 2 4
Serologia HVB-1 No 78 o 156
Total 80 80 160

Significacion: 95%
Potencia: 80%

OR:=1,0
LCs: =172
LCi: =0,13

anticuerpos (Acs) anti-BHV-1. En dos
animales (un caso y un control) se man-
tuvieron los titulos de Acs en ambas
muestras. Otro animal dio positivo en la
primera muestra y negativo en la segun-
da, posiblemente los anticuerpos detec-
tados en la primera muestra puedan ser
Acs calostrales (14).

En el cuarto animal (control) hubo sero-
conversion (1* muestra negativa y 2°
positiva), sugiriendo que fue el unico
animal que se infecto durante el periodo
del estudio.

Los resultados del analisis de PCR en ca-
sos y controles se resume en el cuadro 3.

No se observé ninglin producto de am-
plificacion en los controles negativos.

Con respecto a la determinacion de la
sensibilidad de la prueba se estimé en
aproximadamente 2.5 TCID50. En las
condiciones mencionadas en M&M se
obtuvieron productos de amplificacion
del tamafo esperado.

Del analisis de las muestras extraidas en
forma aleatoria se proceso el total de las

mismas, 39, con resultado negativo. No
se observaron amplificaciones en ningu-
na de las muestras analizadas.

Uno de los animales, correspondiente al
grupo caso que resultd positivo en am-
bas muestras seroldgicas, tuvo PCR ne-
gativo, demostrando la ausencia del vi-
rus en las secreciones oculares del hiso-
pado analizado.

Las cifras obtenidas de los estudios de
PCR al ser analizadas en la tabla tetra-
corica para encontrar el valor del Odds
Ratio mostraron que no se podia obte-
ner valores estimables, dado la nulidad
de test positivos.

Al no poder afirmarse la asociacion en-
tre estas dos enfermedades, no resulta
posible realizar el analisis cotejandolo
con las lesiones clinicas.

CONSIDERACIONES

El diagnostico de QCIB se realizo tenien-
do en cuenta los aspectos clinicos y epi-
demiologicos de la enfermedad en los seis
establecimientos en que se llevd a cabo
el estudio.

Cuadro 3. Distribucion de casos y controles segin PCR de HVB - 1 Uruguay 2007.

Si No Total
. Si 0 0 0
Factor de riesgo
PCR HVB-1
No 21 18 39
Total 21 18 39

O R: no estimable
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Se considerd no relevante a los efectos
de este trabajo de investigacion el aisla-
miento del agente etiologico, dado que la
M. bovis no se aisla en el 100% de los
ojos afectados. Segtin Reinaldo, 1993 (21),
se encontro en 30 de 45 animales enfer-
mos, o sea fue aislada en un 67% de los
casos, por lo que no podemos afirmar
que la no presencia en las secreciones
oculares no signifique enfermedad.

Este mismo autor encontrd: diferencias
significativas entre los grupos I, 11, III,
1V (grados clinicos), en relacion al aisla-
miento del microorganismo que «pudie-
ra ser explicado porque a medida que
avanza el cuadro clinico el nivel de dete-
rioro ocular es mayor y el aflujo de mi-
croorganismos es mas evidente, los que
pudieran desplazar en importancia a M
bovisy».

Para la extraccion de las muestras sero-
logicas, a los efectos de buscar anticuer-
pos de BHV-1 se consider6 la sintoma-
tologia clinica de QCIB.

Como en este caso el objetivo de la téc-
nica inmuno enzimatica ELISA indirecto
no es la confirmacién de la enfermedad
de Rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR), sino la deteccion de anticuerpos
BHV-1 en animales enfermos de QCIB y
en controles sanos, el concepto de sero-
positividad se estim¢ al tener al menos
una muestra positiva.

El calculo del tamafio muestral que con-
sideramos se baso en la sero-prevalencia
del virus en el territorio nacional
(36,6%). De acuerdo a los resultados
obtenidos un OR de 1 con un rango muy
elevado entre el limite de confianza supe-
rior y el inferior no nos permite afirmar
que las variables estudiadas (QCIB y se-
rologia para BHV-1) estén asociadas.

Al ser la poblacion estudiada animales
menores de 1 afio de edad, seguramente
estamos registrando primo-infecciones y
no podemos descartar los anticuerpos
maternos transferidos con el calostro, a
pesar de ello, se observa un nimero muy
bajo de animales seropositivos, distri-
buidos homogéneamente entre enfermos
y controles.

De acuerdo a la literatura revisada, no
hay investigacion que demuestre la aso-
ciacion de QCIB y BHV-1, por lo tanto
el presente estudio es el unico disefiado
para este objetivo.

Afirmar que existe una asociacion entre
QCIB y BHV-1 no seria correcto dada la
falta de evidencia.

Planteandose otros objetivos en sus tra-
bajos de investigacion autores como
Reinaldo 1993, Paolicchi 1998 vy Fio-
rentino 2001 buscan la presencia del

BHV-1 en secreciones oculares y anti-
cuerpos anti-BHV-1 en suero de anima-
les enfermos de QCIB. Estos autores no
encontraron evidencia de la infeccion de
BHV-1 en enfermos de QCIB, lo que
coincide con nuestros resultados.

Por lo tanto, no estaria demostrado cien-
tificamente el mayor beneficio de la uti-
lizacion de vacunas contra la QCIB com-
binada con el antigeno viral (BHV-1),
para la prevencion de la QCIB en esta
categoria de animales.

Es necesario conocer la prevalencia del
BHV-1 en la poblacion de estudio (terne-
ros menores de 1 afo), que posiblemente
sea diferente a la de otras categorias.
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