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SUMMARY

Se determino la prevalencia de IBR en rodeos de arne
y leche en Uruguay, mediante La tecnica de ELISA indirecta
para identificaci6n de anticuerpos en suero.

La misma se situa en un entorno del 45%/48% para
ambos tipos de explotaci6n, con un nivel de confianza del
95%. El alto porcentaje de establecimientos positivos
(750/0/100%), as{ corno el (ndice de prevalencia
determinado, estar{an indicando La amplia distribuci6n de
la enfermedad en eL pais.

Palabras Claves: IBR, PrevaLencia, ELISA,
Bovinos.

The prevaLence of IBR in dairy and beef cattle in
Uruguay was asse sed using an indirect ELISA test for the
identification ofcirculating antibodies..

It ranges between 45% and 48% with a confidence leveL
of95%. The high percentage ofpositivefarms (75%/100%),
a well as the prevalence index established, demostrate that
thi disease is widely distributed in the country.
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INTRODUCCION

IBR e una enfermedad de amplia
di tribuci6n mundial, q e afecta a los
bovino y caprinos y puede pre enlar-
e en forma ubclinica 0 con una

variedad de ignos cl"n'co : re pirato
rios, dige tivo , oculares, reproduc
tivos, nervioso (3,11,12,19). EI agen
te cau aI, herpe viru bovino-1
(HVB-I), produce latenc:ia luego de la
primo-"nfecci6n, mante.niendo e en
10 ganglio del si ema nervio 0

central y pudiendo ser re-·excretado in
igno clinico de la enfennedad, bajo

condicione de estr" 0 tratamiento
con corticoide (3,11,1 ',19,30). E ta
condici6n no se pierde con la

vacunaci6n, teniendo 1animal po ibi
lidade de por vida de re-excretar I
virus (13).

EI BHV-1 s un miembro de la
familia Herp sviridae, ubfamilia
Alphah rp virinae.

Su g n rna e una molecula de
DNA bicatenario con un pe 0 molecular
de 88 x 10E6 dalton (20), que replica
en el nucl 0 d la celulas huesped y el
viru adquiere u envoltura al brotar de
la membrana nuclear. Es ensible al
eter, clor form 0, etanol y acetona.
Replica bien n linea celulare y
cultivo primarios, produciendo un
efecto citopatic caracterf tico

(ECP) en 24-48 hora " EI ECP e la

caracterf tica principal de la pre encia
del viru cuando se realizan trabajo
de ai lamiento y/o titulaci6n viral y
estudios serol6gicos como prueba de
eroneutralizaci6n (SN).

La forma de infecci6n e por
contacto con animale enfermo 0

portadore .
La nfermedad puede transmitir e

facilmente cuando grande cantidade
de viru on eliminada por secrecione
respiratorias, oculare 0 reproductiva .
La infecci6n por aero 01 e considera
da la forma de diseminaci6n de la
forma re piratoria de la enfennedad,
mientra que la transmisi6n venerea es
1 metodo para la enfennedad genital

(3).
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EI virus puede ser excretado en el
emen de toros sana eropo itivo . E1

riesgo de inseminar vaca con emen
infectado, repre enta una perdida
econ6mica, debido a un incremento en
el numero de aborto y reab orcione
embrionarias.

Actualmente se emplean nueva
tecnicas tan en ib1e como la SN,
peromuchoma rapidas. Entreellas e
encuentra el ELISA para identifica
ci6n de anticuerpos, asf como
anticuerpo monoclonales y sondas de
DNA para identificaci6n de virus en
materia1e cIfnico (4,14,27,28).

En Uruguay, la presencia de IBR e
o pech6 por mucho tiempo, del punto

de vi ta clfnico y pidemio16gico, y Ia
pre encia de anticuerpos circulante
fue confirmada en 1980, cuando se
puso a punto la tecnica de SN. El virus
fue ai Iado por primera vez en 1981, a
partir de un toro sana con anticuerpos
seroneturalizante a IBR, luego de 1a
administraci6n de corticoides (9).

Po teriormente fue ai lado de un
caso clfnico de campo con
intomatologfa nervio a (6), y de un

ca 0 tfpico de reactivaci6n (21). En el
ano 1995 e comprob6 su presencia
mediante la tecnica de hibridizaci6n de
acido nucleico (DOT-BLOT), en un
caso con intomatologfa nervio a en
animale de 2 afios(22).

MATERIALES Y METODOS

Muestras de Suero.

1) Rodeo de carne.

Un total de 399 uero provenien
tes de 129 tablecimientos de 18
departamentos (excepto Montevideo),
fueron proce ados por la tecnica de
ELISA (24). Los sueros fueron
obtenido en 1 ano 1992 para un
e tudio epidemio16gico de fiebre
afto a (8) y e encontraban congelados
en el banco de ueros de DILAVE. Se
tomaron 3 6 4 sueros por e tableci
mien o. E1 marco estadfstico del
mue treo provino de DI.CO.SE para
10 departamen os de Artiga y Rivera

y de la Direcci6n General de 10
Servicios Ganadero (DaSG) para e1
re to de 10 departamento. Lo
e tablecimiento en el marco de 1a
DGSG fueron determinado al azar, en
forma proporcinal a u poblaci6n
ganadera y 10 de Artiga y Rivera de
acuerdo al tamafio de 10 mi rno . En
ambo marcos, la mue tra se obtuvo al
azar en do etapa. Prirnerarnente se
eligieron los establecimiento yen una
segunda etapa e determin6 el numero
de animales por e tablecimiento.

E1 numero de la mue tra e obtuvo
con un programa en dBa e IV (1) Yde
una tabla de numero al azar (26). EI
nivel de confianza fue del 95%.

2) Rodeos de Leche.

2.a. De Ia cooperativa lbchera del
sur e proce aron 1.269 ueros
proveniente de 105 tambo ubicados
en 10 Departamento de San 10 e,
Florida, Canelone y Colonia. Estos
uero fueron obtenido al azar en el

ano 1987 para un mu treo serol6gico
de Leuco i Bovina (LB)(30), y e
encontraban congelado en el banco de
uero de DILAVEe El marco e tadfs

tico del mue treo provino d DICOSE.
El nivel de confianza fu del 95%.El
marco e tadf tico d la mue tra
provino de DI.CO.SE.(ll).

2.b. De la coop r tiva 1 chera del
norte, en ormaci6n, e proce aTon 280
uero procedentes de 12 tambo

tambien en formaci6n, de 10 Departa
mentos de Tacuaremb6, Rivera y
Cerro Largo. Dicho tambo partici
paban en un proyecto con DILAVE,
de predios libres de LB. Como los
rni mo e taban en formaci6n, s610 se
adquirfan animale ero-negativos a
LB por la tecnica de gel difusi6n. Al
momento del pre ente e tudio, de
proce 6 la totalidad d 10 ueros
exi tente en el laboratorio, que a
marzo de 1993 a c ndfan a 280. Viru
de IBR y preparaci6n d I antfgeno de
ELISA

La cepa Cooper del viru de IBR
fue proporcionada por el Dr R.
1 cob on de la Univer idad de
Cornell, USA. La preparaci6n del

antfgeno fue la iguiente: Monocapa
confluente de celu1a Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) fueron in ec
tadas con el viru de IBR a una
multiplicidad de infecci6n de 1000
unidades infectante por 0.05ml. La
celulas fueron cosechada cuando
mo traban 80% ECP (aproximada
mente 48 hora po t infecci6n). La
co echa fue centrifugada a 2500 rpm
durante 10 minuto . El obrenadante
se mezcI6 con polyethylene glycol
(PEG), PM 7000-9000, a una concen
traci6n fin I de'8% p/v). Se Ie agreg6
NaCl para lograr una molaridad de
0.5M Se agit6 la mezcla toda la no he
(TIN)a 4°C y luego se centrifug6 a
3000 rpm por 30 minuto . EI pellet e
di olvi6 en 25 ml de buffer TG T
pH8.9 (Tri 0.005M,Glicina O.OIM,
NaCl 0.15M, 1% Triton X-IOO) y e
agit6 TIN a 4°C. EI pellet obtenido
mediante centrifugaci6n de la co echa
de virus fue re uspendido en 25 ml de
buffer TGNT, agitado nuevamente a
4°C y centrifugado a 2500 rpm. EI
pellet e de cart6 y el obrenadante e
almacen6.

Lo extracto celulares y de PEG e
mezclaron y centrifugaron a 30.000
rpm por 90 minuto (rotor SW AH-629
Sorval Combi-OTD). EI sobrenadante
e guard6 en pequefia alicuota a

70°C(24).

Procedimiento de ELISA

La tecnica de ELISA y la
evaluaci6n de 10 re ultados fueron
de cripto previamente (12,23).

Se colocaron 100JlI de antigeno de
IBR diluido I: 1500 en buf er carbona
to de odio pH9.6, en cada una de la
columna impare de Ia placa de
microtitulaci6n (Dynatech, USA), y el
antfgeno negativo ( obrenadante celu
lar in viru ) ala mi rna diluci6n en la
columna pare. Las placa fueron
incubada en camara humeda a 4°C T/
N. El contenido se voIc6 y sin lavar se
Ie agreg6 buffer fosfato salino (PB"S)
con 3% de uero equino (100 ul/hoyo)
y las placa e incubaron durante I
hora a 37°C, para cubrir 10 itio
activo re tantes en la superficie de
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TABLA 1 - PREYALE CIA DE IBR EN RODEOS DE CARNE Y LECHE

TABLA 2 - PREYALENCIA DE IBR NIVEL DE ESTABLECIMIENTOS

2) Rodeos de leche

DISCUS ON

Prevalencia %
45
44
48

Prevalencia %
74
92

100

embargo, ello no e corre ponde con la
pre encia de IBR como una enferrne
dad clinica. E po ible que la cepa d
campo predominante ea HVB-l.2
(viru de la vulvovaginitis /
balan postitis pu tulosa) (VVPIBPP).

(Dr. Otto Straub, comunicaci6n
per onal). E ta cepa HVB-l.2 e
conocida por u baja virulencia
(3,11,12,19).

Los dos ca 0 cHnico con
intornatologfa nervio a (6,21) permi

ten uponer que tambien arfan
actuando la cepa HBV-1.1 y/o la
HVB-5. La cepa tipo 1.1 e la rna
patogenica y comunmente ta a ocia
da a la enfermedad re piratoria,
aunque puede dar intomatologfa
nervio a y tambien e la vincula a
ca 0 de aborto (23). La cepa HVB-5
(ante HVB-l.3) ha side ai lada de
ca 0 de meningoencefaliti en t rne
ro (5,7), siendo u di minaci6n por
el si tema nervio 0 central rapida
eficiente y cau ante de patologfa
nervio a severa (23). Se plantea la
po ibilidad de que amba cepa e t"n
actuando, dado que no ha ido po ible
caracteri zar las cepa ai lada .

E ta buena correlacion de tecnica
y el alto indice de prevalencia
determinado permiten inferir que 10
re ultados no se verian afectados por
ello.

El alto porcentaje de e tableci
miento de carne y leche po itivo ,
indica la amplia di tribuci6n d la
enferrnedad que concuerda con la
literatura cientifica (3,11,12, 9). Sin

Nutn ro de animale
Negativo Total

219 399
708 1269
146 280

Numero de establecimi nto
N gativos Total

34 129
8 105

12

Po itivo
180
561
134

Po i ivos
95
97
12

Rodeo earn

Rodeo ur Ie h
Rodeo n rt I h

E ta I, cam
E tabl. ur J ch
E tabl. nort lech

animale pO itivo y s610 8 fu ron
negativo . (Tabla 2).

2.b) Cooperati a del norte.
La pr valenci ruda regi trada en

el e tudio d 280 u ro fue d I 48%
(134 uer po iti 0 y 146 negati
vos). (T bla 1).

Lo do e t blecimiento'
involucrado n I e tudio tenfan
animal po itiv 100%), (Tabla 2).

EI nivel de c nfianza en 10 tre
mue tr 195%.

Se d t rmino la preval ncia cruda
de IBR mediant Ia inve tigaci6n de
estable imi nod rn y lech
cuyo uero ncontrab n congela
do en el b nc d uero de DILAVB,
habiend e 0 tenido para otro e tu
dios epidemi 1" gic , con un nivel de
confianza d 195%.

E tu i previ (25) demo traron
la bu n correlaci6n exi tent entr

ta tecni a y la S ,no h biendo e
e tablecid u e pe ifi idad/ en ibili
dad.

2.a) Coop rativa del ur.
EI e tudio de 1269 ueros permitio

determinar una prevalencia cruda del
44 % (561 anim I positive y 708
negativo ). (Tabl 1).

A nive] de tam 0, 1 92% de 10

mi mo e taban in ec ado . Del total
de 105 e tablecirniento , 97 regi traron

ESULTADOS

1) Rodeos de carne

Del anali i de 399 UI..,f , 180
re ultar n po itivo y 219 negativo ,
indicando una prevalencia cruda del
45% (Tabla 1).

D 10 129 e table..,imiento
involucrado en e ue treo,95 tenfan
animales erol6gicamente po itivo y
olam n 34 resul aron negativo.

Ello indic6 qu el 75o/c de ]0

e tablecimiento entan anirnale con
anticu rpo contra IBR (Ta la 2).

polye tireno de 10 hoyo . Luego de
cada etapa de incubac·on en el
procedimiento de ELISA, el material
no adherido e eliminaba mediante tres
lavado con PBS conteniendo 0.05%
Tween-20 (PBS-T).

Las mue tras de uero fueron
dilufda 1:100 en PBS-T 3% uero
equino y en vohlmene de 100ul, se
embraron en duplicado. Se incluye

ron controles de suero p itivo y
negativo en cada placa. Los do
primero hoyo (AI y A2) de la p aca
e utilizaron como blanco. Luego de la

incubacion a 4°C en camara ht.1rnera T/
N, e agregaron 100ul de uero de
conejo anti IgG bovina c )njugado
con peroxida a de rabano ilve tre
(KPL USA aunadilucionde 1:25.000.
Luego de una incubacion ad:lcional de
1 hora a 37°C, se agrego n cada hoyo
100ul de u trato (0.5mg/rnl d
orthophenylenediamine di uelto en
0.1M buffer fo fato eft ico, pH 5
conteniendo 0.5ul/ml de H2~)2 30%.

Luego de 10 minu 0 a 37°C, se
detuvo la reaccion con 50ul de H2S04
2.5M.

La den idad optica e rnjdio a 492
nm en un lector de pI ca.., T'tertek
Multi kan ELISA Reader. l.ia mue
tra de suero e con ideraron po itiva
i el valor de u den idad optica ra do

vece rna alto que e] valor del control
d uero negativo.

E ta eCnlca corr laciona rnuy bien
con la S (25), pero u pecificidad y
en ibilidad no fueron e pe~·almente

determinadas.
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La vacunaClon contra IBR fue
autorizada en Uruguay con vacuna
inactivadas en agosto de 1996. Se
tiene conocimiento de que algunos
productore vacunaban us rodeos con
vacuna provenientes del exterior, con
anterioridad a e ta fecha. Como hoy
no exi ten kit de diagn6 tico que
permitan diferenciar los anticuerpo
de animate vacunados de animate
con primo-infecci6n, el hecho de que
hubiera habido vacunaci6n extra
oficial podrfa desvirtuar los re ultado
obtenido en el presente e tudio. Sin
embargo, los ueros utilizado en el
rni rno provienen de mue treo reali
zado en 10 ano 1987, 1992 Y1993, Y
e con idera muy probable que no e

vacunara entonces, por la e ca a
sintomatologfa clfnica ob ervada y el
de conocimiento de la prevalencia de
la enfermedad.

El alto porcentaje de estableci
mientos positivo ala enfermedad y la
elevada pre encia de animales
eropo itivos, en contra te con la

ausencia ca i de casos clfnico,
permiten uponer que posiblemente
esta enfennedad no ea un problema
real para el rodeo nacional. Antes de
encarar cualquier programa de vacu
naci6n, ya ean vacuna con antfgeno
ntero 0 con ub-unidade virale ,con

diferente adyuvantes (oleoso,
ISCOMS, hidr6xido de aluminio),
ola 0 combinadas (2,15,16,17,19),

re ulta fundamental determinar, en
cada ca 0 particular, i el problema
que afecta al rodeo e realmente IBR,
dado que por la caracterf tica de e ta
enfermedad, de pre entarse general
mente en fonna subclfnica, la sola
presencia de anticuerpos no estarfa
indicando un problema.

Es importante estudiar el rodeo, u
manejo determinar 10 perfodos
interparto, 10 retorno al ervicio,
po ibles abortos,trastornos nervio os,
y de cartar otras enfermedade con la
mi rna sintomatologfa, ante de em
barcar e en un programa de vacuna
ci6n, que no iempre dara mejore
re ultado y que puede resultar muy
co toso para el productor.
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