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DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE LA
RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA - IBR EN
RODEOS DE LECHE Y CARNE EN URUGUAY

Saizar, J. (')

RESUMEN

Se determind la prevalencia de IBR en rodeos de carne
y leche en Uruguay, mediante latécnica de ELISA indirecta
para identificacion de anticuerpos en suero.

La misma se sitia en un entorno del 45%/48% para
ambos tipos de explotacion, con un nivel de confianza del
95%. El alto porcentaje de establecimientos positivos
(75%/100%), asi como el indice de prevalencia
determinado, estarian indicando la amplia distribucion de
la enfermedad en el pais.
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SUMMARY

The prevalence of IBR in dairy and beef cattle in
Uruguay was assessed using an indirect ELISA test for the
identification of circulating antibodies..

It ranges between 45% and 48% with a confidence level
0of 95%. The high percentage of positive farms (75%/100%),
as well as the prevalence index established, demostrate that
this disease is widely distributed in the country.
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Bovinos.

INTRODUCCION

IBR es una enfermedad de amplia
distribucién mundial, que afecta a los
bovinos y caprinos y puede presentar-
se en forma subclinica o con una
variedad de signos clinicos: respirato-
rios, digestivos, oculares, reproduc-
tivos, nerviosos (3,11,12,19). El agen-
te causal, herpes virus bovino-1
(HVB-1), produce latencia luego de la
primo-infeccién, manteniéndose en
los ganglios del sistema nervioso
central y pudiendo ser re-excretado sin
signos clinicos de la enfermedad, bajo
condiciones de estrés o tratamiento
con corticoides (3,11,18,19,30). Esta
condicion no se pierde con la

vacunacion, teniendo el animal posibi-
lidades de por vida de re-excretar el
virus (13).

El BHV-1 es un miembro de la
familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae.

Su genoma es una molécula de
DNA bicatenario con un peso molecular
de 88 x 10E6 daltons (20), que replica
en el nicleo de las c€lulas huésped y el
virus adquiere su envoltura al brotar de
la membrana nuclear. Es sensible al
éter, cloroformo, etanol y acetona.
Replica bien en lineas celulares y
cultivos primarios, produciendo un
efecto citopdtico caracteristico

(ECP)en 24-48 horas. EIECPesla
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caracteristica principal de la presencia
del virus cuando se realizan trabajos
de aislamiento y/o titulacién viral y
estudios serol6gicos como pruebas de
seroneutralizacion (SN).

La forma de infeccién es por
contacto con animales enfermos o
portadores.

La enfermedad puede transmitirse
facilmente cuando grandes cantidades
de virus son eliminadas por secreciones
respiratorias, oculares o reproductivas.
La infeccion por aerosol es considera-
da la forma de diseminacion de la
forma respiratoria de la enfermedad,
mientras que la transmisién venérea es
el método para la enfermedad genital

3).



El virus puede ser excretado en el
semen de toros sanos seropositivos. El
riesgo de inseminar vacas con semen
infectado, representa una pérdida
econOmica, debido a un incremento en
el nimero de abortos y reabsorciones
embrionarias.

Actualmente se emplean nuevas
técnicas tan sensibles como la SN,
pero mucho mds rdpidas. Entre ellas se
encuentra el ELISA para identifica-
cién de anticuerpos, asi como
anticuerpos monoclonales y sondas de
DNA para identificacién de virus en
materiales clinicos (4,14,27,28).

En Uruguay, la presenciade IBR se
sospeché por mucho tiempo, del punto
de vista clinico y epidemiolégico, y la
presencia de anticuerpos circulantes
fue confirmada en 1980, cuando se
puso a punto la técnicade SN. El virus
fue aislado por primera vez en 1981, a
partir de un toro sano con anticuerpos
seroneturalizantes a IBR, luego de la
administracion de corticoides (9).

Posteriormente fue aislado de un
caso clinico de campo con
sintomatologia nerviosa (6), y de un
caso tipico de reactivacion (21). Enel
afio 1995 se comprobé su presencia
mediante la técnica de hibridizacién de
acidos nucleicos (DOT-BLOT), en un
caso con sintomatologia nerviosa en
animales de 2 anos(22).

MATERIALES Y METODOS
Muestras de Suero.
1) Rodeo de carne.

Un total de 399 sueros provenien-
tes de 129 establecimientos de 18
departamentos (excepto Montevideo),
fueron procesados por la técnica de
ELISA (24). Los sueros fueron
obtenidos en el afo 1992 para un
estudio epidemiolégico de fiebre
aftosa (8) y se encontraban congelados
en el banco de sueros de DILAVE. Se
tomaron 3 6 4 sueros por estableci-
miento. El marco estadistico del
muestreo provino de DI.CO.SE para
los departamentos de Artigas y Rivera

y de la Direccion General de los
Servicios Ganaderos (DGSG) para el
resto de los departamentos. Los
establecimientos en el marco de la
DGSG fueron determinados al azar, en
forma proporcinal a su poblacién
ganadera y los de Artigas y Rivera de
acuerdo al tamaiio de los mismos. En
ambos marcos, la muestra se obtuvo al
azar en dos etapas. Primeramente se
eligieron los establecimientos y en una
segunda etapa se determiné el nimero
de animales por establecimiento.

El nimero de la muestra se obtuvo
con un programa en dBase IV (1) y de
una tabla de nimeros al azar (26). El
nivel de confianza fue del 95%.

2) Rodeos de Leche.

2.a. De la cooperativa Techera del
sur se procesaron 1.269 sueros
provenientes de 105 tambos ubicados
en los Departamentos de San José,
Florida, Canelones y Colonia. Estos
sueros fueron obtenidos al azar en el
afno 1987 para un muestreo serolégico
de Leucosis Bovina (LB)(30), y se
encontraban congelados en el banco de
sueros de DILAVE. El marco estadis-
tico del muestreo provino de DICOSE.
El nivel de confianza fue del 95%.EIl
marco estadistico de la muestra
provino de DI.CO.SE.(11).

2.b. De la cooperativa lechera del
norte, en formacion, se procesaron 280
sueros procedentes de 12 tambos
también en formacion, de los Departa-
mentos de Tacuarembd, Rivera y
Cerro Largo. Dichos tambos partici-
paban en un proyecto con DILAVE,
de predios libres de LB. Como los
mismos estaban en formacion, sélo se
adquirfan animales sero-negativos a
LB por la técnica de gel difusién. Al
momento del presente estudio, de
procesé la totalidad de los sueros
existentes en el laboratorio, que a
marzo de 1993 ascendian a 280. Virus
de IBR y preparacion del antigeno de
ELISA

La cepa Cooper del virus de IBR
fue proporcionada por el Dr R.
Jacobson de la Universidad de
Cornell, USA. La preparacién del
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antigeno fue la siguiente: Monocapas
confluentes de células Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) fueron infec-
tadas con el virus de IBR a una
multiplicidad de infeccién de 1000
unidades infectantes por 0.05ml. Las
células fueron cosechadas cuando
mostraban 80% ECP (aproximada-
mente 48 horas post infeccion). La
cosecha fue centrifugada a 2500 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante
se mezclé con polyethylene glycol
(PEG), PM 7000-9000, a una concen-
tracion final de 8% p/v). Se le agregé
NaCl para lograr una molaridad de
0.5M Se agit6 la mezcla toda la noche
(T/N)a 4°C y luego se centrifugé a
3000 rpm por 30 minutos. El pellet se
disolvié en 25 ml de buffer TGNT
pH8.9 (Tris 0.005M,Glicina 0.01M,
NaCl 0.15M, 1% Triton X-100) y se
agit6 T/N a 4°C. EIl pellet obtenido
mediante centrifugacion de la cosecha
de virus fue resuspendido en 25 ml de
buffer TGNT, agitado nuevamente a
4°C y centrifugado a 2500 rpm. EI
pellet se descarté y el sobrenadante se
almacend.

Los extractos celulares y de PEG se
mezclaron y centrifugaron a 30.000
rpm por 90 minutos (rotor SW AH-629
Sorval Combi-OTD). El sobrenadante
se guard6 en pequefias alicuotas a -
70°C(24).

Procedimiento de ELISA

La técnica de ELISA y Ila
evaluacion de los resultados fueron
descriptos previamente (12,23).

Se colocaron 1001 de antigeno de
IBR diluido 1:1500 en buffer carbona-
to de sodio pH9.6, en cada una de las
columnas impares de la placa de
microtitulacién (Dynatech, USA), y el
antigeno negativo (sobrenadante celu-
lar sin virus) a la misma dilucién en las
columnas pares. Las placas fueron
incubadas en camara humeda a 4°C T/
N. El contenido se volc y sin lavar se
le agregé buffer fosfato salino (PBS)
con 3% de suero equino (100 ul/hoyo)
y las placas se incubaron durante 1
hora a 37°C, para cubrir los sitios
activos restantes en la superficie de



polyestireno de los hoyos. Luego de
cada etapa de incubacion en el
procedimiento de ELISA, el material
no adherido se eliminaba mediante tres
lavados con PBS conteniendo 0.05%
Tween-20 (PBS-T).

Las muestras de suero fueron
diluidas 1:100 en PBS-T 3% suero
equino y en volimenes de 100ul, se
sembraron en duplicado. Se incluye-
ron controles de suero positivo y
negativo en cada placa. Los dos
primeros hoyos (Al y A2) de la placa
se utilizaron como blanco. Luegode la
incubacion a 4°C en camara himera T/
N, se agregaron 100ul de suero de
conejo anti IgG bovina conjugados
con peroxidasa de rabano silvestre
(KPL,USA, aunadiluciénde 1:25.000.
Luego de una incubacién adicional de
1 hora a 37°C, se agregd en cada hoyo
100ul de sustrato (0.5mg/ml de
orthophenylenediamine disuelto en
0.IM buffer fosfato citrico, pH 5
conteniendo 0.5ul/ml de H202 30%.

Luego de 10 minutos a 37°C, se
detuvo lareaccién con 50ul de H2SO4
25M.

La densidad 6ptica se midié a 492
nm en un lector de placas Titertek
Multiskan ELISA Reader. Las mues-
tras de suero se consideraron positivas
siel valorde su densidad 6ptica erados
veces mads alto que el valor del control
de suero negativo.

Esta técnica correlaciona muy bien
con la SN (25), pero su especificidad y
sensibilidad no fueron especialmente
determinadas.

RESULTADOS
1) Rodeos de carne

Del andlisis de 399 sueros, 180
resultaron positivos y 219 negativos,
indicando una prevalencia cruda del
45% (Tabla 1).

De los 129 establecimientos
involucrados en el muestreo, 95 tenian
animales serol6gicamente positivos y
solamente 34 resultaron negativos.
Ello indic6 que el 75% de los
establecimientos tenian animales con
anticuerpos contra IBR (Tabla 2).

TABLA 1- PREVALENCIA DE IBR EN RODEOS DE CARNE Y LECHE

Nimero de animales
Positivos Negativos Total Prevalencia %
Rodeo carne 180 219 399 45
Rodeo sur leche 561 1269 44
Rodeo norte leche 134 146 280 48
2) Rodeos de leche Esta buena correlacion de técnicas
y el alto indice de prevalencia

2.a) Cooperativa del sur.

El estudio de 1269 sueros permiti6
determinar una prevalencia cruda del
44 9% (561 animales positivos y 708
negativos). (Tabla I).

A nivel de tambos, el 92% de los
mismos estaban infectados. Del total
de 105 establecimientos, 97 registraron

determinado permiten inferir que los
resultados no se verian afectados por
ello.

El alto porcentaje de estableci-
mientos de carne y leche positivos,
indica la amplia distribucién de la
enfermedad, que concuerda con la
literatura cientifica (3,11,12,19). Sin

TABILA 2 - PREVALENCIA DE IBR NIVEL DE ESTABLECIMIENTOS

Niimero de establecimientos

Positivos Negativos Total Prevalencia %
Establ. carne 95 129 74
Establ. sur leche 97 105 92
Establ. norte leche 12 12 100

animales positivos y s6lo 8 fueron
negativos. (Tabla 2).

2.b) Cooperativa del norte.

La prevalencia cruda registrada en
el estudio de 280 sueros fue del 48%
(134 sueros positivos y 146 negati-
vos). (Tabla 1).

Los doce establecimientos
involucrados en el estudio tenian
animales positivos (100%), (Tabla 2).

El nivel de confianza en los tres
muestreos fue del 95%.

DISCUSION

Se determing la prevalencia cruda
de IBR mediante la investigacion de
establecimientos de carne y leche
cuyos sueros se encontraban congela-
dos en el banco de sueros de DILAVE,
habiéndose obtenido para otros estu-
dios epidemioldgicos, con un nivel de
confianza del 95%.

Estudios previos (25) demostraron
la buena correlacién existente entre
esta técnica y la SN, no habiéndose
establecido su especificidad/sensibili-
dad.

VETERINARIA

Vol. 33 N° 133 Enero/Marzo de 1997

embargo, ello no se corresponde con la
presencia de IBR como una enferme-
dad clinica. Es posible que la cepa de
campo predominante sea HVB-1.2
(virus de la vulvovaginitis /
balanopostitis pustulosa) (VVP/BPP).

(Dr. Otto Straub, comunicacién
personal). Esta cepa HVB-1.2 es
conocida por su baja virulencia
(3,11,12,19).

Los dos casos clinicos con
sintomatologia nerviosa (6,21) permi-
ten suponer que también estarian
actuando las cepas HBV-1.1 y/o la
HVB-5. La cepa tipo 1.1 es la mds
patogénica y comunmente estd asocia-
da a la enfermedad respiratoria,
aunque puede dar sintomatologia
nerviosa y también se la vincula a
casos de aborto (23). La cepa HVB-5
(antes HVB-1.3) ha sido aislada de
casos de meningoencefalitis en terne-
ros (5,7), siendo su diseminacién por
el sistema nervioso central rdpida,
eficiente y causante de patologias
nerviosas severas (23). Se plantea la
posibilidad de que ambas cepas estén
actuando, dado que no ha sido posible
caracterizar las cepas aisladas.



La vacunacién contra IBR fue
autorizada en Uruguay con vacunas
inactivadas en agosto de 1996. Se
tiene conocimiento de que algunos
productores vacunaban sus rodeos con
vacunas provenientes del exterior, con
anterioridad a esta fecha. Como hoy
no existen kits de diagndstico que
permitan diferenciar los anticuerpos
de animales vacunados de animales
con primo-infeccion, el hecho de que
hubiera habido vacunacién extra-
oficial podria desvirtuar los resultados
obtenidos en el presente estudio. Sin
embargo, los sueros utilizados en el
mismo provienen de muestreos reali-
zados en los afos 1987, 1992y 1993,y
se considera muy probable que no se
vacunara entonces, por la escasa
sintomatologia clinica observada y el
desconocimiento de la prevalencia de
la enfermedad.

El alto porcentaje de estableci-
mientos positivos a la enfermedad y la
elevada presencia de animales
seropositivos, en contraste con la
ausencia casi de casos clinicos,
permiten suponer que posiblemente
esta enfermedad no sea un problema
real para el rodeo nacional. Antes de
encarar cualquier programa de vacu-
nacion, ya sean vacunas con antigeno
entero o con sub-unidades virales, con
diferentes adyuvantes (oleoso,
ISCOMS, hidréxido de aluminio),
solas o combinadas (2,15,16,17,19),
resulta fundamental determinar, en
cada caso particular, si el problema
que afecta al rodeo es realmente IBR,
dado que por las caracteristicas de esta
enfermedad, de presentarse general-
mente en forma subclinica, la sola
presencia de anticuerpos no estaria
indicando un problema.

Es importante estudiar el rodeo,su
manejo, determinar los periodos
interparto, los retornos al servicio,
posibles abortos,trastornos nerviosos,
y descartar otras enfermedades con la
misma sintomatologia, antes de em-
barcarse en un programa de vacuna-
cién, que no siempre dard mejores
resultados y que puede resultar muy
costoso para el productor.
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