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RESUMEN

La infeccion de vacas con Herpesvirus bovino 1.1 (BoHV-1.1)
esta asociada a infertilidad y abortos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la transmision del virus durante el servicio a campo
de vacas de cria seronegativas, utilizando toros infectados con
BoHV-1.1y determinar si el porcentaje de prefiez se vio afecta-
do. Las vacas (n = 83) fueron distribuidas al azar en tres grupos:
grupo control (GC) servidas con el toro seronegativo, grupo
seropositivo (GS) servidas con un toro infectado 60 dias antes
del servicio (seropositivo) y grupo infectado agudo (GIA) ser-
vidas con un toro infectado al momento de comenzar el servicio.
La deteccion de anticuerpos neutralizantes (SN) anti-BoHV-1
fue utilizada como indicador de infeccion. La evolucion del por-
centaje de prefiez fue evaluada mediante ecografia y tacto rectal
hasta los 180 dias. La circulacion de BoHV-1 se demostro tini-
camente en el GIA, detectandose anticuerpos SN en el 70% de
las vacas. A los 52 dias el porcentaje de prefiez del grupo GIA
(33%) fue menor que el del GC (86%) encontrandose diferencias
significativas P<0,0001. No se encontraron diferencias entre el
GS yel GC. El porcentaje de prefiez fue afectado negativamente,
durante los 2 primeros ciclos estrales, unicamente cuando se
utilizd para el servicio un toro en el periodo agudo de la infeccion
con BoHV-1.
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SUMMARY

Bovine herpesvirus type 1.1 (BoHV-1.1) can cause infertility
and abortions. The objective of the present work was to evaluate
the viral transmission with the use of BoHV-1 infected bulls and
its influence in the pregnancy rate. Eighty three cows were
divided in 3 groups: negative control group (GC) was mated
with a seronegative bull, seropositive group (GS) with a
seropositive latently infected bull (infected 60 days prior to
the experiment) and a third group with a bull with BoHV-1.1
acute infection (GIA). BoHV-1 seroneutralizing antibody
detection was used as indication of viral infection. Conception
was diagnosed by ultrasonography and rectal palpation every
30 days until 180 days after the end of the breeding period.
BoHV-1.1 was rapidly transmitted in the GIA group as specific
antibodies were detected in 70% of the cows in the first 30
days of the experiment. At 52 days, the GIA group had a lower
pregnancy rate (33%) than the GC group (86%; P<0.001). There
were no significant differences on the pregnancy rates between
the GS and GC groups. Reproductive losses were observed
during the first two cycles only with the BoHV-1 acute infected
bull.
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INTRODUCCION

En Uruguay, asi como en la mayoria de los paises del mundo, la
infeccion con Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) esta amplia-
mente distribuida. E1 99.1% de los establecimientos ganaderos
posee al menos un animal positivo y la prevalencia seroldgica fue
estimada en 36,6% (Repiso y col., 2005; Guarino y col.,
2008). La prevalencia por categorias es de 11% en vaquillonas,
44% en vacas y 87% en toros. En base a estos resultados, se
identifica la época de servicio como un evento importante para la
transmision del virus en rodeos de cria. Los toros tendrian un
papel central en la diseminacion de la enfermedad, ya que son la
categoria de mas alta seroprevalencia y pueden excretar el virus
y transmitirlo a otros bovinos (Repiso y col., 2005).

La infeccion natural con BoHV-1 ocurre por entrada del virus a
través de las vias aéreas, generalmente por aerosoles o por
contacto directo con secreciones nasales u oculares (Engels y
Ackermann, 1996). La infeccion genital ocurre por contacto
directo o a través de semen contaminado (Snowdon 1965; Huck
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y col., 1971; Deas y Johnston, 1973; Parsonson y Snowdon,
1975; Dennet y col., 1976).

La transmision indirecta puede ocurrir por agua, alimentos o
fomites contaminados. La inactivacion del virus en el ambiente
varia segun la temperatura, pH, luz y humedad. En ambientes
calidos puede permanecer por 5 a 13 dias y es sensible a desin-
fectantes derivados del fenol, amonios cuaternarios y formalde-
hido (Wentink y col., 1993).

Cuando la infeccion primaria se produce por via respiratoria, el
virus es usualmente excretado por secreciones nasales y ocula-
res, sin embargo cuando se produce viremia, puede excretarse
también por secreciones vaginales o por semen. Si la infeccion
fue por via venérea el virus puede excretarse en forma intermi-
tente por la mucosa prepucial hasta 6 periodos en un afio y la
cantidad de virus excretado durante la reactivacion es menor que
durante la infeccion primaria (Van Oirschot, 1995). El plasma
seminal o semen puede contener BoHV-1.1 por la replicacion
del virus en la mucosa de pene, prepucio y probablemente en la
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parte distal de la uretra y puede ser excretado por dias o sema-
nas (Snowdon, 1965).

Trabajos previos similares al nuestro indican que la infeccion
con BoHV-1 a través de la monta natural en vacas no parece
afectar la fertilidad (Parsonson y Snowdon, 1975). Sin embar-
go, se han comunicado problemas de fertilidad en rodeos sero-
positivos que han utilizado toros de los cuales se ha aislado
BoHV-1 en semen (Biuk-Rudan y col., 1999). Miller y van der
Maaten (1986) demostraron que la mortalidad embrionaria ob-
servada luego de la infeccion primaria con BoHV-1 se produce
fundamentalmente en las tres primeras semanas de gestacion y
se debe a la infeccion del embrion o a las alteraciones secunda-
rias (disminucion de los niveles de progesterona) y a la necrosis
luteal ocasionada por el proceso inflamatorio a nivel de ovario.
En vacas seropositivas a BoHV-1 y sin historia de vacunacion
(latentemente infectadas), los indices reproductivos y el des-
empeflo productivo no mostraron diferencias respecto a vacas
seronegativas, por lo tanto, estos indicadores no fueron influen-
ciados por esta condicion (Del Fava, 2001).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la transmision a campo de
BoHV-1 y el efecto sobre el porcentaje de prefiez, en vacas de
cria seronegativas, utilizando toros infectados.

MATERIALESY METODOS

Animales de experimentacion: Se utilizaron 83 vacas de raza
Hereford de mas de 4 aflos, con antecedente de parto previo y
que se encontraban vacias y ciclando (presencia de cuerpo luteo
y foliculos) al examen ginecoldgico por ultrasonografia. Comen-
zaron el periodo de servicio con un promedio de peso de 437 +
54 kg y un estado corporal no menor a 5 (escala de 1 a 9)
(Sanpedro y col., 2003). Se mantuvieron aisladas durante tres
meses previo al comienzo del experimento y resultaron negati-
vos a la deteccion de anticuerpos anti-BoHV-1 por la técnica de
sero-neutralizacion (SN) in vitro y ELISA (Civtest, Labora-
torio Hypra) durante al menos tres sangrados con intervalos no
menores a 21 dias.

Toros (n=3): raza Hereford, de 3 afios de edad, provenientes del
mismo establecimiento y sin antecedentes de haber sido utiliza-
dos para la reproduccion. Al examen andrologico eran aptos para
el servicio y tenian caracteristicas similares de circunferen- cia
escrotal y calidad seminal. Previo al servicio se realizaron tres
raspados consecutivos para la deteccion de Campylobacter fetus
y Trichomona foetus segtin la metodologia descrita por Repiso
y col. (2005) con resultado negativo.

Célulasy virus: Se utilizd la linea celular de rifion bovino Madin
Darby bovine kidney (MDBK) libre del Virus de Diarrea Viral
Bovina. Los cultivos fueron mantenidos con Medio Eagle Modi-
ficado (MEM-Sigma), 50 mg/mL de Gentamicinay 10% de sue-
ro fetal bovino irradiado (GIBCO). La cepa de referencia de
BoHV-1.1 Los Angeles (LA) procedente de American Type
Culture Collection (ATCC) fue utilizada para la infeccion de los
toros y para la evaluacion de anticuerpos neutralizantes por SN
invitro. La titulacion viral se realizd en microplacas de 96 po-
z0s (NUNC) por el método de Dosis Infectante de Cultivo Celu-
lar 50 (DICC,)) y el titulo viral se calcul6 segin el método
estandar de Reed y Muench (1938) observando la presencia de
efecto citopatico (ECP) caracteristico de BoHV-1.

Infeccion detoros: dos toros fueron infectados por via ocular
y nasal con una suspension viral que contenia 107> DICC, 5 mL
de BoHV-1.1 (cepa LA) segun el protocolo descrito previamente
por Guy y Potgieter (1985). Uno de ellos fue infectado 60 dias
antes del servicio y el otro al comienzo del servicio (toro con
infeccion aguda). El tercero fue inoculado de la misma manera con
sobrenadante de cultivo de células MDBK sin infectar (control
negativo). El servicio comenzo con la entrada de los toros al

rodeo (dia 0) y permanecieron en el mismo durante 50 dias.

Grupos experimentales: Las vacas fueron separadas al azar en
3 grupos y a cada grupo se le asigno uno de los toros:

Grupo control (GC): 28 vacas y toro seronegativo.

Grupo seropositivo (GS): 28 vacas y toro infectado 60 dias
antes del servicio (ingresa al servicio seropositivo a BoHV-1)

Grupo infeccion aguda (GIA): 27 vacas y toro infectado al co-
mienzo del servicio.

Cada grupo fue mantenido en un potrero aislado de 33 hectareas
de campo natural (8 m de separacion minima entre grupos) con
fuentes de agua no compartidas y suplementado con sales mine-
rales ad-libitum (Cobalfosal, Deambrosi SA, Montevideo, Uru-
guay). Para el trabajo con los animales se compartieron las ins-
talaciones, por lo tanto se tomaron medidas para prevenir la
contaminacion cruzada entre los grupos del ensayo. El grupo
control pasaba primero por las instalaciones y luego se realiza-
ba la desinfeccion con Cloruro de Benzalconio a la dilucién re-
comendada, previo a la pasada de cada uno de los siguientes
grupos. E1 GC y el GS comenzaron el ensayo al mismo tiempo y
las vacas de los tres grupos fueron mantenidas hasta el dia 180.
Con la finalidad de disminuir el riesgo de transmision cruzada del
BoHV-1 entre los grupos del ensayo el GIA comenzé el servicio
30 dias después.

Sincronizacién y servicio: Para concentrar los servicios y
poder realizar el monitoreo de la evolucion de la gestacion en los
tres grupos, previo al comienzo del ensayo todas las vacas fue-
ron sincronizadas utilizando doble dosis (con 12 dias de inter-
valo entre ambas) de un analogo sintético de la ProstaglandinaF2c.
(d-cloprostenol: Sincron D-L, Laboratorio Uruguay, Montevi-
deo, Uruguay) en la dosis y via recomendada por el fabricante.
La administracion de la segunda dosis del analogo sintético de la
ProstaglandinaF2a., coincidié con el comienzo del servicio
(dia 0).

La respuesta a la sincronizacion fue evaluada durante el primer
ciclo mediante observacion directa de signos de celo a campo (2
veces/dia) y con pintura en la zona dorsal en base de la cola. Se
consideraron en estro aquellas vacas en las que se observaron
signos de celo y/o cuando la pintura de la base de la cola estaba
completamente borrada. Se calcul¢ la frecuencia de signos de es-
tro en cada uno de los grupos (vacas en celo/total de vacas*100).

La actividad de monta de los toros fue evaluada durante el pri-
mer ciclo mediante la observacion a campo (2 veces/dia) y con la
colocacion en los toros de un dispositivo que marca con pintura
las hembras servidas (Chin-ball). Se consideraron como servi-
das aquellas vacas en las que se observo la monta a campo y/o
presentaban pintura del Chin-ball en la zona del lomo y flancos.

Se calcul¢ la frecuencia de monta en cada uno de los grupos (vacas
servidas/vacas ofrecidas *100).
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Diagnostico de gestacion: la evolulcion del porcentaje de pre-
fiez (PP) (PP = vacas gestadas/total de vacas*100) fue evaluada
mediante ecografia a los dias 35, 52 y 71. Las fechas fueron
fijadas tomando en cuenta que transcurrieran al menos 30 dias de
la actividad ciclica observada en las vacas luego de la sincroniza-
cion. A partir del cuarto mes el control de la gestacion fue reali-
zado por palpacion rectal a los dias 120 y 180 del ensayo.

Evolucion del peso corporal: se pesaron todas las vacas los
dias - 30 (previos al servicio), 0, 30 y 60 post servicio. Se
calcul¢ la ganancia promedio tomando como valor inicial el peso
individual de los 30 dias previos al comienzo del experimento.

Toma de muestrasy aislamiento viral: En el toro del grupo
GS (infectado antes del comienzo del servicio) se tomaron mues-
tras de hisopados nasal y ocular a los dias 0, 7, 14, 21,30 y 53
post-infeccion, para confirmar que se habia infectado.

La excrecion de BoHV-1 fue evaluada durante el servicio en los
tres toros, por aislamiento viral en muestras de hisopados ocu-
lar, nasal, prepucial y liquido seminal tomadas a los dias 0, 2, 4,
7,14,21,25,30,38 y 49 post-comienzo del servicio. Las mues-
tras de hisopos se transportaron refrigeradas en 2 mL de (MEM)
y se centrifugaron a 500 g por 10 minutos. El sobrenadante de
estas muestras y el liquido seminal se conservaron en freezer de
- 80 °C hasta su procesamiento.

El aislamiento viral se realiz6 en placas de 24 pozos utilizando
el protocolo descrito en el Manual de Estandares para Test Diag-
nosticos y Vacunas de OIE (2004). Los aislamientos realizados
fueron identificados por Inmunofluorescencia directa (IFD) uti-
lizando un anticuerpo policlonal anti-BoHV-1 conjugado con
Isotiocianato de Fluoresceina (VMRD-USA). En las muestras
que no presentaron ECP se realizaron tres pasajes sobre células
frescas antes de considerarlas negativas.

Serologia: Para determinar anticuerpos neutralizantes anti-
BoHV-1, se utilizd la técnica de SN in vitro, virus fijo-suero
variable (House y Baker 1971). El titulo de anticuerpos SN se
calculd por el método de punto final 50 y se expresé como el
reciproco de la mayor dilucion de suero que neutralizé al virus y
fue capaz de inhibir la aparicion del ECP en el 50% de los pocillos.

La deteccion de anticuerpos SN anti-BoHV-1 fue utilizada como
indicador de infeccion durante el servicio. Las muestras del dia 0
de todas las vacas del experimento fueron evaluadas ademas
utilizando un kit comercial de ELISA para detectar anticuerpos
totales anti-BoHV-1 siguiendo las instrucciones del fabricante
(Civtest, Laboratorio Hypra Uruguay). En los GC y GS se
tomaron muestras por puncion de la vena coccigea a los dias 0,
14, 30, 49, 61 y 90 y en el GIA a los dias 0, 14, 21, 30, 38, 52,
71y 87 post-comienzo del servicio. Los tres toros fueron sangra-
dos los dias 0, 7, 9, 19, 26, 30 y 49 post-comienzo del servicio.

Andlisis estadistico: Para el analisis estadistico de los resulta-
dos se utilizo el Software Intercooled STATA 8.0 (Stata Corp.
2007). Las tablas de frecuencia de la actividad de monta de los
toros, presencia de signos de celo en las vacas y el diagnostico
de gestacion en cada uno de los grupos fueron analizadas por el
test exacto de Fisher, estableciendo un nivel de significacion de
5%. Cuando se encontraron diferencias significativas en las ta-
blas de frecuencia se utiliz6é la correccion de Bonferroni
(a= 0,0167) para comparar los grupos por separado.

RESULTADOS

Al comienzo del servicio (dia 0) todas las muestras para serolo-
gia de las vacas (n = 83) y de los toros del GC y el GIA resulta-
ron negativas para la deteccion de anticuerpos anti-BoHV-1 por
las técnicas de SN invitroy ELISA. La seroconversion especi-
fica (indicador de infeccion con BoHV-1) fue comprobada uni-
camente en las vacas del GIA. Fueron detectadas como seropo-
sitivas y por lo tanto infectadas con BoHV-1 el 11% (3/27) a los
14 dias, el 41% (11/27) alos 21 dias y el 70% (19/27) a 30 dias. El
titulo SN mas bajo detectado fue de 2 y el més alto de 64. En el
30% (8/27) restante de las vacas no se detectaron anticuerpos
anti-BoHV-1. No se detectaron anticuerpos anti-BoHV-1 en las
vacas y en el toro del GC y en las vacas del GS durante todo el
ensayo.

En el toro del grupo GS (infectado 60 dias antes del comienzo
del servicio) se observd depresion y corrimiento ocular seroso
por 48 horas post-infeccion. El BoHV-1 fue aislado e identifica-
do del dia 7 al dia 21 post-infeccion a partir de muestras de
hisopados oculares y nasales. Los anticuerpos SN anti-BoHV-1
fueron detectados los dias 10, 21 y 30 post-infeccioén, con titu-
los SN de 32, 64 y 32 respectivamente. El toro del grupo GIA
(infectado al comienzo del servicio, dia 0) present6 corrimiento
ocular y nasal seroso por 3 dias y se detectaron anticuerpos SN
anti-BoHV-1 a partir del dia 9 con un pico al dia 20 post-infec-
cidén, con titulos SN de 16 y 64 respectivamente. En la figura 1
se presenta la evolucion del titulo SN durante el servicio en los
toros del GS y GIA. El BoHV-1 fue aislado e identificado por
Inmuno Fluorescencia Directa (IFD) tinicamente en las mues-
tras del toro que realizé el servicio en el GIA (infectado al co-
menzar el servicio). Los resultados del aislamiento viral se mues-
tran en el cuadro 1. Las muestras de hisopos y liquido seminal
tomadas de los toros del GC y GS durante el servicio para aisla-
miento viral resultaron negativas.

Al momento de la primera ecografia (dia 35) la PP del GS (50%)
y el GIA (26%) fue un 4% y 28% inferior a la encontrada en el
GC (54%) respectivamente (P=0,092). En la segunda ecografia
(dia 52) se encontraron diferencias significativas en el PP entre
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Figura 1. Evolucién del titulo de anticuerpos seroneutralizantes
(Titulo SN) anti-BoHV-1 en el toro del grupo
seropositivo (GS) e infectado agudo (GIA) durante
el periodo de servicio.
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Cuadro 1. Aislamiento en cultivos celulares de BoHV-1.1 a partir de muestras del toro infectado

al comenzar el servicio (GIA).

M uestras Dias
0 2 4 7 14 21 25 30 38 49
HO - + + + + + - + - -
HN - + + + - - - - - -
HP - - + o+ - - - - - -
LS - - - + - - - - - -

HO = Hisopado ocular; HN = Hisopado nasal; HP = Hisopado prepucial; LS = Liquido seminal; + = presencia de

ECP caracteristico de BoHV-1; - = ausencia de ECP.

el GIA (33%) y el GC (86%) (P<0,0001) y no se hallaron dife-
rencias significativas entre el GS (79%) y el GC (86%) (P=0,729;
a=0,0167). Se observo por ecografia una reabsorcion embriona-
ria en una vaca infectada con BoHV-1 (seropositiva) del GIA al
dia 52 del ensayo, no logrando concebir posteriormente. En la
tercera ecografia (dia 71) la PP del GIA aument6 a 78% y en el
GS a 93% no encontrandose diferencias significativas entre los
grupos (P=0,313). Luego de la tercera ecografia no se observa-
ron cambios en la PP en el GC y el GIA. En el GS la disminucién
en la PP observada, fue ocasionada por la muerte de una vaca
que se encontraba gestada, por causas ajenas a la enfermedad en
estudio, al dia 130 del experimento. En la figura 2 se observan los
resultados del seguimiento de la gestacion realizados en todos los
grupos del experimento. Dentro del GIA pudieron definirse dos
subgrupos de vacas: seropositivas (infectadas con BoHV-1, n=19)
y seronegativas (no infectadas, n=8). Del 57% (12/21) de las vacas
prefiadas en el GIA, detectadas en la tercera ecografia, el 83%
(10/12) de las mismas se infectaron con BoHV-1 (seropositivas).
De las vacas que quedaron vacias en el GIA el 83% (5/6) se infecto
con el virus (seroconvirtieron). Sin embargo, cuando se buscé aso-
ciar la ausencia de gestacion con la infeccion por BoHV-1, no se
encontraron diferencias significativas entre los subgrupos defini-
dos anteriormente. Los resultados de la evolucion de la gestacion
en vacas infectadas y no infectadas con BoHV-1 se muestran en el
cuadro 2.

Porcentaje de prefiez

BGC mGS aGIA
100

E

ol)

40

20

35 52 71 120 180
Dias de servicio

Figura 2. Evolucion del porcentaje de Prefiez en el grupo
control(GC), seropositivo(GS) e infectadoagudo
(GIA).a:diferencias nos ignificativas (P>0.05);b:
diferencias significativas (P<0.05).

Cuadro 2. Evolucién acumulada del porcentaje de Prefiez (PP) en las vacas del grupo infectado agudo (GIA) segun el

estado de infeccién con BoHV-1.

Ecografia (dia 35)* Ecogr afia (dia 52)° Ecogr afia (dia 71)°
Seropositivas Negativas Seropositivas Negativas Seropositivas Negativas
Gestadas 3 4 4 5 14 7
Vacias 16 4 15 3 5 1
PP (%) 16 50 21 63 74 88

1P=0.145; 2P=0.072; 3P = 0,633.
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No se encontraron diferencias significativas en la actividad de
monta de los toros ya que el 89%, 70% y 71% de las vacas en
los GC, GS y GIA respectivamente fueron detectadas como
servidas (P=0,171). Se detectaron signos de celo en el 100%,
89% y 96% de las vacas del GC, GS y GIA respectivamente, las
diferencias obser- vadas no fueron significativas (P=0,121).
Todas las vacas au- mentaron de peso desde el inicio y durante
todo el servicio y la ganancia promedio observada fue de 354 +
153 g/dia.

DISCUSION

El 70% (19/27) de las vacas del GIA fueron detectadas como
seropositivas desde el dia 14 al dia 30 de comenzado el servicio,
lo que demuestra que la infeccion con BoHV-1 se produjo en las
primeras semanas del servicio, ya que como fue descrito previa-
mente por Guy y Potgieter (1985) la respuesta humoral puede
detectarse por SN in vitro entre los 7 a 10 dias post-infeccion.
Hage y col. (1996) utilizaron también la serologia como herra-
mienta para monitorear la transmision del virus en un rodeo
seronegativo donde se introdujeron bovinos excretando BoHV-1
y encontraron que el 100% de los bovinos expuestos serocon-
virti6 en 7 semanas. Sin embargo, las condiciones de alojamiento
eran notoriamente diferentes ya que los bovinos utilizados se
encon- traban en un sistema productivo intensivo, con un ma-
yor con- tacto y no a campo como en el presente ensayo.

Las posibles vias de infeccion en las vacas del GIA pueden
haber sido tanto la respiratoria como la genital, ya que el BoHV-

1 fue aislado e identificado en el toro a partir de hisopados
oculares, nasales, prepuciales y liquido seminal del dia 2 al 30
post-infeccion. La infeccion se realizé por via nasal y ocular y
el virus fue excretado en secreciones de una zona alejada a la
puerta de entrada lo que implica que se produjo viremia. Este
hecho coincide con lo ya reportado por Engels y Ackerman
(1996) ya que luego de la infeccion primaria el virus puede
quedar restringido a un area local o distribuirse en drganos ale-
jados de la puerta de entrada por viremia o a través de los axo-
nes de neuronas. Wentink y col. (1993) han reportado que du-
rante la infeccion primaria aguda el virus se excreta por 10 a 17
dias y los titulos mas altos son a los 4 a 6 dias post-infeccion.
En nuestro ensayo, no se tomaron muestras para realizar aisla-
miento viral en las vacas que fueron infectadas, pero es proba-
ble, que estas también hayan transmitido el virus, favoreciendo
la diseminacion de la infeccion dentro del GIA.

En el toro infectado 60 dias antes del comienzo del servicio, se
demostrd seroconversion especifica y se aislo BoHV-1 a partir
de hisopados nasales y oculares. Por lo tanto, se puede afirmar
que la infeccion fue efectiva y probablemente también se encon-
traba latentemente infectado.

Durante todo el experimento el PP en el GIA fue inferior a la del
GC. Sin embargo, las diferencias son significativas inicamente al
momento de la segunda ecografia (P<0.0001) realizada al dia 52.
Esta ecografia evalu6 las vacas que quedaron gestadas entre los
21 y 25 dias del experimento, momento en el que ya se habia
producido la infeccion con BoHV-1. Debido a la sincronizacioén
realizada, las vacas observadas en celo entre el dia 2 a 4
(patron de respuesta en la sincronizacion con doble dosis de

analogo sintético de ProstaglandinaF2a) y que no quedaron
gestadas en el GIA (20/27), repitieron el celo 19 a 21 dias des-
pués (Dziuk y Bellows 1983). Por lo tanto, los dos primeros
ciclos estrales en las vacas del GIA se dieron al mismo tiempo
que la circulacion de BoHV-1 dentro del grupo. Solo dos vacas
lograron concebir en este periodo y se constatd una reabsorcion
embrionaria. Va- rios trabajos han demostrado que la infeccion
con BoHV-1.1 provoca endometritis, ooforitis, necrosis luteal
y como conse- cuencia disminucién de los niveles de progestero-
na que pueden ocasionar mortalidad embrionaria y afectar el
siguiente ciclo estral (Miller y Van Der Maaten, 1985; Miller y
Van Der Maaten, 1986; Miller y Van Der Maaten, 1987).

Los resultados obtenidos difieren de los descritos en un trabajo
similar realizado por Parsonson y Snowdon (1975), quienes no
encontraron pérdidas reproductivas luego del servicio por mon-
ta natural a campo de 9 vacas con un toro excretando BoHV-1.
Sin embargo, se deben marcar diferencias con el trabajo de estos
autores. El nimero de vacas utilizadas en nuestro ensayo fue noto-
riamente superior (n=27). Por otro lado, la cepa de BoHV-1 em-
pleada para la infeccion en el trabajo de Parsonson y Snowdon,
(1975) posiblemente fuera del subtipo 2b, ya que fue un aisla-
miento de un toro con Balanopostitis infecciosa como Unico
signo clinico. El subtipo 2b ha sido asociado con Balanopostitis
y Vulvovaginitis, pero no con pérdidas reproductivas En nues-
tro ensayo, se utilizo la cepa de referencia Los Angeles (BoHV-
1.1) que pertenece al subtipo 1.1 y esta asociada a cua- dros
respiratorios ¢ infertilidad en bovinos (Miller y col., 1991).

Alos 71 dias el PP del GIA aumento6 notoriamente y las diferen-
cias con el GC desaparecieron. Algunos autores han sefialado
que la performance reproductiva no es afectada en vacas sero-
positivas y latentemente infectadas con BoHV-1 (Castro y col.,
1991; Del Fava, 2001). Probablemente las vacas que se infecta-
ron en las primeras tres semanas del servicio desarrollaron una
respuesta inmune, controlaron la infeccion y lograron concebir.
Esta afirmacion estd basada en que el 83% de las vacas que
quedaron gestadas al final del servicio seroconvirtieron y por lo
tanto se encontraban infectadas con BoHV-1.

Los resultados obtenidos muestran que durante las dos prime-
ras ecografias la mayoria de las vacas infectadas con BoHV-1
(seropositivas) permanecieron vacias. Si bien no fue posible
establecer una asociacion estadistica entre vacas infectadas y la
ausencia de gestacion al momento de la segunda ecografia, se
registré una tendencia (P=0,072) a que los resultados obtenidos
no fueran debidos al azar. Es probable, que si las diferencias
encontradas se mantuvieran y el nimero de vacas del ensayo
hubiera sido mayor esta asociacion podria haber sido demostra-
da. Se han descrito alteraciones en la calidad seminal post-infec-
cion con BoHV-1 que pueden haber influenciado los resultados del
PP (Deas y Johnston, 1973). En ese trabajo la calidad semi- nal no
fue monitoreada durante el periodo de servicio, por lo que no pode-
mos descartar una posible influencia de este factor en los resulta-
dos obtenidos. Sin embargo, otros autores no en- contraron altera-
ciones seminales post-infeccion y se ha repor- tado la excrecion
intermitente de BoHV-1 en el semen de toros utilizados en centros
de inseminacion sin consecuencias en la calidad seminal (Huck y
col., 1971; Van Oirshot y col., 1993; Deka y col., 2005).
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El titulo SN del toro del GS, no varié en mas de dos diluciones
durante el servicio y BoHV-1 no fue aislado de hisopados o
liquido seminal. Por lo tanto, el trabajo de monta durante el
servicio, no fue suficiente estrés para que un toro seropositivo y
latentemente infectado reactivara el virus y se estimulara la
respuesta inmune. El PP del GS no presento diferencias con el
GC. Esto ultimo, sumado a que las vacas del GS permanecieron
seronegativas, indicaria que el virus no se reactivo ni re-excreto
en este toro y por lo tanto no se transmitio a las vacas durante el
servicio. Este resultado esta de acuerdo con lo reportado pre-
viamente Parsonson y Snowdon (1975).

En Uruguay, los toros han sido propuestos como importantes
transmisores de la enfermedad debido a la alta prevalencia sero-
logica encontrada en esta categoria (Repiso y col., 2005). En el
presente experimento no fue comprobada la transmision del
virus durante el servicio a través de la monta natural utilizando
un toro seropositivo y probablemente latentemente infectado
con BoHV-1. Los anticuerpos SN presentes al momento del
servicio pueden haber jugado un rol importante en el control de la
reactivacion y la excrecion del virus, como fue reportado por
Babiuk y col., (1996). Sin embargo, se ha comunicado la excre-
cion intermitente de BoHV-1 en el semen de toros seropositivos
latentemente infectados (Van Oirshot y col., 1995) y la intro-
duccion de la enfermedad a rodeos libres por el ingreso de bovi-
nos latentemente infectados (Hage y col., 1996). Si bien, nues-
tros resultados no demostraron la transmision de BoHV-1 du-
rante el servicio a campo, esta claro que los animales latente-
mente infectados son un riesgo en la transmision del virus.

La ganancia de peso, la actividad ciclica de las vacas y la activi-
dad de monta de los toros son factores que han sido reportados
por Dziuk y Bellows (1983) como limitantes en la TP. Los re-
sultados obtenidos en este trabajo demuestran que no se ob-
servaron diferencias significativas en la actividad ciclica de las
vacas (P=0,121) y en la actividad de monta de los toros
(P=0,171) durante la primera etapa del servicio. Las condicio-
nes en que fueron mantenidos los bovinos durante el servicio
fueron similares, ya que los tres grupos fueron alojados en po-
treros linderos, accedieron a los mismos con el mismo tiempo
de descanso y todas las vacas ganaron peso durante el servicio.
Basados en estos resultados, se podria afirmar que el PP no fue
influenciado por los factores antes mencionados.

Las medidas de control utilizadas fueron eficaces para prevenir
la transmision del virus entre los grupos ya que en los bovinos
del GC, que se ubico en un potrero central del establecimiento
que lindaba con los potreros del GS y el GIA, no se detectd
seroconversion. Mars y col. (2000) establecieron que una dis-

tancia mayor de 6,5 metros disminuye significativamente las
posibilidades de transmision del virus a través de aerosoles. En
nuestro experimento los grupos se encontraban separados por
una distancia minima de 8 metros y se tomaron medidas de biose-
guridad para disminuir el riesgo de transmision por fomites.

Al momento de comenzar el ensayo se asumid que los bovinos
incorporados mediante evaluacion serologica (seronegativos)
eran realmente no infectados con BoHV-1. Resultados anterio-
res muestran que deberia ser evaluada la posibilidad de que un
bovino seronegativo se encuentre latentemente infectado (Huck
y col., 1971; Deas y Johnston, 1973; Alonzo y col., 2002). Sin
embargo, esto seria dificil de implementar ya que se deberia
inmunodeprimir a todos los bovinos previo al ensayo y/o moni-
torear por largos periodos con técnicas moleculares (PCR) para
determinar que no son portadores del virus (Grom y col., 2006).
Basados en estos antecedentes y con la metodologia empleada
en el presente trabajo, no se puede rechazar la posibilidad de
que alguno de los bovinos utilizados estuviera latentemente in-
fectado con BoHV-1 previo al ensayo. Sin embargo, podemos
afirmar que las vacas que se hicieron seropositivas durante el
servicio, tuvieron contacto con BoHV-1 en este periodo y pro-
bablemente en estas vacas el virus establecio latencia en tejidos
nerviosos.

CONCLUSIONES

El ingreso a un rodeo de cria de un toro en el periodo agudo de la
infeccion con BoHV-1, provoco la transmision del virus de for-
ma rapida y la mayoria de las vacas expuestas se infectaron.

No se detectd la transmision del virus, en vacas de cria servidas
con un toro seropositivo a BoHV-1 infectado dos meses antes
de comenzar el servicio.

En condiciones de campo similares a las utilizadas en nuestro
sistema de cria, el PP fue afectado inicamente cuando se utilizo
para el servicio un toro en el periodo agudo de la infecciéon con
BoHV-1.1.
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Estudioretrospectivoparalaidentificacion deagentes
infecciososqueprovocan encefalitisen bovinosde Uruguay

Retrospective study to identify infectious agentsthat cause

encephalitisin cattleof Uruguay

Easton, M.C.1, Preliasco, M.2, Paullier ,C.2, Marcolongo-Pereira, C.3, Nakazato, L.4, Rivero, R.5

RESUMEN

Se realizo el estudio retrospectivo del periodo comprendido
entre los afios 1999 y 2011, con el fin de detectar los principa-
les agentes infecciosos que afectan el sistema nervioso central
de bovinos en Uruguay: virus de rabia, Herpesvirus bovino
(BoHV), Listeria monocytogenes y virus de la fiebre catarral
maligna (FCM). Del archivo de bloques parafinados del Depar-
tamento de Patobiologia de la DILAVE «Miguel C. Rubinoy,
fueron seleccionados 117 casos de bovinos con diagndstico de
encefalitis. Se analizaron por inmunohistoquimica (IHQ) 73
casos con lesiones histopatologicas compatibles con rabia, 20
con meningoencefalitis por BoHV, y 12 con lesiones de listerio-
sis. En el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Federal de Mato Grosso, Brasil, se estudiaron por PCR 12 ca-
sos con lesiones histopatologicas compatibles con FCM. Se
obtuvo sefial positiva a la IHQ en el 89% de los casos clasifica-
dos como rabia. De los casos compatibles con meningoencefali-
tis por BoHV, el 30% fue positivo a IHQ para deteccion de
BoHV-1y el 20% a BoHV-5. El 92% de los casos con sospecha
de listeriosis mostro sefial positiva para la deteccion de Listeria
monocytogenes. Se detectd Herpesvirus ovino tipo 2 por PCR
en el 41% de los casos clasificados como FCM. Mediante este
estudio se confirma la presencia de los citados agentes como
causantes de encefalitis en bovinos del Uruguay.

Palabras clave: rabia, listeriosis, fiebre catarral maligna,
Her pesvirus bovino, inmunohistoquimica, PCR

SUMMARY

A retrospective study from 1999 to 2011 was performed to
identify the main infectious agents that affect the central nervous
system of cattle: rabies virus, Bovine Herpesvirus (BoHV),
Listeria monocytogenes and virus of Malignant catarrhal fever
(MCF). One hundred seventeen cases with bovine encephalitis
were selected from the paraffin blocks files belonging to the
Pathobiology Department of DILAVE «Miguel C. Rubinoy,
Uruguay. Seventy three cases with histopathological lesions
compatible with rabies, 20 with BoHV meningoencephalitis and
12 with lesions of listeriosis were analyzed by
immunohistochemistry (IHC). PCR was used to study 12 cases
with histopathological lesions consistent with MCF in the
Laboratory of Molecular Biology of the Federal University of
Mato Grosso, Brazil. Positive signal to the IHC were obtained
in 89% cases classified as rabies, 30% of the cases with
meningoencephalitis compatible with BoHV were positive for
IHC detection of BoHV-1, and 20% to BoHV-5 and 92% of
cases with listeriosis lesions showed positive signal for Listeria
monocytogenes detection. Ovine herpesvirustype 2 was detected
by PCR in 50% of cases classified as FCM. This study confirms
the presence of these agents causing cattle encephalitis in
Uruguay.

Key words: rabies, listeriosis, malignant catarrhal fever, Bovine
Herpesvirus, immunohistochemistry, PCR.

INTRODUCCION

Las enfermedades que afectan el sistema nervioso de los bovi-
nos han tenido una importancia creciente desde la aparicion de
la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) a mediados de la
década de 1980 y de su posterior vinculacion con la nueva va-
riante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Galiza y col.,
2010). A partir de esto, los paises exportadores de carne como
es el caso de Uruguay, han tenido que realizar esfuerzos para
demostrar que sus rodeos son libres de EEB. Esto implica nece-
sariamente poseer la capacidad de realizar el diagndstico dife-
rencial de enfermedades que afectan al sistema nervioso de los
bovinos, aun en ausencia de EEB (Barros y col., 2006; Galiza 'y
col., 2010).

Actualmente existen numerosas técnicas disponibles para lo-
grar el diagnostico de enfermedades infecciosas de los animales.

El diagnostico patologico se fundamenta en el hallazgo de alte-
raciones morfologicas en los tejidos, tanto a nivel macroscopico
como microscopico, que permiten relacionarlas con determina-
das enfermedades (Radostits y col., 2007). Sin embargo, reali-
zar el diagndstico definitivo requiere la incorporacion de técni-
cas especificas que permitan identificar al agente etioldgico.
Dichas técnicas pueden basarse en la deteccion de acidos nuclei-
cos (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en tiempo real) y en la deteccion de proteinas
(Inmunofluorescencia, Inmunohistoquimica, Inmunoblot, Ensa-
yo por Inmunoabsorcion ligado a Enzimas) (Knowles y col.,
2009).

La técnica Inmunohistoquimica (IHQ) combina técnicas histo-
logicas, inmunoldgicas y bioquimicas, permitiendo localizar agen-
tes infecciosos definidos «in situ» mediante el empleo de anti-
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cuerpos especificos y de moléculas marcadoras (Gimeno y col.,
2000; Taylor y col., 2006). Es considerada una técnica sensible
que permite la identificacion de antigenos a partir de tejidos
fijados e incluidos en parafina (Gimeno y col., 2000; Taylor y
col., 2006).

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
basa en la amplificacién exponencial de un determinado segmen-
to de material genético especifico, caracteristico y unico de un
agente determinado, partiendo de material fresco o segmentos
de tejidos fijados e incluidos en parafina (Matsubayashi y col.,
1998; Crawford y col., 1999; Pelt-Verkuil y col., 2008; Knowles
y col., 2009).

Las principales enfermedades infecciosas que afectan el sistema
nervioso central de bovinos en la region son rabia, meningoence-
falitis por Herpesvirus bovino (BoHV), listeriosis y fiebre ca-
tarral maligna (FCM) (Easton y col., 2009; Sanchez y col., 2000;
Galiza y col., 2010; Spéth y Becker, 2010). La rabia constituye
una importante zoonosis, diagnosticada por primera vez en
Uruguay en octubre de 2007 (Correa Messuti, 2007), siendo la
enfermedad nerviosa de etiologia viral con mayor prevalencia en
bovinos de Rio Grande do Sul (Sanchez y col., 2000).

El objetivo del presente trabajo fue comunicar los resultados
del estudio retrospectivo realizado a partir de materiales recibi-
dos por el Departamento de Patobiologia de la DILAVE «Mi-
guel C. Rubino» en el periodo 1999 — 2011, clasificados como
encefalitis de origen infeccioso, determinando su etiologia me-
diante técnicas de IHQ y PCR.

MATERIALESY METODOS

Seleccién y clasificacion de casos

Se seleccionaron 117 casos de bovinos del archivo de bloques
parafinados del Departamento de Patobiologia de la DILAVE
remitidos durante el periodo enero de 1999 a junio de 2011. El
criterio de seleccion se baso en la historia clinica e informacion
epidemioldgica de los casos, las muestras remitidas y resulta-
dos de estudios histopatologicos, bacterioldgicos y/o virologi-
cos, compatibles con encefalitis de etiologia infecciosa. En base
a dicha informacion se clasificaron los materiales de modo de
aplicar técnicas que permitieran el diagnostico etiologico defini-
tivo de la enfermedad sospechada.

Se estudiaron por IHQ para el diagnéstico de rabia todos los
casos con lesiones histopatoldgicas de encefalomielitis no su-
purativa y/o que resultaron positivos a la técnica de inmunofluo-
rescencia directa (IFD) en el Laboratorio de Biotecnologia de la
DILAVE.

Se consideraron casos compatibles con encefalitis por BoHV
aquellos que presentaron datos epidemioldgicos, clinicos y al-
teraciones histologicas relacionadas a esta enfermedad (encefa-
litis no supurativa, necrosis cortical, corptsculos de inclusion
intranucleares) y que resultaron negativos a la IHQ para detec-
cion de virus de rabia (Summers y col., 1995; Barros y col.,
2006; Maxie y Youssef, 2007).

Los casos sospechosos de listeriosis fueron seleccionados en
base a las lesiones histopatologicas consistentes en meningoen-

cefalitis supurativa con presencia de microabscesos a nivel de
tronco enceféalico (Summers y col., 1995; Barros y col., 2006;
Maxie y Youssef, 2007).

Se clasificaron como FCM aquellos materiales con encefalitis
no supurativa asociada a panvasculitis con degeneracion y ne-
crosis fibrinoide (Summers y col., 1995; Barros y col., 2006;
Maxie y Youssef, 2007).

Estudio histopatolégico

Se examinaron muestras representativas de las principales re-
giones del encéfalo (corteza frontal, corteza parietal, corteza
occipital, corpus striatum, hipocampo, tdlamo, mesencéfalo,
puente, cerebelo, obex y médula cervical) que fueron fijadas en
formol bufferado al 10% y procesadas en forma rutinaria para
estudio histopatolégico, cortadas a 4 micras de espesor y colo-
readas por Hematoxilina y Eosina (H.E.). Se estudiaron las le-
siones del sistema nervioso central evaluando su magnitud de
acuerdo a la percepcion subjetiva obtenida de la observacion de
dos patdlogos. Se acordo su clasificacion en cuatro grupos: sin
lesiones, encefalitis leve, encefalitis moderada y encefalitis se-
vera. Ademas se cuantificaron los casos donde se observaron
corpusculos de inclusion, intracitoplasmaticos en rabia e in-
tranucleares en meningoencefalitis por BoHV (Summers y col.,
1995; Barros y col., 2006; Maxie y Youssef, 2007).

Inmunohistoquimica

Se adaptaron y estandarizaron protocolos de IHQ para la detec-
cion de los antigenos estudiados a partir de diferentes meto-
dologias descriptas: virus de rabia (Pedroso y col., 2008),
BoHV-1 y BoHV-5 (Hiibner y col., 2005) y Listeria mono-
cytogenes (Domingo y col., 1986; Campero y col., 2002). Se
cortaron secciones de 4 micras de espesor a partir de bloques
parafinados y se utilizaron laminas tratadas con poli-L-lisina
(Sigma®) para mejorar su adhesion. Los protocolos utilizados
consistieron en desparafinacion y rehidratacion de los cortes
histoldégicos, bloqueo de peroxidasa enddgena con solucion de
peroxido de hidrégeno al 3% en metanol, recuperacion antigéni-
ca por calor y/o reaccion enzimatica, y bloqueo de reacciones
inespecificas con solucion de leche bovina descremada en polvo
al 5%. Los métodos de recuperacion antigénica, anticuerpo pri-
mario, su concentracion y tiempo de incubacion, asi como los
sistemas de deteccion empleados en cada técnica se describen
en el Cuadro 1. En todos los casos se emple6 3°,3"diaminoben-
cidina (DAB) como cromoégeno.

Reaccion en cadenadela polimerasa (PCR)

Para la deteccion de Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2),
agente etiologico de la FCM asociada a ovinos, se utilizé la
técnica de PCR. Se cortaron secciones de 10 micras de espe-
sor de bloques parafinados correspondientes a 12 casos con
diagnodstico presuntivo de FCM por histopatologia. Las
muestras fueron procesadas y estudiadas por PCR en el La-
boratorio de Biologia Molecular de la Facultad del Hospital
veterinario de la Universidad Federal de Mato Grosso,
Cuiaba, Brasil, siguiendo la metodologia descripta por Men-
donga y col., 2008.
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Cuadro 1. Descripcion de protocolos de IHQ empleados para la deteccion de los antigenos estudiados.

Agente Recuperacion Anticuer po Concentracion Sistema de deteccion
antigénica primario (condicionesde
incubacion)
Lyssavirus Microondas Millipore® UK 1:1000 LSAB+System-HRP
(buffer Citrato N° cat. 51991 (1 hora, 37 °C) (DAKO)
pH 6.1)
BoHV-5 Proteinasa K VMRD® USA, 1:1000 (overnight, Mach 4 Universal HRP-
0,05% L6G 4°C) Polymer Kit (Biocare,
(15 min., 37 °C) USA)
BoHV-1 Proteinasa K VMRD® USA, 1:1000 (overnight, Mach 4 Universal HRP-
0,05% F2 4°C) Polymer Kit (Biocare,
(15 min., 37 °C) USA)
L. monocytogenes Actinasa NIAH, Japén 1:5000 (overnight, LSAB+System-HRP
(30 min., 37 °C) 4°C) (DAKO)

RESULTADOS

De los 117 casos seleccionados 73 fueron clasificados como
rabia, 20 como encefalitis por BoHV, 12 como listeriosis, y 12
como FCM.

En el caso de encefalitis por rabia, la ponderacion de las lesiones
histopatologicas reveld que 29 (40%) de los casos presentaron
encefalitis severa, 24 (33%) encefalitis moderada, 13 (18%) en-
cefalitis leve y en 7 (9%) no se observaron lesiones (aunque
fueron positivas a la técnica IFD para diagnostico de rabia).
Fueron encontrados corpusculos de Negri en 48 casos (66%).
De los 73 casos estudiados, 65 (89%) fueron positivos a rabia
por THQ (Figura 1), mientras que en 8 (11%) no se observo
marcacion. Todos los casos clasificados por histopatologia como
severos y moderados fueron positivos a la prueba de IHQ (Cua-
dro 2).

Se observaron lesiones compatibles con infeccion por BoHV en
20 casos que fueron negativos a la IHQ para deteccion de virus
de rabia. Se clasificaron 4 casos (20%) como encefalitis leve, 9
casos (45%) como encefalitis moderaday 7 (35%) como encefa-

litis severa de acuerdo a las lesiones histopatologicas. En 2 ani-
males pertenecientes a brotes distintos se detectaron corpuscu-
los de inclusion intranucleares eosino6filos en neuronas y astro-
citos. Seis (30%) de los 20 casos estudiados resultaron positi-
vos a la IHQ para deteccion de BoHV-1. Cuatro (20%) fueron
positivos a la IHQ para deteccion de BoHV-5 (Figura 2), 2 de
los cuales se corresponden a los casos donde se observaron
corpusculos de inclusion intranucleares. No existid reaccion cruza-
da entre los anticuerpos utilizados para deteccion de BoHV-1 y
BoHV-5.

De los 12 casos de encefalitis por listeriosis, 9 (75%) presenta-
ron lesiones severas, 2 moderadas (17%) y uno (8%) lesiones
leves. Los microabscesos se localizaron principalmente en las
regiones de mesencéfalo, puente, cerebelo, obex y médula cervi-
cal. Se obtuvo marcacion positiva a la IHQ en 11 (92%) de los
12 casos (Figura 3).

De los 12 casos clasificados como FCM, 6 (50%) presentaron
encefalitis severa, 5 (42%) encefalitis moderada y 1 (8%) lesio-
nes leves. En 5 casos (41%) se logrd la deteccion por PCR de
OvHV-2.

Cuadro 2. Casos de encefalitis por rabia. Caracterizacion de lesiones y su relacion con el resultado a

la [HQ.

Evaluacion de lesiones histopatol égicas en sistema nervioso central (N° casos)

Resultadosde IHQ Sin lesiones Encefalitis Encefalitis Encefalitis Total
(positivosa | FD) Leve M oderada Severa

Positivo 2 10 24 29 65

(N° casos)

Negativo 5 0 0 8

(N° casos)

Total 7 13 24 29 73

Ref.: IHQ = Inmunohistoquimica; IFD = Inmunofluorescencia Directa.
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Bovmo IHQ para detecc1on del virus de rabia positiva
en neurona de la region del puente (IHQ, DAB,
400X).

Flgura 2. Bovmo Marcacmn IHQ positiva a BoHV-5 en
neuronas de Corteza Frontal (IHQ, DAB, 200X)

Figura 3. Bovino. ch de necrosis en tnc encefalico con
marcacion positiva a la IHQ para L. monocytogenes
(IHQ, DAB, 200X).

DISCUSION

El presente trabajo permite demostrar que los principales agen-
tes infecciosos asociados a encefalitis en bovinos descriptos en
la region (Sanchez y col., 2000; Galiza y col., 2010; Spéth y
Becker, 2010) se hallan también presentes en Uruguay. Los
hallazgos histopatologicos asociados a la accion de dichos agen-
tes son similares con los descriptos (Summers y col., 1995;
Barros y col., 2006; Maxie y Youssef, 2007). Si bien se obser-
varon lesiones histolégicas de meningoencefalitis no supurativa
en la mayoria de los casos (91%) clasificados como rabia, las
mismas no son suficientes para realizar el diagndstico histopa-
toldgico si no se hallan acompaifiadas por la presencia de cor-
pusculos de inclusion intracitoplasmaticos caracteristicos. En
los casos estudiados esta situacion so6lo se dio en el 66%, resul-
tados similares a lo reportado (Langohr y col., 2003). De este
modo, la realizacion del diagndstico de rabia a partir de la pre-
sencia o ausencia de corpusculos de inclusion puede resultar en
aproximadamente un 30% de falsos negativos (Langohr y col.,
2003). La demostracion del antigeno viral por IHQ permite la
confirmacion del diagnoéstico de rabia ya que, mediante la utili-
zacion de anticuerpos especificos, demuestra la presencia del
agente en los tejidos. A su vez, permite el analisis retrospectivo
de casos sospechosos, siendo especialmente importante cuan-
do no fue posible estudiar las muestras por inmunofluorescen-
cia directa o inoculacion intracerebral de lauchas, ademas de
contribuir al diagnostico cuando los resultados de dichas prue-
bas fueron negativos (Pedroso y col. 2009). Dentro de este
estudio, comprendido entre los afios 1999 y 2011, no se detec-
taron casos positivos a IHQ para deteccion de virus de rabia
que no hubiesen correspondido a la epidemia registrada en el
periodo 2007 — 2010 en los departamentos de Rivera, Tacuar-
embo, Artigas y Salto (Correa Messuti, 2007).

En el presente trabajo se diagnostico rabia por IHQ en el 89%
de los casos, existiendo 8 casos negativos a la IHQ que fueron
positivos a la IFD y que a su vez no presentaron lesiones o
presentaron lesiones leves a la histopatologia (HP). Estas posi-
bilidades diagnosticas coinciden con los reportes de la bibliogra-
fia disponible (87 - 98% para THQ y 87% - 100% para IFD
segun Pedroso y col., 2008).

Meningoencefalitis por BoHV es comun en bovinos de la region
(Sanchez y col., 2000; Rissi y col., 2007; Easton y col., 2009;
Galiza y col., 2010; Spath y Becker, 2010). Brotes esporadicos
de esta enfermedad han sido descriptos en Uruguay pero, si
bien se ha logrado aislar BoHV, hasta el momento no se ha
logrado caracterizar el subtipo del virus actuante. El diagnosti-
co por HP se baso en la asociacion de lesiones especificas con la
historia clinica e informacion epidemioldgica. Los corpusculos
de inclusion intranucleares en astrocitos y neuronas son carac-
teristicos pero no siempre se observan en animales infectados
con BoHV, presentindose con mayor frecuencia en las etapas
iniciales de la infeccion (Barros y col., 2006; Rissi y col. 2007).
En el presente trabajo se observo que de los 20 casos clasifica-
dos como encefalitis por BoHV, el 10% (2 casos) presentaron
corpusculos de inclusion a la histopatologia, resultados que
coinciden con la bibliografia (Barros y col., 2006; Rissi y col.,
2007). Sin embargo, se obtuvo marcacion THQ especifica en 10
(50%), demostrando que el uso de anticuerpos monoclonales
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contra BoHV-1 y BoHV-5 mejora las posibilidades de realizar
un diagnostico etioldgico cuando solo se cuenta con material
parafinado. Si bien ya se habia reportado la presencia de BoHV-
5 en Uruguay mediante la deteccion de infecciones latentes en
ganglios trigéminos de bovinos enviados a faena (Furtado y col,
2011), ésta seria la primer comunicacion acerca de la deteccion
de éste antigeno viral asociado a lesiones de encefalitis en bovi-
nos de Uruguay.

Los hallazgos histopatologicos de los casos clasificados como
encefalitis asociada a Listeria monocytogenes fueron coinciden-
tes con los descriptos en la literatura (Summers y col., 1995;
Barros y col., 2006; Maxie y Youssef, 2007). En el presente
estudio se logro la deteccion de este agente por IHQ en el 92%
de los casos. Dada la dificultad que muestra el aislamiento bac-
teriologico de Listeria sp., la THQ se presenta como una técnica
importante para la realizacion del diagnostico definitivo, siendo
incluso considerada una técnica mas sensible que el aislamiento
bacteriologico (Weinstock y col., 1995).

La lesion caracteristica de FCM es panvasculitis, en base a lo
cual se seleccionaron los casos (Garmatz y col. 2004). La grave-
dad y extension generalizada de las lesiones determina que el
estudio histopatolégico constituya un buen método de diagnos-
tico (Barros y col. 2006). En 11 de los 12 casos estudiados la
encefalitis fue moderada a severa, encontrandose solo un caso
en que la encefalitis fue leve, siendo fundamental el estudio de
otros organos (higado, rifidon, linfonddulos) para respaldar el
diagnostico. Se logré la deteccion del virus por PCR en 5 de los
12 casos. La naturaleza de las muestras utilizadas (tejidos fija-
dos e incluidos en parafina), asi como el tamafio y la region del
segmento de ADN amplificado, son factores que podrian deter-
minar la disminucidn en la sensibilidad de la PCR (Matsubayas-
hi y col., 1998; Crawford y col, 1999). Esta es la primera ins-
tancia en que se logra confirmar la presencia de este virus en
Uruguay.

CONCLUSIONES

Mediante este estudio se confirma la presencia de los agentes estu-
diados como causantes de encefalitis en bovinos de Uruguay.

La técnica IHQ mostrd ser una técnica 1til para el diagndstico
etioldgico de rabia, pudiendo ser empleada como una herramienta
complementaria, principalmente en los casos donde existe sola-
mente meningoencefalitis no supurativa, sin la presencia de cor-
pusculos de inclusion, en casos en que las técnicas de IFD e inocu-
lacion en lauchas sean negativos, y en la realizacion de estudios
retrospectivos a partir de tejidos fijados y embebidos en parafina.

Dentro del periodo estudiado (enero de 1999 —junio de 2011) no se
detectaron casos positivos a IHQ para deteccion de rabia ajenos a
la epidemia registrada en Uruguay entre los afios 2007 —2010.

Se realiza el diagnostico de encefalitis asociada a BoHV diferen-
ciando los tipos 1 y 5 mediante la utilizacion de anticuerpos mono-
clonales. Se identifica por primera vez la presencia del BoHV-5
asociado a encefalitis en bovinos en Uruguay.

Dadas las dificultades para el aislamiento bacterioldgico que pre-
senta Listeria monocytogenes, la IHQ se presenta como una técni-
ca alternativa para la realizacion del diagnéstico etiologico.

Se detecta por primera vez el agente etioldgico de fiebre catarral
maligna asociada a ovinos (OvHV-2) en bovinos del Uruguay por
la técnica de PCR a partir de tejidos fijados e incluidos en parafina.
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Respuestainmunede caninosvacunadoscontrael virus

delarabia

Canineimmuneresponseto rabiesvaccination

Moreno, J.1, Burghi, N.%, Piaggio, J.2, Puentes, R.*

RESUMEN

La Rabia es una enfermedad infecciosa viral que se caracteriza
por cuadros de encefalitis conduciendo a la muerte de los anima-
les afectados. La forma mas eficaz para reducir las muertes anua-
les de casos de rabia en humanos es a través de vacunaciones en
perros y gatos. En nuestro pais la vacunacion en caninos se
realiza parcialmente, lo que pone en riesgo la proteccion de
todos los animales susceptibles a la enfermedad, implicando un
potencial riesgo para la Salud Publica. El objetivo de este traba-
jo fue determinar el titulo de anticuerpos contra la rabia en 140
caninos con historia de vacunacion y comparar con los titulos
protectores establecidos por la Organizacion Mundial de Sani-
dad Animal (OIE). De las 140 muestras analizadas, 50 (36%, IC
95%: 28 - 44%) presentaron titulos de anticuerpos superiores a
0.5 Ul/mL, indicando un nivel de proteccion aceptable seglin la
OIE. El restante (64%) de los animales con historia de vacuna-
cién, no tienen titulos con niveles de proteccion (mayores o
iguala 0.5 UI/mL). Los resultados del presente trabajo, dejan de
manifiesto el posible riesgo de infeccion que tiene la poblacion
canina estudiada. Medidas sanitarias mas rigurosas deberian
ser consideradas para lograr un estado inmunitario aceptable en
esta poblacion.

Palabras clave: Rabia canina, proteccion, respuesta inmune,
Uruguay

SUMMARY

Rabies is a viral infectious disease characterized by encephalitis,
this leads the affected animals to death. The vaccination of dogs
and cats is the most effective measure to reduce the number of
human deaths due to this disease. In our country dog’s
vaccination is done partially, this jeopardizes the protection of
all susceptible animals implying a potential risk to public health.
The aims of this study were to determine the antibodies titles
against rabies in 140 dogs with vaccination history and compare
them to the protective levels established by the World
Organization for Animal Health (OIE). Out of the 140 samples
tested, 50 (36%, 95% CI: 28 - 44%) had antibody titers above
0.5 IU/mL, indicating an acceptable level of protection according
to the OIE. The remaining samples (64%) did not show titles
with protection levels (greater than or equal to 0.5 [U/ mL). The
results presented here, reveals the possible risk of infection in
the studied dog population. More rigorous sanitary measures
should be considered to achieve an acceptable immune status in
this population.

Key words: Canine rabies, protection, immune response,
Uruguay

INTRODUCCION

La rabia es una grave enfermedad zoonotica que causa encefali-
tis mortal. La mortalidad humana por rabia se estima en 55.000
muertes por aflo en todo el mundo y mas del 95% de estas
muertes son causadas por perros rabiosos (Knobel y col., 2005).
En América Latina la rabia sigue siendo uno de los problemas
mas importantes de salud ptblica. Aunque en muchas zonas
urbanas se ha interrumpido la circulacion del virus en perros
con medidas de control apropiadas, incluida la vacunacion ma-
siva, las zonas endémicas persisten en varios paises debido a
las deficiencias en la vacunacion y las condiciones sociales y
ambientales en que viven las personas (Belotto y col., 2005).

El Gltimo caso de rabia humana en Uruguay fue en 1966 y el
ultimo caso de rabia canina ocurrié en 1983 en Rocha (OPS,
2005). En el afio 2007 se diagnosticoé por primera vez rabia
paresiante en herbivoros en el departamento de Rivera, afectan-
do en esa oportunidad a bovinos y equinos de la zona y la
fuente de infeccion yacia en los murciélagos (Vitale y col., 2008).

En el departamento de Rivera, en el aflo 2008 se hizo el primer
diagnostico de Rabia en murci¢lagos no hematofagos. Por su
comportamiento migratorio y sinantropico, es probable que éstos
lleguen a estar en contacto con perros (Gonzalez y col., 2009).

En nuestro pais, la vacunacion en caninos se realiza parcialmen-
te, ya que no es obligatoria, lo que pone en riesgo la proteccion
de todos los animales susceptibles a la enfermedad, implicando
un potencial riesgo para la Salud Publica. Por otro lado, no
existen controles oficiales sobre el estado inmunitario de la po-
blacion canina vacunada, de forma que no se conoce si los ani-
males vacunados, estan protegidos de una posible exposicion al
virus o si son necesarias revacunaciones para garantizar esa
proteccion. Al ser esta una enfermedad reemergente en Uru-
guay, el riesgo de contagio en los caninos es posible.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el titulo
de anticuerpos contra la rabia en 140 caninos con historia de
vacunacion y comparar con los titulos protectores establecidos
por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).

1Area de Inmunologia, Depto. de Ciencias Microbiologicas, Facultad de Veterinaria, UdelaR. Lasplaces 1550. CP11600. Tel. +(598) 2 6281303 — Montevideo —

Uruguay. *Autor para correspondencia: rpuentes@adinet.com.uy
2Area de Bioestadistica — Facultad de Veterinaria — UdelaR.
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MATERIALESY METODOS

Obtencién demuestrasy datosrecabados

Se colectaron muestras de sangre sin anticoagulante de 140 cani-
nos hembras y machos con vacunacion completa' contra la ra-
bia, de distintas razas y edades, procedente del centro hospital
veterinario (Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republi-
ca) y clinicas veterinarias particulares del Departamento de
Montevideo e interior.

Se procedio a la extraccion de sangre a través de la vena cefalica.
Luego de obtenida la muestra de sangre, se colectaron en tubos
para la posterior extraccion del suero mediante centrifugacion a
3000 rpm. Se rotularon adecuadamente y se conservaron a
-20 °C hasta su procesamiento. Paralelo a esto se realizo una
ficha para cada animal documentando la edad (menores de 1 afio,
mayores de 1 afio y menores de 3 afios, mayores de 3 afios y
menores de 6 ailos y mayores de 6 afos), raza, sexo, localidad,
marca de la vacuna empleada y tiempo transcurrido desde la
vacunacion hasta la extraccion, categorizandolo en menor a 6
meses de vacunados, entre 6 meses y 1 aflo, y mayor a 1 afio de
vacunados.

Deteccion deanticuer posantirrabicos

Las muestras fueron procesadas utilizando un kit de ELISA
comercial avalado por la OIE, para la deteccion y valoracion in
vitro de anticuerpos anti-rabia (Platelia Rabies Il Kit ad usum
veterinarium Ref.: 355-0180, Marnes-la Coquette, France)
(Feyssaguet y col., 2005). Se realizé la técnica, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Bio Rad, France). Los titulos de
suero se expresaron en unidades equivalentes por mL (UE/mL),
unidad equivalente a las unidades internacionales (UIl/ mL) defi-
nidas por seroneutralizacién in vitro. Los sueros con titulos
mayores o iguales a 0.5 UE/ mL fueron considerados protegi-
dos, siguiendo las recomendaciones de la OIE. Ademas se utili-
z6 el criterio de clasificacion recomendado por el kit sobre nivel
de proteccion, donde los titulos mayores a 4 Ul/ mL se consideran
con un nivel elevado, aquellos que estan entre 0.5 y 4 Ul/ mL son
considerados con nivel suficiente, los que son menores a 0.5 pero
mayores a 0.125 U/ mL con nivel insuficiente y en los menores
a 0.125 Ul/ mL se consideran sin deteccion de anticuerpos.

Andlisisestadistico

Se realizo el analisis descriptivo de las variables estudiadas a
través porcentajes, cuadros y figuras. Las proporciones fueron
estimadas con un nivel de confianza del 95 % utilizando la Dis-
tribucion Binomial. Para hallar la proporcion verdadera de los
animales protegidos se utiliz6 la formula Pv= PA + (E-1)/ E +
(S-1), donde PA es la proporcion aparente, E y S son la especi-
ficidad y la sensibilidad de la prueba respectivamente (Rogan y
Gladen, 1978).

Para comparar los niveles de proteccion entre categorias para
las variables estudiadas (sexo, edad y tiempo de vacunacidon
previo a la extraccion de sangre), se utilizo la prueba de %2 con
un nivel de significacion de 5% (se uso el o con correccion de

Bonferroni para las comparaciones entre las categorias). El ana-
lisis estadistico fue realizado con el software STATA v 11.2
(StataCorp, 2009).

RESULTADOS

De las 140 muestras analizadas, 50 (36%, IC 95%: 28 - 44%)
presentaron titulos de anticuerpos superiores a 0.5 Ul/ mL,
indicando un nivel de proteccion aceptable segun la OIE (Figura
1). El restante (64%) de los animales con historia de vacuna-
cién, no tienen titulos con niveles de protecciéon (mayores o
igual a 0.5 UI/ mL). La proporcion verdadera de proteccion
(corregida segun especificidad y sensibilidad de la prueba de
ELISA) fue de 39,6%.

7 ﬁ

6%

B64%

® Positivos % Negativos

Figura 1. Porcentaje de proteccion contra la rabia en la poblacion
canina estudiada.

Del total de muestras analizadas, s6lo 12 (9%) presentaron un
titulo de anticuerpos elevado (>4 Ul/ mL), 38 (27%) tuvieron
un nivel suficiente de proteccion (0.5-4 UI/ mL), 35 muestras
(25%) tuvieron un nivel insuficiente de anticuerpos para gene-
rar proteccion (0.125-0.5 Ul/ mL) y en 55 (39%) no se detecta-
ron niveles de anticuerpos antirrabicos (<0.125 Ul/ mL).

De los 140 sueros analizados, 82 fueron sueros de caninos hem-
bras, lo que corresponde al 59% y 58 fueron sueros de caninos
machos, que representan el 41% restante. No se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la proteccion segun el gé-
nero del animal (2= 0,27 p=0,33). E131% y el 37% de machos
y hembras respectivamente, estaban protegidos.

Con respecto a la edad de los animales, en los 20 que eran
menores a 1 afio de edad, s6lo 7 (35%, 1.C 95%: 15 - 59%)
estaban protegidos a diferencia de los 13 restantes que no lo
estaban. De los 41 animales que tenian entre 1 y 3 afios, 12
(29,3%, 1C 95%: 16 —45%) estaban protegidos. De la categoria
que se encontraba entre los 3 y 6 afios de edad, 13 (41,9%,
IC 95%: 24 — 61%) de los 31 presentaban un nivel de anticuer-
pos protectores suficiente. Finalmente, de los 48 perros mayo-
res a 6 afios, 18 estaban protegidos (37,5%, IC 95%: 24 — 53%)
(Figura 2).

En cuanto a los animales protegidos segtin tiempo de vacuna-
cidn previo a la extraccion, se pudo observar que de los 66
caninos menores de 6 meses de vacunacion, 35 (53%, IC 95%:
40 — 65%) presentaron proteccion y los restantes 30 (47%)

'Se corrobord la vacunacion previa de los animales, mediante el certificado sanitario con la firma del profesional actuante.
El término vacunacion completa significa que los animales habian sido inmunizados siguiendo las recomendaciones del fabricante de las vacunas para lograr una

proteccion adecuada contra la Rabia.
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Respuesta inmune de caninos vacunados contra el virus de la rabia
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Figura 2. Porcentaje de animales protegidos y no protegidos
segln la edad del animal.

estaban desprotegidos. De los 40 caninos que tenian entre 6
meses y 1 afio de vacunados, solo 9 (22,5%, IC 95%: 11 —38%)
presentaban un nivel de anticuerpos suficiente como para brin-
dar proteccion. De los 34 perros comprendidos en la categoria
que tenia mas de 1 afio de vacunados, solo 6 (17,7%, IC 95%:
6 — 35%) presentaban proteccion (Figura 3).

90%
80%
70%
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50%
40% A

30%

20%
10%

0%
Menos de 6 meses

Entre 6 meses y 1 afio

Mayor a 1 afio
% Protegidos 8 No Protegidos

Figura 3. Porcentaje de proteccion de los animales segun tiempo
de vacunacién previo.

Si a su vez se analiza por nivel de proteccion segun tiempo de
vacunacion previo, se puede observar que de los 65 caninos
vacunados hacia menos de 6 meses, s6lo 10 (15.4%) presenta-
ron un nivel elevado de proteccion, 25 (38.5%) un nivel sufi-
ciente, 21 (32.3%) un nivel insuficiente y 9 (13.8%) no presen-
taron anticuerpos antirrabicos. De los 41 caninos vacunados
hacia mas de 6 meses pero menos de 1 afio, sélo 2 (4.9%) pre-
sentaron un nivel elevado de anticuerpos, 7 (17.1%) un nivel
suficiente, 11 (26.8%) nivel insuficiente y en 21 (51.2%) mues-
tras no se detectaron anticuerpos. De los 32 caninos vacunados
hacia mas de un afio, ninguno present6 un nivel de anticuerpos

elevado, 6 (17.6%) un nivel suficiente, 3 (7.3%) un nivel insufi-
ciente de proteccion y en 25 muestras (61.0%) no se detectaron
anticuerpos (Figura 4).
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Figura 4. Nivel de proteccion segiin tiempo de vacunacion
previo . Los niveles corresponden a titulos de
anticuerpos expresados en Unidades internacionales
por mL (UI/ mL). Elevado = >4 Ul/ mL, Suficiente =
0.5-4 Ul/ mL, Insuficiente = 0.125-0.5 UI/ mL, no
detectado = <0.125 UI/ mL. Se encontraron diferencia
significativa ( +2=10,82 p=0,001) en el nivel de
proteccion entre la categoria menores de 6 meses de
vacunacion, comparando con las demads categorias
(entre 6 meses y 1 afio y mayor a 1 aflo de vacunados).

Si analizamos la significancia estadistica de la variable tiempo
de vacunacion previo a la extraccion, observamos que hay dife-
rencia significativas entre las categorias (}2=16,5 p=<0,001).
Se observa que existe una diferencia significativa entre los pe-
rros con menos de 6 meses de vacunados y los que tienen entre
6 meses y 1 afio de vacunados (}2=11,61 p=0,001). Entre la
categoria que estd entre 6 meses y 1 aflo de vacunados y la que
tiene mas de 1 aflo de vacunados, no hay diferencias significati-
vas (%2=0,26 p=0,60). Y para la categoria con menos de 6 meses
de vacunacion y la que se encuentra con mas de un afo de vacu-
nados, si hay diferencia significativa (2=10,82 p=0,001).

DISCUSIONY CONCLUSIONES

Son muchos los factores que pueden influir para que los anima-
les no presenten un nivel adecuado de proteccion tras la vacuna-
cion. Entre ellos podemos incluir la calidad de las vacunas y su
capacidad inmunogénica, la forma de conservacion de las mis-
mas, la correcta administracion, el estado de sanidad del animal,
asi como su estado nutricional. Por lo tanto, del punto de vista
sanitario, esta situacion debe ser abordada de forma integral,
considerando todos estos aspectos como influyentes en una
respuesta inmune adecuada. En este sentido, en cuanto a las
marcas de las vacunas que habian sido empleadas por los vete-
rinarios (total 4 marcas comerciales distintas), no se pudo aso-
ciar el nivel de proteccion con ninguna marca en particular, sien-
do que ademas el experimento no fue disefiado para tal fin. Por
esta razon, no pudimos hacer ninguna apreciacion en relacion a
la calidad de las vacunas empleadas.
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En nuestro pais, si bien se recomienda la vacunacion en perros,
la misma no es obligatoria, pudiendo ser ésta una practica no
tan frecuente. Ademas las revacunaciones en los animales vacu-
nados, muchas veces no se realizan en la forma que correspon-
de. No se realizan campaiias de vacunacién masiva y tampoco
existen controles oficiales para conocer el status inmunitario de
la poblacion canina. Si analizamos esta situacion, podemos in-
ferir que podrian ser pocos los caninos que llegan a ser vacuna-
dos adecuadamente, limitindose muchas veces solo a aquellos
que reciben atencion veterinaria periddicamente. Ademas, en
muchos planes de vacunacion, la vacuna contra rabia es una de
las Gltimas que el animal recibe cuando es cachorro, omitiéndose
muchas veces al no completarse el plan de vacunacion. Si a ésta
situacion le sumamos que los perros que creemos que estan
realmente protegidos por haber sido vacunados, no cumplen
con el nivel minimo de proteccion establecido internacional-
mente, es una situacion alarmante.

De los 140 sueros de caninos con vacunacion previa analizados,
solo el 36% mostro un nivel de proteccion segun lo establecido
por la OIE (mayor o igual a 0.5 UI/ mL). Esto es un porcentaje
bajo de proteccion que indica el status inmunoldgico de los ani-
males frente al virus de la rabia. Si analizamos los resultados
segun tiempo de vacunacion previo a extraccion, vemos que los
perros con vacunacion reciente (menor a 6 meses) mostraron un
53% de proteccion, entre 6 meses y 1 afio de vacunacion 22,5%
y con mas de 1 afo de vacunacion 17,6%. Estos resultados
permiten observar que a mayor tiempo transcurrido desde la
vacunacion, menor proteccion de los animales, resultando signi-
ficativas las diferencias de las categorias 2 y 3 respecto a los
recientemente vacunados (menor a 6 meses), pero no fueron
significativas las diferencias entre las categorias entre 6 meses y

un aflo y mas de un afio de vacunacién. La revacunacion anual se
recomienda cominmente en nuestro pais contra la rabia canina.
Este plazo podria no ser suficiente para mantener un nivel de
proteccion adecuado en la poblacion.

Si comparamos los resultados obtenidos en este trabajo con
otros realizados en América Latina, vemos que resultados simi-
lares se observaron en Pert en 2007, donde sélo el 32% de
caninos hacia 3 meses de vacunados, presentaron proteccion
(Lopez y col., 2007). Resultados con menor proteccion se en-
contraron en Colombia donde sélo el 24.5% de caninos vacuna-
dos hacian 6 meses, estaban protegidos (Paez y col., 2007). Si
comparamos los resultados obtenidos en Brasil en perros vacu-
nados hacia un afio, donde se encontraron niveles de proteccion
en el 25% de las muestras analizadas (Almeida y col., 1997),
fueron muy similares a los resultados obtenidos en nuestro tra-
bajo, donde los perros vacunados entre 6 meses y un afio y
aquellos vacunados hacia mas de un afio presentaron niveles de
proteccion de 22% y de 17.1% respectivamente.

Los resultados de éste trabajo, dejan de manifiesto el posible
riesgo de infeccion que tiene la poblacion canina analizada. Con-
siderando que es una enfermedad reemergente en el Uruguay, el
virus podria ser trasmitido facilmente entre la mayoria de la
poblacidn canina en cuestion. Al no presentar un nivel adecuado
de protecciodn, constituye sin duda un problema importante para
la salud publica.
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Osteopetrosisletal hereditaria (enfermedad de los huesos de
mar mol) enter nerosAber deen Angusen Uruguay

Hereditary lethal osteopetrosis(marblebonedisease) in
calvesAberdeen Angusin Uruguay

Dutra, F.t, Baroni, L.?, Techera, M.3, Quinteros, C.*

RESUMEN

Se reporta el primer diagnostico de osteopetrosis hereditaria
letal en terneros Aberdeen Angus negro y colorado en Uruguay.
La enfermedad se diagnostico en dos rodeos de cria comerciales,
el primero en el departamento de Cerro Largo en agosto de 2009
(5 casos, 6,8%) y el segundo en Rocha en noviembre de 2010 (3
casos, 7,5%). Ambos rodeos manejaban vacas Red Angus puras
(Cerro Largo) o puras por cruza (Rocha), ambas servidas con
toros Red Angus adquiridos en cabaiias nacionales. Los terneros
afectados eran prematuros y nacian muertos excepto un caso en
Cerro Largo que sobrevivio 48 horas. Presentaban abombamien-
to y deformacion huesos de cara y craneo, severo braquignatis-
mo inferior, impaccion de molares y ausencia médula 6sea en los
huesos largos. Histologicamente habia osteosclerosis severa con
trabéculas condro-6seas densas (esponjosa primaria) que obli-
teraban la médula 6sea de los huesos largos. Uno de los toros y
dos vacas, madres de terneros afectados de uno de los rodeos
problema resultaron ser portadores de la mutacion SLC4A2. La
alta incidencia de animales afectados en los rodeos Aberdeen
Angus colorado estudiados sugiere que la enfermedad es fre-
cuente en Uruguay.

Palabras clave: Osteopetrosis, Bovino, Red Angus, Mutacion
SLC4A2. Osteoclasto

SUMMARY

Congenital osteopetrosis was diagnosed in red and black
Aberdeen Angus calves from two herds in the east region of
Uruguay. Five calves (6.8%) were born dead in a purebred Red
Angus herd in August 2009, and 3 (7.5%) in a Red x Black Angus
cows in November 2010 (7.5%). Both herds were bred with
Uruguayan Red Angus bulls. The major gross findings of two
necropsied calves were deformed facial and cranial bones, severe
brachygnathia, impacted lower molars, and lack of bone marrow
cavities in the long bones. Histopathological examination revealed
abnormal bone resorption which resulted in persistence of
primary spongiosa obliterating the bone marrow cavities. Blood
samples from one bull and two dams from one of the affected
herds were identified as carriers for the SLC4A2 mutation. It is
suggested that the mutation is widespread in Red Angus herds in
Uruguay.

Keywords: Osteopetrosis, Bovine, Red Angus, mutation
SLC4A2, Osteoclast

INTRODUCCION

Las enfermedades de origen genético son una causa de preocu-
pacion creciente en todo el mundo. Los métodos modernos de
mejoramiento genético en bovinos se basan cada vez mas en
tecnologias reproductivas tales como la inseminacion artificial,
la ovulacion multiple y transferencia de embriones, fertiliza-
cidén in vitro y un creciente comercio internacional de germo-
plasma de toros y vacas de élite; esto ha permitido propagar
rapidamente en todo el mundo caracteristicas productivas eco-
nomicamente valiosas de unos pocos animales selectos (Ager-
holm, 2007; Windsor y col., 2011). Pero como todo individuo
es portador de algtin gen defectuoso, el progreso genético ha ido
acompafnado en numerosos paises de la aparicion con alta inci-
dencia de enfermedades genéticas raras, con gran impacto en la
produccion y el bienestar animal (Agerholm, 2007; Meydan y
col., 2010; Windsor y col., 2011). Uruguay no es ajeno a esto,
ya que numerosas enfermedades hereditarias se han detectado
en el pais en los ltimos afios (Llambi, 2002; Kelly y col. 2011).
Por lo tanto, hoy mas que nunca, es importante reportar todo
tipo de malformaciones congénitas y desarrollar programas na-

cionales de control de enfermedades hereditarias para evitar la
difusion de genes deletéreos (Agerholm, 2007).

La osteopetrosis, también conocida como enfermedad de los
«huesos de marmol» o enfermedad de Albers-Schonberg, es un
grupo de enfermedades genéticas raras del esqueleto del hombre
y los animales (Tolar y col., 2004; Thompson, 2007). Esta cau-
sada por una falla en la diferenciacion o funcion de los osteo-
clastos, células multinucleadas de origen hematopoyético res-
ponsables de la resorcion 6sea y el modelado/remodelado del
esqueleto (Thompson, 2007; Askmyr y col., 2008). El creci-
miento en longitud y la formacion de tejido 6seo son normales,
pero como resultado de la falla osteoclastica las trabéculas de
hueso esponjoso primario se acumulan en la cavidad medular, la
metafisis no se reduce para formar la diafisis y la ausencia de
modelado 6seo causa malformaciones esqueléticas generaliza-
das, especialmente severas en el craneo y los huesos largos (Stark
y Savarirayan, 2009; O’Toole y col., 2011). A pesar de que son
mas densos, los huesos son mas fragiles y estan predispuestos
a fracturas patoldgicas (Thompson, 2007; Stark y Savarirayan,
2009). En el hombre se reconoce una forma congénita, letal, que
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se hereda como un caracter autosémico recesivo y una forma
mas benigna, autosomica dominante, que se manifiesta en la
adolescencia o adultez (Van Hu y col., 1997; Stark y Savarira-
yan, 2009; Tolar y col., 2004). La mayoria de los casos de
osteopetrosis descriptos en animales son similares a la forma
recesiva maligna humana, incluyendo la osteopetrosis bovina
(Leipold y col., 1970; Leipold y Cook, 1977; Thompson, 2007),
equina (Nation y Klavano, 1986; Berry y col., 1994), murina
(Josephsen y col., 2009; Wu y col., 2009), canina (Riser y
Fankhauser, 1970) y la de ciervos consanguineos de cola blanca
(Odocoileus virginianus) (Smits y Bubenik, 1990). El proceso
de reclutamiento, diferenciacion y activacion de los osteoclas-
tos es muy complejo y esta bajo control de numerosos genes
(Tolar y col. 2004), existiendo mas de 20 mutaciones diferentes
identificadas en la osteopetrosis del hombre, ratones de labora-
torio y animales (Askmyr y col., 2008; Stark y Savarirayan,
2009).

En el bovino, la osteopetrosis congénita (http://
omia.angis.org.au, OMIA 000755) es tipicamente una enferme-
dad autosomica recesiva de la raza Aberdeen Angus, principal-
mente de la variedad colorada (raza Red Angus en algunos pai-
ses) y menos frecuente en la variedad negra (Leipold y col.,
1970; Huston y Leipold, 1971). Los terneros afectados nacen
prematuros (250-275 dias de gestacion) y usualmente muertos
0, raramente, nacen vivos y sobreviven postrados durante 1-7
dias (Leipold y Cooke, 1977; O'Toole y col., 2011). Se recono-
cen facilmente ya que presentan la frente abovedada, braquigna-
tismo inferior, amontonamiento de los molares y los huesos
largos son mas densos y carecen de cavidad medular (Leipold y
col., 1970; Thompson, 2007). La falla osteoclastica es debida a
una mutacion del gen SLC4A2, localizado en el cromosoma bo-
vino 4, el cual codifica para una proteina de intercambio anioni-
co CI7HCO, que es fundamental para mantener el pH 4cido en
las lagunas de resorcion (Meyers y col., 2010). Mutaciones
similares se han encontrado en ratones de laboratorio, pero no
en el hombre (Wu y col., 2008; Josephsen y col., 2009). El
fenotipo de osteopetrosis se ha observado también en la raza He-
reford, Simmental y Holando (Leipold y Cook, 1974; Thompson,
2007), pero se desconoce si la mutacion responsable es la misma
que en la raza Angus.

Histoéricamente, la osteopetrosis en la raza Aberdeen Angus
irrumpio6 con alta incidencia en EE.UU. y Canada en los afios
1960 y 1970; Leipold y col. (1971) reportaron 23 terneros afec-
tados en 3 rodeos en 1967 y 1968, en tanto Greene y col. (1974)
registraron mas de 120 casos entre 1967 y 1973. La enfermedad
luego disminuy6 gracias a las pruebas de progenie y la practica
del «escrupulo de pedigri», es decir, evitando la compra o uso
de lineas de pedigri sospechosas (Meyers y col., 2010). La
enfermedad resurgio en el 2005 en la raza Red Angus, con nume-
rosos casos demostrados en los laboratorios de diagnostico de
Wyoming, Nebraska, Missouri y Kansas en EE.UU. y
Saskatchewan en Canada (Wight-Carter, 2006; Nietfield, 2007,
Meyers y col. 2010).

En el presente trabajo se reporta el primer diagndstico de osteo-
petrosis letal hereditaria en terneros de raza Aberdeen Angus
colorado y negro en Uruguay.

MATERIALESY METODOS

Los diagnoésticos anatomopatoldogicos se realizaron en el Labo-
ratorio Regional Este, DILAVE Miguel C. Rubino, Treinta y
Tres, Uruguay. Se estudiaron dos terneros mortinatos, el pri-
mero de raza Red Angus (caso N° 1) nacido en agosto de 2009
en un predio de la 10* seccion policial de Cerro Largo, y el
segundo cruza Aberdeen Angus negro x colorado (caso N° 2)
nacido en noviembre de 2010 en un predio de la 3* seccion
policial de Rocha. Ambos eran predios de cria, de tipo comer-
cial, que compraban toros en cabafias Red Angus nacionales.

Los animales se sometieron a un examen pPost-mortem completo
y a una investigacion detallada del esqueleto de acuerdo a la
metodologia recomendada (Thomson, 2007). Los huesos largos
(htmero, radio, cubito, fémur, tibia, metatarso y metacarpo) y
las falanges de uno de los lados del animal se desarticularon, se
bi-seccionaron sagitalmente, se lavaron con cepillo blando y
agua a presion, y se examinaron cuidadosamente. El craneo se
separ6 cuidadosamente nivel de la articulacion atlanto-occipi-
tal, se retir¢ la calvaria, se extrajo el encéfalo intacto, se separd
la mandibula entera y luego se cortd longitudinalmente para
examinar los huesos de la base del craneo y los cornetes nasales.
Las vértebras cervicales se desarticularon individualmente, mien-
tras que el resto de la columna vertebral se corté longitudinal-
mente. Los huesos enteros restantes y los huesos seccionados
se limpiaron de musculo y tejidos blandos, se hirvieron en agua
por 1-2 horas y se blanquearon con hipoclorito de sodio dilui-
do. Muestras de distintos huesos, incluyendo cortes de epifi-
sis, placa de crecimiento, esponjosa primaria y metafisis, se
fijaron en formol bufferado al 10%, se descalcificaron en 4cido
formico, se incluyeron en parafina, se cortaron a 6-7 pm, y se
colorearon con Hematoxilina de Harris y Eosina.

Para confirmar el origen genético de la enfermedad, muestras de
sangre de los dos toros y 3 de las 5 vacas del rodeo de Cerro
Largo que parieron terneros afectados, incluyendo la madre del
ternero N° 1, se impregnaron en papeles de filtro Whatman
Cards FTA" y se enviaron a uno de los laboratorios aprobados por
la Red Angus Association of America para el diagnostico molecular
por marcadores de ADN de la osteopetrosis (Igenity®, Merial
Canada Inc., Calgary, AB).

RESULTADOS

Datosclinicosy epidemiol 6gicos

En el primer foco se afectaron cinco (6,8%) terneros en un ro-
deo de 73 vacas Red Angus de primera cria de 4 afios de edad
servidas con dos toros de raza Red Angus. Todos los terneros
enfermos nacieron en agosto de 2009 al comienzo de la paricion,
dentro de las primeras 10 vacas paridas, por lo que probable-
mente eran prematuros. Los neonatos tenian la «mandibula cor-
ta» (braquignatismo) y todos, excepto uno, fueron encontrados
muertos; el unico ternero nacido vivo quedd caido en el campo,
fladccido y muri6 entre 24 a 48 horas posparto. Uno de los toros
habia sido adquirido en una cabafia Red Angus del departamento
de Tacuarembo 6 afios antes, por lo que el productor suponia
que algunas de las vaquillonas podian ser hijas de ese toro,
mientras que el otro reproductor provenia de una cabafia Red
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Angus de Rocha y era el segundo afio que trabajaba en el rodeo.
La enfermedad no se habia observado anteriormente en el rodeo
Aberdeen Angus colorado, ni tampoco en los otros rodeos de
vacas Aberdeen Angus negras servidas con toros negros del mis-
mo predio.

El segundo foco, en Rocha, ocurri6 en un rodeo de cria de 40
vacas de raza Aberdeen Angus negras y cruzas negras X colora-
das, adultas, servidas con un toro Red Angus adulto adquirido
dos afios atras. En noviembre de 2010 nacieron 3 (7,5%) terne-
ros braquignaticos muertos a término. Algunos de los terneros
tuvieron que ser ayudados durante el parto observandose por
parte del productor que los huesos largos se fracturaban facil-
mente al extraerlos. Este predio tenia antecedentes de varios
anos de neonatos inviables que nacian con la «mandibula corta»
y la lengua de afuera. Tres aflos antes se habia comprado un toro
en una cabafia Red Angus de la zona, el cual se usé durante dos
periodos con vaquillonas Aberdeen Angus negras y cruzas ne-
gras x coloradas, de las cuales nacieron 3 terneros braquignati-
cos el primer afio y otros 2 el segundo afio, por lo que el toro fue
eliminado.

Hallazgos patol 6gicos

Los dos neonatos afectados eran machos, tenian el cuerpo corto
y grueso, el craneo abovedado, la cara corta con la nariz desvia-
da y presentaban un severo braquignatismo inferior de aproxi-
madamente 4-5 c¢cm, con los incisivos parcialmente erupciona-
dos y desordenados (Figura 1). La mandibula tenia los molares
amontonados en el medio de la rama mandibular, las apofisis
coronoides y condilar estaban parcialmente fusionadas y ar-
queadas hacia atras, el angulo mandibular era muy prominente y
faltaba el foramen mental y el condilo articular (Figura 2). En el
ternero N° 1 la lengua estaba mutilada por carrofieros, mientras
que en el caso N° 2 estaba muy protruida. Ninguno de los ani-
males habia respirado pero ambos tenian hemorragias, pero no
trombos, en las arterias umbilicales, indicando que la muerte se
produjo durante el parto o inmediatamente después de nacer.
Excepto el cerebro el resto de los érganos internos eran norma-
les.

Figura 1. Braquignatia inferior severa en ternero Aberdeen Angus
colorado (Caso 1).

Figura 2. Mandibula con impaccion de molares, arqueamiento
y fusidon de procesos coronoide y condilar (flecha)
(Caso 1).

Ambos animales presentaban malformaciones severas en el cra-
neo y el encéfalo. La boveda craneana era mas estrecha y tenia
numerosas irregularidades y salientes 6seas en su interior, prin-
cipalmente en la fosa craneana rostral y caudal (Figura 3). Ros-
tralmente, la ldmina cribosa del etmoides era gruesa y estaba
parcialmente cubierta por ambas alas del hueso presfenoides,
que eran salientes hacia el interior del craneo (Figura 3). En la
fosa craneana caudal, el hueso basi-occipital (pars basilaris) -
que soporta la medula oblonga y el obex- estaba constrefiido
por dos grandes engrosamientos internos de los condilos occi-
pitales (Figura 3). El encéfalo aparecia aplanado dorso-ventral-
mente con los lobulos parietales focalmente abollados por un

Figura 3. Hernia de cerebelo y médula oblonga dentro del
foramen magnun o malformacion de Arnold-Chiari
tipo II (Caso 1).
engrosamiento de la sutura fronto-parietal. Como resultado de
la estrechez de la cavidad craneana el vermis cerebeloso, obex y
médula oblonga en ambos terneros se encontraban herniados
dentro del foramen magnun (malformacion de Arnold-Chiari
tipo 1) (Figura 4). Al corte sagital, se observo que los huesos
frontales y los de la base del craneo eran gruesos y sélidos
faltando el seno esfenopalatino y los senos frontales; el hueso
nasal estaba curvado ventralmente y los cornetes nasales eran
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Figura 4. Deformaciones dseas severas en interior de la cavidad
craneana (Caso 2). Se destacan las imperfecciones de
lamina cribosa (C), alas del presfenoides salientes
(estrellas) y constriccion de la pars basilaris por
engrosamientos internos de coéndilos occipitales
(flechas).

osteocartilaginosos, compactos y llenaban completamente las
cavidades nasales obstruyendo los pasajes aéreos (Figura 5).
Todos los huesos largos eran solidos, sin cavidad medular. La
diafisis era estrecha y ambas metafisis aparecian muy ensan-
chadas, lo que les daba un aspecto similar a una «pesa de gimna-
sia» o de «doble matraz de Erlenmeyer» (Faden y col. 2009).
Los huesos eran duros pero se fracturaban facilmente cuando se
aplicaba una fuerza de rotacion a nivel de la union del metafisis-
diafisis. Al corte sagital, la cavidad medular estaba ocupada por
hueso esponjoso endocondral que ocupaba completamente la
médula 6sea formando una estructura caracteristica de «doble-
cono» con la base de cada cono en contacto con la placa de

1 - 4 ~

Figura 5. Corte sagital de craneo mostrando ausencia de senos
esfenopalatino y senos frontales y cornetes nasales
grandes obstruyendo los pasajes aéreos (Caso 2).

crecimiento y el apice apuntando hacia la diafisis (Figura 6). La
estructura en doble-cono estaba presente en todos los huesos,
incluyendo los huesos cortos y las vertebras, pero era mas evi-
dente en el hiimero. Las articulaciones y las placas de creci-
miento de todos los huesos eran normales. Histologicamente, en
todos los huesos procesados habia osteosclerosis difusa y se-
vera. La superficie cortical externa de los huesos presentaba
evidencia de formacion dsea mientras que en la superficie inter-
na no habia signos de resorcion dsea. La epifisis, metafisis y
médula Osea estaban completamente rellenas de multiples tra-
béculas condro-0seas persistentes, tipicamente formadas por
espiculas de cartilago hialino en el centro y hueso inmaduro
alrededor (esponjosa primaria) (Figura 7). No habia lagunas de
Howship ni lineas basofilicas de marea (tidemark) ni otros sig-
nos de remodelado 6seo; los osteoclastos eran escasos, inacti-
vos, estaban libres en los espacios medulares y tenian los nu-
cleos picnoticos (Figura 7).

Figura 6. Corte sagital de himero
de Caso 1 mos- trando la cavidad
medular rellena de esponjosa
prima- ria dispuesta en «doble
cono» (estrellas). Las metafisis
estan ensanchadas y las placas de
crecimientos son normales

£ —— i .

Figura 7. Corte histologico de metafisis distal de htmero (Caso
1). Se observan las t rabéculas condro-0seas
interconectadas, los osteoclastos necroticos (flecha)
y la ausencia de lagunas de Howship. H&E, 400x.
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Diagnostico molecular

Uno de los dos toros que trabajaron en el rodeo de Cerro Largo
y dos de las tres vacas madres de los terneros afectados, inclu-
yendo la madre del Caso 1, resultaron portadores de la muta-
cion del gen SLC4A2. La prueba no se pudo realizar en la terce-
ra vaca. El test de PCR empleado para el diagnostico de esta
enfermedad tiene una tasa de error 1 en 10.000 (Meyers y col.,
2010). Por lo tanto, la mutacion del gen SLC4A2 como la causa
de la osteopetrosis queda comprobada en Uruguay.

DISCUSION

El presente trabajo demuestra por primera vez la existencia de la
osteopetrosis letal hereditaria en la raza Aberdeen Angus en Uru-
guay. La enfermedad se diagnostico por las lesiones esqueléticas
caracteristicas y se confirm¢ por técnicas de genética molecular.

La combinacién de braquignatia inferior, amontonamiento de
los molares y ausencia de cavidad medular en los huesos largos
es tipica de la osteopetrosis bovina y permite realizar facilmen-
te el diagnostico a campo (Leipold y col., 1970; Leipold y Cook,
1977; Thompson, 2007). El humero parece ser el mejor hueso
largo para demostrar en la cavidad medular los tipicos «dobles
conosy de retencion de esponjosa primaria que resultan de una
falla en la resorcion osteocléstica, por lo que este hueso deberia
cortarse sagitalmente y examinarse en todos los fetos o neona-
tos Aberdeen Angus sospechosos. Histologicamente, la persis-
tencia de esponjosa primaria, la ausencia de lagunas de
Howship y el escaso nimero de osteoclastos en los huesos
largos son hallazgos diagnosticos de la osteopetrosis bovina
(Thompson, 2007; O'Toole y col., 2011). Los poco osteoclas-
tos encontrados estaban libres en la médula dsea, carecian de
borde en cepillo y presentaban degeneracion o apoptosis, en
contraste con la osteopetrosis recesiva infantil o maligna -la
forma de osteopetrosis humana mas parecida a la enfermedad
bovina (Tolar y col., 2004; Stark y Savarirayan, 2009)- y la
osteopetrosis de los potros Paso Peruano (Nation y Klavano,
1988), enfermedades en las cuales los osteoclastos son morfo-
logicamente normales y su nimero es normal o esta aumentado.
Los diagnosticos diferenciales son pocos. La osteosclerosis cau-
sada por la infeccion por el virus de BVD en fetos difiere de la
osteopetrosis hereditaria en que la retencion de hueso esponjo-
so es zonal en vez de generalizada como en la osteopetrosis
(Scruggs y col., 1995), mientras que la displasia metafisaria
reportada en fetos y neonatos de diferentes razas se caracteriza
por acumulo intramedular de esponjosa secundaria, en vez de
esponjosa primaria (Umemura y col., 1988).

Los rodeos investigados mostraron que la enfermedad es letal.
La mayoria de los terneros afectados eran mortinatos o abortos
a término, excepto un animal que sobrevivid durante 1-2 dias
caido en el campo. Los animales nacidos vivos en la osteopetro-
sis son muy raros y nunca sobreviven mas de 1-7 dias (Leipold
y col., 1971; O'Toole y col., 2011). Fenotipicamente estos ani-
males son iguales a los mortinatos, excepto tal vez porque las
lesiones encefalicas son algo mas leves (O Toole y col., 2011).
Genéticamente, sin embargo, los terneros nacidos vivos son
heterocigotos, no homocigotos, para la mutacion SLC4A2,
abriéndose la posibilidad de que dichos terneros sean en reali-
dad heterocigotos compuestos, es decir, portadores de 2 muta-

ciones diferentes en el mismo locus (O Toole y col., 2011). Una
situacion similar ocurre en la osteopetrosis humana debida a
diferentes mutaciones en el gen CLCN7 (Tolar y col. 2004;
Askmyr y col., 2009). Hay actualmente trabajos de investiga-
cion en marcha para determinar las bases moleculares de la os-
teopetrosis en estos terneros Red Angus heterocigotos para la
mutacion SLC4A2 (O'Toole y col., 2011).

La compresion de la corteza parietal por las malformaciones
craneanas y la hernia de cerebelo/médula oblonga son incompa-
tibles con la vida y explican las muertes perinatales (Leipold y
col., 1970; O'Toole y col., 2011). Aunque las lesiones neurold-
gicas son mas leves en los terneros nacidos vivos (O’Toole y
col., 2011), estos animales parecen igualmente inviables debido
a la imposibilidad para levantarse y a la severa deformacion
orofacial y la estenosis de los meatos nasales que les impide
mamar y respirar adecuadamente. Las deformaciones internas
de la boveda craneana, especialmente las salientes del presfe-
noides y el engrosamiento de las suturas fronto-parietales, son
lesiones Unicas de la osteopetrosis bovina y no han sido repor-
tados en humanos ni en otras especies (O Toole y col., 2011).
La especie bovina en general, y la raza Aberdeen Angus en par-
ticular, es crancoencefalicamente muy madura al nacimiento (Gore
y col., 1994), por lo que es de esperar que una menor resorcion
osea por inactividad de los osteoclastos afecte en mayor medida
el modelado/remodelado del craneo en esta especie.

Se determiné que la enfermedad en Uruguay es debida a la mu-
tacion del gen SLC4A2, la misma que causa la osteopetrosis en
la raza Red Angus en EE.UU y Canada (Meyers y col., 2010).
La mutacion SLC4A2 estd muy difundida en esos paises, repor-
tandose una prevalencia de heterocigotos de 9.4% en toros Red
Angus de pedigri de diferentes lineas de sangre (Meyers y col.,
2010) y de hasta 20% en vaquillonas de un rodeo de Wyoming
que habia usado intensivamente toros portadores de la linea
BUF CRK ROMEO (O’Toole y col., 2011). Germoplasma de
¢ésta y otras lineas de toros portadores se han utilizado en caba-
flas de élite de Uruguay, como puede comprobarse cruzando
datos del Catalogo de Pedigri del Prado del 2010 con el listado
de defectos genéticos de la Red Angus Association of America
(http://redangus.org/genetics/defects/list/carrier/OS). En la pre-
sente investigacion, la osteopetrosis se diagnosticod tanto en
rodeos de vacas Aberdeen Angus coloradas puras como en vacas
cruza negras X coloradas, todas servidas con toros Red Angus
adquiridos en distintas cabafias nacionales. Dado que ambos
predios eran de tipo comercial y que la enfermedad ocurrié con
relativamente alta incidencia (6,8%, predio N° 1; 7,5%, predio
N° 2), es muy factible que el gen de la osteopetrosis haya tras-
pasado los planteles de pedigri y ya esté difundido en los ro-
deos generales, tal vez con mas frecuencia en el Aberdeen Angus
colorado que en el negro. Los defectos deletéreos recesivos solo
se expresan fenotipicamente en estado homocigosis, por lo que
pueden pasar aflos o décadas antes de ser reconocidos, cuando
ya estan muy diseminados en una poblacién (Agerholm, 2007;
Meyers y col., 2010; Windsor y col., 2011). La ocurrencia de la
osteopetrosis del gen en ambas variedades se explica porque en
Uruguay, a diferencia de EE.UU y otros paises, el Aberdeen
Angus negro y colorado se mantienen unificados en el mismo
registro genealdgico, y por lo tanto hay un intercambio mas o
menos libre de germoplasma entre ambas variedades.
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En conclusion, la osteopetrosis letal hereditaria esta presente
en la raza Aberdeen Angus colorado y negro en Uruguay. La
enfermedad es debida a la mutacion del gen SLC4A2 y proba-
blemente es mas frecuente en la variedad colorada (Red Angus)
que en la negra. La mutacion probablemente esta muy difundida
en nuestro pais ya que: 1) la enfermedad se presento en predios
comerciales, 2) los toros padres provenian de diferentes caba-
flas nacionales y 3) la importacion de semen de toros portado-
res que se ha hecho en el pais.
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uccionesparalosautores

Veterinaria (Montevideo) es la revista oficial de la Sociedad de
Medicina Veterinaria del Uruguay destinada a publicar articulos en
idioma espafiol sobre temas cientificos, técnicos y otras comuni-
caciones de interés a las Ciencias Veterinarias. También se aceptan
articulos en portugués o inglés, los cuales deben incluir un resumen
en inglés y espafiol.

La revista tiene dos secciones diferenciadas, Cientifica y Técnica.
La inclusion de trabajos enviados en una u otra seccion se hara de
acuerdo a las especificaciones detalladas mas abajo.

Los contenidos y opiniones incluidos en los articulos son respon-
sabilidad exclusiva de los autores.

NORMASGENERALES

Los trabajos se enviaran exclusivamente por correo electronico a:
revistavet@yahoo.com

El texto debe ser en formato «DOC» o «RTF» y no debera exceder
de 23 paginas tamafio A4 (incluidas referencias), con margen de

2,5 cm a cada lado y con caracteres de 12 puntos, con interlineado
doble y numeracién continua de lineas ..

Los cuadros (se recomienda usar la palabra cuadro y no tabla) y
figuras (se recomienda usar la palabra figura y no grafica) deben ir
al final del manuscrito (cada una en hoja aparte). Las leyendas de
los cuadros van arriba de los mismos y deben ser autoexplicativas.
Las leyendas de las figuras también deben ser autoexplicativas y
van aparte de las mismas, en una hoja a continuacién de la biblio-
grafia y antes de los cuadros y figuras. Los cuadros deben ser sim-
ples, con lineas horizontales de color negro. En las figuras (cuando
corresponda) utilizar tramas en blanco y negro y no en colores.

Se incluiran fotografias o impresiones pueden ser en color o en
blanco y negro (con 300 dpi de resoluciéon como minimo), en un
maximo de cinco que seran adjuntadas al original, con leyenda en
hoja aparte.

El autor principal o de correspondencia debera enviar una nota
firmada por ¢l y los demas autores por correo electrénico o por
fax (2409 9458) indicando direccion postal completa, teléfono,
fax y correo electronico, dejando establecido que se responsabili-
zan del contenido del trabajo y que el mismo no se ha publicado ni
se ha remitido simultineamente a ninguna otra publicaciéon perio-
dica. También debera indicar el tipo de trabajo (Cientifico o Téc-
nico). Se aceptaran trabajos que hubieran sido publicados como
resimenes en congresos, simposios o jornadas.

Los trabajos recibidos seran leidos por el Editor Jefe, quien desig-
nard dos arbitros para su evaluacion, pudiendo darle los destinos
siguientes: aceptarlos, devolverlos a los autores para su adecua-
cion o rechazarlos.

Sin perjuicio de la solicitud del autor, el Editor Jefe clasificara los
manuscritos recibidos en:

1.Trabajo Cientifico: articulo original, comunicaciéon corta (re-
porte o caso clinico), revision.

2.Trabajo Técnico o de Difusiéon o Nota Técnica (practica veteri-
naria, diagnostico, tecnologico, conferencia).

3.Comunicaciones cortas; no deberan exceder las 12 paginas.

4. Reportes de casos clinicos; no deberan exceder las 10 paginas.
Los trabajos aceptados para publicacion pasan a ser propiedad
intelectual de la SMVU quedando los derechos de publicacién del
trabajo a su cargo. Las reproducciones parciales o totales solo
pueden realizarse con la autorizacion escrita del editor. Una vez
publicados, los autores recibiran 10 separatas.

1. Trabajos Cientificos

Es una publicacion que describe resultados originales que contiene
suficiente informacion como para que otro investigador pueda:

evaluar las observaciones, repetir los experimentos y comprobar
las conclusiones. Un articulo original requiere rigor cientifico,
expresado con logica, claridad y precision, con una extension en
funcion de los resultados y respaldado por citas bibliograficas im-
prescindibles. Existira un arbitraje de estos trabajos que seran eva-
luados por especialistas en el tema, nacionales y/o internacionales
y que tengan una trayectoria reconocida, dada por sus anteceden-
tes de publicaciones en revistas arbitradas de primer nivel. Las
revisiones que tengan un analisis critico por parte del autor e
incluyen experiencia propia se consideran trabajos cientificos.

2. Trabajos Técnicos

Son aquellos trabajos que no cumplen con las normas de trabajos
cientificos originales pero que su contenido es de un interés o
seriedad tal que merece su publicacion. El Editor Jefe evaluara el
trabajo y lo clasificara segin su contenido en: Practicas Veterina-
rias, Caso Clinico, Diagndstico, Tecnolégico, Conferencia, Edu-
cacion, u otro seglin corresponda. Estos trabajos seran evaluados
por dos arbitros con reconocida experiencia en el tema.

NORMAS DE REDACCION PARA ARTICULOS
ORIGINALES

Contendran los siguientes elementos:

Titulo: Sera breve y claro, reflejando exactamente lo que el traba-
jo contiene. Escrito en minusculas. Se debe incluir el titulo en
inglés a continuacion del titulo en espaiol.

Nombre de Autores: Apellido Inicial del nombre, otro/s nombres
ejemplo: Vidal, L.1, Gémez, J.2*

Direccion: (en pie de pagina): ejemplo: 1Departamento de Bovi-
nos, Facultad de Ciencias Veterinarias, Suipacha 698, Buenos Ai-
res, Argentina; 2 Departamento de Bovinos, Facultad de Veterina-
ria, UdelaR. Se detallara solamente la direccién postal completa
del autor responsable o de correspondencia, para los demas autores
solamente el nombre de la institucion. * Autor para corresponden-
cia (incluir correo electronico)

Resumen

Dara una idea clara y precisa del contenido del articulo, conte-
niendo: objetivos, metodologia, resultados, conclusion. No debe
exceder las 250 palabras, escrito en espafiol y en un sélo parrafo
luego del encabezado del titulo y los autores. Debe estar escrito en
tiempo pasado. A continuacion se incluyen las Palabras clave
(maximo cinco).

Summary

Es la traduccion al Inglés del Resumen. Incluir keywords.
Resumo

Para articulos en portugués. Incluir Palavras-chave
Introduccion

Debe ser concisa, pero los autores deben suministrar antecedentes
suficientes sobre el tema para que el lector no deba recurrir a otras
publicaciones anteriores y para que comprenda la importancia o
trascendencia de la investigacion que se comunica. Deben referirse
al contexto internacional y nacional, eligiendo las informaciones
mas recientes y mas relevantes. Se recomienda evitar una revision
excesivamente detallada de la literatura o un mero resumen de los
resultados obtenidos por otros autores. En lugar de esto, se deben
dar los fundamentos cientificos del estudio y definir claramente las
hipotesis de trabajo, a fin de justificar la importancia del arti- culo.
En el ultimo parrafo deben precisarse los objetivos del traba- jo.

Materiales y métodos

Los autores deben dar suficientes detalles para que otro investiga-
dor pueda repetir los experimentos. Debe estar escrito en tiempo
pasado y en tercera persona del singular o plural segiin correspon-
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da. Describir claramente el disefio experimental asi como los ani-
males utilizados, su numero, especie, género, raza, edad. Mencio-
nar los reactivos, drogas o medicamentos por su nombre genérico
0 quimico o por marcas comerciales patentadas. Los métodos y
pro- cedimientos deben ser bibliograficamente referenciados deta-
llan- do las posibles modificaciones de las técnicas. Deben preci-
sarse con claridad, tiempos, temperaturas, etc. En caso de proce-
dimien- tos con animales, se debe mencionar si los mismos fueron
realiza- dos de acuerdo a las normas de la autoridad competente
(CHEA, etc.). Los métodos de los analisis estadisticos deben plan-
tearse claramente, incluyendo los efectos considerados, las obser-
vacio- nes y unidad/es experimental/es. Se sugiere incluir los mo-
delos utilizados. Deberan indicarse los niveles de probabilidad uti-
lizados para declarar diferencias significativas y/o tendencias.

Resultados

La descripcion de los resultados obtenidos debe presentarse con
claridad y en la forma mas concisa posible. Primeramente hacer
una descripcion general de los mismos y luego pueden describirse
en cuadros o figuras los datos de los experimentos. No deben pre-
sentarse datos repetidos o demasiado extensos. Deben usarse me-
didas del sistema métrico decimal u otras medidas convencionales.
En todos los resultados debe sefialarse el nivel de significacion.
Debe estar escrito en tiempo pasado y en tercera persona del
singular o plural seglin corresponda.

Discusién

La discusion consiste en la busqueda de una explicacion de los
resultados obtenidos, para lo cual se recurre a la comparacion con
datos de la literatura. Debe evitarse la repeticion de los resultados
en este item. Deben mostrarse las relaciones entre los hechos
observados, con las hipodtesis del propio experimento y/o con las
teorias, resultados o conclusiones de otros autores. Formule las
conclusiones en forma clara. Deben aplicarse las referencias bi-
bliograficas al experimento y no abundar en detalles no estudia-
dos. Deben exponerse la significacion de los resultados y evitar las
repeticiones. Escrito en tiempo pasado en tercera persona del
singular o plural segin corresponda.

Conclusiones

Las conclusiones deben ser claras, concisas y precisas y deben
reflejar los datos presentados en funciéon de las hipotesis y los
objetivos planteados. Se deben resumir y globalizar las conclusio-
nes parciales que se obtuvieren de diferentes resultados del trabajo.
Evitar las conclusiones demasiado generales. Debe existir una to-
tal coherencia entre los objetivos, los resultados y las conclusio-
nes, pudiendo incluirse en este item recomendaciones o implican-
cias del trabajo.

Agradecimientos

Debera constar el nombre de las personas y la institucion a la que
pertenecen haciendo mencion al motivo del agradecimiento. Debe
ser escrito en forma concisa y hacer referencia a materiales o
equipos y al apoyo financiero.

Bibliografia

En el texto: El autor o autores (si son dos), el apellido de cada uno
separados por «y», seguido de coma y el afio de publicacion (Ejem-
plo: Gonzalez y Rodriguez, 2005). Si son mas de tres autores se
usara la forma «y col.», seguida del afio de publicacion (Ejemplo:
(Riet-Correa y col., 1984). En los casos en que se referencie mas
de una cita, se ordenaran alfabéticamente y se separaran por punto
y coma. Las citas que se utilicen como respaldo no deberian ser
mas de cuatro para cada contenido.

En la Bibliografia debe ponerse especial atencion al texto de las
referencias bibliograficas, no se aceptaran trabajos mal referen-

ciados. Las referencias deben colocarse en orden alfabético de au-
tores, numerando las obras citadas y consultadas en el texto. Debe-
ran citarse de la siguiente manera: Apellido seguido un espa- cio y
luego la(s) inicial(es) seguida(s) de coma. Ej.: Gonzalez R. Si hubie-
ra varios autores deben separarse entre si por una coma (,). A
continuacion, se colocara el afio de la publicacion entre parénte-
sis. Ejemplo: Gonzalez R, Lopez A. (1989). Mas de una referencia
del mismo autor se ordenard en orden cronoldgico decreciente.
Después del ano se escribira el titulo del articulo terminado en
punto.

Las revistas cientificas seran citadas segun las abreviaturas con-
vencionales, ej.: Am J Vet Res (sin punto en las abreviaturas),
seguido por el volumen y los nimeros de paginas precedidos por
dos puntos. Ejemplo: Dobson JM, Samuel S, Milstein H, Rogers K,
Wood JL. (2002). Canine neoplasia in the UK: estimates of inci-
dence rates from a population of insured dogs. J Small Anim Pract
43:240-246.

En el caso de la cita de libros, se indicara Autores (Afio) Titulo,
nimero de edicion (salvo la primera), ciudad de edicion, Editorial,
cantidad de paginas del libro. Ejemplo: Rosemberger G. (1983).
Enfermedades de los bovinos. 2a. ed. Berlin, Ed. Paul Parey 577 p.

En el caso de la cita de capitulo de libros, se indicara Autores
(Afio) Titulo del capitulo, En: Autores (editores) del libro, Titulo
del libro, Edicion, Lugar de edicion, Editor, Paginas inicial y final
del capitulo precedido por pp y entre guioén. Ejemplo: Dirksen G.
(1983). Enfermedades del aparato digestivo. En: Rosemberger G.
Enfermedades de los bovinos. 2a. ed. Berlin, Ed. Paul Parey pp.
235-242.

En la cita de congresos: Autores (Afo) Titulo del articulo. Nombre
del congreso. Numero ordinal del congreso, Ciudad, Pais, paginas.

En la cita de una tesis: Autores (Afio) Titulo de la tesis. Tipo de
tesis (ej.: doctor veterinario), Institucion, Ciudad, Pais.

Cuadros Los cuadros deben tener un numero de identificacion
correlativo que figurard en el texto y contendran un texto de
titulo en la parte superior. La leyenda debe situarse encima del
cuadro y debe ser autoexplicativa. Los cuadros deben ser simples,
sin lineas verticales y lineas horizontales separando titulo de las
columnas de datos y en color negro. Las referencias o simbolos de
los cuadros se presentaran al pie del mismo en letra de tamafo 10
puntos. Ejemplo: Cuadro I. Variacion de la temperatura en funcion
del tiempo. Ejemplo de pie de cuadro: T = temperatura, t = tiem-
po (en minutos). Si el cuadro no es original, citar la fuente (Autor
y afio) en pie de pagina.

Figuras Las figuras deben tener un nimero de identificacion co-
rrelativo que corresponda con el texto y contener un texto de
definicion del contenido, con leyendas y definicion de los simbo-
los utilizados. Las leyendas deben ser autoexplicativas y se situa-
ran en hoja aparte de las figuras, a continuacion de la bibliografia
y antes de cuadros y figuras. En histogramas o graficas de lineas
usar s6lo el blanco y negro y diferenciar barras con diferentes
tramas y lineas punteadas, solidas, etc. Si la figura no es original,
citar la fuente (Autor y ano) en pie de pagina.

Los cuadros y figuras deben ser enviados en blanco y negro. En lo
posible en formato Openoffice o MSOffice o RTF.

Fotos Las fotografias deben limitarse al minimo indispensable y
deben contener una escala de referencia. Deben tener un numero
de identificacion correlativo que corresponda con el texto y con-
tener un texto de definicion del contenido en la parte inferior, con
leyendas y definicién de los simbolos utilizados. Si la fotografia no
es original, citar la fuente (Autor y afo) en pie de pagina. La
SMVU podra cobrar a los autores por la inclusion de material
fotografico.
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