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l. RESUMEN

Se determiné la prevalencia de anticuerpos a rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR) en suero sanguineo de sementales de 13 ranchos de los
estados de Puebla, Tabasco y Veracruz, asi como si existe correlacion
entre la positividad a anticuerpos de IBR con la positividad a antigenos de
IBR en semen. Se tom6 una muestra de sangre a cada semental y se
centrifugaron para la obtencion del suero, el cual fue vertido en viales con
tapdn y conservado en congelacion a -20°C hasta su analisis por ELISA.
También se tomo6 una muestra de semen de cada semental, obtenido por
la técnica de electroeyaculacion, estas muestras fueron vertidas en viales
con tapon y se conservaron en congelacién -20°C, hasta su analisis por
PCR. El analisis estadistico se realizé con el procedimiento GENMOD del
paquete SAS. Para estos analisis los factores de riesgo fueron estados de
la republica, Puebla, Tabasco y Veracruz; 13 ranchos de los estados y
genotipo de sementales que fueron cebu, cruzados y europeos. La
prevalencia de anticuerpos en suero a IBR fue alta, siendo en promedio de
73% para los tres estados (Puebla, Tabasco y Veracruz), sin ser diferentes
estadisticamente (P>0.05); de 71% para los 13 ranchos, sin ser diferentes
estadisticamente (P>0.05) y de 72% para los tres genotipos, sin ser
diferentes estadisticamente (P>0.05). El porcentaje de sementales con
antigenos de IBR en semen fue de 58%, valor alto al igual que el de
anticuerpos en suero; sin embargo, aunque la prevalencia de anticuerpos
en suero fue alta y también la presencia de antigenos en semen, no hubo
correlacion entre positividad a anticuerpos con la positividad a antigenos en
semen (coeficiente de correlacion 0.07 y significancia P>0.05). La
prevalencia de anticuerpos en suero sanguineo y la prevalencia de
antigenos en semen a IBR son de importancia para tomar en consideracion
a los sementales como indicadores de la enfermedad en el hato y siendo
un factor de riesgo, pues como eliminan el virus en semen son un medio de
contagio eficiente toda vez que la enfermedad también se transmite por
contacto sexual; por lo tanto, para evitar problemas reproductivos en el
hato, se deben incluir medidas de control y la vacunacion.

Palabras claves: IBR, anticuerpos, antigeno, prevalencia.



Il. INTRODUCCION

La rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) es altamente contagiosa y se
manifiesta clinicamente de diferentes maneras: el virus se puede transmitir
por contacto directo con secreciones oculares y genitales, por via
respiratoria; asi como también con semen fresco de toros infectados (Nuotio
et al., 2007).

Con respecto a esta enfermedad se ha hecho poco, principalmente a nivel
de ranchos comerciales, pues, aunque se han reportado fallas
reproductivas en las vacas, no se ha actuado para identificar algunos
problemas. Sin embargo, en México, la IBR es de gran importancia pues en
la mayoria de los animales la enfermedad transcurre en forma subclinica;
tiene como principal caracteristica el aborto, afectando los parametros
reproductivos y productivos e incrementando notablemente las pérdidas

economicas (Bracho et al., 2006).

Algunos trabajos consultados, han demostrado la presencia del virus en
semen congelado y ademas en centros de inseminacion artificial se han
realizado aislamientos de este agente en toros clinicamente sanos
(Martinez y Riveira, 2008), pero poco se ha hecho en la identificacion de
este virus en semen de toros que se destinan a la monta natural en ranchos

comerciales.

En este trabajo se plante6 investigar en ranchos comerciales del tropico
humedo de México, tomando como muestra representativa algunos
ranchos de los estados de Puebla, Tabasco y Veracruz, con la finalidad de

determinar la presencia de la rinotraqueitis infecciosa bovina y, ademas,
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determinar si los sementales estan eliminado el virus por el eyaculado. De
esta forma proceder a recomendar medidas de control, que seguramente

seran de gran utilidad para mejorar la eficiencia reproductiva de las vacas.

Por lo tanto, este trabajo se realizé en ranchos aledafios a los campos
experimentales del INIFAP: Las Margaritas en Puebla, La Posta en
Veracruz y Huimanguillo en Tabasco, por lo que se visitaron varios ranchos
para la toma de muestras de sangre para el diagndéstico de la prevalencia
de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina y muestras de eyaculado para el

diagndstico del virus en semen.

De esta manera fue posible llevar a cabo la toma de decision de control en

el hato.

RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA

¢ Qué es?

Es una enfermedad de origen viral altamente contagiosa, identificada en
1956 como causa de enfermedades respiratorias y reproductivas, a la cual
se le asocia con patologias como la Diarrea Viral Bovina (DVB), Virus
Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB) y Parainfluenza 3 (PI3), configurando

el denominado “Complejo Respiratorio” (Cérdova et al., 2007).

Sinonimias

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), también conocida como
Vulvovaginitis Infecciosa Bovina (IPV), Enfermedad de la Nariz Roja, Rinitis
Necrotica, Rinotraqueitis Infecciosa Neurdtica Bovina y Exantema Coital
Bovino (Schroeder.,1999).



Etiologia

Los agentes etiolégicos responsables de la Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina, tienen las caracteristicas generales del grupo de los Herpes, esta
clasificacion se llevd a cabo en 1961 por Amstrong, Pereita y Andrewes
(Amstrong et al., 1961), el agente con mayor causa patogénica es el Herpes
Virus Bovino Tipo 1(HVB-1), es un virus de genoma ADN que pertenece a
la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, genero
Varicellovirus. Con base al analisis gendmico se ha clasificado en tipo HVB-
1y 3 subtipos, HVB-1.1, HVB-1.2a, HVB-1.2b.

Los subtipos 1.3a y 1.3b fueron posteriormente clasificados como Herpes
virus Bovino Tipo 5  (HVB-5).

El Herpes virus Bovino Tipo 4(HVB-4), es un miembro del género

Rhadinovirus, subfamilia Gammaherpesvirinae (Davison et al., 2009).

Animales susceptibles
Los bovinos y bufalinos son las especies susceptibles a este virus (Motta et
al., 2013).

Estructura del virus

HVB-1 y HVB-5 comparten aspectos estructurales y antigénicos, se
diferencian en la habilidad para invadir y replicarse, ambos comparten el
85% de homologia de ADN, lo cual ocasiona reacciones cruzadas en

pruebas que usan anticuerpos policlonales.



El Herpes Virus Bovino Tipo 4(HVB-4), es un miembro del género
Rhadinovirus, subfamilia Gammaherpesvirinae. El tamano de las particulas
de este grupo de virus ha sido estimado aproximadamente en 150 nm,
constituido por un nucleo central que contiene al genoma ligado a proteinas
estructurales y no estructurales, ademas esta rodeado por una capside
icosaédrica de 108 nm de diametro, esta capside esta compuesta de 162

capsémeros con un diametro menor a los 10 nm.

La capside esta rodeada por una envoltura compuesta de dos capas
concéntricas, el tegumento y la membrana externa; la cual presenta
proyecciones hacia el interior, es decir, hacia el tegumento (Roizman et al.,
1992).

Transmision

La transmision puede ser directa por medio del contacto de animales sanos
con secreciones nasales, oculares o reproductivas de animales
seropositivos, o indirectamente a través de fomites como agujas,

vestimenta del operario, personas, equipo e instalaciones infectadas.

Sin embargo, el uso de sementales seropositivos a IBR por monta natural,
semen o embriones de dudosa procedencia se convierten en factores de
alto riesgo de diseminacion de la enfermedad no solo en un rancho, sino a
nivel regional o incluso mundial (Van Oirschot et al., 1993; Bielanski y
Dubuc, 1994).

El pastoreo es la forma de alimentacién en el ganado de las regiones
tropicales esto puede convertirse en otro medio de transmision debido a

que las pasturas pueden ser contaminadas por las secreciones oculares,
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respiratorias e inclusive reproductivas de bovinos portadores; por lo tanto,
al pastorear el ganado puede consumir estas pasturas contaminadas
(Sharmay Yadav, 2013).

Sin embargo, el contacto directo con placentas o mortinatos, también puede

ser un medio de transmision directo de la enfermedad.

Prevalencias muy altas se deben a deficiencias en el manejo sanitario,
como la introducciéon de hembras positivas, la falta del uso de vacunas
contra esta enfermedad, asi como la adquisicion de sementales sin control
sanitario que contribuyen a empeorar el estatus zoosanitario de estos hatos,
ya que uno de los medios de transmision es la via venérea (Abad et al.,
2016).

Los herpesvirus tienen la capacidad de reactivarse en vacas infectadas con
anterioridad las cuales albergan la infeccién virica (Gasque, 2008).

El estrés causado por transporte, parto, hacinamiento entre otros, es un
factor desencadenante de la enfermedad; asi como infecciones causadas
por otros patégenos y el tratamiento con corticoides causan
inmunosupresion al bovino haciéndolo susceptible al contagio (Cérdova et
al., 2007)

Patogenia

El virus penetra en la célula huésped por fusidon o viropexis, ya en el
citoplasma sucede la descapsidacion del virus, mientras que el ADN es
transportado al interior del nucleo celular, posteriormente es transcrito
directamente en ARN mensajero. En el caso del HVB-1 las proteinas han

sido clasificadas en polipéptidos a, B y & (Thiry y Pastoret, 1984; Kucera y
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Myrvik, 1985).

La sintesis de proteinas B requiere de la presencia de las proteinas q, asi
como en un proceso de retroalimentacién, las proteinas B bloquean la

sintesis de proteinas a (Misra et al., 1982).

La sintesis de proteinas & requiere de una expresién previa de las proteinas
y de una Novo-sintesis de ADN viral, ademas de que bloquean la sintesis

de las proteinas de las clases precedentes.

En las células infectadas se ha bloqueado a la sintesis de ADN, se observa

la ausencia de varias proteinas (Roizman et al., 1992).

Entre 7 y 16 horas post-penetracion, el titulo de virus intracelular, aumenta
exponencialmente y las inclusiones intranucleares crecen hasta casi ocupar
el nucleo, posteriormente entre 16 y 32 horas post-penetracion, el virus
aumenta extracelularmente, mientras que a las 36 horas post-penetracion

el virus extracelular decrece (Depauli y Sabina, 1972).

En infecciones respiratorias el virus penetra por medio de la mucosa nasal,
donde realiza su primer ciclo de replicacion en las células epiteliales,
posteriormente se extiende por medio de los conductos lagrimales hacia los
tejidos oculares donde establece infeccion secundaria. Posteriormente se
produce infeccidn generalizada consecuencia de la viremia transitoria y
diseminacion neural por puentes intercelulares que permiten la llegada del

virus al érgano blanco (Yates, 1982; Baugust y Clark, 1972).

Se ha comprobado que a nivel respiratorio el virus inhibe la migracién de
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los polimorfonucleares neutréfilos (PMN), la citotoxicidad mediada por
células y la actividad de los macrofagos alveolares favoreciendo la
colonizacion de agentes oportunistas como las bacterias (Bielefeldt y
Babiuk, 1985; Winkler et al., 1999).

En infecciones del tracto reproductor de machos el virus entra directamente
en el organo blanco (prepucio, pene y posiblemente en la parte distal de la
uretra y se replica rapidamente en la mucosa, esto justifica la causa de la
contaminacion del semen (Eluzhary et al., 1980, Kupferschmied et al.,
1986).

En el caso de la hembra es muy similar en este caso los 6rganos blancos
son la vulva y el utero, mostrando tropismo en las células endometriales.
En relacion a la manifestacion abortigénica, el virus llega por via
hematdgena, infectandolo y produciendo su muerte (Miller et al., 1991;
Smith,1997), sin embargo, algunos trabajos mencionan que el virus en la
placenta puede permanecer latente hasta 90 dias sin transmitirse al feto (Di
Santo et al., 1995), aunado a esto la lenta propagacion del virus hacia los
cotiledones materno fetales dificulta la ruta de acceso del virus hacia el feto,
lo cual nos da como resultados diferencias temporales entre la viremia
materna y la infeccion fetal; pero las lesiones hepaticas indican la ruta
hematdgena umbilical como la mas frecuente, la muerte suele ocurrir 24-
48 horas después de la infeccion fetal y la expulsién a partir del 7° dia,
momento en que los titulos virales en el feto decrecen (Gibbs y
Rweyemamu, 1977; Kendrick, 1973; Smith, 1977).

Los HVB-1.1 y HVB-1.2 residen en los linfonédulos trigémicos y en el saco
conjuntival (Motta et al., 2013).



El organismo huésped responde al patdégeno con 2 tipos de respuesta, la
inespecifica, la cual es mediada por interferon (ITF), complemento y
poblaciones celulares como los macréfagos y las células natural killer (NK),
y la especifica, la cual es la respuesta humoral que interviene en la
prevencion y recuperacion de una infeccidén, asi como en la reactivacion
viral (Tikoo et al., 1995; Babiuk et al., 1996).

Estudios anteriores demuestran que las vacas con mayor numero de partos
tienen mas probabilidades de presentar titulos elevados de respuesta

inmunoldgica a la enfermedad (Ochoa et al., 2012).

Signos clinicos

La manifestacion clinica de HVB-1 se presenta en general con
Rinotraqueitis, Vulvovaginitis/balanopostitis pustular infecciosa,
conjuntivitis, aborto, enteritis, repeticion de servicios, orquitis, epididimitis,
vaginitis, infeccion fetal, aborto, metritis postparto, anestro, encefalitis
(Duque et al., 2014), ademas de presentar eritema en prepucio, pirexia,
abundante secrecion nasal, placas en la mucosa de las fosas nasales,

vesiculas en la vulva y meningoencefalitis (Calderon et al., 1997).

Sin embargo, algunas manifestaciones son exclusivas de ciertos subtipos
por ejemplo para HVB-1.1, suelen suceder abortos entre el 4° y 7° mes de
gestacion, como consecuencia de la muerte fetal, esto se da luego de un
periodo post infeccion que oscila entre 3 a 6 semanas.

Los abortos suceden posteriormente de presentarse rinotraqueitis,

secreciones nasales, mucosa nasal hiperemia con lesiones necréticas a
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nivel de morro y narinas, conjuntivitis, asi como la presentacién de otros
signos como inapetencia, fiebre de hasta 42°C y una disminucion evidente
de la produccidn lactea y perdida de la condicion corporal (Gibbs y

Rweyemamu, 1977).

HVB-1.2 se presenta en hembras como vulvovaginitis pustular infecciosa
(IPV), teniendo cursos de 4 dias presentando fiebre, inapetencia, depresion,
edematizacion de la vulva con presencia de vesiculas, pustulas y ulceras,
acompanada de descarga seropurulenta consecuencia de la infeccion
bacteriana. Dichas lesiones desaparecen en un maximo de 10 dias,
mientras que la descarga vaginal puede persistir por varias semanas.
Mientras que en machos se manifiesta por medio de la balanopostitis
pustular infecciosa (IPB), la cual presenta inflamacién del pene y prepucio,
formacion de pustulas y ulceras. Si continuan en funcién, debido a las
cicatrices producidas por la recomposicion de las erosiones, pueden
observarse secuelas como distorsion del pene o fallas en la ereccién (Gibbs
y Rweyemamu, 1977; Wyttman, 1989).

IPV puede transmitirse al sistema respiratorio cuando las hembras en celo

se huelen la region vulvar (Schoeder, 1999).

Sin embargo, frecuentemente se pueden encontrar literaturas las cuales
mencionan la presencia de queratoconjuntivitis como signo clinico, por lo
cual se han realizado diversos estudios para relacionar ambas patologias
ya que la queratoconjuntivitis es producida por la bacteria Morazella bovis,
dando como resultado estos estudios la seropresencia de titulos
significativos para HVB-1, demostrando que no hay una asociacion entre

IBR y Queratoconjuntivitis infecciosa (Cardozo et al., 2008).
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Los bovinos expuestos al HVB-4 pueden llegar a presentar sintomatologia
reproductiva similar a los afectados por el HVB-1 como repeticiéon de
servicios, epididimitis, orquitis, vaginitis, infeccién fetal, metritis postparto,
anestro, ademas pueden presentar mastitis y lesiones asociadas a la ubre
con cambios en la leche (Elhassan et al., 2011, Gur y Dogan, 2010).
Mientras que el HVB-5 tiene mayor afinidad por el sistema nervioso,
produciendo meningoencefalitis fatal (Rissi et al.,2007; Meyer et al., 2001),
en el caso de la Meningoencefalitis tiende afectar a los terneros de menos
de tres meses de edad que tienen escasa proteccion frente al virus, aun
con los anticuerpos pasivos (Gasque, 2008), los cuales manifiestan de
manera alternada depresion, hiperexcitacidon, anorexia, bruxismo,
incoordinacion, ataxia, ceguera y puede llegar a ser mortal (Schoeder,
1999); ademas, también es responsable de enfermedad genital, abortos y
hay antecedentes de que fue aislado del semen de un toro en ausencia de

la enfermedad clinica (Gomes et al., 2003).

En el caso de los abortos, las lesiones son enmascaradas por el estado
autolitico del feto, pudiéndose observar focos blanquecinos de 3 mm de
diametro en higado y pulmon, la vasculitis necrosante, el edema y las
hemorragias suelen ser hallazgos frecuentes en las placentas (Wyttman,
1989, Lager et al., 1981).

Frecuentemente la presentacion de endometritis y salpingitis se presentan
cuando se sirve a la hembra con material seminal contaminado a través de
la inseminacion artificial, el virus llega al endometrio produciendo
endometritis necrética y salpingitis, presentandose muerte del cigoto antes

de su implantacion, reabsorcion de este y rapida lutedlisis con periodos
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interastrales cortos, el paso del virus por el cérvix y endometrio produce una
rapida inmunidad lo que permite que tras algunas inseminaciones la hembra
conciba (Schroeder,1999).

Las muertes rara vez son consecuencia de IBR primarias o recidivantes, a
no ser que exista una bronconeumonia bacteriana secundaria o una
infeccion virica contaminante con el Virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB)
o con el Virus Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB), esto complica el

diagnostico ya que enmascaran algunas lesiones de IBR (Gasque, 2008).

Diagnéstico

Dentro de las medidas de control que podemos utilizar de primera eleccion
esta el diagnostico serologico que se basa en la deteccidn de anticuerpos
por medio de diferentes pruebas como ELISA indirecto y la
seroneutralizacién, métodos directos como el aislamiento viral en cultivos
celulares y por técnicas de biologia molecular como PCR, estas ultimas las
cuales tienen mayor sensibilidad y especificidad ya que diferencian virus

vacunales de virus de campo (Repiso et al., 2005).

Por medio de puncién en la vena coccigea utilizando el vacutainer, se
obtiene la muestra de sangre para evaluar los titulos de anticuerpos

seroneutralizantes en cultivo celular.

Debido a su alta especificidad y sensibilidad el aislamiento viral en cultivo
celular, es recomendado por la OIE (Organizacion Mundial de Sanidad
Animal) como técnica estandar para autorizar el trafico internacional de
bovinos. Posteriormente se centrifugan las muestras para obtener el suero,

y se almacenan a -20 ° para su posterior uso (OIE, 2004).
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En la mayoria de las investigaciones se han utilizado las células MDBK (The
Madin-Darby Bovine Kidney), estas células son una linea continua obtenida
por Madin y Darby en 1958, proveniente del rifidn de un bovino adulto, dicha
linea presenta una gran sensibilidad al virus HVB-1 su cultivo es

relativamente sencillo (Duque et al., 2014).

El uso de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en el diagndstico
molecular se ha incrementado hasta ser la prueba estandar de primera
eleccion para la deteccidn de acidos nucleicos a partir de diferentes
origenes (Valasek y Repa, 2005), ya que permite detectar cantidades
minimas de acidos nucleicos con el empleo de curvas de cuantificacion
estandar calibradas adecuadamente, debido al proceso de amplificacion
exponencial de la plantilla RNA/DNA y el uso de moléculas emisoras de
fluorescencia, permitiendo el monitoreo de cargas virales y la cinética de la
proliferacion viral, convirtiéndose en un parametro importante para el
manejo, control y vigilancia en este caso de IBR, lo contrario de PCR que

es una técnica cualitativa (Palma et al., 2015).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa fue desarrollada por Kary Mullis,
es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la

secuencia blanco es copiada fielmente.

Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa
que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células. Si

en la reaccion usamos como sustrato ADN gendmico, entonces tipicamente
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hablamos de una PCR, sin embargo si usamos ADN complementario
(ADNCc) proveniente del ARNm (acido ribonucleico mensajero) se conoce
como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en ingles).

Esta conversion se logra mediante una reaccion conocida como
transcripcion reversa y controlada por la enzima transcriptasa reversa,

capaz de convertir el ARNm en una molécula de ADNCc.

Este método fue copiado de los retro virus que usan una transcriptasa,
reversa para convertir su genoma de ARN en ADN duplicarse en millones

de particulas virales (Herschhom y Hizi, 2010).

El ADNCc se utiliza cuando analizamos la expresion del ARNm de algun gen
de interés. Los elementos importantes en la reaccién son el templado o
molde (ADN o ADNc), la enzima, los oligonucleétidos o primers, los
desoxirribonucledtidos trifosfatados (Dntps: adenina, timina, citosina vy
guanina), el ion magnesio (Mg+), una solucién amortiguadora o buffer y
H20. Todos estos elementos interactuan en 3 etapas principales de las que
se compone la PCR (Watson y Crick, 1953):

-Desnaturalizacion: En esta etapa las cadenas de ADN son calentadas y
separadas a una temperatura de 95°C durante 20-30 segundos; el tiempo
depende de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es
alta, sera necesario mas tiempo para romper sus uniones debido a que el
apareamiento de estas bases esta formado por 3 enlaces, uno mas que las
bases de A-T, ademas, depende de la velocidad en la que el termociclador
aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo al modelo del equipo. Al final
de esta etapa se obtienen las cadenas separadas que serviran como

templado para el siguiente paso.
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-Hibridacion: En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3" del
templado previamente separado e hibridan con su secuencia
complementaria. Para que se forme el complejo templado-primers, es
importante que la temperatura de hibridacion o temperatura melting (Tm)
sea la 6ptima, esta generalmente oscila entre 50-60 °C. Si el disefio de los
primers es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y

especificidad del complejo sera eficiente.

-Extensién: En esta etapa, la Taq polimerasa actua sobre el complejo
templado-primers y empiezan su funcion catalitica a una velocidad muy
rapida; agrega dNTP’S complementarios para crear las cadenas completas
de ADN. La extension de las cadenas es en direccion de la sintesis del
ADN, es decir, de 5'a 3". La temperatura 6ptima para la reaccién es de
72°C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se
habran formado los amplicones con un tamafo dictado por el niumero total

de pares de bases (pb) que debera ser conocido por el investigador.

Finalizando la PCR, si la reaccion transcurrié eficientemente, los
amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de
agarosa (Lee et al., 2012), la cual consiste en la separacion de grandes
moléculas como los acidos nucleicos a través de una matriz sélida que
funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico
de acuerdo a su tamano y carga eléctrica, la separacién se hace bajo un
buffer o tampdn que puede ser TAE o TBE.

En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona carga

negativa, por esta razén migran al polo positivo.
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Para esto se prepara un gel diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer,
se calienta hasta que la agarosa hierva lo suficientemente y
posteriormente se vacia a un recipiente que sirve de base que solidifique,
otro ingrediente que se agrega al gel es el compuesto conocido como
bromuro de etidio, el cual es una molécula intercalante capaz de unirse al
ADN de doble cadena.

Cuando es excitado con luz UV emite una senal que permite la visualizacion

de los amplicones en forma de bandas.

Se debe manipular con mucho cuidado este compuesto ya que es

mutagénico y teratdogeno.

Cuando los amplicones son corridos en el gel, estos deben ser cargados
junto con un marcador molecular que contenga un numero determinado de
segmentos de ADN conocidos, lo que facilita la identificacion de los

amplicones y si su tamafo corresponde con el esperado.

El tamafo esta dado por el numero de pares de pases del amplicon. La
visualizacion de los amplicones se lleva a cabo tomando una foto digital al
gel de agarosa expuesto a luz UV, ademas un procesador de imagenes se

encargara de analizar las bandas observadas.

La combinacion adecuada de todos los elementos quimicos mencionados

hace posible la sintesis in vitro del ADN utilizando la PCR.

La técnica ha sufrido modificaciones para ofrecer una tecnologia mas
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innovadora al estudio del ADN.

La técnica convencional da resultados cualitativos, sin embargo la
modalidad de la PCR en tiempo real ofrece la gran ventaja de usar un

sistema cuantitativo (Higuchi et al., 1992).

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)
Como sus siglas lo indican utiliza una enzima como marcador para mediar

la formacion de complejos antigeno-anticuerpo.

Todas las pruebas de ELISA son ensayos en fase sélida en los cuales se
absorbe un antigeno o un anticuerpo sobre un soporte sélido (Hardening,
1994).

Las pruebas ELISA se basan en 4 teorias:

1) El antigeno y anticuerpo pueden enlazarse a una superficie

portadora insoluble y retener su reactividad inmunoldgica.

2) Las enzimas tienen actividad especifica alta y convierten una
cantidad relativamente grande de sustrato en producto, lo que permite

detectar concentraciones muy bajas del ligado.

3) La actividad enzimatica o reactividad inmunolégica de los
conjugados se preserva y permanece estable durante el analisis y el

almacenamiento.

4) Las enzimas no estan presentes en el liquido biolégico que se va a
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analizar. (Fung, 2003)

En la actualidad existen diversos protocolos los cuales se basan en
reacciones de enlace competitivo y otras en reacciones de enlace no
competitivo, pero en todas las pruebas ELISA se requiere de un paso de
separacion para eliminar el conjugado enzimatico libre antes de proceder a

determinar la cantidad de conjugado enzimatico enlazado.

Para lo cual se afade sustrato enzimatico y se mide la reaccion catalitica

entre la enzima y el sustrato.

Debido a sus caracteristicas cataliticas las enzimas son marcadores muy

sensibles y versatiles (Hardening, 1994).

Los anticuerpos utilizados son de origen monoclonal o policlonal que se
suministran como antisuero no fraccionado o fracciones de inmunoglobulina
purificada, pueden ser solubles o estar inmdviles en un soporte sélido, son
empleados como conjugados no marcados o enzimaticos y por ultimo
reaccionan con determinante antigénico especifico de un antigeno o de un

anticuerpo ligando-especifico (anticuerpo-primario).

Los antigenos se producen con tecnologia recombinante, siendo utilizados
como conjugados marcados o enzimaticos y son inmoviles o solubles,

dependiendo del protocolo de analisis.

El reactivo formado de la unién covalente entre enzima y antigeno o

anticuerpo es el conjugado (Fung, 2003; Chiaroni, 1998).

Algunas de las combinaciones de enzima y sustrato que se emplean en los
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diversos métodos ELISA son:

-Peroxidasa de rabano y su sustrato, peréxido de hidrogeno que en
presencia de cromdgeno o-fenilendiamina produce un producto color

amarillo-naranja medible.

-Galactosidasa beta y su sustrato o-nitrofenil-beta-D-galactopirandsido que

se transforma en un producto nitrofenolado amarillento mediable.

-Fosfatasa alcalina y su sustrato p-nitrofenilfosfato que también se
transforma en nitrofenolato. Se utiliza acido sulfurico para inhibir la actividad

enzimatica y estabilizar el producto final de reaccion que tiene color.

Ensayos de enlace competitivo. El ligando no marcado compite con un
ligando conjugado con enzima por un numero limitado de sitios de enlace
con el anticuerpo inmovilizado, y siguiendo el protocolo se retira el ligando
no reactante, para asi poder relacionar inversamente la cantidad de
producto que se forma con la concentracion del ligando no marcado en la

muestra problema.

Ensayos de enlace no competitivo. Son los métodos mas utilizados para
determinar antigenos que por lo menos tienen 2 determinantes antigénicos,
como fase solida pueden ser utilizadas perlas de poliestireno en donde se
absorbe un exceso de anticuerpos generalmente monoclonales, y se sigue
el protocolo de trabajo retirando también como en los casos anteriores el

exceso de antigeno presente no unido.

Técnicas de ensayo inmunoldgico por multiplicacién enzimatica (EMIT)
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Son analisis sin separacién en el cual se emplea una enzima conjugada al
hapteno de interés como marcador en una reaccién enzima-sustrato como

sistema de deteccion.

Su principio es que se pueden determinar la cantidad de interaccion entre

el hapteno y el anticuerpo utilizando un marcador enzimatico.

El enlace del anticuerpo al hapteno conjugado con la enzima produce
inhibicion de la actividad enzimatica, esta inhibicion se debe a que el
anticuerpo interfiere estéricamente con el enlace del sustrato al sitio
catalitico de la enzima o el enlace del anticuerpo transforma la configuracion

de la enzima.

La cantidad de hapteno de la muestra determina el numero de sitios para
anticuerpos disponibles para enlazar e inactivar el hapteno conjugado con

la enzima (Guzman., 2004).

Medidas de control

En algunos paises como es el caso de Argentina se ha empleado la técnica
ELISA por medio de muestras de leche provenientes de estanques de
diferentes hatos, contando con la factibilidad del diagnéstico por medio de
las inmunoglobulinas presentes en la leche, esto nos permite realizar un

monitoreo constante de la prevalencia de los rebafos (Felmer et al., 2009).
En general podemos utilizar muestras de sangre, hisopados de exudado

nasal, vaginal o prepucial, semen o muestras de leche para su posterior

analisis seroldgico y diagnéstico de IBR.
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El virus es muy sensible a los efectos del medio exterior, en instalaciones
libres de animales el virus no es viable por mas de 72 horas, ademas es
muy sensible al benzaldehido, a las soluciones alcalinas de hidroxido de

sodio y a sus soluciones de hipoclorito de sodio (Duque et al., 2014).

La compra de animales ya sea de sementales y/o vientres con certificacion
y documentacion sanitaria, asi como las respectivas pruebas seroldgicas,

disminuyen el riesgo de infeccidn y propagacion (Pefia et al., 2011).

Sin embargo el uso de vacunas son una gran alternativa para su prevencion
y control, existen vacunas comerciales contra el HVB-1, en su mayoria
vienen en combinacidn con otros virus del complejo respiratorio, las
vacunas de virus vivo modificado tienen una multiplicacién limitada en el
organismo, pero suficiente para generar una respuesta inmune, la
proteccion se establece en unas 2 a 3 semanas, con lo cual se obtiene
proteccion sistémica y en las respectivas mucosas, a pesar de poseer una
proteccion eficiente, posee desventajas como la imposibilidad de ser
aplicadas en animales gestantes, riesgo de reversion de virulencia, ademas
puede inducir latencia, pudiéndose reactivar luego de una inmunosupresiéon
con corticoides, generando asi reinfecciones con dicha cepa vacunal (Miller
et al., 1991, Van Drunen et al., 1993), ademas en pruebas experimentales
la vacunacion en terneros con el virus vivo modificado de HVB-1 se ha
asociado con lesiones oculares mas pronunciadas que las producidas por
M. bovis en casos de queratoconjuntivitis infecciosa bovina (George et
al,1988), mientras que un estudio realizado durante un programa de
vacunacion con HVB-1, demostré poder aislar el virus por medio de
muestras de eyaculados y lavados prepuciales, recolectados 3 meses

postvacunacion, utilizando el analisis de restriccion de ADN, se identificaron
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estos aislamientos los cuales eran idénticos al de la capa de virus de
vacunacién, demostrando la excrecion del agente vacunal en el eyaculado
(Gregersen et al., 1985). Vacunas con virus inactivado, las cuales son
desarrolladas a partir del virus completo pero inactivado por algun método
fisico o quimico, uno de los agentes de mayor uso en la actualidad es la
betilenimina binaria (BEI), un inactivante de primer orden, debido a que el
agente se presenta inactivado, presenta riesgo biolégico y se pueden
aplicar en hembras gestantes. Permite la fabricacion de vacunas
multivalentes, pues no hay interferencia con la produccién de anticuerpos

contra otro antigeno inactivado.

Las glicoproteinas virales son altamente inmunogénicas, estas proteinas
son las encargadas de la interaccion con las células blanco y con el sistema
inmune, aqui se incluye las vacunas recombinantes las cuales son
replicativas (marcadoras, virus vivo, etc.) y las no replicativas donde se
encuentran las de subunidades proteicas y las subunidades génicas (Van
Drunen et al., 1990, Van Drunen et al., 1993).

La inmunidad derivada de la infeccidn natural o de la vacunacién tiene corta
duracion que probablemente no excede de 6 a 12 meses (Gasque, 2008).
En la actualidad, no esta generalizada el uso de vacunas marcadoras, y se
utilizan en su mayoria vacunas inactivadas que interfieren con los

resultados de las pruebas serolégicas (Posado et al., 2013).

Se recomienda implementar el diagnostico de gestacion en los ranchos
antes de iniciar con un programa de vacunacion, para asi utilizar de forma
eficiente la vacuna de virus vivo modificado para vaquillas antes de su

primer servicio y para vacas en el postparto, y la vacuna virus vivo
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modificado atenuado o inactivado para vacas gestantes. Sin embargo,
tenemos que tomar en cuenta otros factores para el uso de las vacunas
como la prevalencia en la zona, prevalencia por época del afio, entre los
mas importantes (Abad et al., 2016).

Impacto econémico

El Complejo Respiratorio Bovino (CRB), causa elevadas pérdidas
economicas, reportes en E.U.A indican que los costos asociados a CRB con
prevencion, tratamiento, morbilidad y mortalidad se han estimado en 13.90

a 15.57 ddlares por cabeza (Snowder et al., 2007).

Situacién Mundial

En 1972 fue aislado por primera vez en Colombia el HVB-1, la prevalencia
en Colombia varia de 3.7 a 16% (Giriffiths et al., 1982; Arboleda et al., 1993),
en el afno 2006 se reportd una prevalencia de 74% en fincas de monteria
(Betancur y Gonzalez, 2006), estudios en el Magdalena medio en
ganaderias de cria y ceba reportan el 59 % de positivos y en ganado doble
proposito 46% de prevalencia (Piedrahita et al., 2010), mientras que en
Antioquia y en el Valle del Cauca encontraron un 100% de prevalencia
serolégica por hato y una prevalencia general por individuos del
75.63%(Ruiz et al., 2010).

En Colombia se han desarrollado multiples modelos de evaluacion de
riesgo epidemiologico y de las consecuencias econdmicas de los sistemas
de prevencion, control y erradicacion, los resultados descartan iniciar
programas de erradicacion (Boelaert et al., 2005), ya que estos funcionan
en areas con prevalencias serologicamente bajas (<10%) (Ackermann vy

Engels, 2006), esto da como resultado el cuestionar los sistemas de
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prevencion y control, y encaminarlos a disminuir la prevalencia por region y
establecer puntos y momentos criticos adecuados de vacunacion para
mantener un buen estatus inmune (Ruiz et al., 2010), ademas la legislacion
prohibe el uso de semen de toros infectados en programas de inseminacion
artificial (Van Oirschot et al., 1993).

Mientras que en Espaia la prevalencia se establece a nivel de rebafio en
el 60% e intra-rebano del 25-40% (Fernandez., 2007).

En Uruguay se encuentra ampliamente distribuida, un muestreo aleatorio
encontré que 99.1% de los establecimientos ganaderos posee por lo menos
un animal positivo y la prevalencia serolégica fue estimada en 36.6 %
(Repiso et al., 2005).

Paises como Turquia el cual no tiene antecedentes de vacunaciones
reporta seropositividades de 19.5% y 46.3% (Tolga et al., 2006).

Chile es un pais reconocido por sus altos niveles sanitarios, estando
oficialmente libre de las principales enfermedades de la lista OIE
(Organizacién Mundial de Sanidad Animal), mas sin embargo cuenta con
prevalencias altas de enfermedades que causan impacto directo en la
produccion ganadera (Felmer et al., 2009), la prevalencia de IBR en Chile
se da por regiones, en la parte sur 95% (Hochstein et al., 1986) y central
86% (Celeddn et al., 1996), en Chile se ha implementado la deteccion de
anticuerpos en leche de los tanques de enfriamiento del establo, el sistema
ELISA ha demostrado tener mayor especificidad y sensibilidad, autorizando
su uso a bajo costo para vigilar y dar un seguimiento a los rebafios (Felmer
et al., 2009).
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Mientras que en Brasil se estima que el HVB-1 tiene una prevalencia de
entre el 50-90% de la poblacién bovina nacional (Cerqueira et al., 2000,
Barbosa et al., 2005), en el estado de Parana se reporta una prevalencia
aparente de rebafios (71.3%) y animales (59.0%) respectivamente (Dias et
al., 2013), mientras en el estado de Maranhao el 100% de los rebafos
resultaron seropositivos (Bezerra et al., 2012), sin embargo, en Brasil antes
de aplicar las biotecnologias reproductivas es primordial la vacunacion

contra el complejo reproductivo (Sa Filho et al., 2013).

Situacién en México

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina es una enfermedad distribuida en
diversas regiones de México, pues un estudio realizado en Yucatan en
ganado bovino criado en zonas sin antecedentes de vacunacion notifico
seroprevalencias 54.4% (Solis et al., 2003), estudios previos reportan
prevalencias de 76.32% en la zona centro de Veracruz (Abad et al., 2016).
Se han encontrado anticuerpos neutralizantes contra IBR, en bovinos de
los estados de México, Puebla y Yucatan, a partir de bovinos con signos
respiratorios que hacian sospechar de la presencia de IBR (Correa, 1988).
En el caso de la region Costa de Oaxaca se reportan prevalencias de
27.87% y en la region Istmo 31.85% (Hernandez et al., 2013), en Tizimin,
Yucatan se reporté una seropositividad del 5.33% (Calderén et al., 1997),

en el estado de Durango un 20% de reactores positivos.

Por otro lado, en los sistemas de produccién intensiva los resultados varian
considerablemente, ya que en la comarca lagunera se encontré un 84% de
reactores positivos y en Tulancingo, Hidalgo un 19% de reactores positivos
(Vilchis et al., 1985).
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En base a registros del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP) de la SAGARPA, hasta el afo 2013 la poblacion de bovinos para
carne es de 29,992,172 y de bovinos para leche de 2,410,289,
obteniéndose un total de 32,402,461 a nivel nacional, siendo la segunda

especie mas importante del pais (Palma et al., 2015).

El ganado doble propésito aporta el 20% de leche y 44% de carne que se

consume (Rojo et al., 2009).

Aunque no estan registrados los costos por perdidas causados por la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, se puede mencionar que es una
enfermedad la cual afecta directamente la produccién de los ranchos
causando problemas reproductivos, lo cual se traduce en menor producciéon
de becerros para abasto y menor produccion de hembras de reemplazos.
Esto nos indica la importancia de mantener medidas adecuadas de
medicina preventiva, nutricionales, bioseguridad y sanitarias enfocadas a
disminuir perdidas econdmicas por presencia de IBR y/o otras
enfermedades, aunado a un diagnostico especifico de ciertas

enfermedades (Palma et al., 2015).

Importancia en sementales

Estudios reportan que los sementales infectados son un gran factor de
transmision, ya que el Herpes virus se puede transmitir por via venérea
(Ruiz et al, 2010), tras coitos la enfermedad puede reactivarse
especialmente en toros, lo cual explica los altos titulos encontrados en
algunas investigaciones en machos (Schroeder, 1999), la adquisicion de

sementales sin control sanitario contribuye a empeorar la situacion de IBR
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en los hatos, en 2012 Romero Salas encontré prevalencias de 74% para
IBR en unidades de produccion con monta natural (Romero,2012), los toros
infectados tienden a ser portadores y eliminar el virus por mas de un afio a
pesar de que las pruebas seroldgicas resulten negativas (Schroeder, 1999).
Un estudio realizado en la Sierra Oriente de Puebla mostro que la fertilidad
de los sementales no se afectdé por ninguna de las enfermedades
estudiadas, incluyendo IBR, esto nos da a entender que los sementales no
pueden manifestar signos clinicos, nitan poco ser afectados en su fertilidad,

sin embargo, ser animales portadores de IBR (Soto et al., 2014).

En el municipio de Tonala, Chiapas un estudio reporta una tasa de
seroprevalencia en machos de 69.5%, indicAndose que el 50% de los
seropositivos provenian fuera del municipio de Tonala (De los Santos et al.,
2013).

Un estudio en Uruguay muestra el caso de un toro Limousine el cual fue
infectado naturalmente con dos subtipos de HVB-1 en un periodo de 5 afios
(Alonzo et al., 2011).

El HVB-5 puede causar infecciones latentes en los ganglios trigeminales y
paravertebrales (Davies y Duncan, 1974; Ackermann y Wyler, 1984), desde
donde se reactivan, pudiendo producirse la propagacién viral y provocar la

contaminacion del semen (Engels y Ackermann, 1996).

El virus de IBR se encuentra adosado en el capuchén cefalico del
espermatozoide (Schroeder, 1999), estudios dieron como resultados el
aislamiento de HVB-1 Y HVB-5 de dosis de semen de toros de casas

nacionales (Argentina), asi como de toros de compafias internacionales
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provenientes de E.U.A, es posible que los toros de alto valor sean positivos
y aun asi se utilicen para |.A, ya que se manifiesta de forma subclinica, esto
nos da como resultado que existe el riesgo de transmitir el virus a través del

semen.

Estos resultados sugieren el realizar pruebas a los lotes de semen, asi
como de sementales en pie para detectar la presencia de los diferentes
tipos y subtipos de HVB (Moran et al., 2013).

La muestra de semen presenta algunos factores particularmente citotéxicos
que impiden, en muchas ocasiones verificar la presencia del agente (Howell
et al., 1986).

La prueba de PCR para la deteccion del HVB-1 podria tener un mayor
impacto en el control de calidad de programas de congelacion de semen,

inseminacion artificial y transferencia de embriones (Rodas et al., 1996).
M. FORMULACION DEL PROBLEMA

La presencia de IBR puede provocar fallas reproductivas en el ganado

bovino sobre todo en el uso de sementales que pueden presentar esta

enfermedad, lo que nos obliga a establecer medidas de control y

vacunacion de esta enfermedad.
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IV. JUSTIFICACION

En el presente trabajo se busca detectar la prevalencia de anticuerpos en
suero sanguineo de la rinotraqueitis infecciosa bovina y el virus en semen
de los toros que se usan para la reproduccion, ya que son una pieza
importante y también un factor de la diseminacion de la IBR, debido a que
se ha recibido informacién por parte de los productores, de la presencia de
problemas reproductivos, frecuentemente no detectados, siendo el mas
destacado las fallas a la concepcion y vacas repetidoras que retrasan la

concepcion.

V. HIPOTESIS

La prevalencia serologica a rinotraqueitis infecciosa bovina en toros
sementales de ranchos comerciales de las zonas de influencia de los
campos experimentales Las Margaritas, La Posta y Huimanguillo, es
superior al 50%, por lo que representa un riesgo sanitario y reproductivo.

La prevalencia del virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina en el
eyaculado de toros sementales, es superior al 15% y representa un riesgo

sanitario de transmision por la monta natural.

En toros sementales, la relacion de la prevalencia seroldgica a rinotraqueitis
infecciosa bovina con la eliminacion del virus en el eyaculado es positiva,
por lo que es util como indicador de la infeccidén en el hato y representa un

riesgo de transmision.
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VI. OBJETIVOS

VLI. Objetivo general.

Determinar en toros sementales la prevalencia a Rinotraqueitis Infecciosa

Bovina y su posible relacion con la eliminacién del virus en el eyaculado.

VLII. Objetivos especificos.
Determinar la prevalencia seroldgica a Rinotraqueitis Infecciosa Bovina en
toros sementales de ranchos comerciales de las zonas de influencia de los

campos experimentales Las Margaritas, la Posta y Huimanguillo.

Determinar la prevalencia de la eliminacion del virus de la Rinotraqueitis

Infecciosa Bovina en el eyaculado de toros sementales.

Determinar en toros sementales la relacién de la prevalencia serologica a
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina con la eliminacién del virus en el
eyaculado, como indicador de la infeccion en el hato y como riesgo de

transmision.
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VI.  MATERIAL Y METODOS.

VILI. Lugar de realizacion del estudio.

El trabajo se realizé en ranchos de bovinos ubicados en el tropico humedo
de Puebla, Veracruz y Tabasco, como muestra representativa de los
bovinos de la regién tropical. Los ranchos estan ubicados en el area de
influencia de los campos experimentales del INIFAP: Las Margaritas en
Puebla, La Posta en Veracruz y Huimanguillo en Tabasco. En cada rancho
a todos los sementales se les tomo una muestra de sangre y de semen. A
las muestras de sangre se obtuvo el suero para determinar anticuerpos
contra el virus de la IBR. A las muestras de semen se les determino la

presencia del virus de la IBR.

VILIIl. Captura de datos.
La captura de datos se hara en libretas de campo y libros electrénicos para

registrar la informacion para su conservacion y su analisis.

VILIIl. Obtencidén y analisis de las muestras de semen

A cada semental de cada rancho se les tomo una muestra de semen (3 ml)
del eyaculado que se obtuvo por el método de electroeyaculacién, estas
muestras se mantuvieron en frio en una hielera con congelantes a una
temperatura entre 4°C y 6°C. Al llegar al laboratorio, las muestras de semen
se almacenaron en viales de 6 ml con tapdén y se conservaron en
congelacion a -20°C hasta el momento de su analisis en laboratorio. Las
muestras de semen fueron analizadas por PCR (reaccién en cadena de la

polimerasa) para detectar antigenos del virus de la IBR.
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VILIV. Obtencion y analisis de las muestras de suero sanguineo

A cada semental de cada rancho se les tomo una muestra de sangre para
la obtencidn de suero. Las muestras de sangre se tomaron de la vena
coccigea y se conservaron en frio en una hielera con congelantes de 4°C a
6°C hasta llegar al laboratorio, donde fueron centrifugadas a 3000 rpm en
10 min y obtener el suero (3 ml) que se conservo en viales de 6 ml con
tapdn en congelacion a -20°C hasta el momento de su analisis en
laboratorio. Las muestras de suero fueron analizadas por la técnica de

ELISA para detectar anticuerpos contra el virus de la IBR.

VILV. Analisis estadistico

Las prevalencias de anticuerpos en sangre para rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR) se consideraron como caracteristicas binarias (0, 1), por lo que
se registraron como 1 cuando el semental resulté seropositivo a la prueba
de ELISA; en caso contrario, se registraron como 0. EL modelo estadistico
para analizar las prevalencias de anticuerpos en sangre, incluyo los factores
de riesgo estado, rancho anidado en estado y genotipo del semental. Los
analisis de regresion logistica se realizaron por caracteristica, con el
procedimiento GENMOD (PROC GENMOD) del paquete computacional
SAS (2013), asumiendo una funcion liga logit para la distribucion binomial.

El criterio de convergencia aplicado durante el analisis estadistico fue 10-8.

El grado de asociacion entre la presencia de anticuerpos en sangre y de
antigenos en semen, para rinotraqueitis infecciosa bovina, fue determinado
con el coeficiente de correlacion de Pearson. En el caso de variables
binarias, dicho coeficiente es equivalente al coeficiente phi, también
llamado coeficiente de correlacion de Mathews, el cual se calcula para

tablas de contingencia 2x2. Los coeficientes de correlacién de Pearson, asi
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como la significancia estadistica de los mismos para determinar si eran
diferentes de cero, se calcularon utilizando el procedimiento CORR (PROC
CORR) del paquete computacional SAS (2013).
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VIIl. RESULTADOS

Los factores de riesgo para estado, rancho anidado en estado y genotipo
del toro no afectaron las prevalencias de anticuerpos en suero para

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (P>0.05; Cuadro 1).

Cuadro 1. Significancia estadistica de los factores de riesgo incluidos en
el modelo para analizar Rinotraqueitis Infecciosa Bovina.

Factor de riesgo Grados de  Chi-cuadrada Significancia
libertad

Estado 2 1.80 0.4064

Rancho(Estado) 12 8.17 0.6124

Genotipo 2 3.18 0.2038

En el Cuadro 2, se presentan las medias de cuadrados minimos y sus
errores estandar para prevalencia de anticuerpos en suero de Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina, por estado de la republica. Las prevalencias fueron: 0.83
+ 0.07, 0.66 £ 0.18, y 0.70 £ 0.10 para los estados de Puebla, Tabasco y

Veracruz, respectivamente, sin ser diferentes estadisticamente (P <0.05).

Cuadro 2. Medias de cuadrados minimos y sus errores estandar e
intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para prevalencia de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, por estado.

Estado No. de toros Media * error IC 95%
estandar

Puebla 34 0.83 + 0.072 0.63-0.93

Tabasco 11 0.66 + 0.182 0.29-0.90

Veracruz 29 0.70 £ 0.102 0.47 - 0.86

@ Las medias no son estadisticamente diferentes (P>0.05).

Las medias de cuadrados minimos y sus errores estandar para prevalencia

de anticuerpos en suero de rinotraqueitis infecciosa bovina, por rancho, se
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presentan en el Cuadro 3. El intervalo de prevalencias fue de 0.28 (Rancho
3) a 0.90 (Ranchos 4, 5y 7); con prevalencias intermedias de 0.46 (Rancho
8) y 0.58 (Rancho 9). Las prevalencias por rancho no fueron diferentes

estadisticamente (P>0.05).

Cuadro 3. Medias de cuadrados minimos y sus errores estandar e
intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para prevalencia de
rinotraqueitis infecciosa bovina, por rancho.

Rancho No. de Media * error estandar IC 95%
toros

1b 2 0.71 £ 0.312 0.11-0.98
2b 6 0.88 +0.122 0.43-0.99
3b 3 0.28 £0.272 0.03-0.84
4¢ 6 0.90+0.112 0.47 -0.99
5¢ 6 0.90 £0.112 0.47 -0.99
6° 7 0.82+0.182 0.30-0.98
7¢ 7 0.90 £ 0.102 0.48-0.99
8¢ 8 0.46 + 0.202 0.15-0.80
9d 12 0.58 +0.172 0.27 -0.84
109 4 0.72 +0.252 0.18 -0.97
11d 3 0.76 £ 0.242 0.19-0.98
124 3 0.58 + 0.312 0.10-0.94
13d 7 0.81 £+ 0.142 0.40-0.97

aLas medias no son estadisticamente diferentes (P>0.05).
Ranchos del estado de Tabasco °, Puebla® y Veracruzd,
respectivamente.

En el Cuadro 4, se presentan las medias de cuadrados minimos y sus
errores estandar para prevalencia de anticuerpos en suero de rinotraqueitis
infecciosa bovina, por genotipo del toro. Las prevalencias fueron: 0.79 +
0.10, 0.54 £ 0.13 y 0.84 % 0.12 para los genotipos Cebu, Cruza y Europeo,

respectivamente y no fueron diferentes estadisticamente (P>0.05).
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Cuadro 4. Medias de cuadrados minimos y sus errores estandar e
intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para prevalencia de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, por genotipo.

Genotipo No de toros Media + error IC 95%
estandar

Cebu 33 0.79+£0.102 0.52-0.92

Cruza 29 0.54 £0.132 0.30-0.76

Europeo 12 0.84 £ 0.122 0.46 - 0.97

alLas medias no son estadisticamente diferentes (P>0.05).

En el cuadro 5, se muestra el coeficiente de correlacion de Pearson y su
significancia estadistica para anticuerpos en suero y antigenos en semen
para la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBRac-IBRag). Los resultados
indican que no hubo correlacion entre positividad a anticuerpos en suero
con la positividad a antigenos en semen (coeficiente de correlacion 0.07 y

significancia P>0.05).

Cuadro 5. Coeficiente de correlacion
de Pearson y su significancia
estadistica para anticuerpos en
sangre y antigenos en semen para
Rinotraqueitis  Infecciosa Bovina
(IBRac-IBRag).

IBRac-IBRag
Coeficiente 0.07
Significancia P>0.05

Finalmente, en el cuadro 6, se muestra el promedio de la prevalencia a
antigenos en semen de sementales evaluados en Puebla, Tabasco y
Veracruz, siendo de 0.70 para Puebla, de 0.35 para Tabasco y 0.54 para

Veracruz; sin embargo, las cuales son considerablemente altas para no
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existir correlacion entre positividad a anticuerpos en suero con la positividad

a antigenos en semen para la IBR (coeficiente de correlacion 0.07 y

significancia P>0.05).

Cuadro 6. Promedio de la prevalencia a antigenos en semen de sementales
evaluados en Puebla, Tabasco y Veracruz.

Estado No. de toros Prevalencia promedio
Puebla 34 0.70
Tabasco 11 0.35
Veracruz 29 0.54
Total 74 0.58
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IX.- DISCUSION

Las enfermedades reproductivas virales como la IBR se encuentran
ampliamente distribuidas por todo el mundo. Desde tiempo atras, diversos
estudios lo han manifestado (Motta et al., 2013). En Europa, desde la
década de los 60’s se han reportado casos de Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR) en diversos paises, principalmente en Alemania (Gibbs y

Rweyemamu, 1977).

Los resultados de esta tesis en cuanto a la prevalencia de anticuerpos a
IBR en toros (73%), son mayores al 69.5% documentado en ganado doble
propdsito en ranchos ubicados en Tonala, Chiapas (De Los Santos et al.,
2013); sin embargo, son menores al 75.97% obtenido de sementales de

ranchos ubicados en la Sierra Oriente de Puebla (Soto et al., 2014).

Los resultados obtenidos de las prevalencias por estados: Puebla (83%),
Tabasco (66%) y Veracruz (70%), son mayores al 54.4% reportado en
Yucatan (Solis et al., 2003) y a los reportados en las regiones Istmo
(31.58%) y Costa (27.87%) del estado de Oaxaca (Hernandez et al., 2012);
sin embargo, nuestros resultados por estado son menores al 85.51%
reportado en el departamento de Antioquia, Colombia (Ruiz et al., 2010).

Las prevalencias en los 13 ranchos muestreados nos muestran la
prevalencia mas baja de 28% para el rancho 3 en Tabasco y las mas altas
de 90% en los ranchos 4, 5y 7 en el estado de Puebla, son mayores al
rango de 4.71 a 66.66% en 8 ranchos muestreados en la Sierra Oriente de
Puebla (Soto et al., 2014) y al rango de 10.81 a 15% en 4 ranchos
muestreados en el estado de Campeche (Cdordova et al.,, 2007). Es de
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importancia senalar que en estos estudios el niumero de ranchos fue menor

al de esta tesis y que se evaluaron mas genotipos de sementales.

Los resultados promedio en cada uno de los cuadros que abordan la
seropositividad de anticuerpos fue: 73% por estado, 71% por numero de

toros por ranchos y 72% por genotipo.

En nuestro estudio se analizaron 74 toros, cantidad similar a los 76 toros
utilizados en trabajos de otros paises como en Brasil (Oliveira et al., 2011),
en México solo De los Santos et al. (2012) y Soto et al. (2014) reportan 23

y 37 sementales respectivamente.

Estudios realizados en sementales utilizados para monta natural en
Colombia dieron resultados similares a los obtenidos en este trabajo, ya
que se reportaron prevalencias de 67.6% en toros del municipio de Uraba
y en 9 municipios del Valle del Cauca se realizaron 2 muestreos con 2
meses de tiempo entre muestreos donde se obtuvieron resultados de
73.43% y 75%, respectivamente, para cada muestreo (Pena et al., 2011).
Abad et al. (2016) en su trabajo hacen mencion al manejo sanitario,
introduccidn de hembras positivas, la nula utilizacion de vacunas contra
esta enfermedad, mal manejo de residuos como placentas, falta de limpieza
en las instalaciones, la adquisicion de sementales sin control sanitario,

como puntos que contribuyen a la presencia de esta enfermedad.

Sharmay Yadav. (2013) abordaron que las pasturas donde se tienen estos
animales es un factor clave en estos resultados ya que es la forma de
alimentacién en el ganado de las regiones donde se realizaron los

respectivos estudios, esto puede convertirse en otro medio de transmisién
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debido a que las pasturas pueden ser contaminadas por las secreciones
oculares, respiratorias e inclusive reproductivas de bovinos portadores; por
lo tanto, al pastorear el ganado puede consumir estas pasturas

contaminadas.

En esta tesis, el genotipo europeo fue el de mayor prevalencia con un 84%,
en comparacion con el cebu con 79% vy las cruzas con 54%, esto puede
explicarse por los resultados de esta tesis, que ponen de manifiesto que el
genotipo europeo presenta menos adaptacion y mas sensibilidad a la IBR,
mientras que las cruzas al tener sangre cebu demostraron tener mayor

tolerancia.

Sin embargo, al ser una enfermedad de transmision venérea, en este
estudio se planted obtener una relacion entre los anticuerpos presentes en
suero y la eliminacién del virus en el semen, estudios anteriores
comprueban que es posible identificar la presencia del virus tanto de
sementales de centros de inseminacion de diferentes paises, como de
sementales los cuales son utilizados para monta natural (Oliveira et al.,
2011); de tal manera que, en Argentina se lograron aislar diversos tipos de
BHV, en dosis de semen de casas comerciales nacionales y extranjeras
(Moran et al., 2013).

Los resultados del analisis por PCR nos dieron un 58% de muestras
positivas a virus de IBR en el semen, estos resultados son menores al 100%
de 76 muestras de semen de toros de los estados de Rio Grande Do Sul y
Goias (Oliveira et al., 2011).

40



El resultado arrojado por el coeficiente de correlacion de Pearson 0.07 y su
significancia estadistica (P>0.05) para anticuerpos en sangre y antigenos
en semen para la rinotraqueitis infecciosa bovina, nos demostré una
correlacion baja entre la relacion antigeno-anticuerpo, resultando en que no
siempre que el semental demuestre tener anticuerpos en sangre, eliminara

el virus en el semen.

Sin embargo, esto puede explicarse ya que muchos factores pueden
intervenir para la excrecion o reactivacion del virus, un factor es el estrés
por malos manejos, estrés calorico, entre otros, la inmunosupresién debida
a tratamientos con corticoides, el tiempo y tipo de infeccion ya que en el
caso de infecciones respiratorias el virus de IBR se replica en las células
epiteliales, para después trasladarse a los tejidos oculares, pudiendo esto
explicarse en que la infeccion generalizada no llega a los 6rganos
reproductores. Por otro lado, en la vacunacion con virus vivo modificado
también se ha reportado la excrecion del virus en el semen, asi como un
buen estado inmunoldgico del semental puede disminuir la replicacion del
virus y por lo tanto que en el momento de la formacion del semen no sea
contaminado, otra posible causa podria ser el manejo del ternero, en
contacto con animales positivos y su posible infecciéon a esta enfermedad
(Duque et al., 2014; Gregersen et al., 2012; Alonzo et al., 2011).

Debido a estas altas prevalencias y a que la IBR puede ser transmitida por
via venérea y causan problemas reproductivos como abortos o vacas
repetidoras, es importante generar una campafa de control para IBR a nivel

nacional.
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Otra alternativa es mejorar el manejo sanitario, calendarizando los
programas de vacunacion en los hatos, principalmente antes de introducir
tecnologias reproductivas, como en Brasil, donde antes de aplicar las
biotecnologias reproductivas fue primordial la vacunacion contra el

complejo reproductivo (Sa Filho et al., 2013).

Finalmente, en este trabajo se demostro la presencia de anticuerpos en
sangre para IBR y eliminacion del virus de IBR en el semen de toros
utilizados para monta natural en ranchos de la zona de influencia de los
campos experimentales las Margaritas en Puebla, Huimanguillo en
Tabasco y La Posta en Veracruz. Por lo tanto, se considera que estos
resultados seran de gran utilidad para que cuando el productor adquiera un
semental, cuente con un certificado negativo a IBR, de tal manera que no
se introduzcan sementales persistentemente infectados a los hatos, ya que
se fomentarian los problemas reproductivos mencionados por los

productores cooperantes de este estudio.
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X.-CONCLUSIONES

La prevalencia de anticuerpos contra IBR en suero sanguineo fue mayor a
50%, considerando los 3 factores de riesgo rancho, rancho anidado por

estado y genotipo, comprobandose la primera hipotesis.

Los resultados no mostraron un coeficiente de correlacién de anticuerpos
en suero con antigenos en semen (IBRac-IBRag), probablemente causado
por la especificidad y sensibilidad de los ensayos, lo que quiere decir que
la presencia del virus en el semen, no se correlaciona con la prevalencia de

anticuerpos en suero sanguineo.

La eliminacion del virus en el semen nos demostro la presencia de
sementales en el hato, como factor importante para diseminar esta

enfermedad.

Dado los problemas reproductivos reportados por los ganaderos, asi como
los efectos negativos en la fertilidad de las hembras, resulta de gran
importancia, identificar el virus en semen de los sementales y proponer en

el hato un control y vacunacion.

En la actualidad los movimientos migratorios de animales y personas han
permitido eliminar barreras, lo que ha fomentado la diseminacién de estos
virus y de otras enfermedades; asi como también la introduccion
indiscriminada de animales y de semen de otros paises poniendo en riesgo

la salud animal de este pais.
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