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RESUMEN

" NIVELES DE INMUNOGLGBULINAS EN ANI-
MALES VACUNADOS O CON RINOTRAQUEI~
II5 INFLCGIOSA BOVINA ™

AUTOR: ERNESTO LIZARRAGA CELAYA
ASESOR: RAYWUNDO ITURBE RANIREZ

Se realizdé un muestreo seroldgfco doble en 75 bovinos
(ler. parto) importados, raza Holstein-Friesian previamene
te vacunados en Canadd por v{a intranasal contra la Rino-
tragueitis Infecciosa Bovina (RIB), y cue presentaron el -
cuadro clfinico de lz enfermedad, La primerz muestra se to-
mé en el momento en que se inicid clfnicamente la enferme-
dad y la segunda 3 gsemanas después.

Los sueros previamente identificados y congelados fue

ron trasladados al laboratorio de Virologfa de la Facultad
de Wedicina Veterinaria y Zootecnia, en donde se realizé -
la prueba de microseroneutralizacidn en cultivo celular, =
con la finalidad de establecer un criterio de diagndstico -
serolégico comparando el tftulo de inmunoglobulinas séri-
cas entre lag dos muestras,

El 100 # de los sueros de los animales estudiados, —-
presentaron inmunoglobulinas contra el virus de la RIB, ~--
Los tftulos obtenidos fluctuaron de 4 a 324,

Se establecieron con finalidaed de dlagndstlco, 3 gru--
pos de animales: Animales positivos, negativos y sospecho- -
sos, dependiendo de si el t{tulo de inmunoglobulinas série::"
cas aumentara o disminuyera en 2 o més diluciones (primer

grupo), permaneciera estable (segundo grupo) y si tuvo una
ligera fluctuacidén (fltimo grupo);
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INTRODUCCGION

La Rinotragueitis Infecciosa LGovina (RIB), fué recono
cida por primera vez en Europz en 1890, como una enferme-
dad genital llamada exantema coital (1,10,22). En 1950 apa
rece en forma respiratoria en Colorado, (E.U.A.), en 1953
se presenta en hatos lecheros en California, (E.U.A.). El
agente etioldgico es un herpesvirus aislado por iadin en -
1956 (8,12,14,16).

Las presentaciones clinicas que se observan son: abor
tiva, respiratoria, genital, conjuntival, meningoencefdli-
ca y digestiva. (3,7,8,17,24,25).

En liéxico se diagnosticé la enfermedad en 1971 (20),
con la prueba de inmunofluorescencia indirecta para detec-
tar inmunoglobulinas contra el virus de la RIB, en un hato
de bovinos Holstein-Friesian loczlizados en el Estado de -
México, en el cual ocurrié un brote caracterizado por abor

tos y problemas respiratorios en becerros.

Estudios posteriores, demostraron una mayor distribu-
cién de animales no vacunados, con inmunoglobulinas contra
el virus de la RIB en el pafs. (1,4,15). las entidades es-
tudiadas fueron: Distrito Pederal, Estado de México, Guang
juato, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Queretaro, Sonora, Vera-
cruz y Yucatdn. Esto permite suponer que el yirus de la -
HIB, se encuentra ampliamente distribuido en 1la Repdblica
ilexicana. (18,20). Para controlar y prevenir este enferme-
éad en los pafses de donde frecuentemente se importa gana-
é¢o, (5), se utilizan dos vacunas a base de virus activo mo
dificado, una por via intraruscular y la otra intranasal,-
(6,8,9,11,12), capaces de producir una infeccidn latente -

2l igual cue el virus de campo resultante de una infeccién



natural (12,16,21,22). Varios autores concluyen cue ningu-
no de los métodos de inmunizacidén con el virus stenuado de
la RIB, es satisfactorio (16), pues la infeccién latente =
puede reactivarse al someterse los animales a estados de -
tensidn o por aplicacidén de corticosteroides (9,12,23).

El virus activado puede ser eliminmdo en las diferen-
 tes secreciones corporales del animal, a¥n en presencia de
inmunoglobulinas y linfocitos sensibilizados, considerandg
se al animal parcialmente inmune (16,21) y una fuente per-
manente de infeccidn para animales susceptibles, como hem-
bras gestantes, fetos y recien nacidos (13,14,22).

Para comprender lo anterior, es necesario considerar
la forma en que los herpetovirus se replican y permanecen
dpntro del huésped. Se conoce, que pueden replicarse dene~
tro de la célula ocasionando la muerte de la misma, ceusan
do ihmunqsuptesidn en un grado variable, por lo que puede
.0 no haber produccidn de inﬁunoglobulinas (9). En segundé
- lugar, la replicacidh viial puede llevarse g cabo a través
- de puentes'intercelulares sin exponerse al aparato inmuno- -
7 competente.4bof io'que no hsord produccién de anticuerpos
(9). Finalmente 1a replicacién del herpetovirus, ocas;ona
un cambio en la superficie celular perceptible por el apa-
rato inmunocompetente, por lo cue aumentard el nivel de in

o nunoglobulinaa (6, 9,12).

En los estudios efectuados en nuestro pais, al no e=
fectuarse un doble muestireo de suero en animales que pre-
lsentaron‘signos de la enfermedad, no se determind si las - »
finmunoglobulinae encontradas eran producto de una infec- -
cidn natural 6 de una vacunacidn, préctica que no se reali
‘zaﬁen nuestrO'pais.‘o 2penas se inicia. (4,18).

El p:dpbsiﬁo de este trabajo, fué el dé establecer ni
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veles disgndsticos de inmunoglobulinas contra el virus de

la RIB, y determiner si fueron por regpuesta al virus vacu
nel o por infeccidén natural.




" MATERIAL Y 4ETODOS

De 75 Abovfin‘o,s (hembres a ler. p_érto), raz,ei H'ol‘steiyrfz-
“’rrieaian.Vprocedentes”del Canadd, que habfan. sido'vaéuna—_

doa por via intranaaal contra la RIB, 90 dfas. antea de in-

"; gresar a8l pais,,ae tomaron muestras dobles de _sangre de 1a

“ffrg.vena yugular, con jeringas. estériles ‘desechables (lOml).

“E1l primer muestreo .8€ reallzG en presencla de signoa

' wm_c1Iniooa (abortivoa y respiratorioa) sugeativos 8 la BIB,- ’

";ffy 1a segunda muestra ae tomé 3 semanas después.,

lo anterior se real:zd en. establos lecheros estableci:.'~

':',doa en Cananea. Sonora.;

Una vez rormado el coégulo se obtuvo el auero el cual;-,

"rj'ao ccntrifugd a 3000 rpm/5min’ (3000 rpm= 17505) ¥ se con- |
7€aaerv6 en: congolacidn en frascos estériles previanentc ideni;'7"'

- ftiticadoa, para ser trasladados al laboratorio de Virolo- _r n”

‘i‘?gia de la Pacultad de Ledicina Veterinaria y Zootecnia de i‘
1a U.N.A.u.,, . , ’
.. los sueros. fueron inactivados en. baﬂo maria a 56 C/ -1 ‘

‘*gao‘nxn.. diluidoa i4 en Medio Basal de. Bagle 8 (mns).(z),

el (om).

k“/ﬁ%)-7~* L ) S BN
'J'Blfantigcno de la RIB, fué obtenido a pertir e;nna -kf“

“:f'f con. antibidtico y mantenidoa en congelacidn baata su utili"rf;ﬂf:_

' 7fzaci6n..:». o , i
| “Para la prueba ‘de microseroneutralizacidn, se. utilizdf

 ‘3cu1tivo primario de célules de embridn de riﬂdn ae bovino

';(LRB) ¥ el cultivo de lfnea Hadin-Darby de r1ﬂ6n de bovino’f

COmo medio de crocimiento se- emplod el MBE auplenenta :

F'deo con 10% do auero fetal bovino (SFB) y anxibidticoa sl L

(200 U.I. de penic1lina. 200 microsramos de eatroptonicinafrf

‘rﬂffvaeuna 'omercial* titulada 104DICT Soﬁﬂnl (DIGT“3nogilbxn-;£ S
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fectante Gultivo de Tejidos). con 100 DICT/SO% por pozo -—
- (auero) en la prueba._ L

Gomo controles se utilizaron.
vl) Suero negatlvo Suero fetal bovino. .

- f2) Suero poeltivo ‘a).~ Suero con inmunoglobulinas prove-' V
: ; s ' niente de un-‘animal-sin anteceden,_‘

‘tes de: vacunacidn y con cuadro --;g.» .

v 5i cl!nico de la RIB. ,jry
N ) Suerb con inmunoglobulinaa prove-ﬁ“=

. sin prusentar signoa clinicoa de :
T la RIB.' : : » ‘

niente de un animal vacunado pero  f7"

"*ﬂf!ara la pruebe se utilizaron microplacaa de pldatico   f¥ ; '

. ‘ f}.con 96 pozos do fondo plano ’ nicrodiluidoroa de O 05 ml :ff .?,
‘ng*fy nicropipetas dc 0 05 ml y 0.025 ml, : S

| La téenica dc mieroseroneutralizacidn ae roalizd de a\if ‘

; cucrdo al procedimiento descrito por Gnrbrgy (2)' ﬂosei y ;ki 

s ‘3108801 9), enpleando dilucioneu triples en lugar de do-<"

: v’"':"j‘blu. las ailuciones fueron de 1:4 haste o2

:"/(0.025 ml) a probar. debioron ostar en: buonaa condicionos

771:para que en 'y prssoncia exzstiera erecimiento celnlar. 4_5:'}°

»'f;isrogG la suspensidn de eélnlae (0,05 ml). La microplaca geJ?g:?
fincubG (37 G/ZB hra). En lon pozos ddnde hubo formacidn dexg{‘ ﬁ
';<inonoestratos colularoa, el vxrus se neutralizG por anti- ;nfrfi“

:>i:{acuorpoa eapec!ficos en e1 suero. o por el eontrario en au-;{'
Afﬂencii‘de oato-, elavxrus produjo efectos citopatogénicos s

f:En las pruebaa raalxzadaa por duplicado, lon sueros ';;f?;ﬁﬁ

f 1os aueroa diluidos en la mieroplaca se: aﬂadid el virus ti?ff o
"lytulado (0 025 ml/loo DICT/ 50’), deupuds de ‘una hora se a—aij*“



‘lar, al MichSQOQip-invertido; a las 48 horas de'feqligédg

_ 1a prueba.




-nEsULTADoS’
Ios t{tulos de los sueros probados fluctuaron de 4 a
324 (Cumdro Ko. 1).
| CUADRO 1
Dlstrlbucidn de los t1itulos de anticuerpos
en 1a poblacldn.'

Tftulo.  No. animales = % No. enimales %
: ~ 1lra. muestra 2dm. ‘muestra :
4 19 253 3 g
12 18 24 22 28
36 .33 44 33 . 4
108 . T4 5.3 2206
34 113 1 13
Total 75 100 75 100

De acuerdo con los reaultados.‘ae consideraron 3 gru- 
'poa.,' R . R ,
“ a).- Animalea positivoa a la prueba. aouellos ddnde -
zfae ohservd una marcada modiflcacidn en ol titulo de inmuno
globulinas. aumentando ) d1sm1nuyendo en.2 o mﬁa dilucio-
nes. (cuadro 2). A - :

b).- Animales negativos a la prueba,‘aquellos ddnde -

’no se - obeervd modificacidn entre la przmera y segunda muea-<”

'l_itra, o con dlsminuciGn de inmunoglobullnaa en la segunda -
mueatra en una dilucién. (Guadro 3); ' '

f c).- Animales aoupechosoa a 1a prueba° aquelloa ddndd
B /Zhubo un 1ncromento mInimo (1 dilucidn) del titulo de inmu- |
"rnoglobulinaa entre la primera ¥ segunda mueetra. (Cuadro4)v'_




El nivel de inmunoglobulinas del hato tendid a subir
en el segundo muestreo, ya cue el promedio (X) generel del
t{tulo de la primera muestra fué de 30.13 (Xg = 17.30), --

mientras gue en la segunda muestra fué x=48.16 (xg= 21.54)}



CUADRO 2

Animales positivos & la pruebs
de microseroneutralizacidn.

No. del animal. Tftulo: 1ra. T{tulo: 2da.
muestra. muestra.
5 324 12
9 4 36
13 36 108
21 36 108
24 108 108
30 36 108
31 108 . 324
33 4 108
34 12 . 108
38 4 108
40 4 36
42 4 , 36
43 108 36
44 4 108
45 36 : 108
46 108 12
47 36 108
48 4 108
50 36 108
53 4 ) 108
56 4 36
59 36 : 108
60 12 108
61 4 36
64 36 108
66 4 36
70 4 36
71 36 108
Total: 28 (37.3%) X= 41.14 x= 87.55

de la muestra. Xg= 16.42 Xg= 70.14
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CUADRO 3

Animales negativos a la prueba

de microseroneutralizacién.

No. del animal. Tftulo: 1lra, T™tulo: 2da.

muestra. muestra.

l 36 36
2 36 36
3 ‘ 12 12
6 12 4
T 36 12
8 36 36
10 : 4 4
11 36 12
12 S 36 36
14 , 36 .36
16 ' 12 12
17 ‘ , 36 , 36
18 ‘ 36 ~ ' 36
19 o 12 12
20 : 12 12
22 36 36
23 ; 36 12
26 ' 12 12
28 36 12
32 ' ) 36 36
36 , . 36 36
37 - 4 4
39 Lo 36 : 36
51 - 36 36
54 12 12
55 36 36
57 . : 36 36
58 o - e 36 36
62 . ' o 12 12
67 , 36 36
68 o 36 ‘ 12
72 36 36
73 36 - 12
75 36 36

Total: 34 (45.3%) = x= 28.47 X= 23.29

de la muestra. xg = 24.42 Xg = 19.48




CUADRO 4

Animales sospechosos a la prueba

de microseroneutralizacidn.,

No. del animal. Tftulo: lra. Tftulo: 24a.

muestra. muestra,

4 12 36

15 : 4 12

25 12 36

27 12 36

29 12 36

35 4 12

41 _ 4 12

49 » 12 36

52 12 36

63 A 12 36

65 12 36

69 4 12

74 4 12
Total: 13 (17.3%) X =8,92 X = 26.76

de la muestra. Xg = 7.86 Xg = 23.59
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DI5CUsION

Se encontrd cue el 100% de los sueros posefsn inmuno-
globulinas séricas contra el virus de la KIB, resultado si
milar al obtenido por Kahrs, (11) con la pruebas de seroneu
tralizacién en tubo, en la cual de 558 animzles (100%), —-
556 (98.6%) presentaron inmnoglobulinas a las 5 semanas -
de 1la vacunacidn intranasal,

las inmunoglobulinas séricas anti-virus de la RIB en-
contrades en este trabajo, se determinaron en animales que
fueron vacunados por via intranasal S0 dfas antes de ingre
sar al pafs. Como se sabe, la via intranssal ha mostrado -
su efectividad pare inducir niveles detectables de anti- -
cuerpos séricos en los animales en que se aplica, apl Ger-
ber, (6) en otro estudio, obtuvo t{tulos de anticuerpos sé
ricos que tuvieron una fluctuacidén de 10 a 100, en znima-
les vacunados contra la RIB utilizando la misma via. Por o
tro lado en Cenadd en 1973, Darcel (5), encontré cue el —
100% de los animales vacunedos contra RIB, presentaron in-
munoglobulinas con tftulos gue oscilaron entre 8 y 512.

En México Correa (4) en 1975 estudié 47 sueros con ls
misma técnice empleada en este trabajo, encontrando un —--
37.5% de animales con inmunoglobulinas contra le RIB, Pos-
teriormente Quevedo (18), en 1978 encontré que de 259 sue-
ros probados, 161 (62.1%) de los sueros posefan anticuer—
pos contra este virus,.

Estos trabajos muestran una variacién de los nivelea
de inmunoglobulinas. No fué posible obtener un diagnéaticg
pues solo se realizé un muestreo seroldgico en ambos estu-—
dios. , )

Los resultados del presente trabajo, conguerdan con_;ﬂ

lo anterior ya cue se observd cue el rango del ti{tulo de -
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anticuerpos fluctud entre 4 y 324, (Cuadro 1), siendo el -
t1tulo promedio de la poblacidn estudiada en le primera --
muestra de 30.13 (xg = 17.30), mientras en la segunda mueg
tra el tftulo promedio fué de 48.16 (xg = 21.54).

La observacién del cuadro clinico en animales con in-
munoglobulinas séricas, sugiere que el virus puede causar
dafio a¥n en presencia de éstas, y ser eliminado (9,23). Eg
to probablemente ocurre, pues se sabe que la respuesta in-
mane puede contribuir e la presentacidn del cuadro clfnico
8,12).

Es importante considerar también, que el virus vacu-
nal de la RIB produce infecciones latentes en el huésped, -
como lo demostré Sheffy, (21). En esta infeccién latente,-
el virus vacunal puede reactivaerse cuando los animales son
gometidos a estados de tensidn o con la aplicacidn de fér-
macos, entre ellos los corticosteroides (6,9,12,16,21).

Se desconoce, si los animales estudiados en este tra-
bajo sufrieron estados de tensién, pero es muy probable =
que el transporte hacia nuestro pafs, el cambio brusco. de
alimentacidén, el clims y prdctices de manejo hayan contri-
buido o participado en la presentacién del cuzdro clinico.
Por lo cual se pudo haber incrementado le susceptibilidad
de la poblacién para un virus de virulencia mayor, o para
le participacién de otros agentes etioldgicos.

Lz presentacidn del cuadro clfnico de le RIB en estos
animeles, sugiere cue la vacuna fué incapez de brindar la
proteccidn deseada, lo que coincide con lo reportado por -
Kelling, (13), quién encontré una gren cantidad de cuadros
clinicos de la RIB, en animales vecunedos y en animales no
vacunados, pero cue tuvieron contacto con los primeros.

los reaultadda de este trebajo y la informacidn exis-

tente con respecto 2 la vacunascién contra la RIB, cuestio-
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nan la proteccidn que‘confirid esta vacuna en los enimales
estudiados, y por otro lado reafirman la necesidad de esta
blecer patrones de diagndstico seroldgico en nuestro pais,
utilizando el doble muestreo y pruebas méds sensibles y es-
pecificas, como la de microseroneutralizacién en cultivo -
celular.,

"Se sugiere que los t{tulos de inmunoglobulinas encon-
trados en los sueros de los animales estudiados en el pre-
sente trabajo, pudieron haber sido consecuencia de una pro
bable infeccién por un virus vacunal que recuperd sm viru-
~ lencia original; o cue el virus vacunal no fué capaz de es
timular eficazmente al aparato inmunocompetente de estos g

‘nimales, por lo que no tuvieron proteccidn ante la inféc-

c¢idn por un virus de campo de virulencia mayor.
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CONCLUSIONES

Se establecieron niveles diagndsticos de inmunoglobuli-
nas séricas contra el virus de la RIB, emplesndo lz --—-
pruebe de microseroneutralizacidn en cultive celular —-

realizando el doble muestreo seroldgico.

En los animales importados de Cesnadd y vecunados por —-
v{a intranasal contra la RIB, la vacuna no confirié le

proteccidn esperesda.

La observacidn del cuadro clfnico en animales que po- -
geen inmunoglobulinas séricas contra el virus de la RIE,
indica que estas no son capaces de evitar la presenta-

cidn del cuadro.
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