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Este trabajo se realizé en el latoratorio de serologfe
del departemento de virologfs ¢ immunologfs as la Fsculted de
Kedioina Veterinaria y Zooteonia de ls UNAM.

Se odbtuvieron mueatras de sueros sangnineos de bovinos -
destinados s 1la produccién de carme de 1l munioipios del ex~—
Distrito de Tuxtepec, Oux., para reslizer un estudio serolési
co que permitiera detectar la presencia de snticuerpos contra
rinotraqueitis infecoioss bovina ( <I3) por medio de la pruede
de fijacién de complemento.

De un totel de 143 animsles cuestreados, 86 mostrarom tf~
tulos de anticuerpos contrs el vir.s de 113, lo que da un por-

centaje de 61.53% de reactores positivos entre los enimales -
auestreados.



INTRIODUCCION.

La rinotraqueitis infecoioss bovins (4lB), rinotraquei-~
tis viral bovina o exantemas coital bovino,es une enfermedad -
viral quo atacs prinoipalmente al gansdo bovino, existiendo -
reportes sobre oasos do infecoiln natursl en ganado caprino -
(25) y experimentalmente en cerdos (26) y equinos.(20)

n México esta enfermedad fue disgnosticada olfnicmsente
y reportada por Bsparza on 1970 y .lamos en 1971 (19).Zn este-
miszo afio Ruis y Cuevas diagnostican RIB utilizendo pruedes de
inmunofluorsscencia ¢ histopatologfs (13) (28) y kartell y co-
laborsdores aislan el agente osusal, logrando reproducir ls en
fermedad, con 10 que queéds establecida la presencis de rino -
traqueitis infecoiosa bovina en Léxico.

La rinotrequeitis infeccioss bovina ee prosenta en cinco
forzas olinicas diferentes:

l.- Porsa rospiratoria;an condiciones experimentales tie
ne un periodo de inoudacién de 3} a 7 dfas pexrv en potreros o-
corrales de ongorda infeotados, la enfermedad aparece de 10 e
6L dfas dospuds dol ingreso iw bovinos suscoptibles (11).BEl -
corienzo 08 brunco, con 3ignos jue incluyen ;anorexig, hipero
=ia intonsa le la sucosa nasal, sccrecién oc.lar y rasal,:iu-
lorres, fiebre de i a 42 grados cantiyzranca, hiperexcitabili
dad, disnes y a vaces tos.Puode prosentarse nuerte sibita co-
o consacuencia de bronquiolitis obstructiva oxtensa.zn el
nado bovino productor de leche la onferzedad ailopta s. forca
zdo lova, con descenso de¢ ia producoidén ldctea nasta on un i
(29). La teaperaturs 50 norwaliza on uno o dos dfms y el ani-
pel cura por completc on lo a 14 dfas



20 6l ganado bovino destinado a la producecién de carne -
1a enfermedad suele ser miis prolongads, pudiendo ocurrir salgu
nes suertes en o6l periodo febril.Sin exbavgo estas zuertes som,
en su meyorfa el resultado de infeccionos respiratorias secun
darias que producen bromconeuzonia y se observan més cosummen
te después de una anfersedsd proloniads. Los animeies que cu-
ran quedan corn respiracién ruidosa persistente y en,cossxzien-
to de la cucosa nasal que se aconjana de secrecién mucopuru-——
lenta ebundante. cn condiciones controladas se ha registrado
elirinacién interzitente del virus por la mucosa nasal hasta
por 17 meses post-infeccién.(}) Los csxbios histopatolégicos
ods frecuentec se localizan em el trecto respiratorios pérdids
del opitelio ciltado, infiltracidn de la mucosa con neutréfi-
108 y elgunos eosinéfilos, as{ coco so'zulos nodulares y difu
sas de oflulas aononucleares tanto en S.IELCOSA COmO en ol o~
pitelio (15,31).

Zz.~ Porce genital.- 3e le conoce también coro v.lvovagi-
nitis pustular infeccioes { VFI), enfermedad vesicuiar venéres
0 exantera coitai bovino.®m este tipo de presentacién, los pri
WOros 8ignos ajarecen 24 o 46 horas despuds de insaminecién ar
tificial o coito con un aniral © semen infectados (17,3,15) o
bien por contactc con pastos contaz:.nados (20), los signos in
cluycn conge:tién ae la zucosa de la wilva 7 puquenos nédulos
pustulares, lesicaws que son ruy Ji,mificativas ai 3. presen-
tan en becarras vir.enes (22). los toros af.ctados pueden pre
sentar; balanopoytitis, orquitis y nddulos pust.lares un pene
Yy propucio. St ro se presenian cogplicacicn 2 13 'ndnsies, lo3
anizalns se rec.pcran en un poriodo de 2 m 3 J.ranus.



3.~ Porma conjuntivali2n ls mayorfs de los casos se pre-
sents esociads & la forze respirstoria y menos frecuentemente
en forms dnics sin otTos signos. Fuede afeotar la conjuntiva
de uno o smbos 0J0s, la cual ee observa rojs ¢ inflamada &oCE
pafiada de una secreoién seross y profusa.Ssta lesidn puede -
aonducir, en las etapas iniciales a un diagnistico c2fnico e-
quivocado con diarrea viral bovina o con querstoconjuntivitis
infecciosa producida por Moraxells bovis (3).

4o~ Forma sbortivasel aborto se presanta frecumntemente
como secuels de AIB en su forma respirstords, courre afs fre-
cuentemente de 108 4 meses hasts el final de la gestecién y -
gensralnente de 2 semsuas a 4 neses después de la enfermedsd-
olfnica o de la vacunacidn intcsmmsculer con virus activo mo-
dificedo (23). Los fetos muestran inflemsoién gramulomatoss en
todas les visceras, oom necrosis focsl e hiperplesie, infil -
tracién de células monomuclesres, edema en pulsén y ascitis (16).

5.~ Forna encefalitica: esta es la forma oon incidencias-
nés baja (6), se presanta en zayor proporoién en snimsles me-
nores de 6 meses de edad produciendo meningoencefalitis que se
sanifiesta con signos nerviosos a los que frecuentezente si—
gue la muerte.

Adexrds do las cinco forzes ciinicms de presentacién, es-
te virus puede causerjrastitis, metritis y enteritis (11).
' ia signologfa c.fnica nos perzite elaborar un diagnésti-
co presuntivo, sin orbargo el diagnéstico definitivo sélo jue
de llcvarse a cabo a través de técnicas de laboratorio que de
tecten la presencia dul virus o bien demuestren una respuuste
de tipo immune Q.6 indique .a exposicién del amuzal aente ‘!icho
agents etiolégico.



Las diferentes pruebas de laboratorio que se han aplicado
en sl caso de RIB sons

1.- Prueba de immunofluorescencieien la cual se utilice
un "conjugado®( snticuerpos espec{ficos marcedos con uns subs-
tancis fluorescente)que al ponerse em contacto cc= antfgenocs
virales presentes en laj muwstiras sospechosas:exudados, fetos
abortsdos,raspado traqueal,etc.Perziten ovservar ls reaccidn
snt{zeno-snticuerpo con el zicroscopio de fluorsscencia (8).

?2.- Wirus neutralizecién: pare llevar s cabo esta prueba,
se incuban diluciones del s:ero provlesa adicionado con anti-
biéticos en presencia de una cantidad constante de virus cono-
cido {1I8) posteriormente, a e3ta mezOla 50 &Zregs una suspen_
c16n colular, se inocubsn & 37 grados centfgredos con 2 & de -
bioxido Je carbono por 6 dfes.sl tftulo de anticuerpos se de—
terzina con base en el efecto citopfitico ovservado en las cé-
lulas adicionadas & cada diiucién del suero probtlems (27).

1.~ Prueva de intradervorreacidn:onsiste on inocular -
2or via intradéreice una pequuila cantidsd (u.03 & 0.1 mi.) de
antfgeno espec{fico,en ¢ite caso virus Je (iP inactivedo, s -
animales 3ospechosos, &l resuitado se vulo:s zacroscopicssen-
te nidiendo ol sumento en &l espesor ne la ;iel .o un "vernier®
an la resién inoculadm. 3e consi:era rewccidn sospechosa (+-)
@ auneato da 5 a l cm. i@ difmetro,poattiva (+) Jel @ © .,
co9itiva (e+) de 2 @ 3 cu. (10).

4.~ Alslezionto Jel virus:ien esila pr.eta s- utiiizan irug
pudcs Je trajquea, fetos abdbortadus o hisojcas izpresnados con -
oxudauo nasal,prepucial o vaginel e aniv l..v sospechoaud.



Eetas muestres son inoculadas en ocultivos de tejidos en
109 cuales en caso de producirse ls infecci’n por el virus de
RIB aparecerd un efsoto oitopético consistente en desprendirien
to del monoestrato, sparaociendo las oélules rcdondeadas y s~
glomersdss (21).

5.~ Fijacién de complemento:Jars 1la cusl se utilizen di~
luciones de sueros eanguineos inactivados a 56 grados contigra
dos por 30 minutos,éstos se incuban a 37 grados centfgredos -
por )0 minutos en presencia de cantidales comstantes 3¢ un an
tigeno conooido (virus de RIB) y camplezento, dursnte ests —
prizera fase se forza un complejo antfgemo-snticuerpo que *fi-
ja" ¢l complemento, pero sin evidenmcia vieual de este rescoidn,
por 1o que es necesario agregar un sitexe indicador compuesto
por glétulos 10j08 de carmero al 2 # y suero antiglébulos de-
ovino(hemolisina). Una ver agregado este resotivo se hace una
segunda incubacidén a )7 grados centf{zrados por 3 minutos.le-
hezolisis coaplete ind:ca susencia de anticuerpos contra iid
pués no se ha formado el complejo antf{geno-anticuerpo que fije
al complenento durante la primera incubacidn y por 1o tanto 63
te lisa a los gldulos rojos de carnmerc.la prueba en tal caso
se considera nogativa..a susencia de heroliieis os indicativa
de que durante la pricera incubacién 2! c'rple snto fio fijado
por el conglejo ant{ ;eno-anticuer;o. 2n e3te caso la prucbe 84
consiiera positiva.Una variante z2c eata zr.ebm consiste en rea

1izar la prirera inc.bacién s 4 _rados cantf rades por 1t no-
ras (12).



Haoiendo uso de varias de la pruebas enteriormente des—
oritas se han hecho reportes sobre la presencia de esta onfer
redad en la Iopdblics Lexicana desde el ailo de 1971 hasta el
allo de 1977 en los siguientes estados;¥éxico, Fuebla, Vers —
orug, Hidalgo, Querétaro,Guansjusto,Nayarit,Jelisco,Sen Luis-

Potos{,Durango, Baja California, Sonora, 3inalos,Coshuils y -
Chihushus (4).

Sin exbargo quedsn muchas éress del pafs en las cusles -
no existen datos o &stos son insufiocientes oomo para determi-

nar la presencia de la enfermedad y menos wmin su distritucién
e incidenoia.

Al realizar inspecoiones clfnicas en gansdo de csrme en
Jdistintos ranchos de 1los municipios del ex-Distrito de Tuxte-
pec, Oax., es frecuents observar animsles que auestran signos
como los descritos por algnnos entores como secuela de UB (3,
19,29) estos signos incluyenisecrecién nasal purulents,protle
vas neurénioccs y mal estado de carnes. Lo anterior resulta -
aln rds s) miricativo cuando, a la ansmnesis, los propletarios
Jo los rebvailos saflalan la presencia de conjuntivitis,anorexis,
hiporexcitaiilidad nerviosa y jecrecién oc.lar serosa en al.n-
noo 4u los anicales afectsdos 3fes o sexanns antes.

Ystas obsarvaciones esfalan la preienc.g Ge RIB en el ex-
Tistrito Jde Tuxtepec, Oax., y es el onjotivo ie veta tesis, el
dotactar por :zadio je la prueba se fijecidr le ccopler ento, ni-
veles de anticuerpos que cotpruebon esta hijot:sis.



EATERIAL Y KZP0DLS.

Para le realisacién de este trsbajo ee utilizaron 143 ==
suentras de suero semguineo de bovinos de 11 municipios del -
ox-fletrito de Tuxtepeo, Oax.j;Tuxtepec, Usilas, Jecatepec, Jo-
ocotepec, Temascal, 0jitién, loms Sonits, Valle Hacioial,Chil-
tepeo, Jalape de fies y Cotsoodn. Los sueros fueron obtenidos
sediante le punciéa de 1ls vems yugiler, 1s sergre se dej6 o -
temperatura aabiente hasta que se constituyd el coagilo, éste
fue separado y ol suere ee congeld hasta su utilisacién.

Como emtigeno se utiliséd une vecuns contra rimotraqueitis
infecoiose bovine®

Il complemento @8 obtuve 4o cuyes samcs sdultos que fue-
ron sangredos por pumcién cardisce. ls sangre recolectads se
60l0cd en cajas d¢ Petri sl medio mmbiente hasts que se formé
ol coagulo, éste fue separedo.El suerv se centrifugd s 2 500

1M por cinco sinutos, se decants y se congeld hasta su utfli
sacidn.

Se utilisé uns hemolisine comercisl™

Se obtuvo sangre dv ovinos adultos sanos medisnte la pun
oién de la vens yugnlar, recolectada en un frasco esteril que
contenfe solucién de Alesaver para un voluren igual de sangre
v 30 agitd hasta homogeneizarce.

'.’(hinojot, Bovine hirnotcracheitis vmocine,rodifios live-
vir s,boviry tios.e culture ori,en. 3VNTz(.lowa,

PPy

Wi 1: ra slicerinada. Leu.llT7C,



Los glébulos rojos se lavaron dos veces con solucidn sa=
1lins fisiolégics utilizando la centrffugs a 2 500 REE por 5 -
pimutos decantamdo cada vez, ss lavaron una tercers ver utili
gando la centrffugs & 3 000 RFN por 5 minutos y decantando.Se
prepard la euspensién de glétulos rojos al 2 $ utilisando 98
partes de solucién salins fisiolégice y dos partes de giétu-—
108 rojos lavados. Se ajusté ls suspensién al 2 £ usando el -
espectrofotimetro "Coleman” (previmmente ejustado & una longi
tud de onda de 545) hasta obtener una lecturs de .66 de densi

dad éptice, que nos indios que los giftmlos rojos estén en &
luoién el 2% .

s tituleocién de la hemolisina, del complemento y le de-
terminacidn de la dosis del entigemo, se realisé sigiieado led
téonices desoritas por Herbert (12) Cerpexter (7) y Barret (2).

De oada uno de los sueros se toxd uns muestrs de la que
se hioleron tres diluctones: 1 @ 20, 1 & 40, y 1 a 80 que fus
ron colocadas en cuatro tubos de ensaye, dos de los cuales oog
tenfan la d1lucién 1 & 20 y los otros dos lss diluciones 1 e
40 y 1 @ 80 respeotivamente. Cada tubo de emsaye contenis uns
cantided de .2 ml. de la dilucién resjectiva.

Zstas diluoiones se incubaron & 96 _ i°cs centigrados en
bafio Farfa durante )0 zinutos, pars insotivar el cocplemento
de ostos sueros. Despuds do eate tierpo se agresé a ocads uno
de 108 tubos .2 xl. de antigeno proviemente titulado excepto
el prirer tubo (dilucién 1 a 20 ) que nos sirvié como control

de suero y on lugar Je antfgano, se lo agre.d solucién sn.ina
fieiolérica. (.2 ml.)
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A todos los tubos se les agregé .2 £l. de cozplemento -
(tres unidades) también yrevisments titulado.

Los tubos se inoubarom & 4 grados cent{grados durente 15
horas. 3e hizo una seganda inoubecién & 37 grados centfgrados
durante 30 minutos en bafio Earfa.Se sgregld .4 al. de sisteme
hemolftico & cada tubo (preparsdo con glStulos rojos de ovino
al 2 ¥, hemolisina y solucién salins fisioldgica).3e incubaron
mevamente, ests ver a 37 grados centigrados y la lecturs se-
hizo ouando los glébulos rojos del tubo control del complemen
to presentaron uns lisis ocompleta.

Para poder interpretar los resultedos gue no sstuviersn

de acuerdo con l08 resultsfiss esparsdos se utilizsron los wi-
guientes controles:

Control de complemento.- En este tubo de ensaye se depo~
sitaron, .2 ml. d¢ cocplememto, .4 ml. de solucién salins fi-
siolégica y .4 nl. do sistema hemolftico. Zete control ros 1p
dicéd que existia suficiente cocplexento para lisar las célules

Control de sistema hocolitfco. 2n este tubo se de;<zitu
ron .6 m). de solucidén salina fisio.fgica y .4 zl. de =’ . exe
homol fiico. 3ste control nog iadicu -.e Inn 18bulos rcln3 rn-
86 l:i.un oxpontan.ananie.

Control de corp:-weonto re8 oni:g-ac.- T ewte tubc s«

‘positaron .2 rl. dec antfgeno, .. 1.1. v cor,lemcrto, .. ..

s0lucidén saiica fistordgice y .4 z.. ae elatoza hecolfr.cn, .
re dotermminar Q.. la lisis no su inhibe por :a cxistencic se
faotores anticorpl aentarios en vl ant{genc.



Control de antf{geno.- Zn este tubo se ldepositaron .2 ml.
do antfgeno, .4 pl. de solucién saiina fisiolégioa y .4 al. de
sistema hezolfitico. Este control nos persite precisar que el
sntfgeno solo, no liss las cflules.

Control de sueros.- En los que se depositarom:.2 ml. de
diluoiones de los sueros problesas, .2 ml. de oomplemento, .2
ml. de solucién salins fisiolégica ¥y .4 ml. de sistems hamolf
tico.Este control nos compsueda que ls lisis, no ®e inhibe por
factores suticomplementarios del suero.

Se trabejé sdemis con un suerc resotor positivo y un sus
ro resotor negativo conocidos.



12

A S3ULTADOS.

Se estudiarop ani: ales de 18 zesss en adul.nte encontran
do anticuerpos contra .UB.

Tl porcentaje prosedic de r-actoros roaitivos en los ani
=zgleos zuestrealos fue o 61.54 ,..

08 eueros de 10s 143 bovinos fueron trabajsdos zediante
la pruvba iente de fijucién 1 comp.cTonto, 104 rus.iliue son
reprasentados en a8l c.euro »0. i y en la _.~dfica lo0. I .

Zn al cuadro No. . 8e ex,.né 6L niriro y, 6L porsextalc 3o
reactorss ;08itivos cor. respec:o el rrerv i& aui al:s nuodtrea
ios 2n cada nunicipio.



CUADAO Ho. 1

POXICZIPIC o No.ds No. do % No. de %
EUSIPAS | POSITIVGS [. .| niGarIv s | .

CJITTAR 5 7 87.5 1 12.5
JACAT:ZPEC 11 [ 72.772 3 27.27
YAILZ NACICHAL | 10 7 70 3 3
LC¢'A BOKITA 28 17 68 8 32
COTZOCOR 12 8 66.66 4 33.33
TNATPEC 18 12 66.66 6 33.3)
CHILTPEC 18 n 61.11 1 38.86
JCZOTEPEC 10 ] 50 H 50
Jalara Dé c1az| 11 5 4545 6 34.54
TXALCAL 10 4 40 6 60
USILA 10 4 4 6 T 60
TCTALLS 143 8b 61.53 35 38.47

Porcentaje y numero do roactor.s positivos con respecto al admero de
aniralcs susetroados do cada zsunioipio.
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lenta do fijacién | complacento ek lotee 4., bovinos zueve
treados rrocedente:’ is 103 diferenties cunicipic: de! e%- -
Metrito ¢ Tuxtop:r, lax.



DISCYIION.

En este trabajo #e realisé un musstreo serolégico pare -
oonocer que proporeida de los animalés misstreados poseun an-
ticuerpos eontrs risotraqueitie infecoicsa bovina y de este—
sanera poder inferiy la presencis del virus en la zons. los &
nimsles reactores positivos & IIB podrisn ser portadorss del-
virus y posidles diseminsdores del mismo, ya que “ste puede -
ser eliminado hasta por 17 meses post-infeccidn.(})

Para detectar ls presencis del sgente etiolé..ico o demcs
trar ana respuesta de tijo inmoune gque indique la ixposicién -~
del aniral ante iicho agente etiidgico, exister Jiteren:es —
prusbas, en «ste trabajo se utilizé la prusba lenta de fije—
cién de cozplexento I:scrita yor Harbers (12) y Cerpenter (7)
deda la facilidad de o. reslizsoidén y la especificidad en los
resultados. /\ra ls realizacié:. de estas prusbe se¢ utilizé oo-
mo ant{ieno un virus vacunal (previsments titulsdo) con ouenos
resultados de acuerdo con ios controles utiligados.

La prueba lenta de fijacién d cosplemento percite detec
tar las ingunoglotulirsa G gpues son las que mejor fijan el -
comglemento a 4 gra-oe cent{grados (2).

Por 1o general, loa anticuerpos son demcetradles sl cusr
to o quinto !Ma después de la axposicién antigémics, detectan
dose en forra inicisl Igh y al sexto o septimo 4fa las IgG ,-
Que alocansen titulos xucho mayores que la Igi. Ia concentra—
olén de Igt comienza a diminouir y desaparece antes gque ia 1g@
alcance su méximo tftulo, esto ocurre em el décico cuarto o 4§
oinuv quinto dfam, dosp.ds,la IgG ezpieza & declinar hasta nive-
1es no detectables on :1 térnino de 30 a { dfes des;. ‘s le -
uns sole exposicién al an:{;eno.



Za segunds exposioién sl xisso antigeno, grovoca uns res
puests seoundaris, en la cual las Ig alcanzan un nivel 1igers
mento supserior pero dosaparecen en un tiempo siniler al obser-
vado en la respuests prisaris. Zo tanto gue la concentrscidn-
de 135G se eleva a un nivel zuy np.rior Y psrmnnece elevada -
durante muchc zes tiempo (3 o 4 meses) que durante la respues
ta prizeria. :

Utilisendo la prueba ce virus geutralizecidén spliceds en
20C sueros de snimales dc diferentes odades Quevedo (26) en—
oontrd que los porcentajes sés elevados de reasctores positivos
se encontraban entre squellos animsles que por su edad habfan
estado en contmoto con el virus por mfs tiempo.

Con base en 10 anterior y sebiendo q.r lns anixales mues
treados tenfan edades de 16 meses en sdelants y que siempre han
persanecido en la zona, en la cual no se vacuna contra H{IB, se
puede asegursr, que 1os anticuerpos detedtados en este trabajo
representan la respuesta irmune de tipo humoral de los snipa-
lo8 e la presencia del virus de RI3.

El porcentaje promedio Ge reactores positivos fue de 61.53%
esto, coincide con 08 resultados obtenidos por Castilla (8)
{que utilizé prueba de immunofluorescencia) y con los results-
dos obtenidos por Carrillo (6) (que utilizé prueba de fijaci’n
de cosplerento) aunque astas pr.evas fueron sp.icadas s 3sueros
sonJuineos procadenios ds diforen.es partes de ia repsb._ica.

AunGue ©i mirero le mnirales :.08tr.ados oo es rapresenta
tivo de la importancis sanadora de cade cun.cipio y rucho re-
nos de la zone, ol hecho e haber encontraso .n porcentaj- tan
alto e reactor. s poaitivos (61.53%4) y consl.erando i0 relduci~o
ne: adrero - :.»)itrus Sruta).des no’ jerite .poner jJue :l-
virs do 17 ¢34 wrp.ierent. difunid o on la resién.



COACLUSION.

A través de los resul‘ados ootenidos, se ostablece ia -
presencia del virus de I3 en el ex-distrito de Tuxtepec, Cax.
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