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I N T R o o u e e I o N 

En el Centro de Recria, del Programa Descentralizaci6n de 

las explotaciones lecheras del Distrito Federal (PRODEL) 

del Banco de Crédito Rural, ubicado en Tepotzotlán, Edo. 

de M~xico, se han presentado ultimamente casos de aborto 

encontrando que la causa de los mismos es Rinotraque1tis 

Viral Bovina (IBR). 

Esta enfermedad por mucho tiempo se pens6 que no era un -

problema grave en M~xico, pero desde que se empezaron a -

presentar casos de aborto en que se diagnosticó ha tomado 

gran importancia. 

El primer aislamiento y cultivo del virus causal en Méxi­

co fu~ realizado por Martell en 1971 y 1972 (18) y con e~ 

to qued6 demostrado plenamente la presencia del virus de 

la Rinotraque!tis Viral Bovina en México. 

Otros estudios serol6gicos más recientes realizados en Mé 

xico se han hecho por Castilla (7). 

La Rinotraque!tis Viral Bovina es causada por un virus 

del grupo Herpes, se propaga principalmente a trav~s de -

aerosoles infectivos ·que arrojan los animales enfermos en 

los accesos d~ tos, la respiración violenta y las descar-

gas nasales (14). 

Presenta los siguientes signos que se mencionarán de ----
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acuerdo a la frecuencia de su presentación (1). 

1.- Inflamaci6n de las vias respiratorias altas que se c~ 

racteriza por fiebre de 40ºC a 42°C que pe~siste durante 

varios dias. 

Hay presenci.a de membranas de tipo difteroide que cubren 

los epitelios, presentando el animal, respiración agitad~ 

da, lagrimeo y exudado mucupurulento nasal, inflamación -

de la boca, enrojecimiento muy marcado y desprendimiento 

del epitelio. 

Suelen presentarse focos neum6nicos por inhalación de exu 

dado purulento. 

2.- Aborto, éste puede ocurrir en cualquier estadio de la 

gestación y se presenta aún después de largos periodos de 

que el animal sufri6 la infección aguda. 

3.~ Estomatitis y Enteritis. 

4.- Vaginitis pustular. 

Las lesiones en la vagina consisten en una irritación muy 

marcada, enr9jecimiento, inflamación, erosiones y ulcera-

cienes formación de pQstulas en la superficie de la vulva 

y la vagina. 

5.- Querato Conjuntivitis. 

Hay opacidad y ulceración en la cornea, e inflamación ocu 

lar con lagrimeo abundante. 

6.- Encefalitis. 
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se presenta en porcentaje muy bajo suponi~ndose que es de 

tipo matast~sico a partir de las lesiones pulmonares. 

En general la enfermedad no es mortal; si llega a morir -

el animal se debe é complicaciones secundarias. 

La morbilidad media es de 30%, pero puede llegar a 90%. 

La mortalidad es aproximadamente del 3% de los animales -

enfermos (1). 

Se han utilizado varias pruebas serol6gicas para detectar 

anticuerpos contra el virus de IBR, son fundamentalmente: 

a) Neutralizaci6n. 

b) Inmunofluorescencia. 

c) Fijaci6n de Complemento. 

La reacci6n de fijaci6n del complemento es muy empleada -

en los estudios sobre la etiolog1a y epidemiolog1a de las 

enfermedades virales. 

Ortega (22) ha descrito en detalle en México, los funda-­

mentas y metodolog!a utilizados para realizar la prueba -

de fijaci6n de complemento. 

Borsos (4) encontr6 que cuando se hace la incubaci6n del 

sistema de la prueba de fijaci6n de complemento a 37ºC se 

detectan principalmente anticuerpos de la clase IgM, que 

se sintetizan primordialmente en la respuesta primaria, y 

que cuando dicha incubaci6n se hace a 4°C primordialmente 

se detectan IgG que se sintetizan en respuestas secunda--
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rias. 

Tomando en cuenta que como regla general en animales in-­

fectados los anticuerpos presentes son de la clase IgG y 

que en los animales vacunados hay anticuerpos de la clase 

IgM, resulta de interés determinar si es posible decidir, 

por medio de pruebas de fijaci6n de complemento con incu­

baci6n a 37ºC ( 1 hora} y a 4ºC ( 18 horas }, si losan­

ticuerpos.que tenga un animal, fueron estimulados por una 

infecci6n 6 por una vacunaci6n. 

Castrej6n (8} determinó en conejos inoculados con Bruce-­

lla abortus Cepa 19, que en la prueba de fijaci6n de com­

plemento incubada a 37ºC ( 1 hora ) se detectan anticuer­

pos IgM y en la prueba incubada a 4ºC ( 18 horas ) se de­

tectan anticuerpos de la clase IgG. Dichos estudios perm~ 

ten determinar la dinámica de las respuestas serol6gicas. 

Por mucho tiempo en M~xico se utilizó una vacuna para la 

prevenci6n de la Rinotraque!tis Viral Bovina (*). 

Aplicada intramuscularmente y que por no haber podido 

crear un mercado adecuado ya no se vende. 

Las causas que impidieron la aceptación de la vacuna in-­

cluyen: 

{*) "Rhinovac" Norden de M~xico, S.A. M~xico, D.F. 
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a) En vacas gestantes causa aborto 

b) No se puede vacunar a becerros que se estén amamantan-

do de vacas gestantes ya que el virus vacunal es elimina-

do y puede infectar a las vacas gestantes causandoles ---

aborto. 

De acuerdo con los estudios realizados, en los Estados --

Unidos de Norteamérica (26). Se ha desarrollado una nueva 

vacuna que se dice no provoca aborto (**). 

Las características principales de esta vacuna son: 

1.- La replicaci6n en las células del tracto respiratorio 

sin causar signos de enfermedad. 

2.- La producci6n de anticuerpos humorales contra IBR, se 

encuentran altos al décimo dia y 6ptimos al catorceavo -

d1a, después de la vacunación. 

3.- La producci6n de IgA que son las que provocan la Neu-

tralizaci6n del virus de IBR a nivel nasal que es la vía 

normal de entrada del virus virulento. 

4.- Induce en los hu~spedes protección a partir de 4 6 5 

horas después del estimulo viral, hasta 72 horas despu~s 

por la gran producci6n de interfer6n. 

(**) "Bovine Rhinotracheitis-Parainfluenza 3 vaccine" 
Jensen-Salsbury Lab Kansas City, Mo. 
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5.- Esta vacuna intranasal de Rinotraque1tis Viral Bovina 

no produce aborto en vacas gestantes. 

El objetivo de éste trabajo es determinar por medio de -­

pruebas de fijaci6n de complemento, incubadas tanto a 

37ºC ( 1 hora ) como a 4ºC ( 18 horas ) lo siguiente: 

a) Los niveles de anticuerpos de la clase IgM e IgG en bo 

vinos de 6 a 12 y 18 a 22 meses de edad, que fuéron vacu­

nados a los 35 d1as de edad. 

b) Determinar la ~espuesta serol6gica despu~s de aplicada 

la vacuna de Rinotraque1tis Viral Bovina por via intrana­

sal a los animales antes mencionados, y comparar las res­

puestas de anticuerpos en animales no revacunados, pero -

alojados en los mismos locales, para determinar si el vi­

rus vacunal es eliminado e infecta a los bovinos alojados 

en los mismos corrales. 
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M A T E R I A L Y M E T O D O S 

MATERIAL BIOLOGICO 

1.- 50 becerras Holstein Friesian divididas en dos lotes. 

Lote I 25 en desarrollo 

Lote II 25 en gestaci6n 

6 a 12 meses ) 

18 a 22 meses ) 

Ubicadas en el Centro de Recría del PRODEL, del Banco de 

Cr~dito Rural ubicado en Tepotzotlán, Edo. de M~xico. 

2.- Vacuna intranasal contra Rinotraque1tis Viral Bovina 

y virus de Parainfluenza 3. 

3.- Vacuna intramuscular contra Rinotraque1tis Viral Bovi 

na que fu~ empleada como antfgeno en la prueba de fija--­

ci6n de complemento. 

4.- Suero de Bovinos obtenidos de acuerdo al cuadro I; p~ 

ra obtener el suero, se muestrearon los animales mediante 

la punci6n de la vena yugular, se dejaron las muestras a 

temperatura ambiente durante 5 horas, se separ6 el coagu­

lo se decanto y se centrifug6 el suero y el sobrenadante, 

posteriormente se congel6 a -20°C hasta su utilización. 

Adem!s se uso un suero cohtrol positivo a Rinotraque1tis 

Viral Bovina, y sueros negativos de animales libres de Ri 

notraque!tis Viral Bovina. 

s.- Complemento. 
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a) En cuyes sanos adultos de 350 grs. de peso, se efectu6 

punci6n directa al corazón; se efectu6 la separaci6n del 

co~gulo, centrifugaci6n y congelaci6n a -20ºC hasta el mo 

mento de su uso. 

b) Comercial ( Texas-Biological Lab. ). Producto liofili­

zado que se mantuvo en refrigeración a 4°C hasta el mamen 

to de su uso. 

6.- Glóbulos rojos de ovino al 2% fueron recolectados de 

un lote de ovinos'sanos mediante punci6n de la vena yugu­

lar, colocando la sangre obtenida en partes iguales de -­

una soluciOn de Alsever's con gl6bulos rojos y refrigerá~ 

dose a 4ºC hasta su uso. 

7.- Hemolisina comercial ( Laboratorios-Difco ). 

METODOS: 

El lote I está formado por animales nacidos en México y -

el lote II formado por 17 nacidos en México y 8 animales 

nacidos en Estados Unidos. 

En el Centro de Recr!a del PRODEL, las becerras nacidas -

en M~xico procedentes de diferentes ranchos lecheros de -

los Estados de Guanajuato, Querétaro, México, Hidalgo y -

del D.F., llegan entre los 3 y 10 días de edad. El manejo 

establecido señala que hacia los 35 días de edad se vacu-
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nan intranasalmente contra IBR. 

El cuadro I describe el manejo realizado en este trabajo 

en los animales de ambos lotes. 

Durante el estudio, todos los individuos fu~ron alojados 

en diferentes corrales comunes. 

Para realizar la determinación de anticuerpos contra el 

virus de la Rinotraque1tis Viral Bovina, se utilizó la -

t~cnica de fijaci6n de complemento de acuerdo a lo des-­

crito por Ortega (22) y Sánchez Orozco (25). 

a) Calentamiento de los sueros (con objeto de destruir -

su complemento a 56°C). 

b) Lavado de gl6bulos rojos de ovino al 2%. 

8.- Preparaci6n de la prueba de fijaci6n de complemento. 

Para realizar la prueba se titulan: 

a) La hemolisina b) El complemento y e) El antígeno. 

a) Titulación de la hemolisina. 

Se ~equiere lo siguiente: 

1.- Suspensi6n de gl6bulos rojos de ovino al 2% 

2.- Diluci6n del complemento 1/10 

3.- Diluci6n de hernolisina 1/100 

La concentración de hemolisina comercial es de 1/50; en 

el laboratorio se diluy6 1/100, y a partir de ésta dilu­

ci6n se hicieron diluciones de 1/1000 hasta 1/20,000. 

colocando 0.2 rnl. de cada diluci6n en tubos marcados, se 

·~-
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agregan 0.2 ml. de complemento 1/10, y mas tarde se agre­

gan 0.2 ml. de glóbulos rojos al 2i, se completa un volu­

men total de 1 ml., con O. 4 ml. de snluci6n salina fisio-

16gica; colocándose los tubos en ba(;, · ;naría a 37ºC duran­

te 30 minutos después de los cuales s~ saca y se efectúa 

la lectura de acuerdo a la hem6lisis en el tubo. 

La dilución más alta es donde se presenta el 100% de hem6 

lisis; esto se tom6 como una unidad hemolítica. 

b) Titulación del 'complemento. 

Se preparan los siguientes reactivos: 

1.- Suspensión de glóbulos rojos de ovino al 2% 

2.- Dilución de complemento 1/10 

3.- Dilución de hemolisina 2.U.H., en 0.2 ml. 

El complemento se diluye en tubos serol6gicos numerados -

del 1 al 10; se empieza agregando 0.2 ml. al tubo No. 1 y 

se aumenta progresivamente 0.2 ml. a cada tubo y poste--­

riormente se ajusta a 0.6 ml. en cada tubo con soluci6n -

salina fisiol6gica, mas O. 4 ml. del sis tema hemoH. tico 

{ gl6bulos rojos de ovino al 2% y hemolisina ) . 

e) Titulación del antfgeno. 

Se preparan los siguientes reactivos: 

1.- Suspensi6n de glóbulos rojos de ovino al 2%. 

2.- Suero positivo. 

3.- Suero negativo. 



4.- Complemento 2 u. 

5.- Hemolisina 2 U.H. 

12 

6.- Ant!geno (Vacuna Intramuscular ). 

Para la prueba de fijaci6n de complemento se utilizan con 

troles para que cuando se efectGe la prueba se puedan in­

terpretar los resultados que no est~n de conformidad con 

la reacci6n esperada. 

1.- Sistema hemol1tico solo ( indica lisis de gl6bulos ro 

jos ) • 

2.- Sistema hemol!tico con complemento ( indica si hay su 

ficiente hemolisina ). 

3.- Sistema hemol1tico con ant1geno ( indica si el antig! 

no solo en presencia de sistema hemolítico no lisa las cé 

lulas). 

4.- Sistema hemolitico con complemento y antígeno (deter­

mina si la inhibici6n de la lisis se produce por existen­

cia de factores anticomplementarios en el ant!geno). 

s.- Suero positivo. 

6.- Suero negativo. 

7.- Cada uno de los sueros fué analizado por medio de la 

prueba rápida y lenta de fijaci6n de complemento. 

La prueba rápida se realizó, incubando el sistema de la -
·r~ 

prueba a 37ºC ( 1 hora ) y la prueba lenta se incub6 a -

4°C ( 18 horas). 
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En ambos casos, despu~s de que el sistema hemol1tico fu~ 

agregado a los tubos, se realiza una segunda incubaci6n a 

37ºC durante 1 hora; pasado ~ste tiempo se centrifugan -­

los~ tubos y se interpreta el grado de hern6lisis visualme~ 

te y/o por lectura en un espectrofot6metro de "Coleman 

Jr.", ajustado a una longitud de onda de 545}(-1tt· 

Las lecturas se consideran positivas cuQndo se observa 

20% de hemolisis 6 más. 

·;¡ 
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R E S U L T A D O S • 

El cuadro II describe los resultados de los t1tulos prom~ 

dio de fijación de complemento obtenidos en cada uno de -

los lotes, en las muestras de suero de antes de la revacu 

nación y 15, 30, 45 y 60 días despO~s. 

Se señalan los t!tulos promedios obtenidos tanto en las -

pruebas r4pidas 37ºC ( 1 hora ) corno en las pruebas len-­

tas 4ºC ( 18 horas ). 

Las gr4ficas 1 a 12 contienen las curvas de anticuerpos -

de las clases IgM e IgG obtenidas despu~s de las pruebas 

de fijación de complemento para cada uno de los lotes, y 

per:miten la comparación de las respuestas serol6gicas de 

IgM e I9G de los diferentes lotes. 
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D I S C U S I O N 

Los resultados de las respuestas serol6gicas detectadas -

en los animales revacunados y controles de 6 a 12 meses -

de edad Lote I ) y en vacas gestantes de 18 a 22 meses 

de edad Lote II ). De acuerdo con lo señalado en las 

gráficas 1 a 12 fu~ posible identificar las respuestas se 

rol6gicas de IgM e IgG de acuerdo con lo señalado por Bar 

sos ( 4) • 

En todos los casos se observ6 un incremento de los nive-­

les de anticuerpos s~ricos presentes, lo que indica que -

todos los animales analizados tuvieron contacto con el an 

tígeno. Tood y colaboradores (26) determinaron que el vi­

rus de la Rinotraque!tis Viral Bovina se eliminaba por la 

secreci6n nasal, en los animales inoculados principalmen­

te entre el primero y d~cimo segundo d!a despu~s de la -­

inoculaci6n. Lo anterior puede explicar el porqué se ob-­

serv6 un incremento de los t~tulos de anticuerpos en los 

animales controles, ya que el virus vacunal pudo haber s~ 

do eliminado a trav~s de las secreciones nasalaes por los 

animales revacunados, y transmitidos a los bovinos contra 

les alojados en los mismos corrales. 

Las respuestas serol6gicas en los individuos revacunados 

de ambos lotes siempre fueron mayores que las de los ani-
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males controles, tanto en el caso de las IgM como en el -

de las IgG. Esto parece ser debido a que l~ cantidad de -

Virus que recibieron estos animales fu6 menor que la que 

recibieron los revacunados. 

En los individuos controles se observó en la totalidad de 

los casos, que el nivel de IgG existente al inicio del ex 

perimento disminuyó a los 15 df as despu6s de que se obtu­

vo la primera muestra. Esta disminuci6n puede explicarse 

porque el contacto de los animales de los grupos contra-­

les con el virus eliminado de los animales vacunados se -

realiz6 entre 5 y 10 días de la revacunaci6n, y los anti­

cuerpos presentes se utilizaron al contacto con el virus. 

Los títulos máximos de anticuerpos en los individuos reva 

cunados se detectaron generalmente antes que los titulas 

m~ximos en los grupos controles, lo que concuerda con la 

explicaci6n de que en estos bovinos el estímulo antigéni­

co fué posterior y menor al de los animales revacunados. 

En los sueros de los bovinos del lote I se observaron tí­

tulos de IgM e IgG antes de la vacunaci6n lo que corrobo­

ra que dichos animales habian tenido contacto previo con 

el virus que pndo haber sido vacunal 6 virulento. 

En el caso de los animales del lote II, no se encontraron 

anticuerpos IgM antes de l.a vacunaci6n, lo que denota que 

dichos bovinos no habían tenido contacto con el antígeno 
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desde tiempo atr~s, y en ellos ya solamente se detectaban 

anticuerpos IgG. Esto puede explicarse porque las IgM de­

jan de sintetizarse después de que el estímulo antig~nico 

desaparece en tanto que las lgG sintetizadas en la respue~ 

ta secundaria persisten durante periodos muy prolongados 

( 2) • 

Es conveniente recordar que las vacunas con virus activo 

estimulan una respuesta inmunológica mas intensa debido a 

la multiplicación del antígeno. (13). 

El hecho de que las vacas del lote II no hayan tenido t1-

tulos de IgM al inicio del trabajo, tambi~n indica que la 

prevalencia del virus de Rinotraque1tis Viral Bovina en -

la explotaci6n era baja lo que pudo haberse debido a la -

ausencia de virus virulento provocada por las medidas sa­

nitarias y/o de vacunación. 

Al comparar las respuestas post-vacunales de anticuerpos 

entre las becerras j6venes lote I ) y las vacas gestan­

tes ( lote II ) , se observó que en los animales de 6 a -

12 meses de edad los anticuerpos se estabilizaban entre -

los 30 y 60 d1as después de la vacunaci6n, en tanto que -

en las hembras cargadas los títulos de anticuerpos tanto 

de IgM como de IgG continuaron incrementándose notablemen 

te hasta los 60 d1as post-vacunación, y de acuerdo con la 

tendencia ascendente de la curva aún después. 
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Kendrick, y colaboradores (15) encontraron que el virus -

de la Rinotraqueitis Viral Bovina erQ f~cilmente aislado 

de las placentas de vacas gestantes, y al no haber encon­

trado cambios patológicos rnacrosc6picos 6 rnicrosc6picos -

determinaron que la placenta era el sitio en que el virus 

se alojaba durante las infecciones subclinicas. 

La mayor respuesta serol6gica encontrada en este trabajo 

en las hembras gestantes pudo haberse debido a la multi-­

plicaci6n del virus vacunal en la placenta. 

De comprobarse que el virus vacunal se multiplica en la -

placenta al igual que el virus virulento de Rinotraque1-­

tis viral Bovina, seria conveniente que se estudiará el -

posible efecto de tolerancia inmulogica inducido en el bo 

vino gestante al tener contacto con el virus durante la -

etapa previa a la maduraci6n de su aparato inmune campe-­

tente. Lo anterior se basa en los trabajos de Medawar --­

(19) qui~n determinó que todos los antígenos con los que 

tiene contacto el aparato inmune competente previo a su -

maduraci6n son reconocidos como propios. 

Si la hip6tesis anterior se comprueba experimentalmente, 

las vacas gestantes con virus alojado en la placenta da-­

r!an orfgen a animales con una capacidad disminuida de 

responder al agente de la Rinotraqueitis Viral Bovina. 

Algunas de las dudas que han quedado sin explicaci6n ini-
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cial en este trabajo, podr~n ser aclaradas en estudios p~ 

ralelos que se est~n realizando en animales de edades di­

ferentes, empezando.a partir de los 35 dfas de edad. 
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R E s u M E N y e o N e L u s I o N E s 

Se utilizaron sueros de 50 bovinos llolstein Friesian divi 

didos en 2 lotes, con animales de 6 a 12 y 18 a 22 meses 

de edad respectivamente, para determinar por medio de --­

pruebas de fijaci6n de complemento incubadas tanto a 37°C 

( 1 hora como a 4ºC ( 18 horas ) , las respuestas serol6 

gicas de anticuerpos de la clase IgM e IgG consecutivas a 

la vacunaci6n intranasal contra Rinotraqueitis Viral Bov~ 

na. Además se compararon las respuestas de anticuerpos en 

animales no revacunados pero alojados en los mismos corra 

les, para determinar si el virus vacunal era eliminado e 

infectaba a otros animales contiguos. 

Los t!tulos de anticuerpos determinados antes de la reva­

cunaci6n como a los 15, 30, 45 y 60 d!as despu~s indica-­

ron en todos los casos un incremento en los niveles de -­

IgM e IgG. 

Los animales controles no revacunados tuvieron un incre--

mento en el titulo de anticuerpos menor al de los anima--

les revacunados, lo que se explica por la eliminaci6n del 

virus vacunal por las secreciones nasales. Además las cur 

vas de producci6n de anticuerpos en los bovinos no revac~ 

nados alcanzaron sus máximos t!tulos posteriormente. 

Se discute la posibilidad de que el virus vacunal se haya 
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reproducido en la placenta y explique las mayores respue! 

tas inmunes en las bece'rras gestantes que en las jovenes, 

asi como la posibilidad de que los productos de las vacas 

vacunadas durante la gestación puedan desarrollar tolera~ 

cia hacia el virus de la Rinotraqueitis Viral Bovina. 
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