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RESUMEN

Este trabajo se realizd con el objeto de evaluar un ensayo
inmunoenzimatico comercial (ELISA) en la deteccion y valoracion de
anticuerpos circulantes a IBR y con la finalidad de realizar un muestreo
seroepidemiolégico en varios establos con antecedentes de abortos,
entre los cuales es de gran importancia el virus IBR en la Comarca

Lagunera y en otras partes de la Republica Mexicana.

En término de 6 meses se tomaron 65 muestras sanguineas por via
venococcigea en tubos vacutainer de vacas lecheras seleccionandolas
con historia de 1 a 3 abortos. El suero fue separado y conservado en
viales a temperatura de congelacion de -20°C hasta ser utilizadas para su
valoracién. El trabajo de laboratorio se realizd en la Unidad de
Diagnéstico de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad
Laguna en el area de inmunologia en donde se aplico la técnica de ELISA
(TRACHITEST, CHEKIT Laboratorios del Dr Bommeli). Los resultados
dados de acuerdo a las lecturas de las densidades dpticas obtenidas y de
acuerdo al procedimiento de evaluacién recomendado en el kit, son los
siguientes: el 20.64% de los animales dieron titulos de anticuerpos por
encima del rango indicado en el kit (85%) considerados como positivos. El
38.10 % cayeron en el rango de 30-84.99% indicado en el kit como
sospechosos, mientras que el 41.26% fueron catalogados como
negativos con un porcentaje menor del 30%. De acuerdo a la valoracion
de este kit resulta ser adecuado bajo una previa estandarizacion del
técnico que lo utlice en el diagnostico de IBR. Y segun la seroprevalencia
obtenida s indicativo importante de causa d abortos en la Comarca

Lagunera.



INTRODUCCION

El complejo respiratorio bovino (CRB) constituye una de las causas
mas importantes de pérdidas econémicas de los bovinos. Para que
se desarrolle la enfermedad clinica, se requiere de una compleja
interaccion, poco entendida entre factores ambientales, agentes
infecciosos (dentro de los cuales se encuentran los virus IBR, DVB,
BRSV y P-I-3 y las bacterias: Pasteurella haemolytica, Haemophilus
somnus y Vibrio fetus) y hospedero. A pesar de que existen una
gran variedad de antimicrobianos para tratar este padecimiento y
una amplia gama de biolégicos para prevenirlo, continia causando
serios estragos en la ganaderia mexicana.(Christensen 1995, Avila
1995).

Entre los factores que interaccionan con virus, y bacterias se
encuentran los factores ambientales, y estresantes que son: el frio o
exceso de calor, transporte y manejo del ganado, asi como también
los factores anatomofisiolégicos de la propia especie bovina, tales
como la pleura poco distendible, pulmones pequefios, angulo
tré.queo-brbnquial recto, menos numero de macréfagos alveolares,
menor presion para el intercambio gaseoso los cuales ponen en
desventaja a los bovinos con su inmunidad. (Christensen 1995 ).

RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)

Es una enfermedad infecciosa que lo causa el herpes virus bovino

tipo 1 y la cual tiene varias presentaciones:



Respiratoria: Se presenta con nariz roja, conjuntivitis vy
traqueitis y se puede asociar bacterias tales como pasteurella spp.,
Haemophilus spp y mycoplasma spp para producir neumonia (Avila
1995). Esta forma respiratoria también se manifiesta por fiebre,
disminucion del apetito, respiracién rapida, disnea asociado a
material mucopurulento en los pasajes nasales y traquea y se
observa tumefaccion de la nariz. Ocasionalmente la obstruccion de
pasajes nasales resulta en respiracion con boca abierta. El ganado
primero presenta descarga nasal profusa, la cual es clara en los
estadios primarios y después se torna mucopurulenta. A esta forma
también se le ha llamado nariz roja (por la hiperemia y el
enrojecimiento de los pasajes nasales). Se presentan ulceras
bucales y en mucosa nasal que se cubren después con membranas
diftéricas de olor fétido. La morbilidad llega hasta el 100% vy la
mortalidad al 10%.(Charles, et al. 1990, Jubb, et al. 1985,Stephen,
etal. 1971)

Este virus replica en una variedad alta de cultivos celulares
produciendo cambios patolégicos distintos que sirven como base
para su aislamiento, titulacion y pruebas de neutralizacion del virus
por el anticuerpo sérico. Este virus posee potencial oncdgeno.
(Jubb, et al. 1985, Kramps, et al. 1993). Produce lesiones necrdticas
en pulmon, bazo e higado con cuerpos de inclusion intranucleares
en hepatocitos.(Christensen 1995, Cruz, et al. 1995, Kahrs 1977,
Larson 1996, Quintero, et al. 1995, Delgado, et al. 1995).



Se tiene reporte de que algunos animales desarrolla una
infeccion la cual puede ser reactivada y esta infeccion latente no
puede ser prevenida por la vacunacion (Kahrs 1977, Kramps, et al.
1993).

La forma Reproductiva se manifiesta por abortos muerte
embrionaria, repeticion de servicios, momificaciones fetales,
vaginitis y es también llamada vulvovaginitis pustular infecciosa
(IPV). Existen portadores de virus latentes en casi todos los hatos y
si estos son sometidos a un excesivo estrés o si su sistema
inmunologico se ve disminuido el virus podra reactivarse y
expandirse en el ganado susceptible( Clyde 1991 y Avila 1995). Esta
infeccion IPV se manifiesta por pustulas y descarga mucupurulenta
por vulva ya que la mucosa vaginal y vulvar esta infectada y a esta
forma también se le llamaba Blaschenausschlag (en Europa por
muchos afos)(Pierre 1995, Kahrs 1977). La examinacion interna
revela pustulas o placas con material necrético blanco en la mucosa
vulvar y vaginal. El IPV es una enfermedad venérea por cruza,
lamido de genitales, por semen infectado (Kahrs 1977, Tortora 1995,
Stephen, et al. 1971), también se reporta un perro que en forma
epizootica tenia el habito de chupar las -vulvas de las vacas cuando

estas eran de transmision. En el semental se manifiesta como una

balanopostitis (Kahrs 1977).

La infeccién puede causar aborto hasta en un 50% de las
vacas susceptibles. El tiempo minimo para que este se presente son
3 semanas, pero las vacas pueden abortar, hasta 3 veces o mas

después de haber sido infectadas.



También en caso de brote epidémico de abortos debemos
explicar claramente al propietario de las vacas que con la
vacunacion frecuentemente falla para detener los abortos por
IBR.(Clyde, et al. 1991, Avila 1995)

Los becerros abortados por IBR son retenidos en el Gtero de
24 a 72 horas después de muertos, asi los fetos se encuentran
moderada o severamente autolisados, lo cual acarrea una gran
coleccion de fluido serosanguinolento en las cavidades de su cuerpo
(Avila 1995). Los abortos son producidos entre el 4° y 7° mes de
gestacion y se observan lesiones con focos necroticos en diferentes
érganos del feto, principalmente en los rifiones y el higado.(Barajas
1993, Christensen 1995, Kahrs 1977, Larson 1996, Quintero, et al.
1995). La gastroenteritis se presenta en ganado adulto y cuando
esta se presenta en becerros recien nacidos generalmente es fatal.
(Christensen 1995, Stephen 1971). Al examinar rifion fetal
congelado por inmunofluorescencia (F.A) se tiene una efectividad
del 90% para el diagnoéstico de la infeccién. Para prevenir abortos se
requiere mantener altos niveles de inmunidad mediante vacunacion
del hato (Taliens, et al. 1989, Cortese 1994, Avila 1995, Garza
1998).

Forma conjuntival.- Se manifiesta con inflamacion de la
conjuntiva y a menudo acompafia a la forma respiratoria de IBR.
Ocasionalmente los signos respiratorios no son evidentes Ia
conjuntivitis con descarga ocular (que inicialmente es clara y
después se torna mucopurulenta) y la opacidad corneal aparecen

como manifestaciones de IBR (Timoney 1971).



Esto puede ser mal diagnosticado como ojo rosado (pink eye)
ya que en este la opacidad de la cornea ocurre en el centro de la
cornea y se expande centrifugalmente y en el IBR asociado a
conjuntivitis la opacidad es poca y parece iniciada en la conjuncion
corno-escleral. El diagndstico de IBR asociado a conjuntivitis se
confirma al descubrir plstulas o placas de debris necrético blanco
en la conjuntiva (Avila 1995, Studdert, et al. 1964, Kahrs 1977), sin
embargo estas lesiones no siempre se desarrollan. Dicha conjuntiva
es frecuentemente edematosa y dolorosa, los animales rehuyen a
las necesidades de las manipulaciones para la observacion al ver

las lesiones. (Timoney 1971).

Forma nerviosa: Se manifiesta como una encefalomielitis
ocasionalmente en ganado joven, comienza como una
leptomeningitis y encefalitis no purulenta caracterizada por
incoordinacién circular, decaimiento, amaurosis, se van encogiendo
de los flancos, coma y muerte. La razén por la que algunos animales
desarrollan encefalitis no se sabe y puede involucrarse por varianza
del virus (Kahrs 1977, Jones 1983, Jubb 1985).

PREVENCION

Existen 4 diferentes tipos de vacunas contra IBR en el mercado:
Virus vivo modificado para administracion I.M.

Virus vivo modificado para administracion I.N.

Virus inactivado (muerto)

Virus vivo quimicamente alterado



Cada tipo de vacuna tiene sus ventajas y desventajas y es
muy importante conocer sus usos (Cortese, et al. 1994, Charles, et
a1990, Roth 1993, Schultz 1993, Vilchis, et al. 1987). Cuando se
determine un programa de vacunacion para grandes hatos
comerciales es muy importante recalcar con el cliente la relacion
costo-beneficio. Las vacunas deben ser vistas como una poliza de
seguros; el no utilizar las vacunas esenciales puede llevar a
cualquier finca ganadera a la quiebra. Siempre se debe realizar una
segunda vacunaciéon de 2 a 4 semanas después de la primera |,
sobretodo si se usa virus muerto y nunca debemos vacunar antes
de los 6 meses de edad ya que de lo contrario desactivaremos la
inmunidad pasiva por la vacunacion y se debe hacer énfasis que al
hacer una reposicion de ganado se haga al llegar a los 12 6 14
meses de edad, ya que las hembras todas estén vacunadas y
revacunadas contra todo lo que pueda producir aborto. De
preferencia utilizar vacunas a base de virus vivo modificado 6 virus
quimicamente alterado ya que proporcionan una inmunidad mas
duradera (Charles, et al. 1990, Taliens, et al. 1989).

En vacas adultas que han seguido un programa de vacunacion
revacunar cada afio. No utilizar virus modificado en las vacas
gestantes, ya que puede causar aborto (Avila 1995, Charles, et al
1990, Roth 1993, Schultz 1993, Vilchis, et al. 1987).



OBJETIVOS Y METAS
Objetivos:
Los objetivos de nuestra investigacion fueron los siguientes:
1 -Realizacion de un muestreo seroepidemioldgico contra IBR.

2. -Diagnosticar IBR por método inmunoenzimatico indirecto

confirmatorio
Metas:

Diagnosticar en 65 muestras de suero sanguineo de vacas

holstein la deteccién de anticuerpos circulantes contra IBR.
Hipotesis

El IBR es una causa importante de abortos en establos de la
Comarca Lagunera y su diagnostico puede realizarse por la

deteccion de los anticuerpos circulantes contra IBR mediante el kit

es;:ieciﬁco por la prueba de ELISA.



ANTECEDENTES

Peter y Durham (1990) en Alberta y Saskatchewan Canada
realizaron un estudio de prevalencia de anticuerpos para IBR, PI-3,
BRSV Y DVB en ganado de un total de 1745 cabezas de ganado.

El porcentaje total de prevalencia de anticuerpos a IBR fue de
37.8% de un total de 295 granjas. La técnica de ELISA utilizada fue
la descrita por varios autores (Bandar, et al. 19955, Barajas, et al.
1993, Behymer, et al. 1991).

Por provincia en este mismo estudio fue distribuida la

prevalencia de la siguiente manera.

En Alberta, de un total de 129 animales probados se encontrd

una prevalencia de anticuerpos a IBR en 20%.

En el distrito de Sasketoon y Humboldt se encontré una
prevalencia de anticuerpos de 45% en 294 sueros de 68
propietarios.

En el distrito de Swift Current, Maple Creek y Assiniboia se
encontré una prevalencia de 47.4% de 175 sueros probados.

En el distrito de Weyburn, Moosomin y Yorkton con una

prevalencia de 64.1 % de 318 sueros probados.



Behymer y Riemann (1991) en el estado de California (USA)
realizaron un estudio en masa, de sueros de ganado contra 14
agentes infecciosos por la técnica de ELISA. con la finalidad de

monitorear la sanidad de un hato.

Este estudio se realizé de un total de1953 animales, los cuales
estaban distribuidos de la siguiente manera 886 de ganado lechero
y 1073 de ganado de carne. Las muestras fueron obtenidas de junio
de 1988 a junio de 1989. En este estudio el estado de California fue
dividido en 6 distritos para el monitoreo de la salud animal y en el
cual se encontré6 una media de prevalencia del 3%, siendo para
ganado lechero un 5% y en ganado de carne un 2%. El resultado
final concluye que de el total de animales muestreados 58 animales

resultaron positivos a IBR.

Kramps y Quak (1993) realizaron un estudio comparativo
sobre 16 ensayos de inmunoabsorbancia ligada a enzimas (ELISAS)
para la deteccion de anticuerpos contra herpesvirus bovino tipo 1
(BHV1) de ganado. Todas las ELISAS fueron capaces de detectar la
mayoria de los anticuerpos antiBHV1 en sueros negativos con una
especificidad mayor del 92%. En este estudio solo un kit marcé un

suero negativo como positivo en ensayos por duplicado.

3 kits dieron resultados inconsistentes con 1 de los 12 sueros

negativos.

Ninguna de las pruebas detectaron anticuerpos con reacciones
cruzadas para BHV4. La sensibilidad vari6 considerablemente en
promedios de 50 y 100% (Levings et al 1984).
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Una variacién considerable entre las pruebas se observo
cuando se probaron los sueros 9 dias de la infeccion experimental
encontrandose anticuerpos neutralizantes en bajas cantidades vy
solo anticuerpos prematuros de la clase IgM estuvieron presentes
(Ungar-Waron y Abraham, 1991).

5 kits fueron capaces de marcar por lo menos algunos de los
sueros negativos como positivos. La falla para detectar los
anticuerpos IgM por algunas pruebas pueden ser explicadas en
base a la aplicacion de los anticuerpos monoclonales IgG
especificos para detectar anticuerpos BHV1 especificos y/o por la
concentraciéon relativamente baja de anticuerpos de alta afinidad
presentes en los sueros poco después de la infeccion (Dr. Bitsch;

Ackermann et al, 1990).

Los sueros recolectados 13 dias después de la infeccion
fueron positivos en la mayoria de las pruebas, posiblemente
atribuido al cambio del isotipo del anticuerpo y/o a una elevacion del

nivel de anticuerpos especificos..

Algunos resultados negativos fueron obtenidos en algunas
ELISAS cuando se muestred los sueros recolectados 3 semanas
después de la vacunacién con Tracherhine. Ya que este tipo de
vacuna induce a una respuesta humoral débil, lo cual explica el
resultado negativo (Zygraich et al., 1974; Lazarowicz et al., 1983).

La habilidad para detectar anticuerpos especificos difirid

considerablemente entre pruebas.

11



En este estudio se especula sobre la respuesta baja, la cual
pueda deberse a anticuerpos de reaccion cruzada inducidos por la
infeccion con virus como el herpesvirus caprino 1, herpesvirus
caprino 2 y herpesvirus caprino 3 o bien que el ganado se puede
infectar por medio de tracto genital, el cual puede conducir a obtener
titulaciones bajas de anticuerpos o bien la respuesta de anticuerpos

séricos puede ser fuertemente suprimida cuando los anticuerpos

especificos de origen materno estan presentes durante la infeccion
BHV1

En conclusion las pruebas ELISA para detectar anticuerpos
especificos BHV1 correctamente, son buenas pero su sensibilidad y
especificidad varian considerablemente, sin embargo para los
propdsitos de diagndstico de rutina, 2 o 3 de las 16 ELISAS
utilizadas reconocieron satisfactoriamente la presencia de
anticuerpos especificos en una sensibilidad del 70%. Los
descubrimientos de este estudio indican la necesidad de un acuerdo
de estandarizacion internacional sobre las pruebas para detectar

anticuerpos séricos de BHV1 en el ganado.

Banda, Torres y Alvarado (1995) realizaron un estudio de
diagnéstico diferencial de 3 agentes causantes de problemas
reproductivos en ganado lechero en una explotacion del estado de
México en ganado productor de leche. Para esto se tomaron
muestras de sangre de 50 vacas de la raza Holstein Friesan con
problemas reproductivos, de 1 a 4 partos y 10 vacas aparentemente
sanas ambos lotes con su esquema de vacunacion contra 3 agen-

12



tes infecciosos (leptospira, brucella e IBR). Y los resultados
fueron los siguientes: 41 de las 50 muestras de suero (82%)
resultaron positivas para IBR del primer lote y 7 de 10 del segundo
lote (70%) se encontraron positivas a la misma prueba.

Se concluye en este estudio que en este hato las 3
enfermedades contribuyen a la presencia de problemas

reproductivos.

Matus y Giiris (1995) realizaron un estudio serologico y
epizootiolégico de IBR, PI-3, BRSV en sementales bovinos del
estado de Chiapas, clinicamente sanos de explotaciones extensivas
e intensivas procedentes de diferentes municipios del estado de
Chiapas, selecionandose el 10% de dichos municipios mediante
una tabla de nimeros aleatorios. Colectandose 70 sueros mediante
un muestreo aleatorio simple ( 35 extensivos y 35 intensivos) y
procesandose por ELISA. Los resultados fueron los siguientes, de
un total de 70 muestras séricas bovinas analizadas 54 de ellas
fueron positivas lo que representa el 77% de seroprevalencia global
estimada para IBR. Se concluye en este estudio que la prevalencia
global estimada de anticuerpos hacia virus respiratorios es un
problema fuerte, siendo PI-3 el mas prevalente seguido de IBR y
BRSV.

13



Barajas Rojas de diciembre de 1986 a diciembre de 1989
realiz6 un estudio seroepidemiolégico en ganado bovino holstein-
cebld en el tropico de México determinado por técnica
inmunoenzimatica contra 23 enfermedades virales, bacterianas,
riquetsiales y parasitarias a nivel serolégico en un estudio de
cohorte o longitudinales prospectivos ( de incidencia) asi como de
parametros reproductivos en bovinos y por diferencias de edad y de
genotipo relacionada a la respuesta inmune contra agentes
infecciosos, encontrando una muy baja prevalencia de un 5.4% para
el virus de la diarrea viral bovina (DVB) y de 2.5% para el virus de la
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), de un total de 3847 sueros
muestreados en forma bimensual de una poblacién promedio de

ganado bovino de 296 animales.

Barajas y Rodriguez (1995) realizaron un estudio
seroepidemiolégico de enfermedades infecciosas en ganado bovino
del municipio de Tamiahua, estado de Veracruz, México en marzo
de 1995 determinado por técnicas inmunoenzimaticas Ila
seroepidemiologia contra 12 agentes infecciosos bacterianos,
virales y riquetsiales a nivel subclinico en estudio de cohorte vy

seccién (prevalencia).

Para esto se procesaron 780 muestras serolégicas analizadas
en forma semiautomatica contando con la ayuda de un lector de
ELISA. La seroprevalencia general observada fue de un 16% para el
virus herpes bovino tipo 1 del ganado o rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR). Lo que representa que 11 animales de las muestras

obtenidas son positivas a esta enfermedad.

14



Gu1500
En este estudio se contempld la edad, sexo, el genotipo y el

estado fisiolégico ( para hembras gestantes y no gestantes).

Quintero, Enriquez, Lastra, Esguerra (1995) realizaron un
estudio de monitoreo de algunas enfermedades en vaquillas
importadas a la Comarca Lagunera procedentes de Estados Unidos
y Canada. El trabajo se realizé de diciembre de 1994 a marzo de
1995. Se muestrearon 100 vaquillas con una poblacion promedio de
7 a 8 meses, de las cuales 80 fueron procedentes de Estados
Unidos y las 20 restantes de Canada. Los métodos utilizados para la
determinacién de agentes causantes de enfermedad fueron:
seroneutralizacion para el diagnéstico de IBR, DVB, LVB ( virus de
leucosis bovina), y paratuberculosis. Los resultados obtenidos para
IBR indican que se encontré 17 animales con titulos de enfermedad,
41 con titulos vacunales y 42 con titulos de enfermedad negativos.

Delgado, Quintero y Luna De A.A.(1995), realizaron un
estudio patolégico, microbiolégico y serolégico del aborto en bovinos
holstein de la Comarca Lagunera.En este estudio analizaron 30
fetos de bovinos holstein abortados con un rango de edad de entre 3
y 8 meses de gestacion. Se tomaron muestras de sueros de vacas
que abortaron para realizar estudio de seroneutralizacion para la
identificacion de IBR y DVB, arrojando como resultado dos casos de
IBR con titulos de anticuerpo de 1:128 y 1:256. Lo que significa que
en este estudio de los 30 animales muestreados hubo 2 positivos a

IBR por seroneutralizacion y corresponde al 6% de seroprevalencia.
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Velarde, Alvarado, y Mejia (1996), en un estudio de control de
enfermedades infecciosas dentro de un programa de mejoramiento
genético en bovinos de dos campos experimentales de la SAGDR,
“La Posta” y “Playa Vicente”, ubicados en el estado de Veracruz y
con ganado de doble propésito, con la finalidad a la deteccion de
por lo menos 3 agentes infecciosos que afectan la reproduccion del
ganado como son IBR, leptospira y brucella. Se colectaron 110
muestras sanguineas para su andlisis, en el caso de IBR de
seroneutralizacién en placa considerando la seropositividad de 1:2
de acuerdo con lo establecido por el Code Of Federal Regulation
(CFR).

Mostrando los siguientes resultados: de 104 sueros
muestreados para IBR en ambos campos experimentales se obtuvo
el 4.8% de casos positivos con titulos de 1:2 a 1:8 en dos bovinos
de campo “La Posta” y dos bovinos con titulos de 1:2 y uno con
titulos de 1:4 en el campo “Playa Vicente” representando como
conclusion que solo cinco animales fueron positivos a IBR(4.8%). Se
concluye en este trabajo que los resultados obtenidos brindaron la
informacion suficiente para formar un hato libre de por lo menos
esas tres enfermedades infecciosas, ya que los animales positivos
fueron sacrificados y de esta manera favorecer la calidad del
ganado seleccionado para establecer el programa de mejoramiento

genético.
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Rodriguez et al. (1998), realizaron un estudio serolégico con el
fin de obtener un seroperfil reproductivo (IBR, Leptospirosis y
brucelosis)en hembras bovinas del municipio de Othon P. Blanco,

Quintana Roo.

Las 90 hembras que se muestrearon fueron de diferentes
razas, que tuviesen tres partos y antecedentes clinicos de haber
padecido problemas reproductivos en los ultimos cuatro meses:
abortos, mortinatos, metritis , piometras y repeticion de servicios.
Teniendo como objetivo detectar la presencia de anticuerpos contra
IBR, Leptospirosis y Brucelosis se utilizé la técnica de ELISA. La

prevalencia encontrada para IBR fue del 38.88%.

Guiris et al. (1998), realizaron un estudio epizootiologico en el
municipio de Villaflores Chiapas en 90 animales bovinos con
problemas reproductivos, abortos, mortinatos, metritis, piometras y
‘repeticion de servicios. Con la técnica de ELISA para IBR resultando
seropositivos 55 animales dando una seroprevalencia de 61.11%.
De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede
observar que es similar a lo obtenido y reportado en otros estudios,
como el realizado en México por Sierra et al., (1993) quienes
reportaron una seroprevalencia del 67% al analizar 50 sueros
bovinos procedentes de diferentes estados de la Republica,
mientras que Cerny and Schuller, (1988) encontraron
seropositividad apartir de 122 muestras séricas del 72% en un

estudio realizado en Suiza.
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ANO AUTOR(ES) No. ANIMALES | TECNICA % DE
MUESTREADOS | UTILIZADA | PREVALENCIA
A IBR.
1990 | Peter J. K. y Burham 1745 ELISA 37.8
1991 | Behymer y Riemann 1953 ELISA 3
1993 |Kramps et al 41 ELISA ¢
1995 |Banda R., Torres A., 50 ELISA 82
Alvarado
1995 |Matus P., Guiris A. 70 ELISA 77
1987 |Barajas Rojas 296 ELISA 2.5
1995 | Barajas R.J. 780 ELISA 16
Rodriguez R.D.
1995 | Quintero C.J., 100 Seroneutr 17
Enriquez, O.I. alizacion
1995 | Delgado, G.R. et al. 30 ELISA 6
1996 |Velarde O.C. et al 104 ELISA 4.8
1998 | Rodriguez, A.F., et al 90 ELISA 38.88
1998 | Giris, et al. 90 ELISA 61.11
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MATERIALES Y METODOS
DESCRIPCION DEL SITIO EXPERIMENTAL

La Comarca Lagunera,

La Comarca Lagunera estd localizada en Ila region
semidesértica del norte de México y comprende las porciones sur-
oeste del estado de Coahuila y Noroeste del estado de Durango.
Esta limitada por lo meridianos 101°49’ y 16°23’, comprende una
superficie de 5'250,000 hectareas aproximadamente (28). Es una
planicie cuya altitud es de 1140 MSNM aproximadamente,
existiendo algunas sierras que no son de mucha importancia en
cuanto a su elevacion entre las que se encuentran. Al oriente la de
Balcuco, al poniente las de Tlahualilo, las Campanas, San Carlos,
Espafia, Noas y Mapimi; al Noroeste las de Gavia, Bermejillo y
Santiago, al centro Norte las de san Lazaro y al Sur de Jimulco (26).
El clima de acuerdo a Thormthwaite en 1948 y Contreras en 1946, lo
clasifican como arido con deficiente precipitacion pluvial en todas las
estaciones (24). En cuanto a la T° en la regién, hay dos periodos
bien marcados; el primero (7 meses) que comprende desde abril
hasta octubre en los que la T° media mensual esta por encima de
los 20°C y el segundo (5 meses) que comprende de noviembre a

marzo en los que la T° media mensual varia entre 13.6 °C (16).

El lapso comprendido entre mayo y agosto es el mas caluroso
del afio y el de los meses de diciembre y enero los mas frios. La
precipitacion pluvial conforme a los datos obtenidos el promedio
anual es de 225.2 mm, teniendo una maxima anual de 443.0 mm, y
una minima de 96.3 mm.
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El principal periodo de lluvias se presenta generalmente a
fines del verano alcanzando las maximas precipitaciones en | mes
de septiembre. La humedad relativa en la Comarca Lagunera se
considera como sigue: marzo, abril y mayo de 3.3%; verano: junio,
julio y agosto de 46.2%; otofio: septiembre, octubre y noviembre de
52.9%: invierno: Diciembre, enero y febrero de 43.3%. La direccion
del viento dominante es de NE con una velocidad promedio de 1.4

m/seg.

La vegetacion nativa propia de los climas semideserticos es la
que presenta una dominancia de el chaparral de gobernadora (lanea
tridentata), huizache (acacia farneciana), lechuguilla (agave
canescens), bisnagas (mamilarias spp y (chinocactus spp),
mezquites (piosopis juliflora).

En la Comarca Lagunera existe un total de 165,221 cabezas
de ganado BPL, con una produccion total de 1'236,512.5 litros, cuyo
valor econémico representa $2'534,850.7 miles de pesos (El Siglo

de Torredn, 1 de enero de 1997).

La ubicacion exacta del sitio experimental es en el establo La
Unién ubicado en carretera La Unidén, km 2, propiedad del Lic. Radl

Villarreal Gonzalez.
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En el cual se tenia antecedentes de la enfermedad y se
procedi6 a la recoleccion de muestras de sangre para ser
transportadas al Laboratorio de Inmunologia de la Unidad de
Diagnostico de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna. En el Laboratorio se procedi6 a la centrifugacion de
sueros, enumerandolos y refrigerandolos a —20 C hasta su uso para
las pruebas de ELISA.

MATERIAL DE LABORATORIO

1.-1 caja de tubos de vacutainer con 100.

2.-1 caja de agujas de vacutainer con 100.

3.-1 bolsa de viales de 1 ml.

4.-1 bolsa de puntas de pipetas de precision.

5.-1 bolsa de algodon.

6.- bolsa de guantes.

7.-1 frasco de alcohol.

8.-1 pipeta de precision para dispensar 20,180,200,300 pl.

9.-Vaso de precipitado graduado de 1000 ml para solucion de

lavado.

10.-Lector individual.

11.-1 rollo de papel absorbente.

12.-Agua destilada o desionizada.

13.-Estufa con control de temperatura para incubar a 38 C.

14.-Un kit inmunoenzimatico (ELISA) para IBR.
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REACTIVOS DEL KIT.
5 placas microtituladoras sensibilizadas con BHV1.

Conjugado antirumiante IgG-PO o anticuerpo monoclonal con pero-

xidasa de rabano.

Suero control negativo con azida de sodio al 0.1% como

preservativo.

Suero control positivo, con azida de sodio al 0.1% como

conservador.
Solucion diluyente concentrada
Solucién cromégeno,

Solucién de paro

22



DESCRIPCION DE LA TECNICA DE ELISA
Procedimiento.

A)Preparacién de reactivos.

1.-Dejar todos los reactivos a equilibrio para la temperatura de

incubacién requerida.

2.-Si unicamente una porcién de la microplaca es requerida, es
posible cortar papel aluminio sellando las placas y retirar la cantidad

necesaria.

3.-Determinar la cantidad de solucion de lavado necesaria para el
lavado de las placas de microtitulacion diluyendo las muestras y el
control. Diluya la solucién concentrado 1:10 con agua ( una parte de
concentrado con nueve partes de agua). Esta soluciéon de lavado
debe ser preparada naturalmente en una base diaria y debe tener

un pH de entre 5.5 y 6.0.

B) Disolucion, distribucion e incubacion de muestras y

controles.

1.-Se Reparte 180 ul de solucién de lavado en cada uno de los

pozos de la placa de microtitulacion.

2.-Repartir 20 pl de las muestras puras y controles dentro del pocillo

apropiado de la placa de microtitulacion. Dilucion final 1:10.

3.-Mezclar el contenido totalmente dentro de cada uno para agitar

suavemente la microplaca.

23



4 -Cubrir la microplaca con papel contac e incubar por 90 minutos a
temperatura ambiente o0 en una camara himeda. Una incubacion

a temperatura ambiente va a requerir mayor tiempo de incubacion.

C)Lavado de las microplacas.

Después de la incubacién se lava la placa de microtitulacion.
Agitar a fondo vaciandolas totalmente y llenar cada uno con menos
de 300 pl de solucién de lavado, evitando la formacion de burbujas
de aire. Repetir este paso dos veces. Agitar la placa de
microtitulacion minuciosamente para vaciarla totalmente, dando

unas palmadas firmemente sobre papel absorbente.
D) Dilucién, distribucién e incubacién del conjugado.

1.-Se diluye el conjugado anti IgG de rumiante con solucién de

lavado en una dilucion 1:100 respectivamente.

2 -Distribuir 200 pl de esta dilucién dentro de cada uno de los
pocillos e incubar la placa de microtitulacion por 30 minutos a

temperatura ambiente en una cadmara humeda.
E)Lavado de la placa de microtitulacion.

Se lava la placa de microtitulacion de la misma forma que el paso
C).

F)Adicién de el cromoégeno.

Distribuir 200 pl de cromogeno precalentado a 25 °C dentro de cada

suero.
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G)Lectura de resultados.

Los resultados se leen con el fotémetro en una longitud de
onda de 405 nm ( referencia de longitud de onda 492 nm). Al mismo
tiempo con la red de extincion (NE por sus siglas en inglés) del
control positivo es >0.4 ( normalmente debe ocurrir dentro de los 10
a 30 minutos después de la adicion del cromégeno. La reaccion
puede ser detenida afadiendo 50 pl de solucion de arresto
previamente calentado a temperatura ambiente. La solucion de
arresto debe ser distribuida en el mismo orden y con la misma

rapidez con que fue empleado con el cromégeno.
H)Interpretacion de resultados.

Se determina la red de extincién (NE) de controles y muestras
para obtener la correspondiente DO (densidad Optica) obtenida en
cada uno de los pozos con —Ag (Antigeno negativo) de los valores
obtenidos en cada uno de los pozos de +Ag (Antigeno positivo).

NE = (OD+Ag) — (OD —Ag)

La NE de los duplicados debe ser promediado. La NE de el
control positivo (NE pos) asi como la NE de las muestras (EN
muestra) deben estar disponibles para obtener la NE de el control

negativo (NEneg):
Control positivo NEpos - NEneg
Control negativo NEmuestra - NEneg

Analizar las muestras en relacion con el negativo y el control positivo

con la formula:
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NEmuestra - NEneg

Valor (%) = ------=--mmmmmmmmmemee X 100 %

NEpos - NEneg
Valor < 30% 30-85% >85%
Interpretacion negativo ambiguos positivo

En caso de que alguna muestra reste sospechosa o ambigua
después de una segunda corrida de esta prueba, una nueva
muestra del mismo animal debe ser colectada y analizada por
segunda vez. En caso de que la segunda muestra sea otra vez
sospechosa, la situacién epidemiolégica debe estar considerada.
para ser reanalizada con un método diferente en caso de estar
disponible.

Para utilizacion de este kit se tuvieron las precauciones
mencionadas por el fabricante.
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RESULTADOS:

GRAFICO 1

Vacas
positivas

Vacas 21%

negativas
41%

Vacas
dudosas
38%

Como puede observarse en la tabla No. 1, 13 animales que
corresponden al 20.64% dieron titulos a anticuerpos positivos contra
IBR. 24 animales fueron sospechosos o ambiguos que corresponde
a 34.92% y 26 animales resultaron negativos con 41.26%. Las
densidades Opticas observadas variaron de acuerdo al lector
utilizado con valores de 2.634 para positivos hasta .337 para
negativos.
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DISCUSION

Los valores obtenidos en las densidades Opticas para la
detecciébn de anticuerpos contra IBR en el nimero de vacas
muestreadas variaron de acuerdo a los criterios de evaluacion
determinados en el kit, los cuales pudieran ser considerados como
valores normales y su variacién atribuible a las diferencias
individuales en respuesta a la sensibilidad e interaccion de los
multiples factores que intervienen en el Complejo Respiratorio
Bovino (CRB).

Los resultados obtenidos son inferiores a los obtenidos por
Peter y Burham, 1990; Banda, et al. 1995; Matus y Guiris, 1995;
Rodriguez, et al. 1998; Guiris, et al. 1998, y superiores a los
obtenidos por Delgado(1995), Velarde (1996), Barajas (1990) vy
Behymer y Riemann (1991), y coincidentes con los encontrados por
Quintero y Enriquez (1995) y Barajas y Rodriguez (1995), sin
embargo los resultados obtenidos por varios investigadores en
México (Barajas, et al. 1993, Matus, et al. 1995, Rodriguez, et al.
1998) han variado demasiado. A este respecto podemos argumentar
que todas las seroprevalencia varian debido a factores
medioambientales (clima) y del manejo del hato (utilizacion de
vacunas, estrés, etc), ya que el virus puede encontrarse en varios
animales en periodo de latencia y si hay alguna predisposicion a
estrés se manifiesta en esos animales y se disemina rapidamente ya
que su ciclo de replicacién es relativamente corto con progenie

completa en 12 horas (Kahrs 1977).
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Kramps (1993) cita que la respuesta baja de anticuerpos
detectados en varios animales pudiera deberse a anticuerpos de
reaccion cruzada inducidos por la infecciébn con virus como el
herpesvirus caprino 1, herpesvirus caprino 2 y herpesvirus caprino 3
o bien que el ganado se puede infectar por medio del tracto genital,

el cual puede inducir a obtener titulaciones bajas de anticuerpos.

Barajas y Riemann (1995) citan que la técnica de ELISA
aplicada en forma masiva en las poblaciones ayuda a detectar la
realidad epidemiolégica de las enfermedades y que con estudios
complementarios se puede confirmar el diagnéstico por aislamiento
del agente etiolégico concentrando los esfuerzos de diagnéstico en
los animales detectados previamente por serologia ahorrando
material y tiempo y garantizando una mayor certeza en el
diagnéstico definitivo. El éxito del estudio epidemiolégico no radica
exclusivamente en la realizacion de la prueba diagnéstica (ELISA) si
no en la estandarizacién de la técnica de | antigeno, la calidad del
conjugado, la calidad de los sueros control positivo y negativo a
utilizar, interpretacion correcta de los resultados y en la evaluacion
epidemioldgica independientemente de la certeza, confiabilidad y
repetibilidad de los resultados en los que intervienen el técnico y

equipo utilizado.
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