PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA RINOTRAQUEITIS
INFECCIOSA, DIARREA VIRAL BOVINA, PARAINFLUENZA 3,
BRUCELOSIS, LEPTOSPIROSIS, VIBRIOSIS Y Haemophilus somnus
EN SUEROS DE BOVINOS CON PROBLEMAS PATOLOGICOS
REPRODUCTORES Y RESPIRATORIOS *

M.V.Z., M.A. PABLO CORREA G.!
D.V.M., PH. D. L.N. BROWN 2
PH. D. J.H. BRYNER®

Resumen

Se realizaron pruebas seroldgicas con 47 sueros de bovinos, del D.F., Estado de México y Yucatan,
con historia clinica de problemas reproductivos y del aparato respiratorio. El objetivo fue determinar la
presencia de anticuerpos contra Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), Diarrea-viral bovina (BVD), Pa-
rainfluenza-3 (Pl3), Brucela, Leptospira, Vibrio y H. somnus. Los bovinos nacieron en México y nunca
fueron vacunados contra estas enfermedades, excepto contra Brucelosis. Mediante pruebas de virus neu-
tralizacién, utilizando cultivos celulares, se encontré 37.5, 75 y 86% de sueros positivos a IBR, BVD y
Pls, respectivamente. Fueron positivos el 17% a la prueba de aglutinacién para el diagndstico de Bruce-
losis; el 12% a la prueba de aglutinacion en tubo para el diagnostico de Vibriosis; y el 25% a la
prueba de fijacion de complemento para el diagnéstico de H. somnus. Todos fueron negativos a la prueba
de aglutinacion para el diagnostico de Leptospirosis. La mayoria de los sueros presentaron simultaneamente

anticuerpos contra varios de estos antigenos utilizados.

Con anterioridad Rodriguez (1969), encon-
tro que al estudiar 160 sueros de vacas con
historia clinica de aborto, en el 32.7% de
dichos sueros hubo evidencias serolégicas de
Brucelosis y en el 16.2% hubo anticuerpos
contra Leptospiras; encontrdndose ademas
que en el 3.7% habia anticuerpos contra
Brucella y Leptospiras. Unicamente el 6.8%
de ellos correspondieron a leptospiras, actual-
mente reconocidas en los EUA como produc-
toras de aborto en bovinos. Esto nos da un
total de 52.6% de casos, en los que hubo an-
ticuerpos contra estos dos microorganismos.
En el 47.4% restante, no se pudo determinar
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el agente etiol6gico involucrado, el cual pudo
corresponder a otros padecimientos, entre los
que se pueden encontrar tanto las infecciones
por Trichomona foetus, como infecciones por
Vibrio fetus venerealis, Listeria monocytoge-
nes u otras enfermedades bacterianas; enfer-
medades producidas por hongos, entre los que
pueden figurar los del género Aspergillus,
Absidia, Mucor y Rhizopus; y desde luego
los abortos producidos por virus, entre los
que destacan el virus de IBR y el de la BVD
(Faulkner, 1968). También hay que tomar en
cuenta al virus de Pl; que de acuerdo con
Sattar, Bohl y Senturck (1965) y Sattar et
al. (1967), ha sido aislado a partir de fetos
abortados, y es letal para el feto al ser ino-
culado por via intrauterina (Sattar, Bohl y
Trapp, 1967; Swift and Kennedy, 1972).
Hay que considerar, ademas, a otros agentes
no infecciosos, toxicos, etc. (Faulkner, 1968).

El objetivo de este trabajo fue determinar
la presencia de anticuerpos contra IBR, BVD,
Pl;, Brucela, Leptospira, Vibrio y H. somnus,
en sueros de bovinos con historia clinica de
infertilidad, abortos y/o signos respiratorios,
con miras a determinar los posibles agentes
etioldgicos involucrados.
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Material y métodos

Se obtuvieron 47 sueros de bovinos con
historia clinica de problemas patolégicos de
los aparatos reproductor y respiratorio (Cua-
dro 1); los cuales habian nacido en la Repu-
blica mexicana y nunca habian sido vacuna-
dos contra las enfermedades en estudio, ex-
cepto las hembras, que fueron vacunadas con-
tra Brucelosis. Para la deteccidn de anticuer-
pos contra IBR y BVD, se realizaron pruebas
de virus neutralizacién, basadas en la reduc-
cion de aproximadamente 25 unidades for-
madoras de placas (UFP). Antes de hacer las
virus neutralizaciones, los sueros fueron in-
activados a 56°C durante 30 minutos. En
cada caja de petri, conteniendo monoestratos
secundarios de cultivos de células testiculares
de bovinos, se inocularon 25 UFP mezcladas
con la dilucién correspondiente de suero. Se
inoculé un volumen total de 0.50 ml. Se uti-
lizd la cepa “Colorado” del virus IBR y se
consideraron como positivos los sueros que
neutralizaron al virus IBR a la dilucion 1:16
0 a mayores diluciones. Y como sospechosos
a los que neutralizaron a la dilucién 1:8.

En el caso de la BVD se utiliz6 la cepa
NADL y se consideraron como sospechosos
aquellos sueros que neutralizaron a la dilu-
cion 1:64; y como positivos los que inhibie-
ron la formacion de placas a la dilucién
1:256 o diluciones mayores.

Las pruebas de virus neutralizacion con
el virus de Pl; se realizaron utilizando
100 UFP. El virus de Pl; fue proporcionado
por la American Type Culture Collection. Se
utilizaron cultivos celulares de la linea Madin
Darby Bovine Kidney (MDBK). Se conside-
raron positivos aquellos sueros que neutra-
lizaron mas del 50% de las placas, a la dilu-
cion 1:32.

Para determinar la presencia de anticuer-
pos contra Brucella abortus, inicialmente se
utiliz6 la prueba de tarjeta. Después, los sue-
ros positivos fueron titulados mediante la
prueba de Huddleson.

Para determinar la presencia de aglutininas
contra Leptospira pomona, se utiliz6 antigeno
comercial; * los sueros fueron probados en
placa (Stoenner, 1955). Los que no aglutina-
ron con la dilucién 1:40 se consideraron
como negativos a L. pomona. Tomando en

* Fort Dodge.
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cuenta que los sueros con titulos bajos en
contra de L. pomona, en ocasiones tienen an-
ticuerpos contra otras leptospiras (Stoenner,
1972), con los sueros que fueron positivos a
la dilucién 1:2, contra L. pomona, se hicie-
ron diluciones 1:40 y se probaron contra
otros antigenos de Leptospira que estaban
disponibles: L. icterohemorrhagiae, L. cani-
cola, L. hardjo y L. grippotyphosa. La dilu-
ciéon minima considerada como positiva fue
1:40. Desafortunadamente no hubo suficiente
suero, ni tampoco otros antigenos de leptos-
pira, para hacer mas completa esta parte del
estudio.

Los anticuerpos contra Vibrio se determi-
naron mediante pruebas de aglutinacion en tu-
bo, utilizando antigenos de células completas,
inactivados con formalina, elaborados con tres
diferentes Vibrios: Tipo A, V. fetus venerealis
cepa 470; Tipo B, V. fetus intestinalis cepa
436; Tipo C, V. fetus intestinalis cepa 958
(Berg, Jutila y Firehammer, 1971). El proce-
dimiento seguido consistié en diluir el anti-
geno 1:100 en solucion salina fisioldgica, con
0.3% de formalina. Se depositaron 0.08 ml
del suero problema en el tubo N° 1 (de 11
X 100 mm), con 2 ml de antigeno, y se hi-
cieron diluciones dobles en tubos que conte-
nian 1 ml de antigeno. Se incubaron 24 hs a
37°C y se realizo la lectura de la aglutinacion.
Se consideraron como sospechosos los titulos
de 1:50 y como positivos aquellos sueros que
presentaron titulos de 1:100 o mayores (Cua-
dro 3).

Para determinar la presencia de anticuerpos
contra H. somnus, se utilizé la prueba de fija-
cién de complemento, siguiendo el método es-
tandar del sistema de microtitulacion (Brown
et al., 1972; U.S. Government Printing Office,
1965). En el caso de H. somnus se consider6
como sospechoso el suero cuando produjo fi-
jacion de complemento a la dilucién 1:4 o
1:32; y se consideré6 como positivo cuando
hubo fijacién de complemento a la dilucién
1:64 o mayor.

Resultados y discusién

De los resultados de los Cuadros 1 y 2 se
concluye que los anticuerpos contra IBR,
BVD, Pl; y H. somnus estuvieron presentes
en los sueros de los bovinos en estudio, lo
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CuADRO 2

Porcentajes de sueros de bovinos, del DF, Edo. de México y Yucatan,
con anticuerpos contra los antigenos utilizados

SUEROS ANTIGENOS
RESULTADOS
% IBR* BVD* Pl;* |L.pomona |Br.abortus |V.fetus | H.somnus
Positivos 375 75 86 0 17 12 25
Sospechosos 23 17 6 0 0 51 335
Negativos 39.5 8 8 100 83 37 18.7**

*

*%*

cual establece que estos agentes infecciosos
estan presentes en México, puesto que los ani-
males muestreados nacieron en México y nun-
ca fueron vacunados contra estas enfermeda-
des. El hecho de haber encontrado sueros
positivos en animales de lugares tan distantes
como el DF, Estado de México y Yucatan,
aun con un muestreo tan reducido como el que
se notifica, indica que es probable que estas
enfermedades estén ampliamente difundidas en
todo el pais; sin embargo, se deben hacer es-
tudios mas amplios al respecto.

Los porcentajes de sueros con anticuerpos
contra IBR, BVD y Pl; (87.5, 75 y 86%, res-
pectivamente), coinciden con los encontrados
recientemente en terneras y bovinos de apro-
ximadamente un afio, muestreados al llegar a
Avrizona para ser engordados; entre los cuales,
por supuesto, habia ganado de origen mexi-
cano (Brown, comunicacion personal). Por
otra parte, Kahrs et al. (1964), al hacer un
muestreo estadistico en el Estado de Nueva
York, USA, antes de que se iniciaran los pro-
gramas de vacunacion en ganado lechero, en-
contraron una incidencia de 48% de sueros
con anticuerpos contra Pl;, 53% con anti-
cuerpos contra BVD y 13% con anticuerpos
contra IBR.

El porcentaje de sueros positivos mas alto
correspondid a aquellos con anticuerpos con-
tra Pl; (86%) (Cuadro 2). Lo que indica
que esta enfermedad es la mas difundida en
los hatos estudiados, correspondientes al DF,
Edo. de México y a Yucatan. Dada la gran
cantidad de animales con anticuerpos, lo que

TECNICA PECUARIA

IBR = Rinotraqueitis Infecciosa Bovina; BVD = Diarrea Viral Bovina; Plz = Parainfluenza - 3.
Once sueros fueron anticomplementarios y por ello no fueron considerados en los resultados.

indica una gran cantidad de animales resisten-
tes, es dudoso que la infeccion por Pl; fuera
la que tuviera mayor relacién con los proble-
mas reproductivos correspondientes a los bo-
vinos de este estudio.

Es probable que alguno de los casos estu-
diados pudiera corresponder a abortos por
IBR, especialmente los del establo Num. 11,
en el que se sospecha clinicamente de IBR. To-
mando en cuenta, ademas, que una de las
causas mas frecuentes de aborto es el produ-
cido por el virus de IBR, y que ya se han in-
formado casos de aborto por IBR en México
(Ruiz y Cuevas, 1971).

El virus de la BVD raras veces causa abor-
tos, excepto cuando es introducido inicialmen-
te a hatos de ganado susceptible. El hecho de
que el 75% del total de sueros estudiados
(Cuadro 2) mostraron anticuerpos contra esta
enfermedad, indica que estd muy difundida, y
que hay pocas probabilidades de que fuera
una de las principales causas de aborto en los
establos estudiados.

No obstante que a la dilucién 1:2 algunos
sueros resultaron positivos a la prueba de
aglutinacion, con antigeno de Leptospira po-
mona, al hacer la dilucion 1:40 resultaron
negativos. Por ello se consider6 que ningun
suero tuvo titulos significativos contra nin-
guno de los serotipos de leptospiras utiliza-
das, que fueron: L. pomona (que es la que
més frecuentemente afecta al ganado bovino
en los EUA), L. icterohemorrhagiae, L. ca-
nicola, L. hardjo y L. grippotyphosa. Estos
serotipos hasta ahora son los Unicos que se ha
demostrado que son capaces de producir abor-
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to en bovinos en los EUA (Smith et al.,
1972). Desde luego hay que tomar en cuenta
que en México se deben hacer estudios ten-
dientes a saber si otras especies de leptospi-
ras pueden producir abortos en nuestros bo-
vinos, para incluir sus serotipos en los estudios
seroldgicos de rutina. Al respecto en Europa,
Ellis y Miehna (1974) observaron que la
leptospira J-10, miembro del serogrupo heb-
domadis, al ser inoculada por via intramuscu-
lar en 20 vacas que tenian entre 3 y 8 1/2 meses
de prefiadas produjo aborto en una vaca que
estaba casi a término y un prematuro en otra,
entre los 58 y 60 dias después de la infeccién.
Los animales que estan diseminando Leptos-
pira tienen titulos de 1:640, lo cual sugiere
también una infeccion reciente. Considerando
que el aborto por Leptospirosis ocurre varias
semanas 0 meses después de la infeccidn, si se
colecta suero en el momento del aborto o poco
después, como es el caso de los sueros que se
estudiaron, si el aborto se debiera a Leptos-
pirosis, el titulo de los sueros seria generalmen-
te muy alto. Por lo tanto no hay muchas po-
sibilidades de que los casos estudiados co-
rrespondieran a Leptospirosis de los serotipos
estudiados.

Los titulos encontrados de aglutininas con-
tra Brucela, de 1:400 o mayores, sugieren
fuertemente la infeccién reciente por Brucella
abortus y probablemente la presencia de por-
tadores. Por lo tanto es muy probable que
Brucella Spp sea la causa més importante de
los problemas reproductivos en los hatos co-
rrespondientes a los establos | y V de este
estudio (Cuadro 1).

La mejor forma de demostrar la presencia
de Vibriosis es mediante el aislamiento del
agente causal. No obstante que siguiendo este
procedimiento se ha demostrado que esta en-
fermedad existe en México (Urquiza y Correa,
1971; Flores y Ruiz, 1974), el aislamiento en
muchas ocasiones no es posible. Por ello es
importante tomar en cuenta los resultados se-
roldgicos. Sin embargo, hay que hacer notar
que las indicaciones seroldgicas de aborto por
vibriosis, se deben confirmar mediante el ais-
lamiento e identificacién del microorganismo.
El hecho de que seis sueros tenian titulos de
anticuerpos de 1:100, o mayores, contra Vi-
brio fetus (Cuadros 1 y 2), indican altas po-
sibilidades de que el aborto vibridnico esté
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presente en los establos Ndms. I, Il, V y VI
(Cuadro 1). Sobre todo, si se toma en cuenta
que los titulos de anticuerpos séricos pocas ve-
ces son suficientemente altos para ser signifi-
cativos para propositos de diagndstico.

Esta prueba no sera satisfactoria para diag-
nosticar vibriosis genital, al menos que se pre-
sente aborto. La infeccion genital sola no
produce cantidades significativas de anticuer-
pos séricos. Se deberan excluir de este tipo de
estudios los bovinos vacunados contra vibrio-
sis bovina, porque pueden resultar positivos,
sin que esto se deba a la infeccion (Clark,
1974).

Del Cuadro 3, se concluye que el serotipo
B, de V.f. intestinalis, es el tipo predominan-
temente involucrado, dado el nimero de sue-
ros que reaccionaron con el tipo B y los titulos
observados. Solamente el suero N° 48 mos-
tré un titulo significativo con el tipo A de
V.f. intestinalis. Posiblemente hubo anticuer-

CUADRO 3 ]
Resultado de las pruebas seroldgicas para de-
terminar la presencia de anticuerpos contra

Vibrio
1 Resultados obtenidos ante los
SuNe:)os diferentes tipos de antigengs
: utilizados de Vibrio fetus

A3 B* ct
4 — 100 25
9 25 200 25
17 — 400 —

21 — 100
22 — 50 _
41 — 50 —
48 200 50 25
52 — 50 25

53 25 50
58 25 50 —
60 — 50 —
66 50 50 25
67 25 100 50
68 — 50 —
70 50 50 25
78 — 50 25
1A — 50 25
AV 1/72 — 50 25

! Los sueros negativos no fueron incluidos en
este cuadro.
2 Titulos de 1:100 o mayores, indican vibriosis;
1:25 y 1:50 son sospechosos.
j V. f. veneralis, tipo A, Cepa 470;
V. f. intestinalis tipo B. Cepa 436;
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pos simultdneamente contra los serotipos B y
C; excepto en un caso, los titulos no fueron
mayores de 1:25 contra el tipo C, el cual apa-
rentemente no produce aborto en ganado, pero
si lo ocasiona en borregos. Los titulos bajos
de anticuerpos, mostrados en el Cuadro 3, po-
drian indicar que hubo infertilidad o aborto
por vibriosis en gestaciones previas, o que las
muestras de suero fueron colectadas después
de que el titulo habia decrecido.

La presencia de animales con anticuerpos
contra H. somnus indica que este microorga-
nismo esta involucrado en los problemas res-
piratorios del ganado bovino en México. Lo
cual seguramente estd produciendo pérdidas
econdmicas, si se toma en cuenta que, al po-
ner en contacto animales portadores de IBR,
con portadores de BVD, Pl; y H. somnus, se
pueden presentar brotes severos de problemas
de tipo respiratorio con elevada morbilidad y
mortalidad (Hoerlein, 1970). Esta situacion
es muy probable que ocurra en las explotacio-
nes de ganado productor de carne y de leche,
de México, puesto que los ganaderos forman
sus hatos con ganado de diferente proceden-
cia, que pueden ser portadores de las dife-
rentes enfermedades en cuestion.

En el Cuadro 4 se puede observar que cinco
sueros fueron positivos a uno de los antigenos
utilizados; 17 fueron positivos a dos; 18 fue-
ron positivos a tres; siete fueron positivos a
cuatro antigenos y uno fue positivo a cinco de
ellos. Por lo tanto, cuando se presente un
brote de abortos, hay que tratar de determi-
nar si la causa se debe a uno o a varios agen-
tes infecciosos. No hubo sueros positivos si-

Cuadro 4

Numero de sueros con anticuerpos contra
varios de los antigenos en estudio

No. de Antigenos
contra los que
mostraron anticuerpos

No. de Sueros con
anticuerpos

5*
17
18

7

~NOoO O~ WN -

1
0
0

* Cinco sueros mostraron anticuerpos contra un
solo antigeno; 17 mostraron anticuerpos contra dos
antigenos, etc.
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multaneamente a seis ni a los siete antigenos
utilizados.

Ninguno de los grupos de bovinos mues-
treados, de los establos en cuestién, se mos-
tro libre de anticuerpos contra los padeci-
mientos en estudio. Sin embargo, cuatro de
los sueros estudiados presentaron anticuerpos
contra Pl3, sin presentar anticuerpos contra
el resto de los antigenos utilizados; no obs-
tante que en el mismo hato, habia animales
positivos a otros antigenos. Un suero del es-
tablo Num. VII, del DF, Gnicamente presentd
titulos positivos de anticuerpos contra BVD.

Si bien, desde el punto de vista cualitativo,
se demuestra la existencia de anticuerpos con-
tra estas infecciones en el ganado en estudio,
hay que hacer notar que, en la mayoria de
los casos, no se puede precisar cuales anima-
les abortaron o tuvieron problemas a causa
de determinado agente etioldgico. Puesto que,
por una parte, la mayoria de los animales tu-
vieron anticuerpos contra varios de los agen-
tes utilizados (Cuadro 4); y por otra parte,
para determinar qué agente etiologico fue el
causante de aborto o problemas respiratorios,
es necesario colectar por lo menos dos mues-
tras de suero sanguineo: una antes o cuando
se inicia la infeccién y otra muestra varias
semanas después. Esto se hace para establecer
el diagnostico en los animales que presenten
signos de las enfermedades en cuestion, el
cual serd determinado por la elevacion del
titulo de anticuerpos contra uno o varios de
los agentes etiolégicos mencionados.

En base a los resultados de este estudio se
recomienda que en aquellos hatos con pro-
blemas del aparato reproductor o respirato-
rio, atribuibles a estos microorganismos, se
deben realizar el aislamiento e identificacion
de los agentes causantes, o el diagnostico se-
rolégico basado en el doble muestreo; para
que al determinar los agentes involucrados, se
pueda dictaminar sobre los programas de va-
cunacion recomendables en cada caso.

También se debe tomar en cuenta que los
problemas del aparato reproductor pueden es-
tar relacionados con otros factores no infec-
ciosos, tales como: deficiencias nutricionales,
mal manejo, consumo de plantas toxicas o
exposicion a herbicidas o insecticidas y pro-
bablemente también anormalidades endocri-
nas individuales. Por lo tanto, al tratar de
diagnosticar la etiologia de los casos de aborto
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o infertilidad, se deben analizar los datos
de la historia clinica, especialmente los de
manejo, practicas reproductivas, movimientos
de animales y exposicién a sustancias toxicas.

Summary

Serological tests were performed with 47
bovine sera obtained from the DF, Estado de
Mexico and Yucatan. The clinical history sug-
gested the presence of reproductive and res-
piratory disease problems. The objective was to
determine the presence of antibodies against
infectious bovine rhinotracheitis (IBR), bo-
vine virus diarrhea (BVD), and parainfluen-
za-3 (Pl3) viruses, and against Brucella,
Leptospira, Vibrio and Haemophilus somnus.
The sampled cattle were native to México and
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