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Resumen:

El objetivo fue estimar la frecuencia de anticuerpos séricos contra los virus de
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la rinotraqueitis infecciosa bovina (VRIB) y diarrea viral bovina (VDVB) en
toros no vacunados, asi como la relacion entre la presencia de anticuerpos en
suero y la presencia de dichos virus en semen. Los anticuerpos se detectaron
mediante ELISA, mientras que la presencia de los virus en semen mediante
PCR. Se realizaron analisis de regresion logistica con PROC GENMOD de
SAS. Los factores fueron: estado, hato anidado en estado, y genotipo del toro
(excepto para la presencia de los virus en semen). El grado de asociacion entre
la presencia de anticuerpos sericos y la presencia de los virus en semen se
midié mediante la correlacion phi (r). Ninguno de los tres factores fue
significativo (P>0.05). Para el VRIB, la frecuencia de anticuerpos séricos por
estado varié de 66 a 86 %, mientras que por hato varié de 28 a 90 %. Para el
VDVB, la frecuencia de anticuerpos sericos por estado oscilé de 58 a 76 %,
mientras que por hato oscilé de 43 a 86 %. La presencia del VRIB en semen,
por estado, vario de 50 a 55 %, mientras que por hato vario de 33 a 80 %. No
se encontrd asociacion (P>0.05) entre la presencia de anticuerpos en suero y
la presencia del VRIB (r=0.07) y VDVB en semen (r=0.16). La presencia de
anticuerpos séricos sugiere la infeccion de los toros, pero la presencia de los
virus en semen sugiere su transmision por contacto sexual.

Palabras clave: Toros, Rinotraqueitis infecciosa bovina, Diarrea viral
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Introduccion

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad aguda y epizo6tica'®) debido
a que ocasiona un amplio rango de lesiones y manifestaciones clinicas, asi
como considerables pérdidas en bovinos de carne y leche®, siendo los
trastornos reproductivos los de mayor impacto econémico®. Debido a su
patogenia, la DVB se ha considerado la enfermedad viral mas complicada en
bovinos®.
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Existen dos biotipos del virus de la DVB (VDVB): el citopatico (CP) y el no
citopatico (NCP), segun su comportamiento en cultivos celulares®*%). El
biotipo comun en la mayoria (95 %) de los aislamientos de campo es el NCP;
el biotipo CP se genera por mutaciones o re-arreglos del genoma de la cepa
original paterna NCP. Ademas, debido a sus caracteristicas genéticas-
antigénicas se clasifican en dos genotipos, los cuales son el VDVB-1 vy el
VDVB-2, que son mayormente NCP. Estos biotipos y genotipos son
cualidades independientes de los Pestivirus®.

Cada biotipo tiene un papel especifico en una variedad de sindromes clinicos,
tales como infecciones cronicas, agudas y congenitas. EI VDVB-2 se ha
asociado con brotes de infecciones agudas severas y el sindrome
hemorragico”). La principal caracteristica de este virus es su variabilidad
genética y antigénica, debido a que los virus RNA se caracterizan por su
plasticidad, la cual se debe a la falta de una exonucleasa eficiente para corregir
las bases mal incorporadas, ocasionando una sustitucion de base de alta
frecuencia (un error por cada 10,000 nucledtidos polimerizados). EI VDVB
usa esta estrategia para sobrevivir, originando cepas mutantes que escapan a
la respuesta inmunolégica del hospedador.

El VDVB infecta principalmente bovinos, especie para la cual representa uno
de los patdgenos méas importantes, pero también se puede encontrar en ovejas,
cabras®V, porcinos, alpacas, llamas, camellos, bifalos de agua y rumiantes
silvestres®. Esta peculiaridad se debe tomar en cuenta a la hora de
implementar un programa de control, ya que los Pestivirus cruzan la barrera
de especie®. La gran diversidad de estudios disponibles indica que la DVB
tiene una distribucion mundial®8Y, pues el virus es de alta morbilidad y baja
mortalidad®?, de tal manera que un animal persistentemente infectado menor
de cuatro meses de edad es capaz de infectar al 90 % de sus compafieros de
hato en condiciones estabuladas®®.

Por su parte, la rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB) es una enfermedad
distribuida en diversas regiones de México, pues desde 1988 se han
encontrado anticuerpos neutralizantes contra el virus de la RIB (VRIB) en
bovinos del Estado de México, Puebla y Yucatan, a partir de bovinos con
signos respiratorios que hacian sospechar de la presencia del virus¥. En
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Tizimin, Yucatan, se observd una seroprevalencia de 5.33 % vy,
posteriormente, en otro estudio en bovinos sin antecedentes de vacunacion, se
encontr6 una seroprevalencia de 54.4 %9, lo que demuestra que el VRIB
esta presente y latente en el trépico, pues su prevalencia ha ido en aumento,
debido a que es altamente contagioso.

La RIB se manifiesta de diferentes maneras y se transmite por contacto directo
con secreciones nasales, oculares y genitales, asi como con semen fresco de
toros infectados”). Esta enfermedad se ha investigado poco en toros,
principalmente en hatos comerciales del tropico mexicano, pues, aunque se
han reportado fallas reproductivas en vacas, no se ha actuado para identificar
problemas sanitarios en toros. Por lo tanto, es importante estudiarla, pues en la
mayoria de las vacas la enfermedad pasa desapercibida por no causar la
muerte, teniendo como principal caracteristica el aborto, afectando los
parametros reproductivos y productivos e incrementando notablemente las
pérdidas econdmicas“®), ya que existe menor produccion de becerros para
engorda y vaquillas de reemplazo.

Algunos estudios han demostrado la presencia del VRIB en semen congelado.
En centros de inseminacion artificial se han realizado aislamientos de este
agente en toros clinicamente sanos™®, pero poco se ha investigado sobre la
presencia de este virus en semen de toros que se reproducen por medio de
monta natural en hatos comerciales del trépico mexicano. En estudios previos,
se reconoce que toros infectados son un factor de riesgo para la transmision
de la RIB, ya que su agente causal se transmite por via venérea®,
reactivandose la enfermedad en el hato y manteniéndolo infectado, lo cual
explica los altos titulos de anticuerpos encontrados en algunas investigaciones
en toros destinados para monta natural®®. En hatos donde la reproduccion ha
sido a través de monta natural, se han encontrado prevalencias de 74.0%? y
69.5%@%, poniendo de manifiesto la participacion del macho en la
transmision de la enfermedad, a pesar de que las pruebas seroldgicas pudieran
ser negativas®?. En un estudio se observé que lafertilidad de toros no se
afectd por la RIB®%; por lo tanto, es un factor de riesgo que se debe considerar
cuando se adquieren toros para monta sin control sanitario, lo que sin duda
contribuye a empeorar la situacion de la RIB en los hatos.

1154



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(4):1151-1167

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue estimar la
frecuencia de anticuerpos séricos contra los virus de la DVB y RIB en toros
no vacunados, asi como la relacion entre la presencia de anticuerpos en suero
y la presencia de los virus en semen.

Material y métodos

El estudio se realizd en 14 hatos comerciales ubicados en el trépico y
subtropico de México en los estados de Puebla, Tabasco y Veracruz. Los hatos
se ubican en el rea de influencia de los campos experimentales del INIFAP:
Las Margaritas, en Puebla, Huimanguillo, en Tabasco, y La Posta, en
Veracruz.

Los hatos se seleccionaron con base en un muestreo no probabilistico por
conveniencia, de acuerdo con el interés de los ganaderos de participar en el
presente estudio. Por otro lado, el tamafio de muestra (n= 76) dependio de los
toros existentes en cada hato participante. Los toros pertenecian a hatos
oficialmente libres de Brucella abortus y Mycobacterium bovis, los cuales se
dedicaban a la produccion de carne y al doble proposito. EI genotipo de los
toros se clasificd en cebu (Bos indicus), europeo (Bos taurus) y cruzado (Bos
taurus x Bos indicus).

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena coccigea y se conservaron
entre 4y 6 °C en una hielera hasta llegar al laboratorio del campo experimental
correspondiente, donde se centrifugaron a 4,000 rpm durante 10 min, para
obtener 3 ml de suero/toro. Las muestras de suero se conservaron en viales de
polietileno a -20 °C hasta el momento de su anélisis. El diagndstico seroldgico
para la deteccion de anticuerpos contra los virus de la RIB y de la DVB se
realiz6 con los kits CIVTEST BOVIS IBR y CIVTEST BOVIS BVD/BD P80
(Laboratorios Hipra, S.A., México), basados en la prueba de ELISA, cuya
sensibilidad y especificidad es 96.3 y 99.5 %, respectivamente. En ambos
diagnosticos seroldgicos, la lectura se realizo a una densidad dptica de 450
nanometros, en un espectrofotbmetro ELx800, marca BioTek (BioTek
Instruments, Inc., EUA).
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Las muestras de semen (3 ml/toro) se obtuvieron por medio de electro-
eyaculacion y se contuvieron en tubos de polietileno; posteriormente, se
mantuvieron entre 4 y 6 °C en una hielera. Al llegar al laboratorio, las muestras
se conservaron en congelacion a -20 °C hasta el momento de su analisis. Estas
muestras fueron analizadas por PCR para detectar antigenos de los virus
mencionados. De cada muestra de semen ya homogenizada, se tomaron 200
ul para la extraccion de acidos nucleicos mediante el paquete comercial High
Pure PCR Template Preparation Kit (Laboratorios Roche), bajo el protocolo
descrito por el fabricante para muestras de sangre completa, con la
modificacion de que, en el Gltimo paso, los &cidos nucleicos se eluyeron en
50 pl de agua inyectable bidestilada. La amplificacion del ADN para la
deteccion del virus de la RIB se realizd con la utilizacion de un par de
iniciadores que amplifican 468 pb del gen de la glicoproteina gI®®. La mezcla
de reaccion se elaboré en un volumen final de 25 pl con las siguientes
concentraciones: 1X de Buffer 10X, 1.5 mM de MgCl, 0.4 mM de dNTP’s,
20 pmol de cada iniciador, 1.25 U de Taq polimerasa y 1.5 mcg de BSA. El
programa de amplificacion constd de 1 ciclo a 95 °C durante 1 min; 35 ciclos
a 95 °C durante 1 min, 62 °C 1 min 'y 72 °C 1 min; y un ciclo final a 72 °C
durante 7 min. La electroforesis de los productos de amplificacion se llevo a
cabo en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con el reactivo GelRed (Biotium).
La visualizacion de los productos de amplificacion se realizé bajo luz UV en
un fotodocumentador.

Para la deteccion del virus de la DVB se realizo la sintesis de cDNA vy su
amplificacion en un solo paso. Se utilizaron un par de iniciadores que
amplifican un fragmento de 191 pb de la region 5° UTR del genoma viral @),
La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl bajo las siguientes
condiciones: 1X de Buffer 10X, 1.5 mM de MgCl2, 0.4 mM de dNTP’s, 20
pmol de cada iniciador, 1.25 U de Taqg polimerasa, 6 U de Transcriptasa
reversa 'y 1.5 mcg de BSA. El programa de amplificacion consistio en 1 ciclo
a 48 °C durante 30 min, seguido de 1 ciclo a 95 °C durante 10 min; 35 ciclos
a 94 °C durante 1 min, 58 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min; y un ciclo
de extensidn final de 72 °C durante 7 min. La electroforesis y la visualizacion
se realizaron de la misma forma que para el virus de la RIB.
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Las frecuencias de anticuerpos en suero, asi como las frecuencias de antigenos
en semen, se trataron como caracteristicas binarias, por lo que se registraron
como 1 cuando un toro resultd positivo a la prueba de ELISA o PCR,
respectivamente; en caso contrario, como 0. El modelo estadistico (modelo de
regresion logistica binomial) para analizar las frecuencias de anticuerpos
incluyd los factores estado de la Republica Mexicana, hato anidado en estado
y genotipo del toro; para analizar las frecuencias de antigenos en semen, el
modelo estadistico solo incluyd estado de la Republica Mexicana y hato
anidado en estado de la Republica Mexicana. Se realizaron analisis de
regresion logistica por caracteristica, con el procedimiento GENMOD del
paquete SAS, utilizando una funcidn liga logit para la distribucion binomial.
El criterio de convergencia aplicado en cada analisis estadistico fue 107,

El grado de asociacion entre la presencia de anticuerpos en suero y de
antigenos en semen de los virus de la DVB y RIB, como indicador de la
eliminacion de los virus a través del semen, se determind con el coeficiente
phi, también llamado coeficiente de correlacion de Mathews, el cual se calcula
para tablas de contingencia 2x2, toros positivos (1) o negativos (0) para la
presencia de anticuerpos en suero, y toros positivos (1) o negativos (0) para la
presencia de antigenos en semen. Los coeficientes de correlacion, asi como la
significancia estadistica para determinar si eran diferentes de cero, se
estimaron con el procedimiento CORR del paquete SAS.

Resultados y discusion

Ninguno de los tres factores de ajuste afectdo (P>0.05) la frecuencia de
anticuerpos séricos contra el VDVB. La frecuencia de antigenos en semen del
VDVB no fue estimable, ya que una gran proporcion de los toros fueron
negativos a la prueba de PCR (97.4 %), resultando en la ausencia de variacion
en algunos de los factores de ajuste incluidos en el modelo estadistico. Las
frecuencias de anticuerpos séricos contra el VDVB vy sus intervalos de
confianza al 95%, por estado y genotipo se presentan en los Cuadros 1y 2,
respectivamente; sin embargo, las frecuencias por hato no se presentan. La
frecuencia de anticuerpos séricos contra el VDVB vari6 de 58 a 76 % por
estado, de 43 a 86 % por hato, y de 54 a 79 % por genotipo. No se encontro
asociacion (P>0.05) entre la presencia de anticuerpos en suero y la presencia
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del VDVB en semen (r=0.16).

Cuadro 1: Frecuencias (+ errores estandar) de anticuerpos séricos contra el
virus de la diarrea viral bovina e intervalos de confianza al 95%, por estado

Estado No. de toros Frecuencia, % Intervalo
Puebla 28 58 + 11 36-77
Tabasco 26 59+ 11 38-78
Veracruz 22 76+£11 49 - 92
(P>0.05).

Cuadro 2: Frecuencias (+ errores estandar) de anticuerpos séricos contra el
virus de la diarrea viral bovina e intervalos de confianza al 95%, por

genotipo
Genotipo No. de toros Frecuencia, % Intervalo
Cebl 29 54 +£13 29 - 77
Cruza 33 60 + 10 40-77
Europeo 14 79+14 43 - 95
(P>0.05).

La frecuencia de anticuerpos séricos contra el VDVB estimada en el presente
estudio es relativamente alta y, en consecuencia, de consideracion. Por lo
tanto, sabiendo de antemano que en los hatos evaluados la reproduccion se
realizd mediante monta natural, los toros representan un factor de riesgo en la
transmision de la DVB. Por otro lado, aunque la frecuencia de antigenos en
semen del VDVB no se pudo estimar mediante un modelo estadistico, ésta se
considera baja, ya que una gran proporcion de toros resultd negativa a la
prueba de PCR (97.4 %), lo que sugiere que no todos los sementales estaban
eliminando el virus al momento de tomar la muestra de semen, o bien, existe
la posibilidad que solo los toros persistentemente infectados (PI) eliminaron
el virus, ya que se ha demostrado que el virus se replica en la préstata y
vesiculas seminales en toros Pl y no se elimina constantemente®”2829, En
otro estudio en toros de Perd, también se observd una frecuencia de
anticuerpos séricos relativamente alta (51.3 %), argumentandose una amplia
difusion y actividad viral entre animales y enfatizdndose el riesgo de
transmision a través del semen®®, por lo que es importante la vacunacion en
hembras, para prevenir problemas reproductivos por el riesgo de infeccion®?).
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La frecuencia de anticuerpos séricos contra el VDVB hallada en este estudio
sugiere que los hatos a los que pertenecen los toros estan infectados y
expuestos permanentemente a la reinfeccion, y en cuanto a la frecuencia del
VDVB en semen, se esperaba que ésta fuera mucho mayor, y que mostrara
una alta correlacion con la presencia de anticuerpos en suero, pero esto no
sucedi6 debido, probablemente, a que el VDVB no se elimina constantemente
a través del semen®; sin embargo, aln la presencia minima del VDVB en
semen representa un factor de riesgo en el momento de la monta natural, como
lo han argumentado otros autores®?®39) y sj se trata de semen congelado, éste
debe ser inocuo, pues al infectar a las vacas inseminadas causa problemas de
fertilidad®3®, por el riesgo de la eliminacion del virus, aunque no
permanentemente en el eyaculado de los toros P132%3%) Esto lo demuestra un
estudio en toros de dos afos de edad, sin antecedentes de DVB e inoculados
via nasal con el VDVB®), que eliminaron el virus en semen durante un
periodo de hasta siete meses, para después desaparecer, lo que puede explicar
por qué muy pocos toros eliminaron el virus en semen en el presente estudio,
pues no se elimina constantemente®343). Aun asi, la deteccion del VDVB
en suero 0 semen es importante en sementales para monta natural o
congelacion de semen, pues al impedir la utilizacion de animales positivos, se
minimiza el riesgo de transmision a las hembras®@339,

Debido a que la DVB persiste en animales infectados, se facilita su
transmision a animales sanos®73637)  entonces, la vacunacion es la
herramienta de control apropiada, pues la eliminacion de animales Pl es
complicada y requiere de mucho tiempo. Por lo tanto, los hatos evaluados en
este estudio se deberian vacunar®”) para prevenir problemas reproductivos®®.

Para la frecuencia de anticuerpos séricos contra el VRIB, el estado, hato
anidado en estado y genotipo del toro tampoco fueron factores de ajuste
importantes (P>0.05). En los Cuadros 3 y 4 se muestran las frecuencias de
anticuerpos séricos contra el VRIB vy sus intervalos de confianza al 95%, por
estado y genotipo del toro, respectivamente; sin embargo, las frecuencias por
hato no se presentan. La frecuencia de anticuerpos séricos contra este virus
vario de 66 a 83 % por estado, de 28 a 90 % por hato, y de 54 a 84 % por
genotipo.
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Cuadro 3: Frecuencias (+ errores estandar) de anticuerpos séricos contra el
virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina e intervalos de confianza al 95%,

por Estado
Estado No. de toros Frecuencia, % Intervalo
Puebla 34 837 63 - 93
Tabasco 11 66 + 18 29-90
Veracruz 29 70+ 10 47 - 86
(P>0.05).

Cuadro 4: Frecuencias (+ errores estandar) de anticuerpos séricos contra el
virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina e intervalos de confianza al 95%,
por genotipo

Genotipo No. de toros Frecuencia, % Intervalo
Cebu 33 79110 52-92
Cruza 29 54 +13 30-76

Europeo 12 84 +12 46 - 97
(P>0.05).

La presencia del VRIB en semen tampoco fue afectada por los efectos de
estado y hato; la frecuencia correspondiente vario de 50 a 55 % por estado
(Cuadro 5) y de 33 a 80 % por hato (estas frecuencias no se presentan). La
presencia de anticuerpos en suero y la presencia del VRIB en semen tampoco

estuvieron correlacionadas (r=0.07; P>0.05).

Cuadro 5: Frecuencias (+ errores estandar) para el virus de la rinotraqueitis
infecciosa bovina en semen e intervalos de confianza al 95%, por Estado

Estado No. de toros Frecuencia, % Intervalo
Puebla 21 549+125 31-77
Tabasco 12 50.0 £ 15.3 23-77
Veracruz 23 52.3+10.4 33-71
(P>0.05).

Los resultados de este estudio muestran una frecuencia de anticuerpos séricos
contra el VRIB relativamente alta. Una frecuencia similar (69.5 %) se
encontré en toros cruzados de doble proposito de hatos del municipio de
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Tonala, Chiapas®®, asi como en toros cruzados para produccion de carne y
doble proposito de hatos de la Sierra Oriente de Puebla (76.0 %)?% y de toros
para produccion de carne en Yucatan (54.4 %)), Por otro lado, en toros para
produccion de carne de hatos del Istmo y de la Costa de Oaxaca® se
observaron frecuencias menores (31.6 y 27.9 %, respectivamente). En
estudios realizados en toros colombianos se observaron frecuencias
relativamente altas, 85.5 % en Antioquia®, 67.6 % en Uraba y 75.0 % en el
Valle del Cauca®.

En cuanto a la presencia del VRIB en semen, se ha documentado la
identificacion del virus en toros para monta natural, asi como en sementales
de centros de inseminacion artificial®?, en los que se han podido aislar ambos
virus a partir de pajuelas de semen congelado de varias casas comerciales®?,
evidenciando que la inseminacidn artificial también es un factor de riesgo
importante en la propagacion de la RIB, ya que es un patégeno frecuentemente
presente en semen, asociado con baja calidad del mismo. El virus se encuentra
mas en el plasma seminal que en la fraccion celular, de tal manera que su
transmision ha mostrado pérdida de la fertilidad en vacas®Y.

En este estudio no se encontr6 asociacion entre la relativamente alta
frecuencia de anticuerpos y la presencia del VRIB en semen, en los que hubo
solo un 53 % de toros eliminadores del virus, en contraste con un estudio
previo®® en el que del total de toros seropositivos a anticuerpos contra el
virus, el 100 % lo eliminaron en el semen. Lo anterior se puede deber a
factores que inducen la excrecién o reactivacion del virus, como el estrés
caldrico, el estrés por manejo, los tratamientos con cortico-esteroides, que
causan inmunosupresion, lo que permite que el virus se replique en las células
epiteliales y otros tejidos (ocular, por ejemplo), sin que llegue a los 6rganos
reproductores; o bien, que suceda lo contrario, que el sistema inmune esté
funcionando perfectamente, evitando la replicacion del virus y, por lo tanto,
el virus no se encuentra en semen en el momento de la eyaculacion“?44. Sin
embargo, la deteccidn de anticuerpos contra el VRIB y de antigenos en semen,
juntas o separadas, son efectivas para detectar la enfermedad en los toros®®
y, por ende, en el hato. Finalmente, debido a las altas frecuencias de
anticuerpos en suero y del VRIB en semen en este estudio y considerando que
la enfermedad también se transmite por contacto sexual, es importante sefialar
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que urge una campafia de control para la RIB en México, como se ha hecho
en Brasil“®,

Conclusiones e implicaciones

No se encontrd asociacion entre la presencia de anticuerpos en suero y la
presencia de los virus en semen; tampoco se encontraron diferencias entre
estados en la frecuencia de anticuerpos séricos contra los virus de la RIB y
DVB ni en la frecuencia de antigenos en semen del VRIB. Sin embargo,
dichas frecuencias fueron de magnitud considerable, por lo que se deberia
implementar un programa de control mediante la vacunacion. Si un toro
elimina estos virus a traves del semen se puede considerar persistentemente
infectado, lo que también debe tomarse en cuenta antes de comprar
sementales, los cuales deberian estar libres de DVB y RIB, comprobado con
pruebas de laboratorio.
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