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SUMMARY

The objective of this work was to determine the relationship
between Bovine Herpesvirus- 1 (BHV-1), ethiologic agent In-
fectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), and the presence of
Infectious Bovine Keratoconjunctivitis (IBK) in beef calves
younger than one year old.

A case - control study was performed on 160 calves between
the ages of three months and 1 year old, 80 cases and 80 con-
trols. A clinical scale for IBK was used to eval uate every case
and control. Anindirect ELISA technique was used on all the
animalsfor the diagnosis of specific antibodiesfor BHV-11g G
type. Also, 39 random samples of ocular swabs were taken
from cases and controls for the detection of BHV-1 by PCR.

The odds ratio found was 1,0 for a significance level of 95% .
With a superior confidence level of 7.2 and an inferior confi-
dence level of 0.13 for the serological samples. On the other
hand, the results of the PCR ocular secretion tests for BHV-1
detection were negative, not being able to estimate statistics.

According to the results, it is not possible to acertain an exis-
ting relationship between the two studied variables, IBK di-
sease and positive serology for BHV-1, corresponding to the
risk factor that was considered.

Key Words: Infectious Bovine Keratoconjunctivitis (I1BK), Bovine
Herpesvirus-1 (BHV-1), Infectious Bovine Rhinotracheitis
(IBR), calves, case —control study, |BK vaccines

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar larelacién entre lainfec-
cion de HerpesVirus Bovino- 1 (BHV-1) agente etiol6gico dela
Rinotraqueitis InfecciosaBovina (IBR) y lapresenciade Que-
ratoconjuntivitis bovinainfecciosa (QCIB), en terneros de ra-
zas carniceras menores de un afo de edad.

Serealizé un estudio de Casosy Controles, en 160 terneros de
tres meses a un afio de edad, 80 casosy 80 controles. Se eval ua-
ron aloscasosy controles usando unaescalaclinicapara QCIB.
Se utiliz6 latécnicade ELISA indirecto en muestras pareadas
para el diagnostico de anticuerpos especificos tipo Ig G de
BHV-1 en latotalidad de los animales incluidos. Ademéas se
tomaron 39 muestras de hisopados ocul ares al eatorias de casos
y controles para la deteccion de BHV-1 por lareaccion en
cadena de polimerasa (PCR).

El Odds Ratio hallado fue de 1,0 paraun nivel de significacién
de 95%. Con un limite de confianza superior de 7,2 y unlimite
de confianzainferior de 0.13 paralas muestras serol 6gicas. En
tanto los resultados de PCR de | as secreciones ocul ares parala
deteccion viral, fueron negativos en su totalidad, no siendo
estimabl es | os datos estadisticamente.

De acuerdo alos resultados no se puede afirmar que hay aso-
ciacion entre las dos variables estudiadas, enfermedad QCIB y
serologia positiva para BHV-1 que corresponde al factor de
riesgo considerado.

Palabras claves: Queratoconjuntivitis bovina infecciosa
(QCIB), Herpes Virus bovino 1 (BHV-1), Rinotraqueitis bovina
infecciosa (IBR), terneros, estudio de casosy controles, vacunas
QCIB

INTRODUCCION

En los terneros se presentan cuadros of -
talmol dgicos, que dadaslas caracteristi-
cas clinicas y epidemiolégicas se diag-
nostican como Queratoconjuntivitis In-
fecciosaBovina (QCIB). Setratade una
enfermedad infecto contagiosa produci-
da por la Moraxella bovis (M. bovis),
que puede afectar laconjuntiva, lacor-

nea y otras estructuras oculares en el
caso de que existan complicaciones, pro-
duciendo lapérdidadela vision en for-
ma transitoria o permanente, 1o que de-
termina pérdida de peso y retraso en el
crecimiento. Sumado aesto se deben agre-
gar los gastos en especificos zooterapi-
cos, en el manejo delos animalesy las
horas de trabajo del personal del esta-
blecimiento. (2), (15).

Si bienlaM. bovis es el agente etiol 6gico
primario, muchas veces esimposible su
aislamiento. Por lo queel diagndstico de
la enfermedad se realiza considerando
las caracteristicas clinicasy epidemiol 6-
gicas mas que por confirmacioén bacte-
rioldgica.

La M. bovis de fimbria tipo Q produce
un indice de infecciones relativamente
alto, asi como de QCIB. Las bacterias
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con fimbrias tipo 1 producen una inci-
denciamas bajay las bacterias sin fim-
brias no producen infecciones (20).

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) es una enfermedad transmisible,
de etiologia viral, que se presenta en el
ganado bovino, afectando los sistemas
respiratorio, digestivo, genital y nervio-
so. El agente causal pertenece alafami-
liaHerpesviridae, clasificado como Her-
pesVirusBovino -1 (BHV-1) (6). Aisla-
mientos virales a partir de animales con
diferente sintomatologia son desde el
punto de vista antigénico, idénticos.
Sinembargo por analisisde ADN genomi-
co se han podido distinguir 3 subtipos:
subtipo 1.1, subtipo 1.2ay subtipo 1.2b,
que serelacionarian con lasdiferentesfor-
mas de presentacion clinica. (16).
Laformarespiratoria se caracteriza por
obstruccién de las vias aéreas superio-
res, con descarga nasal mucosa a muco-
purulenta'y conjuntivitis que puede ser
unilateral o bilateral, generalmente con
profuso lagrimeo. Esta conjuntivitis esta
asociada con la forma respiratoria pero
puede presentarse en el rodeo como un
Unico signo clinico. (6) Lainfeccién puede
permanecer latente y ser reactivada en
casos de stress, como por ejemplo lain-
feccién con otros virus y bacterias. (6)
Debido alacaracteristicade latenciaque
presentan los herpesvirus, todo animal
infectado es un portador y posible dise-
minador delainfeccion al rodeo.

En ensayos experimentales la vacuna-
cion aterneros con el virus vivo modifi-
cado de BHV-1 se haasociado con lesio-
nes oculares mas pronunciadas que las
producidas por M. bovis en casos de
QCIB (8, 9, 20, 23, 27).

A partir de esta aseveracion, se hagene-
rado el concepto de la existencia de una
asociacion entre QCIB y BHV-1 en con-
diciones naturales (4, 8) hecho que no se
ha demostrado.

En estudios para la confirmacién de los
agentes etiol6gicos de QCIB, se busco
lapresenciadevirus BHV-1 enterneros
de 5 a6 meses con QCIB en condiciones
de campo, usando para el diagnostico
cultivoscelularesy serologia. Losresul-
tados fueron negativos para IBR en to-
dos los casos (21).

También se ha buscado |a presencia del
HVB-1 en ternerosinfectados de QCIB,
siendo negativo su hallazgo (7).

Paolicchi y otros, 1998, buscando |os agen-
tesetiolégicosimplicadosen1aQCIB, es-
tudiaron lapresenciade HVB-1 en secre-
cionesocularesy lacinéticade anticuer-
pos contraBHV-1 en animales enfermos,
no encontrando BHV-1 en los hisopados
ni titulos significativos de anticuerpos
para BHV-1 (22).

Microorganismos como Branhamella
spp, Listeria monocytogenes, Micoplas-
ma bovoculi y adenovirus, fueron aisla-
dos en brotes de campo de QCIB (27).
Aunque fueron recuperados diferentes
micoplasmas, rickettsiasy virus, sure-
lacién con la etiopatogenia, si lahay no
ha sido determinada.

Lainterrelacion entre estas dos enferme-
dades las considera laindustria farma-
céutica, yaqueexistenvacunasparaQCIB
que tienen también antigeno BHV-1 inac-
tivado, utilizandose las mismas en laca-
tegoria de animal es estudiados.

Si bien estainteraccion infecciosaesfre-
cuentemente citada, no hemos encontra-
do estudios de investigacion en donde
seevallie laasociacion del BHV -1, agen-
te etiologico del IBR, con la Querato-
conjuntivitis Bovinalnfecciosa.

Deacuerdo alabibliografialaprevalen-
ciadel virusdeIBR en el Uruguay esde
un 36.6% en animalesde carne (12, 24),
estudiada en todas | as categorias, menos
en terneros.

Este trabajo se plantea como objetivo
comprobar la existencia de una asocia-
cion entre QCIB Yy el virusBHV-1, y de

existir esta, determinar lamagnitud dela
misma.

MATERIALESY METODOS

Setrabaj6 en 6 establecimientos ganade-
ros distribuidos en el Uruguay, durante
los afios 2005 y 2006.

Serealizé un estudio observacional ana-
litico de tipo caso/control (CC).

La poblacién de estudio fueron terne-
ros de produccién carnicera de 3 a 12
meses de edad, por ser |os mas frecuen-
temente afectados de QCIB (4).

Se definieron como casos aquellos ter-
neros que presentaron signos (cuadro 1)
y sintomas clinicos de QCIB, que no es-
taban inmunizados para IBR y que no
mostraron otro tipo de patologia infec-
ciosa.

Se consideraron controles aquellos ter-
neros que no presentaron signos ni sin-
tomas clinicos de QCIB, que no estaban
inmunizados paraIBR y que no mostra-
ron otro tipo de patologia infecciosa.

Laseleccién deloscasosserealizd atra-
vés de la comunicacion personal de los
Productores alaFacultad de Veterinaria
de Montevideo, Uruguay (Departamen-
to de Rumiantes) que declararon tener
terneros enfermos de QCIB.

Paralaseleccién delos mismos sereali-
z6 un muestreo de tipo no probabilisti-
€O consecutivo.

Se seleccionaron los controles (uno por
cada caso), delos mismos establ ecimien-
tos que declararon tener terneros con
QCIB de acuerdo a un muestreo aleato-
rio.

Cuadro 1. Escala clinica para la realizacion del diagnéstico de QCIB (E. Cardozo).

Grado Lesiones

Conjuntivitis o conjuntivitis + leve queratitis (edema de cérnea)

1
Queratitis ulcerativa, queratitis abscedativa,
2 Descemetocele (acompafiados de uveitis)
Sinequias de 360°, Prolapso deirisen Ulceras perforadas
3 (Estafilomas), Ulceras perforadas, Panoftal mitis, Luxacion de
cristalino, Ptisis bulbis, Simblefarones./ Miasis

4 Cicatrizacion corneal
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Se calcul 6 el nimero de casos necesarios
paraestudiar el factor de exposicién, asu-
miendo ademas que se trabajé con una
hipotesisbilateral, un nivel designifica-
cién del 95%, y una magnitud minima
del OR de 1.3 considerado con relevan-
ciaclinica.

Se tomé como nimero de casos necesa-
rios el mayor valor hallado.

En funcion de las consideraciones ya
hechas, y asumiendo unaprevalenciade
exposicién a IBR de 36,6% (0.36), el
ndamero de casos a estudiar correspon-
deriaa 60. Paraeste estudio se conside-
ré un ndmero superior al estimado, 80
casos, 80 controles como margen de se-
guridad.

Tanto a casos como a controles se les
realiz6 blusqueda de anticuerpos especi-
ficosdel tipo IgG, parael virus de Rino-
traquitis Infecciosa Bovina en suero, a
travésdelatécnicade ELISA, inmunoen-
sayo indirecto (CIVTEST bovis IBR).
Utilizandose muestras pareadas extrai-
das con 20 diasde diferenciaentreunay
otra. El titulo de Acs que se considerd
positivo fue de 1/100.

Se tomaron 39 muestras aleatorias de
casos y controles (hisopados oculares)
paraladeteccion de BHV-1 por unatéc-
nicamolecular de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). Las condiciones de
amplificacién por PCR fueron realiza-
das utilizando la cepa de referencia, es-
tableciéndose | os parametros de concen-
tracion optima del CI,Mg en 1.5 uM y
de primers de 0,1uM de cada uno.

RESULTADOSY DISCUSION

Se trabajé con 160 muestras pareadas
seroldgicas, correspondientes: 80 a en-
fermos de QCIB (casos) y 80 sanos
(controles). Superando el tamafio mues-
tracalculado.

Unavez procesados|os datos con el Pro-
grama Epi Info 6.0 se hallé como resul -
tado OR de 1.0, con un limite de con-
fianzasuperior de 7,2 y un limite de con-
fianzainferior de 0.13.

Losresultados de laserologiade BHV-1
deloscasosy controles seresumen en el
cuadro 2, hallandose 4 animales positi-
vOs (2 casos y 2 controles). Se conside-
raron animal es positivos aquellos que en
al menos 1 de las muestras se detectaron

Cuadro 2. Distribucion de casos y controles segiin Serologia de HVB - 1 Uruguay 2007.

QCBI
Si No Total

Factor deriesgo S 2 2 4
Serologia HVB-1 No 78 78 156
Total 80 80 160

Significacién: 95%
Potencia: 80%

OR:=1,0
LCs: =72
LCi: = 0,13

anticuerpos (Acs) anti-BHV-1. En dos
animales (un caso y un control) se man-
tuvieron los titulos de Acs en ambas
muestras. Otro animal dio positivo enla
primeramuestray negativo en la segun-
da, posiblemente |os anticuerpos detec-
tados en la primera muestra puedan ser
Acs calostrales (14).

En el cuarto animal (control) hubo sero-
conversion (12 muestra negativa y 2@
positiva), sugiriendo que fue el Unico
animal que se infect6 durante el periodo
del estudio.

Los resultados del andlisis de PCR en ca-
sosy controles se resume en el cuadro 3.

No se observé ningln producto de am-
plificacion en los controles negativos.

Con respecto a la determinacion de la
sensibilidad de la prueba se estimé en
aproximadamente 2.5 TCID50. En las
condiciones mencionadas en M&M se
obtuvieron productos de amplificacion
del tamafio esperado.

Del andlisis de las muestras extraidas en
formaaleatoria se proceso el total delas

mismas, 39, con resultado negativo. No
se observaron amplificaciones en ningu-
na de las muestras analizadas.

Uno de los animales, correspondiente al
grupo caso que resulté positivo en am-
bas muestras serol 6gicas, tuvo PCR ne-
gativo, demostrando la ausencia del vi-
rus en las secreciones oculares del hiso-
pado analizado.

Las cifras obtenidas de los estudios de
PCR al ser analizadas en la tabla tetra-
corica para encontrar el valor del Odds
Ratio mostraron que no se podia obte-
ner valores estimables, dado la nulidad
de test positivos.

Al no poder afirmarse la asociacion en-
tre estas dos enfermedades, no resulta
posible realizar el andlisis cotejandolo
con laslesionesclinicas.

CONSIDERACIONES

El diagndstico de QCIB serealizd tenien-
do en cuentalos aspectos clinicosy epi-
demiol6gicosdelaenfermedad enlos seis
establ ecimientos en que se llevd a cabo
el estudio.

Cuadro 3. Distribucién de casos y controles segin PCR de HVB - 1 Uruguay 2007.

Si No Total
Si 0 0 0
Factor deriesgo
PCR HVB-1
No 21 18 39
Total 21 18 39

O R: no estimable
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Se consideré no relevante alos efectos
deestetrabajo deinvestigacion el aisla-
miento del agente etiol 6gico, dado quela
M. bovis no se aisla en el 100% de los
ojos afectados. Segin Reinaldo,1993 (21),
se encontré en 30 de 45 animales enfer-
mos, o seafue aislada en un 67% de los
casos, por lo que no podemos afirmar
que la no presencia en las secreciones
oculares no signifique enfermedad.

Este mismo autor encontrd: diferencias
significativas entre los grupos I, I1, 111,
IV (gradosclinicos), enrelacién al aisla-
miento del microorganismo que «pudie-
ra ser explicado porque a medida que
avanzael cuadro clinico el nivel de dete-
rioro ocular es mayor y el aflujo de mi-
croorganismos es mas evidente, los que
pudieran desplazar en importancia a M
bovis».

Para la extraccion de las muestras sero-
|6gicas, alos efectos de buscar anticuer-
pos de BHV-1 se consider6 la sintoma-
tologiaclinicade QCIB.

Como en este caso el objetivo de latéc-
nicainmuno enziméticaELISA indirecto
no es la confirmacién de la enfermedad
de Rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR), sino la deteccion de anticuerpos
BHV-1 en animalesenfermosde QCIB y
en controles sanos, el concepto de sero-
positividad se estim6 al tener al menos
una muestra positiva.

El cllculodel tamafio muestral que con-
sideramos se baso en la sero-prevalencia
del virus en el territorio nacional
(36,6%). De acuerdo a los resultados
obtenidos un OR de 1 con un rango muy
elevado entre el limite de confianza supe-
rior y €l inferior no nos permite afirmar
que las variables estudiadas (QCIB y se-
rologiaparaBHV-1) estén asociadas.

Al ser la poblacion estudiada animales
menores de 1 afio de edad, seguramente
estamos registrando primo-infeccionesy
no podemos descartar 10s anticuerpos
maternos transferidos con el calostro, a
pesar de ello, se observaun nimero muy
bajo de animales seropositivos, distri-
buidos homogéneamente entre enfermos
y controles.

De acuerdo a la literatura revisada, no
hay investigacién que demuestre laaso-
ciacion de QCIB y BHV-1, por lo tanto
el presente estudio es el Unico disefiado
para este objetivo.

Afirmar que existe unaasociacion entre
QCIB y BHV-1 no seriacorrecto dadala
faltadeevidencia

Planteandose otros objetivos en sus tra-
bajos de investigacién autores como
Reinaldo 1993, Paolicchi 1998 y Fio-
rentino 2001 buscan la presencia del

BHV-1 en secreciones oculares y anti-
cuerpos anti-BHV-1 en suero de anima-
les enfermos de QCIB. Estos autores no
encontraron evidenciade lainfeccion de
BHV-1 en enfermos de QCIB, lo que
coincide con nuestros resultados.

Por lo tanto, no estariademostrado cien-
tificamente el mayor beneficio delauti-
lizacion de vacunas contralaQCIB com-
binada con el antigeno viral (BHV-1),
para la prevencion de la QCIB en esta
categoriade animales.

Es necesario conocer la prevalencia del
BHV-1 en la poblacién de estudio (terne-
ros menores de 1 afio), que posiblemente
seadiferente alade otras categorias.
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