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MUSCLE GLYCOGEN DEPLETION PATTERN AND METABOLIC
RESPONSE IN BULLS AFTER BULLFIGHTING

A Muioz', EI Agiiera?, F Castejon?

'Department of Animal Medicine and Surgery. Faculty of Veterinary Medicine. Cardenal Herrera-
CEU. Moncada, Valencia, Spain 2 Department of Cellular Biology, Physiology and Immunology.
Faculty of Veterinary Medicine. University of Cérdoba, Spain.

ABSTRACT: Muscle metabolism and glycogen depletion pattern were investigated in 12 4-year
old bulls after bullfighting in order to establish their muscular adaptation to exercise and the
order of recruitment of muscle fibers. Biopsies were taken immediately after bullfighting from
the gluteus medium muscle at an absolute depth of 50 mm to perform histochemistry and
biochemistry. Glycogen depletion pattern was evaluated by means of periodic acid Schiff’s
stain and muscle glycogen and lactate concentrations were determined fluorometrically.
Muscle pH was also determined. During bullfighting, a marked intervention of the glycolytic
pathways occurred, with glycogen breakdown, lactate formation and muscle acidosis. Gly-
cogen depletion pattern showed a recruitment order of I-IIA—IIB. Total muscle glycogen
content after bullfighting was mainly dependent on the percentage of type IIB fibers with high
content in glycogen. In summary, the results showed the high anaerobic metabolism during
bullfighting, in spite of the main intervention of type I and IIA fibers, which could have been
linked to psychological stress and catecholamines release. Furthermore, the low pH could be
indicative of a reduced muscle buffer capacity, possible due to the lack of energy precursors
and incapacity for ADP rephosphorilation.

Key words: Bovine, exercise, glycogen, metabolism, muscle

PATRON DE DEPLECION GLUCOGENICA Y RESPUESTA
METABOLICA MUSCULAR A LA LIDIA EN TOROS BRAVOS

RESUMEN: Se ha investigado el metabolismo muscular y el patrén de deplecion glucogénica en
12 toros bravos tras la lidia para establecer su adaptacion al ejercicio y el orden de interven-
cion de las fibras musculares. Se obtuvieron biopsias musculares tras la lidia, en el musculo
gluteo medio, a una profundidad absoluta de 50 mm, para realizar andlisis histoquimicos
y bioquimicos. El patréon de deplecién glucogénica se evalué mediante la tincién del dcido
peryddico de Schiff, las concentraciones musculares de glucégeno y lactato se cuantificaron
mediante fluorimetria y se midié el pH muscular. Durante la lidia, se produjo una intervencion
importante de las vias glucoliticas, con formacién de lactato y acidosis muscular. El patron de
deplecion glucogénica mostré un orden de contraccion fibrilar I-IIA—IIB. El contenido muscular
total de glucégeno tras la lidia dependié fundamentalmente del porcentaje de fibras IIB con
contenido elevado en glucégeno. En resumen, durante la lidia existe un metabolismo muscu-
lar anaerobio intenso, a pesar de la intervencion preferencial de las fibras I y IIA, resultados
que podrian haberse debido al efecto del estrés psicolégico y liberacion de catecolaminas. El
bajo pH tras la lidia indicaria una capacidad tamponadora reducida, posiblemente debido a
la escasez de precursores energéticos e incapacidad de refosforilacién del ADP.

Palabras claves: Bovinos, ejercicio, glucégeno, metabolismo, musculo
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INTRODUCTION

Although bullfighting is a kind of exer-
tion, there is a paucity of scientific information
concerning physiological adaptation to this in-
tense exercise. In the last years, we have been
analyzing the hematological (1,2), and plasma
biochemical (3) response to bullfighting, as well
as muscle composition and metabolism (4,5,6,7)
in these animals. Bullfighting lasts for more than
15 minutes (8), and therefore, a predominance of
oxidative metabolism vs. anaerobic glycolysis in
muscle is expected (9). However, in a previous re-
search, we found marked glycogen depletion, with
post-bullfighting concentrations lower than 60
mmol/kg d.w. and with intense lactate produc-
tion, higher than 200 mmol/kg d.w. (4,6). These
findings emphasized the great dependence of
bovine locomotor muscle of anaerobic pathways
for energy resynthesis. This fact could be the
result of limitations in the availability of oxygen
and/or in the capacity to use it. The main factors
involved might be the cardiorespiratory function-
ality, blood hemoglobin concentration, transit
time of the blood in the muscle, capillarization,
muscle myoglobin concentration and the number
of mitochondria in the muscle fibers (10).

In knowledge of the authors, the heart and
respiratory rates during bullfighting have not
been recorded, because of the inherent difficulty
of management of this bovine breed. We have
observed that most of the bulls undergo asphyxia
episodes during exercise, which were expressed
as incapacity for movement and continuous pant-
ing (3). In addition, Villafuerte et al. (1) found a
non-significant trend to decreased red blood cells
and hemoglobin concentration after bullfighting.
That was associated with the hemorrhage and it
is tenting to speculate about the deterious effect
of the reduced blood volume in oxygen transport
and aerobic pathways in the locomotor muscles.
On the other hand, locomotor muscles of the
bulls are demonstrated to have high activities of
glycolytic enzymes (LDH, lactate dehydrogenase;
PHOS, glycogen phosphorylase) and low activi-
ties of oxidative enzymes (CS, citrate synthase;
HAD, 3-OH-acetyl coenzyme A dehydrogenase)
(5). Accordingly, it appears than a combination
of cardiorespiratory, hematologic and muscular
factors makes bovine muscle anaerobic during
exercise.

Other factor to take into account is the
influence of the emotional stress. In fact, cat-
echolamines stimulate glycolytic pathways, with
glycogen breakdown and lactate production.
Glycogen depletion patterns are used to indicate
how muscle fibers are recruited during work (11).
From histochemical ATP-ase stains, muscle fibers
are classified as type I, IIA and IIB. Type I fibers
have low and type IIA and IIB high contractile
velocity. Additionally, type I fibers have greater

oxidative potential than type II fibers and type IIB
fibers have lower oxidative potential than type IIA
(5,6,7,12,13). Catecholamines strongly influence
glycogen breakdown on oxidative fibers, while
maximum intensity exercise causes glycogen
breakdown in glycolytic fibers (14,15,16).

This research aims to describe glycogen
depletion pattern in bulls after bullfighting in
locomotor muscles, in order to explain which
type fibers are involved in this kind of exercise,
and to analyze the effect of the emotional stress.
Because of the high muscle lactate concentra-
tions found previously after bullfighting (4), it
was hypothesized that this exercise produces a
more intense recruitment of fast-twitch fibers in
the locomotor muscles.

MATERIAL AND METHODS

Bulls

A total of 12 four-year old healthy bulls
were included in the study. They belonged to two
different farms (6 from each one).

Muscle sampling

Only muscle biopsies could have ex-
tracted immediately after bullfighting, with a
biopsy needle using the percutaneous technique
of Bergstrém. The most active muscles during
bullfighting are unknown. It has been shown that
the equine gluteus medium muscle is active in
all types of exercise. Because of the easy acces-
sibility, this muscle was also chosen in the bulls.
Biopsies were taken 15 cm caudodorsally to the
tuber coxae, in the middle of the line between
tuber coxae and ischii tuber. The samples were
withdrawn from either the right or the left side. All
the biopsies were obtained at an absolute depth
of 50 mm, since the animals had similar weights
(mean weight 566.3 + 20 Kg). Immediately after
extraction, samples were divided in two fractions,
for histochemistry and biochemistry.

Histochemistry

Samples for histochemistry were rolled
in talcum power before being frozen and stored
at —80°C until analyzed. After, they were cut into
10 um thick cross-sections in a cryostat at -20°C
(2800 Frigout E, Reicher-Junt) and histochemically
stained for myosin ATP-ase activity after both
alkaline (pH 10.3) and acid (pH 4.3 and 4.6) pre-
incubation. Three main muscle fiber populations
were then identified: I, IIA and IIB (7,17). About
200 fibers were counted on photomicrographs
from each biopsy to establish muscle fiber com-
position.

A semi-quantitative assessment of gly-
cogen content in the fibers was obtained by the
technique of Periodic- Acid Schiff (PAS). Accord-
ing to their staining intensity, the cross-sections

6 AnaLEcTA VETERINARIA 2007; 27 (2): -
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were considered as high (H), medium (M) and low
or empty (L) in glycogen content, then, they were
compared to the photomicrographs showing the
fiber composition.

Biochemistry

Muscle samples were immediately frozen
and stored at —-80°C until analyzed. They were
freeze-dried (Hetosic type CSD2, Heto Lab Equip-
ment, Denmark), dissected free of fat, blood and
connective tissue with a dissection microscope
and weighted. The weight ranged between 1.4 and
1.8 mgin all the cases (1.65 + 0.23 mg). Total gly-
cogen concentrations (GLY) were analyzed by boil-
ing part of the muscle biopsy for 2 hours in 1 ml
of 1 M CIH in order to hydrolyze GLY into glucose
residues. Muscle lactate concentrations (LA) were
determined after perchloride acid extraction. Both
muscle GLY and LA were measured according to
the methods described by Lowry and Passoneau
(18) with fluorometrical techniques. Muscle pH
was determined after sample homogenization in
KCl buffer with iodoacetate, to prevent additional
glycolysis (19).

Statistical analysis

All the results are presented as mean+SD.
The correlations between GLY depletion pattern
and muscle GLY, LA and pH were investigated
by a linear correlation analysis (Pearson product-
moment correlation). When significant correla-
tions were observed, a simple regression study
was performed. Level of significance was set at
P<0.05.

RESULTS

No significant differences were found
between the two farms, so all the data were pro-
cessed together. Muscle GLY and LA concentra-
tions after bullfighting were 54.57+27 mmol/Kg
d.w. and 255.9456 mmol/Kg d.w. respectively.
Muscle pH after bullfighting was 5.895+0.11,
ranging between 6.030 and 5.720.

GLY depletion pattern after bullfighting
is presented in Figure 1. Most of the type I fibers
were almost E in GLY (63.01%), while most of the
type IIA fibers had a M content in GLY (72.22%).
Most of the type IIB fibers showed a H content in
GLY (85.9%).

The results of the correlation analysis be-
tween the percentages (%) of the three main fiber
populations with (H), (M) and (L) GLY content are
showed in Table 1. The % of type I fibers stained
(H) was positively correlated with the % of type
I fibers stained (H) and negatively with the % of
type IIB fibers stained (H). Likewise, a positive
correlation between the % of type I fibers stained
(M) and the % of type IIA fibers stained (L) was
found. Finally, a negative relation between the

Glycogen depletion pattern

% of type I fibers stained (L) and the % of type
ITIA fibers stained (M) was observed. The results
of the correlation analysis of the GLY depletion
pattern and the metabolic response to bullfighting
are presented in Table 2. Muscle GLY concentra-
tions were mainly dependent on GLY stored in
type IIB fibers stained (H) for GLY. The relation-
ship between both variables followed this expres-
sion: % type IIB fibers stained (H): -16.4 + 0.91
GLY (Figure 2a). The main determining factor of
muscle pH was the % of type I fibers stained (M)
in GLY, according to this expression: % type I
fibers stained (M): 230.1 — 37.19 pH (Figure 2b).
No significant correlations were found between
the muscle GLY, LA and pH after bullfighting
(Table 3).

DISCUSSION

In agreement with previous studies, bull-
fighting induced a marked recruitment of glyco-
lytic pathways with LA formation (4,5,6,7,13).
McVeigh et al. (20) found that resting GLY con-
centrations in bovine muscle were about 250
mmol/Kg d.w., although means higher than 300
mmol/Kg d.w. could be measured if they were
fed a high-carbohydrate diet. If these concentra-
tions are considered as baseline for muscle GLY
content, our bulls could have undergone a GLY
reduction near of 75%. Some evidences have
been found that the availability of muscle GLY in
horses could be a limiting factor for performance
for both endurance (21) and anaerobic exercises
(22), and the same might be true for the exercis-
ing bulls.

Despite the high LA formation, no signifi-
cant relationship was found between muscle GLY
and LA. These results could have derived from LA
diffusion rate from muscle fibers to bloodstream.
It has been demonstrated in horses that a limita-
tion of the LA diffusion rate exists, depending on
muscle LA concentrations, muscle capillariza-
tion and muscle oxidative profile, volemia and
monocarboxylate transporters (23). A similar fact
could be expected in bovine muscles, although in
knowledge of the authors, the influence of these
factors and the existence of lactate transporters
in muscle fibers have not been determined yet.

An unexpected finding was the low muscle
pH, in spite of the quick extraction of muscle
biopsies to avoid additional glycolysis. Snow et
al. (24) reported muscle LA concentrations of
149 and 204 mmol/Kg d.w. in Thoroughbred
racehorses after several bouts at galloping veloci-
ties, with blood pHs of 6.5 and 6.3, respectively.
If we consider these data, a muscle LA concen-
tration of 250 mmol/Kg d.w. would produce a
muscle pH of 6.0, slightly higher than the mean
pH found in the bulls after bullfighting (5.895).
Therefore, it seems that bovine muscle presents
a high glycolytic capacity together with a limited

ISSN 0365-5148
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buffer capacity. Muscle buffer capacity is mainly
determined by the amount of phosphocreatine,
bicarbonate and carnosine and it increases in
response to physical training (25). A previous
research established that bullfighting induces
significant adenosine triphosphate (ATP) deple-
tion (4). The lack of energy precursors in bovine
muscle, as ATP and phosphocreatine, could have
acted as limiting factor of muscle buffer capac-
ity.

Earlier studies in horses have shown
that fiber recruitment within the gluteus muscle
is related to speed, and the fibers are recruited
from type I to IIA to IIB as the intensity or dura-
tion of exercise increases (11). In supramaximal
and maximal exercises, carried out above or at
maximum oxygen uptake, GLY depletion is more
intense in type IIA and IIB fibers (15,16). In the
present research, GLY depletion pattern of bulls

after bullfighting followed this order: I>IIA—IIB.
This pattern has been found in submaximal exer-
cises and after psychological stress (11,14). How-
ever, it was unexpected that a main intervention
of types I fibers would generate high muscle LA
concentrations. Energy resynthesis in these fibers
are dependent on oxidative breakdown of blood
glucose and/or the muscle GLY, and B-oxidation
of free fatty acids (26). Up to now, the main lim-
iting factors of performance in bullfighting bulls
remain speculative, although muscle glycolytic
and buffering capacities should be considered.
The correlations between muscle GLY
depletion pattern and muscle metabolic response
to bullfighting emphasized the influence of both
exercise and psychological stress. The correla-
tions between the % of types I, IIA and IIB fibers
stained (H) highlighted the preferential interven-
tion of fast-twitch fibers, although it can not be

Table 1. Correlations between the % of the three main muscle fiber populations stained high (H),
medium (M) and low (L) for glycogen in the gluteus medium muscle of 12 bullfighting bulls after
bullfighting (significant correlations are in bold; level of significance P<0.05; ns no significant).
Tabla 1. Correlaciones entre los % de las diferentes poblaciones fibrilares musculares con tincién alta (H), media (M) y baja
(L) para glucégeno en el musculo gliteo medio de 12 toros bravos tras la lidia (correlaciones significativas en negrita; nivel
de significacion P<0.05; ns no significativo).

I(H) (M) I(L) IIA (H) IA (M) IA(L) IB(H)
I(H) 1.000
I(M)  0.670ns  1.000
I(L)  0.110ns -0.6408s  1.000
HA(H 1.000 0.670" 0.110°  1.000
HA(M) -0.140ns 0.490w=  -0.930 -0.140ns  1.000
HA(L) -0.450ns 0.950  0.8407"s -0.4500ns -0.7508s  1.000
IB(H) -0.850 -0.190" -0.610= -0.850ns 0.580ns -0.080ns  1.000

Table 2. Correlations between the total muscle concentrations of glycogen (GLY), lactate (LA) and
pH in the gluteus medium muscle and the % of the three main fiber populations stained high (H),
medium (M) and low (L) in 12 bulls after bullfighting (significant correlations are in bold; level of

significance P<0.05; ns no significant).
Tabla 2. Correlaciones entre la concentracion muscular de glucégeno (GLY), lactato (LA) y pH en el musculo gluteo medio y
el % de las tres poblaciones fibrilares musculares con tincién alta (H), media (M) y baja (L) en glucégeno en 12 toros bravos

tras la lidia (correlaciones significativas en negrita; nivel de significacion P<0.05; ns no significativo).

GLY LA pH
1(H) -0.720 rs -0.080 -0.340 ns
(M) -0.200 s -0.060 s -0.870
(L) -0.600 ns -0.290 ns 0.010 ns

IIA (H) -0.720 ™ -0.080 ™ -0.340 s

IIA (M) 0.750 ns 0.610 ns -0.330 ns

LA (L) -0.130 ns -0.160 0.140 ns

1B (H) 0.860 0.160 ns 0.320 ns
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assumed that only theses fibers were recruited
during bullfighting. Since the excitability thresh-
old for fiber recruitment increases progressively
from type I to type IIA to type IIB, it is physiologi-
cally improbable that type IIB fibers recruitment
occurred without type I recruitment. However,
the type I fibers could have been more dependent
on blood glucose and free fatty acids during ex-
ercise.

In the present study, the influence of psy-
chological stress has been shown by significant
correlations between % of type I stained (L) and
% of type IIA fibers stained (M). Furthermore,
muscle GLY concentrations were mainly depen-
dent on the content of GLY in type IIB fibers. In
order to quantify the influence of psychological
factors on muscle GLY breakdown, a comparative
study between GLY depletion pattern in postural
and locomotor muscles is required.

In summary, muscle GLY depletion in
bullfighting bulls showed the influence of both ex-
ercise and psychological stress. GLY breakdown
occurred mainly by glycolytic pathways, with LA
formation and muscle acidosis. During maximal
exercises, the loss of muscle functionality and
the disruption of muscle fibers (thabdomyolysis)
can be linked to the lack of energy precursors
for ADP rephosphorilation and muscle acidosis.
Therefore, the control of stressful procedures dur-
ing transport and handling of bullfighting bulls
are strongly encouraged. Thus, bovine muscle
could dispose of more GLY during bullfighting,
although enhanced respiratory, cardiovascular
and muscular capacities could be reached by
physical training in order to improve physical
performance.
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SEROEPIDEMIOLOGIA DE LA DIARREA VIRAL BOVINA
EN MONTERIA (CORDOBA,COLOMBIA)
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RESUMEN: Objetivo. Estudiar la seroprevalencia de DVB en ganado bovino en la zona rural
de Monteria-Cérdoba—-Colombia. Materiales y métodos. Se recolectaron 150 muestras de
sangre de hembras sin historia de vacunacién contra DVB pertenecientes a 32 fincas dis-
tribuidas en el municipio de Monteria, donde se consignaron 178.320 hembras mayores de
dos arnios en el momento del estudio. Adicionalmente, se obtuvieron muestras al azar de 20
toros pertenecientes a las mismas fincas. Se utilizé una prueba inmunoenzimdtica (ELISA)
para la busqueda de anticuerpos contra DVB. Resultados. Los resultados mostraron que
un 29.4% de los bovinos en estudio eran seropositivos para diarrea viral bovina. Mediante
andlisis estadisticos, se encontré que la prevalencia en las hembras estadisticamente no es
la misma que la prevalencia en el toro (P<0.05); mientras para las variables raza, edad, zona
Y tipo de explotacion no se encontraron diferencias estadisticas significativas en prevalencia
(P>0.05), es decir fue independiente la presencia de la enfermedad con estas variables. Con-
clusion. La presencia de la infeccién por DVB en vacas podria correlacionarse con la infeccién
en toros (p<0.05), lo cual tiene un significado relevante, ya que la infeccién es de transmision
venérea. Estos resultados deben alertar a las autoridades sanitarias para que implementen
las estrategias de control y prevencion.

Palabras claves: Prevalencia, DVB, Citopatico, Inmunotolerante, Persistentemente in-
fectado

SEROEPIDEMIOLOGY OF THE BOVINE VIRAL DIARRHEA
IN THE MUNICIPALITY OF MONTERIA-CORDOBA-COLOMBIA

ABSTRACT: Objective: To study the seroprevalence of DVB in livestock bovine in Monteria,
Cérdoba, Colombia. Materials and methods. Blood samples were collected from 150 animals
with non-vaccinated history against DVB, from a total of 178320 animals belonging to 32
farms in Monteria municipality and samples at random of 20 bulls belonging to the same
farms. Antibodies were analized against DVB using ELISA test. Results. The results showed
a seroprevalence of 29.4% for Bovine Viral Diarrhea (DVB) in tested animals. Statistical analy-
ses indicated a significant difference in seroprevalence dealing with sex variable (P<0.05);
however, no significant differences in positive rates were found with respect to the race, age,
area and type of exploitation (P>0.05). Conclusion. The prevalence of infection for DVB in cows
could be associated with the infection in bulls, which has an outstanding meaning, since the
infection is of venereal transmission. These results should alert to sanitary authorities in order
to implement both control and prevention strategies.

Key words: Key words: Bovine Viral Diarrhea, ELISA, bovine infertility, immunosupre-
sion.
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INTRODUCCION

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfer-
medad producida por un pestivirus de la familia
Flaviviridae, que comprende un complejo de pre-
sentaciones clinicas, pudiéndose presentar desde
una forma subclinica hasta la fatal enfermedad
de las mucosas. Se clasifica en dos biotipos: cit-
opatico (CP) y no citopatico (NCP).

El biotipo CP induce la formacién de inter-
feron a y p en los macrofagos bovinos, de donde
se deriva su capacidad inmunosupresora (16,22),
con lo cual se disminuye la resistencia del animal
a otros patoégenos respiratorios y entéricos (4).

El caracter inmunodepresivo del virus pre-
dispone al animal a otras enfermedades causadas
por agentes comensales y/o patégenos (3).

Especial importancia adquiere esta virosis
cuando la infeccion ocurre en la etapa reproduc-
tiva, ya que puede interferir con la concepcion
(5,10,14).

La infeccion en vacas gestantes suscep-
tibles, dependiendo de la edad de la gestacién y
de las caracteristicas biologicas de la cepa viral,
puede producir muerte embrionaria o fetal, abor-
to, momificaciéon, malformaciones congénitas,
mortalidad perinatal, retraso en el desarrollo,
respuesta inmune protectiva o reconocimiento
del virus como propio sin capacidad de responder
inmunologicamente a €l (1) y en este caso, si el
animal sobrevive, queda con una infeccion persis-
tente comportandose en vida extrauterina como
portador inmunotolerante al virus y expuesto a
cursar la enfermedad de las mucosas que gen-
eralmente es de curso fatal (14,17 ,21 ,25).

Un estudio realizado en los Departamentos
de Cérdoba y Sucre, durante los afios 1980-1984,
demostré una prevalencia del 5.6% en muestras
de suero provenientes de 2234 bovinos; este
estudio también indicé que no existen diferen-
cias significativas entre el ganado lechero y el de
carne y que los indices de prevalencia aumentan
progresivamente conforme aumenta la edad de
los animales (19)

Es asi como el objetivo principal del pre-
sente trabajo fue determinar la prevalencia de
titulos de anticuerpos contra DVB en bovinos de
fincas del Municipio de Monteria, que no tuvieran
antecedentes de vacunacion contra DVB y su cor-
relaciéon con seropositividad a la infeccion.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El trabajo se desarroll6
en el municipio de Monteria, departamento de
Cordoba, cuya temperatura promedio oscila
entre 28° y 35° C, humedad relativa del 85%
y una precipitaciéon anual de 1200 a 1500 mm
(8). El area municipal es de 3.043 Km?, confor-
mado por 27 corregimientos, limita al Norte con
Puerto Escondido, San Pelayo y Cereté, al Este
con San Carlos y Planeta Rica, al Sur con Tier-

ralta y Valencia y al Oeste con el departamento
de Antioquia y Canalete (8) (Figura 4).

Tipo de estudio y tamano de la muestra.
Se utilizé un estudio epidemiolégico de investi-
gacion basica.

El tamano de la muestra se determinéd
mediante el programa estadistico EPI-INFO 2000
version 6.0 CDC, Atlanta, GA, USA, utilizado una
confiabilidad del 95% y un error de estimacion
no mayor al 5% y correspondié a 108 animales;
sin embargo, en el presente estudio se utilizaron
170 sueros de 150 hembras bovinas y 20 toros
provenientes de 32 fincas distribuidas en el mu-
nicipio de Monteria- Cérdoba-Colombia. Este
municipio declaraba al momento del estudio una
poblaciéon de 178.320 hembras mayores de 2 anos
(9); de las cuales se tomaron aquellas que fueran
repetidoras (mas de tres servicios sin gestacion)
y/o que tuvieron reporte de abortos (tempranos
o tardios) y no tuvieran historia de vacunacién.
Estas situaciones fueron constatadas a través de
las evaluaciones reproductivas rutinarias que se
adelantaron en cada finca.

En cada finca se tomaron muestras a 5
hembras que cumplian con por lo menos uno de
los criterios de inclusion y por lo menos 1 toro,
se obtuvo informacién referente a identificacion
del animal, raza, edad, y tipo de explotacion,
variables necesarias para la correlacién con la
seropositividad a IBR.

Obtencion del suero y procesamiento de
las muestras. Previa desinfeccion de la zona se
colectaron 10 ml de sangre en la vena yugular
o coccigea. La sangre fue recogida en tubos tipo
vacutainer® sin anticoagulante para obtener
el suero por métodos estandares conocidos. El
procesamiento de las muestras se realiz6 en el
laboratorio de microbiologia de la Universidad de
Cordoba y las determinaciones de DVB fueron
realizadas en el laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Nacional de Colombia mediante
la prueba de ELISA indirecta.

Analisis estadistico. Para los analisis
estadisticos se utilizaron principalmente el coefi-
ciente de contingencia de Pearson, el cual utiliza
la estadistica Ji cuadrado para determinar posi-
bles asociaciones y los coeficientes de correlacion,
el de contingencia de Pearson y el de Gamma,
para determinar la magnitud de ésta. Para la vari-
able sexo se utilizé la misma estadistica pero para
determinar si la prevalencia de la enfermedad
se presentaba en la misma proporcion. Para la
obtencion de los resultados se utilizo el paquete
estadistico SPSS version 11. (23).

RESULTADOS

La proporcién promedio de los titulos de
anticuerpos para DVB en todas las fincas mues-
treadas fue del 29.4% (Figura 1), pero que puede
estar con un 95% de confiabilidad entre 22.5% y
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36.2%, el cual es relativamente alto con relacién
al 5.6% reportados por Otte et al (19); no se debe
descartar la presencia de animales persistente-
mente infectados, que no muestran una serologia
facilmente detectable. Algunos investigadores
coinciden en afirmar que la principal fuente de
infeccién y reservorio del virus en la naturaleza
son los bovinos persistentemente infectados, los
cuales eliminan continuamente durante toda su
vida el virus a través de secrecion nasal, saliva,
orina, heces, lagrimas, semen y leche (7,10, 11,
16).

Los animales con infecciéon aguda también
son fuente de infeccién; aunque menos eficiente,
ya que eliminan el virus en cantidades mas ba-
jas y por periodos mas cortos, lo que ubica a los
animales persistentemente infectados como los
reservorios mas importantes, mientras que los
animales con infeccién aguda pueden ser mas
importantes en la generacion de nuevas variantes
antigénicas (7,12 ,14) o en infecciones fetales
(2). Para el diagnéstico mas preciso de esta en-
fermedad se hace necesario complementar con
la prueba de inmunoperoxidasa en tejidos, que
permite determinar la presencia del antigeno viral
en estas explotaciones (12)

Analisis del factor edad. En el grupo
de animales con edades entre los 3 y 4 anos se
encontr6 un 16% de hembras que resultaron
positivo con DVB, mientras que entre 5y los 6
anos este resultado fue del 17% y en los de 7 o
mas anos sélo se alcanzo el 11% (Figura 2). La
segunda situacion puede deberse a que son ani-
males que han tenido varios partos y con mas
predisposicién a estados inmunodepresivos, lo
cual facilita la infecciéon con diferentes factores
virales. El valor ji-cuadrado de la prueba de inde-
pendencia fue de 1.9 con un p-valor de 0.37. por
lo que se concluye que esta enfermedad puede

Figura 1. Porcentaje de animales positivos y
negativos a DVB

DVB

29,4%

70,6%

Ensilado de pescado

presentarse en cualquier edad del ciclo produc-
tivo de los animales.

En animales menores (5-6 meses de edad),
el efecto de la infeccion subclinica y su impacto
sobre la fertilidad se correlaciona con el tipo y
tiempo de infeccién y con la concurrencia de
infecciones multiples (18).

Analisis del factor raza o cruce. La repre-
sentacion de la raza o cruce en la muestra esta
dada ante todo por la mestiza (48.8%) y la cebuina
(47.1%); el resto fue de tipo europeo (Figura 3).

Al analizar el grado de asociacién entre
DVB con respecto a la raza se encontré un valor
del coeficiente de contingencia de Pearson de
6.1% y el valor de ji-cuadrado fue 0.41: el cual
no es significativo estadisticamente (p>0.05); por
lo tanto se puede decir que la presencia de esta
enfermedad, no depende o no esta influenciada
por la raza o cruce del animal

Aunque la base racial de los animales en
este estudio fue el Cebu, lo que les confiere una
resistencia a las enfermedades reproductivas
especificas, al compararlos con los animales
europeos, puros y especializados. Gonzalez (6)
y Loépez (15) plantean que las razas Cebu (Bos
indicus) y sus cruces se caracterizan por su rus-
ticidad y relativo buen desempeno en los medios
tropicales. Rojas (20), afirma que las razas pu-
ras y de origen europeo son mas susceptibles a
problemas reproductivos que los mestizos y de
origen cebu

Analisis de la zona. Se dividi6 la zona de
estudio en cuatro zonas, norte, sur, este y oeste
con una distribucién uniforme de animales (Fig-
ura 4). En la zona sur fue en donde se present6
mayor seroprevalencia de DVB(40.5%), seguido
por la zona norte con 19%, lo cual puede estar
asociado a la mayor movilidad de ganado en estas

Figura 2. Correlaciéon DVB- edad
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Figura 3. Correlacién DVB-Raza.
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zonas, dado que se ha comprobado que en las zo-
nas donde la poblacién bovina es mayor, aumenta
la prevalencia de la infeccién (24) Sin embargo,
el coeficiente de correlacién de Pearson de esta
variable con DVB fue del 20.2%, resultando no
significativo, con valor de ji-cuadrado de 6.37
(p-valor =0.095); lo que sugiere que dicha enfer-
medad se pueden presentar indistintamente en
cualquiera de las zonas estudiadas.

Analisis del factor: tipo de explotacion.
El 65.9% de los animales estudiados eran de ex-
plotacién doble propésito y el resto de cria libre.
Se observo una mayor frecuencia de presentacion
de DVB en las explotaciones de doble propédsito
(64.3%) que en las de cria libre. No obstante, el
grado de asociacién entre esta variable en rel-
acion a DVB tan so6lo alcanzo el 7.4%, resultando
estadisticamente no significativo. Esto concuerda
con las afirmaciones hechas por otros autores,
quienes expresan que la transmision de DVB via
genital es predominantemente en las ganaderias
extensivas independientemente del tipo de explot-
acion y por ende del ganado (19)

Figura 4. Municipio de Monteria y sus cuatro
zonas de muestreo
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Influencia del toro: Asociacion sexo-
DVB. La investigaciéon también arrojo algunos
resultados concernientes a la influencia del
macho con relacion a las vacas, que indicarian
una dependencia entre la presencia de DVB
con respecto al sexo. Al analizar estas variables
se encontré una alta proporcién de hembras
infectadas por finca, en fincas con toro que re-
sultaron seropositivos a DVB, por lo tanto, los
toros infectados son una importante fuente de
transmisién de DVB (Figura 5).

La investigacion también arrojo algunos
resultados concernientes a la influencia del
toro con relaciéon a las vacas, en este sentido se
encontré que existe una dependencia entre la
presencia de DVB con respecto al sexo, es asi
como el 28% de las hembras y el 40% de los toros
resultaron positivo con DVB, el valor ji-cuadrado
para esta variable fue de 1.22 y el coeficiente de
correlacion de 8.5% que resulto no significativo
(p-valor =0.269); encontrandose asi diferencias
estadisticas en esta enfermedad con respecto al
sexo. Por lo tanto, los toros infectados son una
importante fuente de transmisiéon de DVB. Estos
resultados concuerdan con otros autores (12,
13, 14 ,16, 17) quienes recomiendan el control
de los toros , ya que la persistencia viral en ellos
puede jugar un papel importante en la difusion
de la enfermedad.

DISCUSION

Este trabajo intenta aportar mayor cono-
cimiento de las circunstancias epidemiolégicas
relacionadas con la infeccién por BVDV en los
establecimientos del municipio de Monteria, Co-
lombia, donde no se poseen registros vacunales
de los rodeos en estudio y el contacto directo
de los animales durante el servicio aumenta el
factor de riesgo de la trasmisién viral por via
reproductiva.

Se debe conocer la situaciéon epidemiologica
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regional, para llevar a cabo un programa de er-
radicacién o control. Los programas de erradi-
cacién se aplican a menudo en regiones donde
la vacunacién no es una practica corriente, en
especial en areas de baja densidad de ganado.
En contraste, en areas de alta densidad con alta
seroprevalencia y donde la vacunacion es una
practica ampliamente difundida, es frecuente
poner en acciéon programas de control que
busquen minimizar las pérdidas econdémicas
reduciendo el nimero de animales persistente-
mente infectados.

La baja morbilidad en animales infectados
con DVB puede deberse a que las cepas de los
virus que circulan en la regién han desarrollado
variantes de baja patogenicidad, generando adap-
tacion virus-hospedador.

El alto porcentaje de toros positivos a DVB,
debe ser motivo de control ya que son el principal
reservorio de contaminacién para las hembras
en edad reproductiva, teniendo en cuenta que
las fincas evaluadas del municipio de Monteria
no presentan antecedentes de vacunacién y la
monta natural es una practica muy utilizada por
los productores.

Se recomienda establecer una técnica para
detectar animales persistentemente infectados,
que no muestran una serologia facilmente de-
tectable, y su posterior eliminacion, teniendo en
cuenta el efecto inmunosupresor del virus en
animales infectados.
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Trabajos de Investigacion

EQUIVALENTE VENTILATORIO EN EL
SANGRE PURA DE CARRERA

Cittar JS'2, Balskus G?, Boffi FM!, Muriel MG?,
Desmaras EA!, Errecalde JO?

ICatedra de Fisiologia. 2Hospital Escuela. *Catedra de Farmacologia y Toxicologia.
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN: Se evaluaron e interpretaron las modificaciones del equivalente ventilatorio para
el oxigeno (VE/VO,), producidas por una carga de trabajo hasta fatiga en seis equinos sangre
pura de carrera (SPC). Los equinos fueron ejercitados con una carga de trabajo escalonada
hasta 15 metros por segundo, con un 3% de pendiente, sobre una cinta ergométrica (Mustang
2200) y el VE/ VO, se registré con una mdscara facial y dos sensores ultrasénicos conectados
a un ergoespirometro (Metasoft modelo Cortex Biofisyc ®). Nuestros resultados, indican difer-
encias estadisticamente significativas (P< 0,01) cuando se comparan las diferentes cargas de
trabajo con los valores basales de VE/VO,. Cuando las cargas de trabajo que se comparan
son de similar intensidad (10.5 a 15 m/s), las diferencias dejan de ser estadisticamente sig-
nificativas (P>0,05). Los resultados revelan, que el VE/ VO, en los SPC, sufre modificaciones
producidas por una carga de trabajo escalonada hasta fatiga y se comportaria de forma difer-
ente a lo reportado por la bibliografia para los seres humanos. La diferencia en los equinos
radica en que una vez superado el 60% del consumo mdximo de oxigeno (VO,max), el VE/
VO, sigue disminuyendo y no aumenta como sucede en los humanos, esto demostraria una
mayor eficiencia en el intercambio gaseoso en los equinos.

PALABRAS CLAVES: equinos, cinta ergomeétrica, equivalente ventilatorio

VENTILATORY EQUIVALENT IN THE HORSE

ABSTRACT: The evaluation and interpretation of ventilatory equivalent for oxygen (VE/VO,)
was made in six horses. The horses were exercised strenuously until 15 meters per second
(m/s) on a treadmill, and the VE/ VO, was registered with an ergospyrometer Metasoft model
Cortex Biofisyc. The values were significantly dependent on the workload (P<0.01). The dif-
ference was significant (P< 0.01) between a very low workload (1.7 m/s) and a high one (15
m/s). When comparing VE/ VO, within similar work intensities, starting at 6.5 m/s and until
4 m/s during cold down, no significant differences were found. VE/VO, values in horses in
the present study are different than those reported in humans. As a major difference with
humans, a diminution in the VE/VO, values was maintained even after a 60 % of the VO,
max was reached.

KEY WORDS: equine, treadmill, ventilatory equivalent.
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INTRODUCCION

El equivalente ventilatorio para el oxigeno
(VE/VO,), es un parametro fisiologico que revela
el grado de eficiencia en el intercambio gaseoso
e indica cuantos litros de aire se deben ventilar
para poder consumir un litro de oxigeno. Cuanto
mas bajo es el valor, menor es la cantidad de aire
que se necesita ventilar para consumir un litro
de oxigeno, lo que significa una hematosis mas
eficiente (1, 2).

En el equino un VE/VO, por debajo de 20
litros indica una maxima eficiencia ventilatoria.
En los atletas humanos de élite sin embargo
es dificil observar un VE/VO, inferior a los 25
litros (3).

Se ha observado una relacién inversamente
proporcional entre el grado de entrenamiento y
el VE/VO,, tanto en humanos como en equinos
SPC, esta disminucion del VE/VO, por el entre-
namiento esta asociada sin lugar a dudas a una
mejora en la extracciéon de oxigeno (4, 5, 6, 7).
Art et al (4) reportaron una disminucién del VE/
VO, en SPC de (32.4 + 1.9 1/1 a valores de 24.9
+ 0.6 1/1) después de nueve semanas de ejercicio
y tras tres semanas de recuperacién. En seres
humanos este mejoramiento puede ser explicado
porque el entrenamiento induce una reducciéon
en la frecuencia respiratoria y un aumento en
el volumen de aire corriente, incrementando el
tiempo para el intercambio gaseoso a nivel de
los alvéolos. En los seres humanos la fraccion
espirada de oxigeno disminuye de 18 a 14 % por
el entrenamiento (5).

Los SPC, durante el ejercicio incrementan
hasta 5 veces su volumen de aire corriente y hasta
12 veces su frecuencia respiratoria”, lo cual
reduciria mucho el tiempo para el intercambio
gaseoso 12, sugiriendo que un aumento de mas
del 50% en el gasto cardiaco es la principal razéon
del incremento en el consumo de oxigeno por el
entrenamiento, asi como la mayor eficacia en el
transporte y en la extracciéon de oxigeno durante
el ejercicio®,

En caballos trotadores (10) se report6é una
disminucion del VE/VO, de (35.8 + 2.6 1/1 en
reposoa20.5+1.41/1a7 m/s en ejercicio) man-
teniendo estable este valor una vez superada esta
velocidad hasta 10 m/s y aumentando a 63.8 *
9.1 1/1 durante el periodo de recuperacion. Es-
tos caballos mantuvieron una relacion de acople
respiracién-locomocion de (1/1), durante todo el
protocolo de ejercicio.

En una prueba a campo con 23 equinos,
de entre 3 y 7 anos, con un peso entre 400 y
616 kg (11) se observé una disminuciéon del VE/
VO, de 40 1 en reposo a 20 y 25 litros durante el
trote y galope.

El objetivo del presente trabajo es medir
e interpretar el comportamiento del equivalente
ventilatorio para el oxigeno, en el SPC, con una

carga de trabajo hasta fatiga.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron 6 equinos machos SPC, clini-
camente sanos, 4 enteros y 2 castrados con un
peso entre 440 y 510 Kg y una edad entre 4y 7
anos, que estaban desde hace dos afios con un
programa de entrenamiento continuo en cinta y
estabulados en boxes con cama de paja de trigo y
alimentados con heno de alfalfa, grano de avena
y con libre acceso al agua.

PROTOCOLO DE EJERCICIO

El protocolo de ejercicio fue estandarizado
en una cinta ergomeétrica (Mustang 2200).

Los animales fueron sometidos a una
carga de trabajo, la cual consté en un aumento
escalonado de la velocidad, en base al siguiente
programa:

- 4 minutos a 1.7 m/seg.

- 4 minutos a 4 m/seg.

- 1 minuto a 6.5, 8.5, 10.5, y 12.5 m/seg,
y 15 m/seg hasta fatiga. Esta fue determinada
cuando los equinos no pudieron mantener la
maxima velocidad. La recuperacion fue durante
S minutos a 4 m/segy 1 minuto a 1,7 m/seg.

Todas las velocidades con un 3 % de pendi-
ente. Todos los animales fueron ejercitados entre
las 8:30 AM y las 12:00 AM.

MEDICIONES CARDIORRESPIRATO-
RIAS

Se registraron los parametros de frecuencia
cardiaca, respiratoria y temperatura rectal pre y
post ejercicio al minuto y a los 30 minutos de hab-
er finalizado el esfuerzo, con un fonendoscopio y
un termémetro clinico. Se registro la frecuencia
cardiaca (Fc), durante todo el protocolo de ejer-
cicio con un polar telemétrico para equinos, con
una frecuencia de 430 a 470 MHz, y un rango
de hasta 2 metros. Este fue sujeto sobre la pa-
rrilla toracica izquierda en el area de proyeccion
cardiaca del animal a través de un cinché6n y fue
conectado al ergoespirometro.

ElIVE/VO, para el oxigeno se midi6 con un
ergoespirometro (Metasof Modelo Cortex Biofisyc)
para equinos, por medio de una mascara con
sensor de flujo/volumen para equinos de tipo
ultrasénico con un rango de + 100 litros, una
resolucion de 0,04 litros por segundo (1/s) y una
precision de + 2% entre 50 a 100 1/s y + 3% entre
0 a 501/s. Este equipo tiene doble entrada de aire
lo cual provee una resistencia extremadamente
baja. Todos los parametros fueron medidos en
BTPS (blood temperature pressure saturation).

Antes de cada medicién, se calibré el er-
goespirometro y se midio la temperatura, presion
atmosférica, humedad y la fraccién inspirada de
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oxigeno y diéxido de carbono del salén, donde los
animales iban a realizar el ejercicio.

METODO ESTADISTICO

El método estadistico utilizado fue analisis
de la varianza (ANOVA), considerandose un valor
de probabilidad menor de 0,05 como estadis-
ticamente significativo. Se busco establecer si
las diferencias en el VE/VO, registrados con el
incremento/disminucién de la carga de trabajo
diferian entre si en valores estadisticamente sig-
nificativos.

RESULTADOS

El ejercicio a fatiga induce modificaciones
en el VE/VO, en los SPC. En la Figura 1 se puede
apreciar la evolucion de los valores de VE/VO,
con el aumento de las cargas de trabajo. E1 VE/
VO, disminuye de 66,8 £ 12,023 1/1a 1.7 m/s a
22,016+ 1,9471/1a 15m/s, aumentando a 37,966
+ 1,969 1/1 durante la recuperacion.

Las diferencias son altamente significati-
vas (P< 0,01), cuando se compara una carga de
trabajo de muy baja velocidad (1.7 m/s) con las
diferentes velocidades a las que fue sometido el
animal. Cuando comparamos velocidades de sim-
ilar intensidad, no hubo diferencias significativas
(P>0,05). Se hallaron diferencias significativas
(P<0,05) cuando se compararon las cargas de
trabajo, (1.7 y 4 m/s) del precalentamiento con
la de recuperacion (Tabla I).

DISCUSION

Nuestros resultados, revelan que el ejerci-
cio hasta fatiga, produce una disminucién en el
VE/VO, de 66,81/1+ 12,023 a 1.7 m/s a valores
de 22,016 1/1+ 1,947 alos 15 m/s y aumenta a

Equivalente ventilatorio en SPC

37,966 1/1 £ 1,969 en la recuperacion. Esto es-
taria indicando que la eficiencia para el intercam-
bio gaseoso en los SPC aumenta con el ejercicio
y no estaria sujeto a un cambio en la estrategia
respiratoria como sucede en los seres humanos
(5, 6). Las diferencias resultaron altamente sig-
nificativas (P< 0,01) cuando se compararon car-
gas de trabajo de muy baja velocidad 1.7 m/s con
las diferentes velocidades a las que fue sometido
el animal. Cuando comparamos velocidades de
similar intensidad no hubo diferencias significa-
tivas (P >0,05). Las diferencias significativas hal-
ladas (P<0,05) cuando se compararon las cargas
de trabajo, 1.7 m/s y 4 m/s del precalentamiento
con los de recuperacion, las asociamos al poco
tiempo de recuperacion otorgado a los equinos.
(Figura 1).

Trabajos publicados por (10) en caballos
trotadores, ejercitados hasta (10.5 m/s) durante
1 minuto reportaron una disminuciéon del VE/
VO, de 35,8 +2,61/len reposo a 20,5+ 1,41/1a
7 m/s. Hornicke et al (4) en una prueba a campo
reportaron una disminucion del VE/VO, de 40 1
en reposo a 20 y 25 litros durante el trote y ga-
lope, a una velocidad de (8,33-10 m/s).

Diez m/s - la velocidad en la que nuestros
animales de experimentacion superaron el 60%
del VO,max -, coincide con el punto de inflexion
en la curva de volumen minuto respiratorio y
consumo de oxigeno en humanos (1, 2, 11, 13).
Este es el punto en el que se han superado los
4 mmol/]l de lactato en sangre y el individuo
comienza a hiperventilar para lavar el CO,
producido por la bufferizacién del acido lactico
muscular (4). Un pequenno aumento en la fraccion
inspirada de CO, de 0,04 produce un estimulo
sobre las neuronas quimiosensibles del bulbo,
duplicando el volumen minuto en cuestion de
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Figura 1: Valores de VE/VO2, durante un test de ejercicio incremental.
Figure 1: Ventilatory Equivalent values, during an incremental step test.
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Tabla I. Diferencias entre los valores de equivalente ventilatorio para el oxigeno, en seis equinos

sangre pura de carreras, con un protocolo de ejercicio escalonado, hasta fatiga.
Table I. Differences between the oxygen respiratory equivalent values in six throughbred horses with an incremental step

exercise test, until fatigue.

ANALISIS ESTADISTICO DEL EQ/VO2
1.7m/s |4..5m/s|6..5m/s|8.5m/s[105m/s|125m/s|15m/s| 4.5m/s | 1.7 m/s
L7m/s | --------- (**) (**) (**) () (**) (**) (**) (**)
4mfs [-om [ * ” ) %) () ) (NS)
6.5m/s | - | e | (NS) (NS) 9 ) &) &)
YT YT [ U R (NS) (NS) ) (NS) )
TN V) NS U [ U (NS) (NS) (NS) 9
UG V) N DU | P (NS) (NS) )
T Y7 [ [ S [P [P [ (NS) )
P72 J [ [ R U —— U [P — R —— P — &)

segundos en humanos (15). Este punto de inflex-
ion y el aumento del (VE/VO,) es un parametro
que indica claramente un deterioro de la eficacia
respiratoria (mayor costo energético respiratorio
para consumir igual volumen de oxigeno) (1, 2).

En los equinos, al igual que lo reportado
para los seres humanos, se produce un descenso
brusco del (VE/VO,), en el cambio de velocidad
de 1.7 m/s a4 m/s por disminucién del espacio
muerto fisiolégico debido a un aumento en el
gasto cardiaco. El gasto cardiaco puede llegar en
un maximo esfuerzo a ser cinco o seis veces mas
alto que los valores de reposo (3), este aumento
hace que se recluten los capilares de la zona I
del pulmoén mejorando la relacion ventilacién —
perfusion (V/Q) (16). La diferencia con los seres
humanos radica en que a medida que se sigue
aumentando la carga de trabajo, el equivalente
ventilatorio sigue disminuyendo y s6lo comienza
a aumentar nuevamente cuando disminuye la
intensidad del trabajo. Demostrando estos ani-
males una mayor eficacia en la hematosis.

Actualmente no estamos en condiciones de
afirmar, cuales son los mecanismos fisiolégicos
precisos que podrian asociarse con este com-
portamiento diferente del VE/VO, en los SPC,
respecto de los seres humanos. Sin embargo
esta conducta disimil se podria atribuir a las
diferencias observadas en los mecanismos trans-
portadores y de extraccion de oxigeno durante el
ejercicio (9) y/o al acople respiracion locomociéon
observado en los equinos a medida que se inten-
sifica la carga de trabajo (17).

Durante el ejercicio, el estimulo de los
mecanorreceptores de los miembros anteriores,
sobre los centros respiratorios superiores, apar-
entemente bloquean el estimulo del diéxido de
carbono, oxigeno e hidrogeniones sobre los quimi-
orreceptores centrales y periféricos, produciendo
el acople respiracion/locomocion. Este acople no

permite que los equinos puedan hiperventilar y
hacer frente a la hipoxemia e hipercapnia arterial
observada durante el ejercicio. Desde el punto de
vista de la hematosis y bufferizacion del acido
lactico, producto del metabolismo anaerébico,
este mecanismo seria contraproducente, pero
beneficioso desde el punto de vista del costo en-
ergético de la respiracion (18, 19, 20, 21)

El mecanismo por el cual los equinos pre-
sentan una mayor eficacia en la hematosis hasta
el momento no es conocido, aunque sospechamos
su vinculacién con la adaptacién cardiovascular
al ejercicio, siendo el aumento del gasto cardiaco
de hasta un 50% la principal razén del mayor
consumo de oxigeno, lo que se acompana con
una mejor eficacia en el transporte y extracciéon
de oxigeno por los tejidos periféricos durante
el ejercicio (8, 9, 22, 23) y no a una adaptaciéon
respiratoria como sucede en los seres humanos
(2, 4,5, 6, 10, 20).

Los autores no encontraron en la bibli-
ografia consultada, datos referentes al analisis
del equivalente ventilatorio equino en las circun-
stancias propuestas. La verificacién con mayor
casuistica y con la determinacién de parametros
complementarios podria ser de suma utilidad
para aclarar las causales de este evento singular
en la fisiologia comparada y poder utilizar este
parametro como indicador de adaptacion cardio-
respiratoria al ejercicio y/o patologias de las vias
aéreas inferiores de curso subclinico.
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ABSTRACT: Statistical analysis is fundamental to the field of epidemiologic research. How-
ever, commercial statistical software packages are very expensive for personal use. Some
free packages are available from the Internet, but researchers do not always have access
to a computer for installing such software as they like. The authors developed an epidemio-
logic calculator, enabling sample size calculations as well as simple analyses, for Spanish
speaking veterinarians in a resource-limited computing environment. There are at least four
advantages to using the calculator, such as (1) no installation required, (2) no on-line connec-
tion required during the calculation process, (3) the open-source attitude, and (4) the public-
domain attitude.

KEY WORDS: epidemiology, sample size calculation, statistical analysis

CALCULADOR EPIDEMIOLOGICO QUE ACEPTA VETERINARIOS
HISPANOPARLANTES EN UN AMBIENTE INFORMATICO
DE RECURSOS LIMITADOS

RESUMEN: El andlisis estadistico es fundamental en el campo de la investigacion epide-
miolégica. De todas maneras, el software comercial para andlisis estadistico es demasiado
caro para un uso personal. Algunos programas gratuitos se consiguen en Internet, pero los
investigadores no siempre tienen acceso a una computadora para instalar dicho software
como quisieran. Los autores desarrollaron un Calculador Epidemiolégico, permitiendo cdlculos
de tamarno muestral, asi como andlisis simples, para veterinarios hispano parlantes en un
ambiente informdtico de recursos limitados. Tenemos entonces, al menos, cuatro ventajas
por el uso del Calculador: (1) No se necesita instalacion, (2) No se requiere conexién a la red
durante el proceso de cdlculo, (3) Una actitud de cédigo abierto, ademds de, (4) Una actitud
que proponga el dominio publico.
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INTRODUCTION

Veterinary researchers are required that
not only conduct experiments, but design the
study and analyse the results appropriately. Spe-
cifically, statistical analysis is fundamental to the
field of epidemiologic research (1). The problem
is that commercial statistical software packages
are at considerable cost for personal use. Some
packages are available from the Internet at no
cost to Spanish speakers for research (2, 3, 4).
However, researchers do not always have access
to a computer to install such software as they like.
Although there are some on-line statistical calcu-
lators and applets in English, not requiring the
installation, reliable access to the Internet must
be provided during the calculation process (5, 6).
The objective of the work was to find a solution to
such problems, by developing an epidemiologic
calculator, enabling sample size calculations as
well as simple analyses.

MATERIALS AND METHODS

One of the most commonly used spreadsheet
software, Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, USA) was selected as a platform and
used for producing the calculator. Five spread-
sheets for sample size calculations such as (i)
sampling for a survey, (ii) sampling for detecting
a disease, (iii) sampling for detecting a difference
between groups, (iv) sampling for case-control
studies, and (v) sampling for testing a relative risk
were produced and put into the “Tamafio mues-
tral” file prepared. Another five spreadsheets for
simple analyses using 2-by-2 tables such as (vi)
measuring agreement using Cohen’s kappa, (vii)
chi-square and McNemar tests, (viii) measuring

Epidemiologic calculator

associations, (ix) Mantel-Haenszel method, and
(x) old style Mantel-Haenszel method were also
produced and put into the “Tabla de dos por dos”
file prepared. Formulas used in the calculator
were generated with the information from well-
established publications (7, 8, 9). The statistical
software Stata (StataCorp, College Station, USA)
was used for proving calculation accuracy in the
files produced.

RESULTS

Two Excel files with the implementations
of the sample size formulas, and measures and
analyses for 2-by-2 tables were created. Figure
1 and 2 present screenshots of a spreadsheet
in each file. The files were provided for 10 par-
ticipants in the regional postgraduate training
sessions held at the Faculty of Veterinary Sci-
ences, National University of La Plata in the year
2006 for testing operability. In conjunction with
publication of the present article, the files can be
downloaded at http://provetsur.net/.

DISCUSSION

A calculator for sampling and simple analy-
ses was made for Spanish speaking veterinarians
in a resource-limited computing environment.
There are at least four advantages to using the
calculator. (1) No installation required: Users
have only to access to a shared-computer at
school, Internet café and other public places, even
if they have no right to software installation to
the computer. (2) No on-line connection required
during the calculation process: Users do not have
to annoy at the Internet connection point or time

Figure 1. Screenshot of a sheet for estimation of difference between means in the “Tamafio mues-

tral” file

Figura 1. Captura de la pagina estimar diferencias entre medias en el archivo “Tamafio muestral”

Tamano de la muestra para estimar diferencias entre medias

Prueba de una cola
Medlia de grupo 1
MED'IE de grupo 2
DEE\JIECI[JD estandar coman {
Nive| de conflanza (1-alfa)
Z-aifa
Paten:!a (1 I:-eta}

2000

Tamafio musstral requeride (por grupo) (n)
Tamafo musstral redondeado (por grupo) (n) 50

Diferencia Minima detectable

Prueba de una cola

Tamaiio de la muestra (n) 300
Desviacion estandar comun (SD) 50
Mive| de confianza (1-alfa) 0,95
Z-glfa’ 64

Potencia (1-beta)

'E'li'fer'énc-la mmirﬁa ef:ec{‘.'a . iﬁ,iE

Prueba de dos colas

Medlia en grupo 1 2000
Madla €n grupo 2 1750

De.Ewacmn e513ndar comun {SD}
Nive| de conflanza (1-alfa/2)
Z-alfaj2
Potencia (1- beta}
Z-beta
Tamafio muestral requerido {por grupo) (n)

Tamafio muestral redondeado (por grupo) (n)

Prueba de dos colas

Tamaiio de la muastra (n)
Desviacion estandar comin (SO) 50
Mivel de confianza (1-alfa/2

Z-alfafd 196
%F:!:enc:a (1-beta) DB

'ﬁiferéncia mmmﬁ etacta ef'd}
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Figure 2. Screenshot of a sheet for measurement of association in the “Tabla de dos por dos” file
Figura 2. Captura de la pagina para medidas de asociacion en el archivo “Tabla de dos por dos”

Enfermedad
+ i Suma
Exposicion + ) 20 B0
- 30 55 85
suma a0 75 165
Chi-cuadracie corregido por Yates 2 -1,.625_
Valw-P 0,000
Wedidas de asocohicn:
Prevakench f 0,545
Riesgo reladvo R 2,135
Ocdds ratio IR 5,500
Riesgo relaovo de B pobacdn RRpop 1,545
Oideds ratio pobBcion ORpop 2,200
Efertonde mpdidas;
Riesgo atnbuibbe AR 0,397
Fraccidn atribuibie AF 0,529
Fracodn atrbuible estimada AFest 0,818
Efecto de medidas:
Foblacon de riesgo atribuible FAR 0,153
Foblacidn de la fracoion atrbulble — PAF (0,353
Pobiacion estimads a B fraccicn atr PAFest 0.545

and can concentrate on calculating. (3) The open-
source attitude: Users can check the process of
calculations to see the formulas in each sheet.
Regarding such process, the calculator can avoid
becoming a sealed black box like the attitude of
some commercial statistical software packages.
(4) The public-domain attitude: The use of the
calculator is free of charge and also available
using the Calc in the OpenOffice.org software
(Spanish version at http:/ /es.openoffice.org/) at
no cost, if users do not have access to Microsoft
Excel environment. Hereafter, users manual as
well as some advanced analysis methods should
be provided as may be necessary.
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ABSTRACT: Robertsonian translocations are the most frequent chromosomal aberrations in cattle.

The first robertsonian translocation described was the 1/29 translocation. Like other centric fusions,

this abnormality reduces fertility as a consequence of genetic excess or deficiency in the germ cells,

increasing early embryonic mortality. The incidence of 1/29 translocationin in 89 Aberdeen Angus
cattle (38 dams and 51 sires) belonging to 4 farms of the Buenos Aires Province was analyzed, as
well as the Y chromosome morphology. Heparinized blood samples were obtained and cultured for
cytogenetic analysis. The results obtained showed the absence of the 1/29 translocation in all the
animals studied. In all the bulls analyzed Y chromosome morphology was submetacentric. The results

obtained in the present work are in concordance with previously results reported for the British beef
breeds, like Aberdeen Angus. On the other hand the animals studied did not show fertility reduction,

then this could be associated with the absence of the 1/29 translocation. Further studies are needed
to assess the entire breed.

Key words: 1/29 translocation, bovine, Aberdeen Angus

AUSENCIA DE LA TRANSLOCACION 1/29 EN
BOVINOS ABERDEEN ANGUS

RESUMEN: Las translocaciones robertsonianas son las translocaciones mds frecuentes en
el ganado bovino. La primera translocacién robertsoniana descripta en el Ganado bovino fue
la 1/29. Al igual que otras fusiones céntricas esta alteracién reduce la fertilidad de los ani-
males portadores, ya que se originan gametas genéticamente desbalanceadas, provocando un
aumento de la mortalidad embrionaria temprana. Se evalué la incidencia de la translocacién
1/29 en 89 bovinos Aberdeen Angus (38 hembras y 51 machos) pertenecientes a 4 establec-
imientos de la Provincia de Buenos Aires. Se obtuvieron muestras de sangre heparinizadas,
las que se cultivaron para su posterior andlisis citogenético. El andlisis citogenética revelé la
ausencia de esta translocacién en todos los animales estudiados. En el caso de los machos la
morfologia del cromosoma Y fue de tipo submetacéntrico. Los resultados obtenidos concuerdan
con los reportados para razas carniceras britanicas. Por otra parte, los animales estudiados
no mostraron una disminucién de la fertilidad, lo cual podria estar asociado con la ausencia
de la translocacién 1/29. Una ampliacién de estos estudios seria necesaria para acceder a
un mayor conocimiento del estado de esta alteracién en esta raza.

Palabras claves: Translocacion 1/29; Bovino; Aberdeen Angus.
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INTRODUCTION

Robertsonian translocations are the most common
chromosomal abnormalities in cattle. They result from
breakage and subsequent fusion of the centromeric regions
of two acrocentric chromosomes. They are widespread,
affecting different breeds of cattle [1]; more than 25 dif-
ferent types of centric fusion have been identified so far.
The first robertsonian translocation described was the 1/29
translocation [2]. This chromosomal aberration has been
reported in more than 50 breeds, and is the most frequent
chromosomal aberration in cattle [3]; [4]. The transloca-
tion is rapidly disseminated by artificial insemination due
to the lack of its effect on the phenotype. Like other centric
fusions, this abnormality reduces fertility as a consequence
of genetic excess or deficiency in the germ cells, increasing
early embryonic mortality [5], [6]. This fertility reduction
can be explained through an increase early embryonic mor-
tality, due to karyotypes lethality obtained from unbalanced
gametes [7]. This has been confirmed, because no alive in-
dividuals with monosomic or trisomic karyotypes have not
been found [8]; [9]. Most of their carriers are translocation
heterozygotes [10]. However, some types of centric fusion
are not so widespread and their role in reproduction has not
been fully elucidated yet. For instance, it has been described
that a slight reduction in fertility is associated with rob(1;29).
The present was focused on the analysis of the incidence of
chromosomal abnormalities, mainly the 1/29 translocation,
in Aberdeen Angus cattle belonging to different farms of
Buenos Aires Province Argentina.

MATERIAL AND METHODS

Cytogenetic analysis was carried out on 89
phenotipically normal Aberdeen Angus, belonging
to 4 farms in the Buenos Aires Province, Argen-
tina. Heparinizaed peripheral blood samples were
obtained from yugular vein and then cultured 72
hours in Ham’ s F12 culture medium, supple-
mented with Pockeweed (GIBCO, BRL, Githers-
burg, MD, USA at concentrations recommended
by the suppliers), penicillin (60 IU) and strepto-
mycin (50 p/ml). Two hours before harvesting,
cells were incubated with colchicine (1 p/ml).
After centrifugation, the lymphocyte cells were
resuspended in 5 ml of Potassium Chloride 0.075
N and incubated at 37 °C for 30 min. Fixation
was carried out with methanol-acetic acid (3:1)

Table 1: Incidence of 1/29 translocation

at room temperature. Chromosomal preparations
were made by dropping the cell suspension onto
cold slides that were stained with 5% Giemsa so-
lution. Thirty metaphases per animal were scored
to check the incidence of 1/29 translocations.

RESULTS

Table 1 showed the results obtained from
cytogenetic analysis. All the metaphases showed
2n= 60 chromosomes and not a single 1/29
translocation was found. As expected, all bulls
showed a submetacentric Y chromosome.

DISCUSSION

In the present work, the incidence of 1/29 transloca-
tion in Aberdeen Angus breed was analyzed. This transloca-
tion has been studied in several breeds from all continents,
being reported in more than 50 breeds [11]. However, the
incidence of this translocation varied significantly according
to bovine breeds and groups of breeds. High frequency has
been reported in Portuguese and Spanish breeds, in British
White cattle, in Swedish Red and White cattle, in Italian
breeds, in Continental breeds and Bos taurus from Africa
and Asia cattle breeds [12]; [5]; [13]; [14]. In contrast, it
has been well documented that the most of the British beef
breeds do not show the translocation [14]; [15]. The results
obtained in the present work are in concordance with pre-
viously results reported for the British beef breeds, like
Aberdeen Angus.
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Resumen: El herpesvirus canino 1 es un alphaherpesvirus del cual se describe un solo
serotipo. Este virus fue aislado en varios paises y en Europa es enzoético en la poblacién
canina. Es uno de los principales agentes infecciosos relacionados a lesiones vesiculares en
mucosas genitales y es causante de desordenes reproductivos en caninos tales como reab-
sorciones fetales, abortos y muertes perinatales. Participa ocasionalmente como causante de
la denominada Tos de las Perreras. Epidemiolégicamente reviste importancia debido a que
por el fenémeno de latencia viral caracteristico de los herpesvirus, los animales infectados se
transforman en portadores inaparentes y se suceden reactivaciones virales particularmente
luego determinadas condiciones relacionadas al estrés o a la inmunodepresién. En este
trabajo se describen las principales caracteristicas de este agente viral y los signos clinicos
que produce, con especial énfasis en los trastornos reproductivos derivados de la infeccién
primaria o latente. Se senala la situacién actual en la Reptiblica Argentina en la que los datos
recientemente aportados revelan el aislamiento de cepas virales a partir de casos clinicos, la
estandarizacion de las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa para deteccién de
ADN viral y de ELISA para diagnéstico serolégico y la determinacion de aproximadamente
24% de prevalencia de anticuerpos en caninos de la Pcia de Bs As. Se orienta a diagnosticar
esta virosis y a implementar medidas de profilaxis y control considerando estas particulari-
dades del virus.
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CANINE HERPESVIRUS 1:
ETIOLOGIC AGENT AND DISEASE

Abstract: Canine herpesvirus is an alphaherpesvirus of dogs and there is only one serotype.
The virus has been isolated in numerous countries and recent studies in Europe suggest it to
be enzootic in the dog population. It is an etiological agent involved in vesicular genital lesions
and reproductive disorders such as embryonic resorption, abortion and perinatal mortal-
ity. The virus is furthermore associated with respiratory disease (kennel cough syndrome).
Epidemiologically, the virus behaves as a typical herpesvirus whereby clinically recovered
dogs become latently infected carriers which undergo periodic episodes of virus reactivation,
particularly after a stress. This paper describes the principal characteristics of this virus and
the clinical signs produced with special emphasis in the reproductive disorders. The situation
in the Argentina is discussed. Different strains of the virus have been isolated from clinical
cases and a PCR and ELISA test were standardized. The ELISA revealed a 24% antibody
prevalence in the Province of Buenos Aires. Methods of diagnosis, prophylaxis and control
are presented according to the virus peculiarities.
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INTRODUCCION

El herpesvirus canino 1 (CHV-1), descripto
por primera vez a mediados de la década del 60
(1) es uno de los principales agentes infecciosos
causante de desordenes reproductivos en cani-
nos y ademas es uno de los agentes etiologicos
ocasionales de la denominada Tos de las Perreras
aunque su rol en esta ultima manifestacion cli-
nica por muchos afnos permanecio controvertido
(2, 3).

La infeccion por CHV-1 fue descripta por
primera vez por Carmichael en 1964 (4) y pos-
teriormente fue diagnosticada en varios paises
considerandose actualmente que su distribucion
es mundial (5, 6, 7, 8, 9, 10). La prevalencia de
anticuerpos (Ac) varia entre los diferentes paises
en rangos que van desde el 9 al 88% (2)

AGENTE ETIOLOGICO

Morfologia y Estructura

El CHV-1 es un virus perteneciente a la
Familia Herpesviridae, Subfamilia Alphaherpes-
virinae, Género Varicellovirus (11). Posee ADN
bicatenario, lineal y capside de simetria icosaé-
drica constituida por 162 capsémeros. Rodean-
do la capside se encuentra el tegumento, capa
amorfa que contiene numerosos polipéptidos con
actividad enzimatica. Por afuera del tegumento
finalmente se halla la envoltura o “envelope” que
presenta espiculas muchas de las cuales son las
responsables de inducir la respuesta inmune en
el huésped. Por la pleomorficidad de esta envol-
tura el diametro de la particula viral oscila entre
150 y 200 nm.

El genoma pertenece al tipo “D” de los her-
pesvirus y se caracteriza por poseer una region
terminal y una regién interna con secuencias
repetidas que flanquean a la denominada region
Unica corta (US). Esta region puede invertirse con
respecto a la region Unica larga (UL) obtenién-
dose dos tipos isoméricos en la progenie viral de
una célula infectada (12). Si bien la estructura
genomica no ha sido totalmente determinada
por secuenciacién numerosos trabajos detallan
la organizacién de cinco genes del CHV-1 en sus
regiones ULy US ( 13, 14, 15, 16) datos que con-
firman que el CHV-1 se encuentra estrechamente
relacionado con el Herpesvirus equino 1 (EHV-1),
bovino 1 (BHV-1), virus de la Pseudorabia por-
cina (SHV-1), Herpes humano 3 (varicela-zoster)
y Herpes simplex humano tipo 1 (HSV-1). Hasta
el momento solo se describe un serotipo y esta
estrechamente relacionado antigénicamente con
el Herpesvirus felino (FHV) (4, 17, 18).

Replicacion

Su ciclo de multiplicacién es comuUn a
todos los alphaherpesvirus (19). La primera
etapa, la “adsorcion”, se produce en receptores

Herpes virus canino

especificos de la membrana de la célula hués-
ped con intervencién de las glicoproteinas (gp)
virales que ademas juegan un importante pa-
pel en la inmunogenicidad (20). La 2da etapa,
la “penetracion” puede darse por endocitosis o
mas frecuentemente por fusion de la membrana
plasmatica con la envoltura viral. Nakamichi y
colaboradores permitieron determinar que la pe-
netracion dentro de las células sucede a través de
la interaccién mediada por heparan sulfato de la
membrana plasmatica y por otro mecanismo atin
no identificado en el que participan componen-
tes celulares y receptores virales (21). Contintia
luego la “decapsidacion” con liberacion del ADN
viral en el nucleo celular. Una vez en el ntcleo y
por la accion de la ARN polimerasa II de la célula
huésped se inicia la transcripcién del ADN viral.
Se producen tres clases de ARNm de manera
secuencial y en “cascada” y estos se traducen
a la biosintesis de tres tipos de proteinas. Las
primeras denominadas alfa (a) o inmediatamente
tempranas se caracterizan por ser fosforiladas y
capaces de asociarse al ADN, son no estructu-
rales y actiian como reguladoras. Las beta () o
tempranas son sintetizadas “de novo” y requieren
de la presencia de algunas “a”; son no estructu-
rales, algunas acttian regulando la sintesis de
las “a” y de macromoléculas celulares y ademas
activan la sintesis del tercer tipo de proteinas,
las gamma (“y”). Dichas proteinas “y” o tardias
son estructurales y actiian como reguladoras
inhibiendo la sintesis de las proteinas “a” del
ciclo siguiente de replicacion. La replicacion del
ADN es semiconservativa y se produce con inter-
vencién de polimerasas especificas codificadas
por el virus. Posteriormente y una vez formadas
las capsides, éstas incorporan el ADN gen6émico
(“armado”), se asocian con areas alteradas de
la zona interna de la membrana nuclear de la
célula huésped y salen del nucleo por brotacion
a través de la membrana nuclear modificada de
donde adquiere envoltura. Finaliza la maduracion
durante el paso a través del reticulo endoplasmico
rugoso en donde se produce la glicosilacion de
las proteinas inminogénicas y la liberacion de los
viriones al medio extracelular es producida por
exocitosis (descarga de virus desde la célula) o
por citoblisis (destruccion celular) (19).

Propiedades fisico-quimicas y
bioldgicas

La densidad de flotacion del virus en gra-
diente de cloruro de cesioes de 1.69 a 1.75 g/cm?®
(4, 22). La presencia de la envoltura, constituida
por lipoproteinas y gp, hace que este virus sea
sensible a la accién de agentes fisicos (calor) y
quimicos como el éter y cloroformo y los desinfec-
tantes comunes (23) consideraciones a tener en
cuenta en el momento de implementar medidas
de profilaxis.
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El1 CHV-1 es inactivado a temperaturas (T)
superiores a 40° C y la vida media en ambientes
de 37°C es menor a 5 hs. La T 6ptima de repli-
cacion oscila entre los 35-36°C que es la T que
corresponde a los neonatos y a las mucosas nasal
y genital de perros adultos. Es completamente
inactivado a pH <3 y >8 (4).

El CHV-1 comparativamente con otros
Alphaherpesvirus posee un estrecho rango de
células hospedadoras. Solo multiplica en cultivos
primarios de células de origen canino tales como
rin6n y testiculo o lineas celulares como la Madin
Darby Canine Kidney (MDCK). Produce efecto
citopatico (ECP) caracterizado por la presencia
de focos liticos, redondeamiento de las células
infectadas con aumento de la refringencia, forma-
cion de sincicios (células gigantes multinuclea-
das) y cuerpos de inclusion (CI) intranucleares.
El ECP se observa dentro de los tres primeros
dias posinfeccion (PI) y la destrucciéon total de
la monocapa celular sucede a los 6-7 dias PI.
Trabajos mas recientes llevados a cabo por Kim y
colaboradores demostraron ademas la induccion
de apoptosis (24).

Latencia-Transmision

Como todos los herpesvirus, el CHV-1
permanece latente luego de la primoinfeccion.
Miyoshi y col (25) determinaron a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que el
virus se establece en latencia en ganglio trigémino
y nodulos linfaticos retrofaringeos de la misma
manera que sucede con el EHV-1, SHV-1, FHV y
BHV-1. Se han identificado ademas otros sitios de
latencia como los ganglios lumbosacros, tonsilas
y glandulas paroétidas (26, 27). En determinadas
situaciones, generalmente relacionadas al estrés
natural o inducido por la administracién de corti-
coides, el virus reactiva y es eliminado periodica-
mente. Sin embargo, en experiencias realizadas
en zorros colorados tratados con corticoides el
virus no fue reactivado (28, 29).

Debido a que en el medio ambiente el virus
es inestable, la transmision entre los animales
es por contacto directo con secreciones corpora-
les, por via venérea, oronasal y placentaria Sin
embargo, cuando sucede la reactivacién de virus
latente el CHV-1 es eliminado en general por
secreciones nasales y rara vez por secreciones
genitales por lo que la via venérea es la menos
frecuente de infeccion (4, 30).

Hospedadores

EL CHV-1 infecta a perros aunque se han
detectado anticuerpos en zorros colorados y nu-
trias de rio y un virus similar al CHV fue aislado
de cachorros de coyote en cautiverio ( 2, 31). Los
desérdenes reproductivos y la tos de las perreras
son los signos clinicos mas observados, sin em-

bargo Ledbetter y colaboradores describieron el
aislamiento viral a partir de hisopados de ulceras
corneales de perros seropositivos (32) aunque
podria suponerse que este hallazgo podria ser
considerado como asociado a reactivacion de
virus latente.

SIGNOS CLINICOS

Tos de las perreras

Llamada también traqueobronquitis infec-
ciosa (TIC) es una enfermedad infectocontagiosa
que se observa frecuentemente en lugares don-
de existe gran concentraciéon de animales como
criaderos, centros de adiestramiento, residencias
caninas, etc. Hasta no hace muchos anos la TIC
se limitaba a lugares especificos en donde con-
vivian animales hacinados con poca ventilacion
y malas condiciones de higiene, hoy en dia por
diferentes circunstancias como por ejemplo la
popularidad del paseador de perros y la realiza-
cion de exposiciones, esta patologia se encuentra
ampliamente diseminada ( 2, 33).

Esta infeccion esta causada por varios otros
agentes etiolégicos que pueden actuar aislada-
mente o por asociaciéon entre ellos. Entre los virus
actuantes se encuentran comunmente el Adeno-
virus canino tipo 2 (AVC-2) y el Paramyxovirus
tipo 2 (34, 35, 36, 37). E1 CHV-1 participa en la
TIC sin embargo, debido a su propiedad de ser un
virus que se establece en estado de latencia, no
siempre es posible determinar si se trata de un
agente etiolégico primario o bien es oportunista
y reactiva debido al estado de inmunodepresion
del animal. Es decir que su importancia como
agente etiolégico en esta signologia clinica no
esta del todo determinado aunque si se tiene en
cuenta su estrecha relaciéon con otros herpes-
virus (FHV, EHV-1 y 4 y BHV-1) que producen
signos respiratorios en sus huéspedes, no debe
minimizarse entonces la participacion del CHV-1
(38). Bordetella bronchiséptica es el agente bac-
teriano mas comunmente implicado en la TIC y
otro agente no tan tenido en cuenta y no por ello
menos importante es el Mycoplasma sp. que suele
empeorar el cuadro inicial y mantenerse durante
mucho tiempo en el sistema respiratorio (37, 39,
40). Actualmente se hace referencia al Complejo
infeccioso respiratorio canino (CRIC) cuando se
enumera la signologia clinica asociada con TIC
y en trabajos de los Ultimos afnos, se incorpora
como agente etiologico también al Coronavirus
canino (33, 38).

La TIC se trasmite por contacto directo y
por via aerégena a través de las microgotas pro-
ducidas en los accesos de tos o estornudos. La
falta de ventilacion, la exposiciéon a aerosoles, el
frio, el stress y otros factores ambientales pueden
ser predisponentes ya que todos ellos pueden de-
teriorar la barrera mucociliar que sirve de defensa
al sistema respiratorio (1).
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Los signos clinicos que se presentan pue-
den variar segin el agente causal, el ambiente
del paciente, la condici6n fisica y la edad. Asi por
ejemplo en caso de que el AVC-2 esté actuando
solo, el cuadro de traqueobronquitis es mas
suave, su curso es mas corto y deja inmunidad.
Es probable que el AVC-2 debido a la diferencia
de patogenicidad de las cepas (41) y a la gran
difusién de las vacunas parenterales que indu-
cen una excelente y duradera inmunidad, no sea
demasiado importante en el desarrollo de esta
enfermedad (2, 33, 42).

Los signos mas frecuentemente observa-
dos son: fiebre, tos seca, ronca y paroxistica que
puede tornarse productiva.

La tos ronca o “ladrido de foca”, se pro-
duce por la inflamacioén de las cuerdas vocales.
Existe una moderada expectoracion al final de la
misma, que hace que pueda confundirse con la
presencia de un cuerpo extrano en las vias respi-
ratorias superiores. Se observan ademas arcadas
y vomitos de flema, descarga nasal serosa y lin-
foadenopatias. Los animales contintian activos.
La enfermedad es autolimitante y se resuelve en
1-2 semanas. Si surgen complicaciones (general-
mente en las razas pequenas, en perros de edad
avanzada o inmunosuprimidos) los animales
pierden el apetito, disminuyen de peso, aparecen
las complicaciones bacterianas que conducen a
la bronconeumonia y hasta puede producirse la
muerte (40)

El diagnoéstico se basa principalmente en
la sintomatologia clinica.

Un buen manejo e higiene y vacunaciéon
disminuyen la severidad de la enfermedad. Los
métodos convencionales de profilaxis (higiene,
manejo, terapia sintomatica) es a menudo sufi-
ciente en algunos criaderos sin embargo el éxito
terapéutico para prevenir este tipo de infecciones
en donde intervienen varios agentes etiolégicos
deberia considerar la estimulaciéon del sistema
inmune de los animales por inmunizaciéon con
vacunas que contengan la mayoria de los agentes
involucrados (23, 43). En el mercado mundial
existen dierentes combinaciones de vacunas:
atenuadas, inactivadas, de aplicacion parente-
ral e intranasal (2, 13, 35, 44). Las vacunas que
actualmente se encuentran en Argentina estan
formuladas con Bordetella bronchiséptica y el
Paramixovirus y son atenuadas y de aplicacién
intranasal.

Desordenes reproductivos

Puede observarse desde septicemia fatal
en cachorros menores de 3-4 semanas de edad,
hasta cuadros genitales en perros adultos; sin
embargo los desérdenes reproductivos y la muer-
te de cachorros son las formas que mas afectan
a los criaderos (3, 10, 22).

Trastornos genitales en adultos: la forma

Herpes virus canino

genital en las hembras se caracteriza por hipe-
remia vaginal e hiperplasia linfoide. La aparicion
ocasional de papulas o lesiones vesiculares en
la mucosa genital evolucionan en 15 a 30 dias
con ulceracién, pudiendo regresar en el proestro
siguiente presentandose hiperplasia de las glan-
dulas de la submucosa. En los machos provoca
papulas en el pene. Las lesiones observadas en
vagina, pene y prepucio, son generalmente au-
tolimitantes.

Los animales que sobreviven a la infeccion
quedan como portadores asintomaticos de por
vida. La mayoria de las infecciones en adultos
son subclinicas (1, 45).

Trastornos reproductivos: en contraste con
la forma respiratoria, la patogénesis de la infec-
cién por CHV-1 en cachorros es muy diferente y
mucho mas agresiva. Ademas de la via transpla-
centaria, los cachorros se infectan a través del
canal de parto (46). El virus replica en la puerta
de entrada (mucosa nasal), faringe, tonsilas y
posteriormente se disemina por via hematégena y
a través de macréfagos y leucocitos llega al higa-
do, rifiones, tejido linfatico, pulmones y sistema
nervioso central (4). El periodo de incubacién es
de 6-10 dias. Los signos clinicos dependen de
la edad, presencia de anticuerpos maternales,
estrés e infecciones concurrentes (45, 47). Si la
infeccion se produce durante la prefiez, ocurren
abortos o muerte perinatal subita en las prime-
ras 48 horas del nacimiento. La muerte fetal,
momificacién, abortos, nacimientos prematuros
o anormales, podrian asociarse a la infeccion
prenatal (45) Los trastornos en el 2do y 3er tercio
de la prefiez estan demostrados sin embargo los
desoérdenes en la priemera etapa (temprana) tales
como reabsorciones, si bien estan sugeridos no
estan totalmente confirmados (3). Si tenemos en
cuenta su relacién con otros herpesvirus como
el BHV-1 en donde si se producen este tipo de
hallazgos cuando el virus afecta al huésped en
la primera etapa de la gestacion, la presuncion
de que asi suceda con el CHV-1 deberia confir-
marse.

Los signos de enfermedad neonatal que
aparecen en la primera semana de edad se en-
cuentran estrechamente relacionados a trastor-
nos de regulacion de la T corporal de los cacho-
rros (4). Los animales presentan anorexia, dolor
abdominal, letargia, diarrea verde-amarillenta,
disnea, vomitos, salivaciéon, descargas nasales
serohemorragicas y llanto. Pueden observarse
opistétonos y movimientos de pedaleo y otros sig-
nos nerviosos como ataxia, anacusia, ceguera y
queratitis. No hay aumento de la T rectal. Algunos
cachorros infectados que logran equilibrar su T
corporal pueden presentar solamente descargas
nasales y eritema abdominal y se recuperan en
pocos dias (23). Los cachorros menores de 3
semanas mueren entre 1-2 dias después de la
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aparicion de signos clinicos. El pico de mortali-
dad se produce a los 12-14 dias de vida de los
neonatos. Los cachorros de mas de 6 semanas
expuestos al virus a través de secreciones nasales
de la madre se recuperan (6).

Las hembras que paren camadas infectadas
desarrollan inmunidad para el siguiente celo y,
salvo raras excepciones, las camadas posteriores
son normales (48).

HALLAZGOS DE NECROPSIA

En perros adultos, en donde la infeccion
es reproducida experimentalmente, se observan
areas de necrosis focal en epitelio nasal, traqueal
y bronquiolar que se extiende hasta los alvéolos.
La tincién con hematoxilina-eosina (HE) revela in-
filtracion de macroéfagos y linfocitos, presencia de
fibrina en los espacios aéreos y Cl intranucleares.
Los 6rganos de los neonatos infectados reflejan
lesiones consecuentes a la diseminacién viral. Se
observan hemorragias multifocales y areas necro6-
ticas en diversos 6rganos. Los riflones toman la
tipica apariencia de “nuez moscada” al presentar
focos necréticos en la zona cortical sobre un fondo
gris claro. El bazo esta aumentado de tamarfio
y el higado, sistema gastrointestinal y cerebro
muestran areas necroéticas y hemorragicas. En
los pulmones las lesiones aparecen como focos
pardos. Se afectan también tonsilas y nédulos
linfaticos broncopulmonares y retrofaringeos los
que ademas presentan hiperemia (27). La tincién
con hematoxilina y eosina muestra en las célu-
las infectadas la presencia de CI intranucleares,
tipicos de las infecciones hérpeticas aunque este
hallazgo no es constante (23).

En las hembras prefiadas se observan focos
de necrosis en la placenta (5). En los cachorros
mayores de 6 semanas afectados por este virus
solo se encuentran lesiones de tipo inflamatorias
(49).

RESPUESTA INMUNE

Como todos los herpesvirus, el CHV-1
genera una respuesta humoral y celular. Es po-
bremente inmunogénico y los Ac neutralizantes
dirigidos contra gp de la envoltura viral se detec-
tan a las 2-3 semanas PI. El nivel de Ac es muy
bajo o practicamente indetectable (titulo neutra-
lizante 21/2) en comparacién con los producidos
contra otros virus caninos y no persisten por mas
de 60 dias PI.

Los Ac transmisibles por calostro pueden
proteger aunque es dependiente de la cantidad
absorbida. Los neonatos infectados por CHV-1
generalmente mueren antes de la formacién de
los Ac neutralizantes. Las camadas siguientes a la
infeccién estan protegidas por los Ac maternales
(1, 4, 23, 50).

Cuando se produce eliminacién del virus
latente principalmente por las secreciones na-

sales y coincidentemente con la introduccién
de nuevos perros en los criaderos (“estrés por
amenaza”), estro, presencia de otros agentes vi-
rales o posteriormente al tratamiento con drogas
inmunosupresoras, se produce un aumento de
los Ac neutralizantes (4, 23, 51).

DIAGNOSTICO

El diagnéstico clinico se basa en datos
aportados por la anamnesis, tales como edad
de los neonatos, signos clinicos presentes y se
confirma por los datos arrojados de la necropsia
(52).

El diagnéstico de laboratorio se basa en el
aislamiento viral. El aislamiento viral es la técnica
considerada “de oro” (“gold standar”) y se realiza
inoculando material proveniente de 6rganos de
obtenidos durante la necropsia y /o hisopados
genitales o nasales, sobre células de linea MDCK
o cultivos primarios de origen canino. Se observan
diariamente los cultivos inoculados hasta confir-
mar la aparicion de ECP. Se hacen tres pasajes
ciegos antes de dar por negativa a la muestra.
En caso de aislarse el virus, la identificacion del
agente se realiza por inmunofluorescencia, por
técnicas inmunohistoquimicas o por sus patrones
de restriccién de ADN.

La prueba de reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) se aplica en la deteccién de ADN
viral a partir de los érganos afectados (27, 53)

La determinacién serolégica de Ac por la
técnica de virusneutralizacién (54) es conside-
rada de referencia para esta virosis aunque en
algunos paises se utiliza también la inhibicién
de la hemaglutinacién (18, 55) y la técnica de
ELISA (56).

TRATAMIENTO-PROFILAXIS-
CONTROL

En los adultos con TIC el tratamiento es
sintomatico.

En los neonatos no existe tratamiento efi-
caz debido al cuadro agudo que se presenta. Un
tratamiento exitoso para prevenir la infeccion
generalizada en cachorros neonatos antes de la
aparicion de sintomas, es la administracién in-
yectable de 1-2 ml de suero hiperinmune (23).

Las drogas antivirales no son efectivas,
aunque se obtuvieron buenos resultados con
vidarabina en los cachorros expuestos antes de
aparecer los signos clinicos. Estudios recientes,
realizados sobre cultivos celulares de MDCK
inoculados con CHV-1, demostraron la capaci-
dad antiviral de la lactoferrina, proteina que se
encuentra en la leche, saliva y otras secreciones
mucosas. Las experiencias demuestran el alto
potencial de la lactoferrina como agente natu-
ral que protege contra la infeccién. Su accién
principal se produciria en la primera fase de la
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multiplicacion viral cuando se produce la adsor-
cién de la particula infectante a los receptores
celulares (57).

Teniendo en cuenta las consideraciones
mencionadas, ante la presencia de casos clinicos
las acciones a realizar se conducen a aliviar la
sintomatologia y a tomar medidas de prevencion
en los criaderos utilizando un correcto manejo
sanitario y minimizando las condiciones de es-
trés.

Para su prevenciéon se han desarrollado
vacunas inactivadas y atenuadas aunque las
mismas se encuentran disponibles solo en algu-
nos paises europeos. También existen vacunas
a subunidades que se aplican a las madres para
prevenir la mortalidad y los signos clinicos en
cachorros en los primeros dias de vida (4). En
Argentina, algunos establecimientos utilizan una
vacuna importada siguiendo las recomendaciones
del laboratorio productor.

SITUACION EN LA REPUBLICA
ARGENTINA

En Argentina han sido observados casos
de sintomatologia compatible a esta virosis, es-
pecialmente muerte neonatal.

A partir del afio 2004 y en el marco de un
plan de trabajo de tesis doctoral se intensificaron
los estudios de diagnéstico de esta virosis. En pri-
mera instancia se estandariz6 la técnica de ELISA
para diagnéstico serologico y posteriormente se
estudi6 la prevalencia parcial de Ac contra esta
virosis. Se determiné que el 23,8% de los caninos
de la provincia de Bs As poseen Ac contra este
virus, resultados que confirman que la enferme-
dad se halla presente en nuestro medio, aunque
la prevalencia hallada es menor a la encontrada
en otros paises del mundo. Paralelamente se
estandarizé la técnica de PCR para deteccion de
ADN viral a partir de muestras de abortos, neo-
natos muertos e hisopados nasales y genitales.
En el afno 2005 se realiz6 el primer aislamiento
viral a partir de lesiones vesiculosas perineales
de un canino hembra y posteriormente se aisla-
ron otras dos cepas a partir de hisopado vaginal
y ril6n de un neonato muerto. Actualmente los
estudios estan dirigidos a la caracterizaciéon de las
cepas virales aisladas, estudiando sus patrones
de restriccién de ADN. (Comunicacién personal,
Med.Vet. Viviana De Palma, 2006)

CONCLUSIONES

Como muchas infecciones herpéticas de
otras especies, los animales adultos pueden vivir
sin signos clinicos aparentes, son los denomi-
nados “portadores asintomaticos”, que ademas
pueden tener titulos de Ac indetectables por las
técnicas convencionales por lo tanto son estos
animales los que deben ser controlados rutina-
riamente.

Herpes virus canino

Es importante recordar que en los esta-
blecimientos en donde se presentan infecciones
respiratorias en adultos es comuin observar pos-
teriormente trastornos reproductivos.

Luego de una infeccién debe establecerse
un buen plan de desinfecciéon del establecimien-
to.

Un buen manejo del establecimiento de cria
permite controlar las infecciones por CHV-1.

El correcto diagnostico de este virus permite
prevenir posteriores desérdenes reproductivos.
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