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1. Resumen

La Leucosis Bovina Enzoética (LBE) es una enfermedad infecciosa de distribucion
mundial predominando mayoritariamente en los rodeos lecheros. Es causada por un
Retrovirus denominado virus de la leucosis bovina (VLB) que afecta principalmente a
los linfocitos B de los bovinos. La misma puede presentarse de forma asintomatica
en un gran porcentaje de animales (60%), en forma de linfocitosis persistente (30—
35%) o en su forma tumoral de presentacion clinica denominada linfosarcoma (5-10
%) siendo mortal. Se ha demostrado que la infeccidn subclinica causa disfunciones
importantes del sistema inmune que impacta directamente en la sanidad, ademas de
disminuir la produccion de leche y produciendo pérdidas indirectas por refugos o
muerte a causa de otras patologias. El objetivo de este trabajo fue analizar si existe
alguna relacién entre animales seropositivos a VLB y la seroconversion natural
contra Diarrea Viral Bovina (BVD), Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1), Herpes
Virus Bovino tipo 4 (BoHV-4), Clamidiosis, Leptospirosis, Brucelosis y Neosporosis.
Para esto se procesaron aproximadamente 700 muestras de un banco de suero de
bovinos de leche existente en el Departamento de Ciencias Microbioloégicas de la
Facultad de Veterinaria. Se utilizaron las técnicas de referencia indicadas por la
Organizacién internacional de sanidad animal (OIE) para cada enfermedad y los
resultados fueron relacionados con la respuesta inmune contra VLB. Se encontraron
asociaciones a campo entre serologia positiva a VLB y la presencia de anticuerpos
contra BoHV-1 (p=0,002) y Leptospira spp (p=0,028). Mas ensayos son necesarios
para confirmar los hallazgos aqui descritos y determinar si VLB podria participar
indirectamente en la performance reproductiva en ganado de leche. Teniendo en
cuenta la alta prevalencia de Leucosis bovina, demostrar el efecto “oculto o
silencioso” que pueda tener el virus en nuestros rebafos, podria ayudar a entender
algunos procesos o pérdidas existentes que al dia de hoy no tienen claras
explicaciones.



2. Summary

Enzootic Bovine Leukosis (LBE) is an infectious disease of worldwide distribution,
predominantly in dairy herds. It is caused by a retrovirus called bovine leukosis virus
(VLB) that mainly affects the B lymphocytes of cattle. It can be asymptomatic in a
large percentage of animals (60%), in the form of persistent l[ymphocytosis (30-35%)
or in its tumoral form of clinical presentation called lymphosarcoma (5-10%) being
fatal. It has been shown that subclinical infection causes important dysfunctions of
the immune system that directly impacts on health, in addition to diminishing milk
production and producing indirect losses due to refuges or death due to other
pathologies. The objective of this work was to analyze if there is any relationship
between animals seropositive to VLB and the natural seroconversion against Bovine
Viral Diarrhea (BVD), Bovine Herpes Virus type 1 (BoHV-1), Bovine Herpes Virus
type 4 (BoHV-4), Chlamydiosis, Leptospirosis, Brucellosis and Neosporosis. For this,
approximately 700 samples were analyzed from an existing milk cattle serum bank in
the Department of Microbiological Sciences of the Faculty of Veterinary Medicine.
The reference techniques indicated by the International Organization for Animal
Health (OIE) for each disease were used and the results were related to the immune
response against VLB. Field associations were found between serology positive for
VLB and the presence of antibodies against BoHV-1 (p = 0.002) and Leptospira spp
(p = 0.028). More trials are needed to confirm the findings described here and to
determine if VLB could participate indirectly in reproductive performance in dairy
cattle. Taking into account the high prevalence of bovine leukosis, demonstrating the
"hidden or silent" effect that the virus may have on our herds could help to
understand some existing processes or losses that today have no clear explanations.



2. Introduccién

Leucosis Bovina Enzootica (LBE) es una enfermedad infecto contagiosa, causada
por un Retrovirus de la familia Retroviridae que afecta células de la linea linfoide,
principalmente a los linfocitos B. Es de gran importancia a nivel mundial debido a su
amplia distribucién e incidencia, especialmente en los sistemas de produccién
lechera (Lichter, 2004).

Se puede observar tres formas de presentacion de la enfermedad, habitualmente la
forma tumoral afecta a bovinos mayores de dos afos, con el pico mayor de
incidencia entre los 5 y 8 afios (Lewin y col., 1989). La forma inaparente ocurre en
un elevado porcentaje de los animales del establecimiento (60%), pero ademas
puede evolucionar a una linfocitosis persistente (35%) o finalmente el desarrollo
tumoral con la formacién de linfosarcomas (5%) (Fenner y col., 1992).

La principal via de trasmisién del virus es la horizontal, post natal. La forma de
transmisién bovino a bovino es a través de materiales contaminados con sangre de
animales infectados, ya sea por via intravenosa, intramuscular, subcutanea o
intradérmica. Consecuencia de esto es el alto riesgo para la transmision constituido
por vacunaciones, castraciones, descornes, caravaneo, cirugias, palpacion rectal,
entre otras. Ademas se ha demostrado la transmisién horizontal mediante los
artropodos hematofagos (Buxton 1982).

En cuanto a la distribucién de la enfermedad en el Uruguay, la prevalencia
seroldgica en rodeos lecheros adultos puede variar entre 11% hasta un 75%, segun
la zona estudiada (Zaffaroni y col., 2007, Furtado y col., 2012), habiéndose
reportado incluso recientemente seroprevalencia de 50% en vaquillonas holando
jovenes (aproximadamente 8 meses) (De Brun y col., 2013). Es una enfermedad que
ha ido aumentando en el pais, fundamentalmente por la aita difusion horizontal y por
la seleccion negativa que se realiza desde hace varias décadas con la exportacion
de animales libres de la enfermedad.

Del punto de vista del impacto de VLB sobre las funciones del sistema inmune de los
bovinos, se ha demostrado que la infeccibn subclinica causa disfunciones
inmunolégicas importantes que impacta directamente en la sanidad del animal. Se
ha visto que las células T infectadas con el virus aumentan la expresiéon de
receptores inmunoinhibitorios, aumentando la habilidad de los patégenos que
causan infecciones crénicas a evadir la respuesta inmune del hospedador, por
ejemplo, aumentando la expresiéon de IL-10 o disminuyendo la de IFN gamma. La
expresion de los receptores inmunoinhibitorios estadn correlacionados positivamente
con la carga pro viral (Bartlett y col., 2014). También se ha demostrado, a nivel del
sistema inmune innato, una disminucién de la funcién de los polimorfonucleares in
vitro (a nivel del estallido oxidativo) inducido por E. coli en vacas infectadas con VLB
(Souza y col., 2012).

En animales infectados subclinicamente, el virus no solo causa inmunodepresion
sino que ademas genera disturbios inmunolégicos a nivel de la respuesta inmune
celular, modificando el perfil de las células T, que son claves en la regulaciéon del
sistema inmune tanto en infecciones naturales como en respuesta a inmunizaciones
por vacunacién. Erskine y col. (2011), en ensayos a campo, encontraron que vacas
infectadas con VLB tuvieron un menor titulo de IgG2 contra J5 E. coli, (vacuna
utilizada contra la mastitis) comparando con vacas no infectadas y recientemente
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nuestro grupo encontré una disminuciéon de IgM e IgG1 en la respuesta a la
vacunaciéon contra el virus de la fiebre aftosa en animales seropositivos al VLB
(Puentes y col., 2016b). En este sentido, la presente propuesta focaliza a evaluar si
existe alguna relacion natural entre la seropositividad contra VLB en animales
asintomaticos y la respuesta inmune de bovinos contra enfermedades de la
reproduccion (BoHV-1, BVD, BoHV-4, Leptospirosis, Neosporosis, Clamidiosis y
Brucelosis bovina).

Sobre las enfermedades reproductivas que se analizaron en este proyecto, la gran
mayoria de ellas han sido diagnosticadas en mayor o menor medida como causa de
abortos en Uruguay o al menos han sido detectados animales seropositivos; con
excepcion de BoHV-4 que se desconoce la situacion epidemiolégica en el pais.
BoHV-1 y BVD son las dos principales virosis que afectan la reproducciéon en
bovinos a nivel mundial. En Uruguay estdn ampliamente difundidas en rodeos
lecheros. La vacunacion contra estos dos virus en el pais no es obligatoria, pero se
realiza desde hace varias décadas. Sin embargo ambas enfermedades siguen
teniendo una alta prevalencia, estimadas en aproximadamente 36% y 77% para
BoHV-1 y BVD respectivamente y a nivel de establecimientos alrededor del 99%
para BoHV-1 y 100% para BVD, lo que demuestra una altisima difusion de ambas
enfermedades (Repiso y col., 2005; Guarino y col., 2008). Leptospira spp. por otro
lado es la principal bacteria que causa abortos en bovinos en Uruguay, ademas de
producir nacimientos prematuros e infertilidad y patologias no reproductivas como
septicemia y nefritis. Se considera que es la enfermedad zoonédtica de mayor
diseminacién a nivel mundial. Otra zoonosis bacteriana de importancia y que se
estudio en este trabajo, es la brucelosis producida por Brucella abortus, enfermedad
bajo campaiia sanitaria oficial que cursa principalmente con abortos sobre todo en el
ultimo tercio de la gestacién. En otro sentido, se estudié también la neosporosis
como enfermedad reproductiva de origen parasitario de mayor importancia en
nuestro pais y que ha tenido mucha relevancia en las ultimas décadas como causa
de abortos en vacas. Por ultimo, la Clamidiosis (producida por Chlamydophila
abortus) es otra de las posibles causas de fallas reproductivas en vacas que en
Uruguay que no ha sido estudiada en profundidad, pero hace algunos afios se
encontraron bovinos lecheros seropositivos (Cattaneo y col., 2009) y por esa razén
se incluy6 en este ensayo.

4. Revision Bibliogréafica
4.1 DESCRIPCION DE LOS AGENTES
4.1.1 LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA

La Leucosis Bovina Enzoética (LBE) es una enfermedad producida por un retrovirus
denominado Virus de la leucosis bovina (VLB) que infecta preferentemente a los
linfocitos B de bovinos, y afecta en mayor medida a los sistemas de produccion
intensivos como los tambos (De la Sota, 2004). La infeccion del VLB se caracteriza
por un largo periodo de incubacién, por la falta de sitios definidos de integracién al
genoma de la célula huésped, y la evolucién oncogénica en una pequefia proporcion
de los individuos infectados (Kettmann y col; 1994). La mayoria de los animales
infectados (60%) son portadores asintomaticos del virus, siendo posible detectar la
presencia de anticuerpos circulantes contra antigenos virales, o la presencia de ADN
proviral en los linfocitos afectados (animales aleucémicos). Aproximadamente entre
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un 30 y 35% de los animales infectados presentan linfocitosis persistente (LP)
caracterizada por una expansién policlonal de linfocitos B CD5+. Finalmente, entre
un 5y 10% de los bovinos infectados desarrollan linfosarcoma, caracterizado por la
presencia de tumores (Burny y col., 1988; kettmann y col., 1994).

Etiologia. El VLB es un retrovirus exdégeno que junto con el virus T-linfotrépico
humano tipo | (HTLV-I) y el virus T-linfotrépico de simios (STLV) pertenece al género
Deltaretrovirus, subfamilia Ortoretrovirinae, familia Retroviridae. Es un virus ARN que
afecta células de la linea linfoide, principalmente los linfocitos B CD5+ que expresan
inmunoglobulina M en su superficie. El virus también persiste en células como los
monocitos y macrofagos (Kettmann y col., 1994). La particula viral tiene un diametro
que varia entre los 60 y los 125 nm, esta constituida por un nucleo electrodenso
central rodeado por la envoltura viral (Gillet y col., 2007). El genoma viral esta
constituido por dos cadenas de ARN de polaridad positiva unidos por su extremo 5’ e
integrado por tres genes estructurales: gag, pol y env, los cuales son necesarios
para su sintesis, ademas comparte con otros deltaretrovirus la region X (OIE, 2012).
Los genes gag, codifican la proteina estructural p24 de la capside, blanco de los
anticuerpos; también codifican la p15 de la matriz, que interactua con la bicapa
lipidica de la membrana viral, y la proteina p12 de la nucleocapside. Los genes pol
codifican la transcriptasa reversa, una ADN polimerasa, ARN dependiente. Los
genes env codifican proteinas de la envoltura, la gp51 y gp30 (Johnson y Kaneene,
1992). Gp51 induce una expresion masiva de anticuerpos especificos en animales
infectados (Gillet y col., 2007). La mayor parte de las pruebas serolégicas rutinarias,
detectan anticuerpos contra la glicoproteina gp51, ya que es de aparicién temprana
(OIE, 2012).

Situacion en Uruguay. En nuestro pais la LBE afecta principalmente al ganado
lechero. Uruguay se ha transformado en un pais exportador de lacteos, los
productos que se exportan son fundamentalmente: leche en polvo, quesos, leche
UHT, manteca, dulce de leche y suero de queso concentrado (MGAP; 2012). La LBE
tiene un impacto significativo desde el punto de vista econémico, debido al descenso
en la productividad y la pérdida de mercado internacionales, relacionado a: a)
mortalidad causada directamente por la forma tumoral de la enfermedad
(linfosarcoma); b) alteraciéon del sistema inmune del ganado infectado; ¢) aumento
del uso de medicamentos veterinarios; d) restricciones en la exportacion de ganado
en pie, semen, embriones infectados (Felmer y col., 2006; Bartlett y col., 2013). La
prevalencia en Uruguay ha ido en aumento con el correr de los afios. Mederos e
Irigoyen en 1996 obtuvieron una prevalencia de 20%, de un estudio de 30 predios
diferentes en el Noreste del pais; Gil y col. en 1998 obtuvieron una prevalencia de
46,6% en 53 diferentes establecimientos ubicados en Florida; Zaffaroni y col. en el
afio 2003 en diferentes departamentos Colonia (57%), Florida (72%) y San José
(71%) en rodeos de la cuenca lechera; en 2012, Furtado y col. realizaron un ensayo
en los departamentos de Florida, Tacuarembé y Durazno el cual la prevalencia pudo
llegar a 77%; y De Brun y col, en el afio 2014 una prevalencia de 50% en terneras
en el momento del ingreso al campo de recria, aumentando a un 73% al egreso (18
meses) del mismo de Florida. Se sugiridé que la falta de programas de control de esta
enfermedad, sumado al programa de vacunacién contra Fiebre Aftosa desde 2001, y
la exigencia de libre de VLB por los mercados internacionales; podrian explicar el
aumento de la prevalencia, y la concentracién de animales positivos (Zaffaroni y col.,
2007).
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Transmision: el virus se transmite en forma horizontal y vertical, siendo la primera la
mas importante. El contagio se produce por el traspaso de linfocitos que contienen el
virus, de un animal infectado a uno susceptible. Estos se encuentran en sangre,
calostro, leche, saliva, secreciones nasales, semen y orina (Gillet y col., 2007). Es
importante el contagio mediante maniobras tales como la extraccion de sangre,
vacunaciones y tacto rectal, en las cuales se trabaja con un elevado numero de
animales utilizando el mismo instrumental repetidamente, es decir la via iatrogénica
(Gillet y col., 2007). En la transmision vertical es importante la via lactégena, en la
cual el virus infecta los linfocitos B de las Placas de Peyer, y a partir de ahi se
disemina (Den Broeke y col., 2001), ademas el virus puede cruzar la placenta.

Signos Clinicos: En los bovinos pueden distinguirse tres fases después del
contagio con VLB: A) una fase inaparente, caracterizada por la integracion del ADN
proviral al genoma de los linfocitos infectados y la producciéon de anticuerpos
especificos contra antigenos virales, principalmente la glicoproteina gp51 de la
envoltura viral (Portetelle y col., 1989). B) Linfocitosis persistente desarrollada por un
30 a 70 % de los animales infectados con edades entre 3 y 6 afios, que desde el
punto de vista clinico parecen estar sanos (Beier, 2008). Se define Linfocitosis
persistente como un aumento en el recuento de linfocitos superior a 3 desvios
estandar sobre la media (Marshak, 1968) y se acepta como persistente al demostrar
linfocitosis en 2 muestras analizadas separadas en el tiempo por un periodo de 60 a
90 dias (Bendixen, 1963). C) Enfermedad tumoral propiamente dicha presente entre
un 0,1% y 10% de los animales infectados y que es la forma irremediablemente
mortal (Ferrer, 1980; Burny y col., 1988).

La estrategia replicativa del VLB involucra, como primera fase, el reconocimiento
especifico de las proteinas externas de la envoltura viral por parte de la célula
huésped, y la penetracion a través del mecanismo de fusion (Brasseur y col., 1988).
En el citoplasma se sintetiza una copia de ADN complementario a partir del ARN
viral utilizando la enzima transcriptasa reversa. Las secuencias presentes a ambos
extremos del genoma viral se repiten en cada extremo del nuevo ADN dando lugar a
los extremos terminales o LTRs. La nueva molécula de ADN penetra al nucleo
celular, se duplica, se circulariza y se integra al azar y en forma permanente, al
genoma celular en forma de provirus (Luciw y Leung, 1994).

Inmediatamente después de la infeccion, la expresiéon genética y la produccién de
virones maduros se activa en la célula huésped y se puede identificar una viremia
pasajera que dura de 10 a 12 dias post-infeccién (Schwartz y col., 1994), después
de lo cual aparece una respuesta inmune persistente, aunque ya no se pueden
detectar virones activos en los érganos de los animales infectados. Durante el primer
mes post infeccién, las células infectadas son detectables en sangre alrededor de
las 2 semanas, alcanzan un pico en la tercer semana y luego decrecen rapidamente,
lo que sugiere que el virus esta entrando a nuevas células huésped en otros tejidos
(Fulton y col., 2006). Uno de los indicadores mas tempranos de infeccion es el
aumento de la respuesta humoral antiviral entre la primera y octava semana
postinoculacion. Los anticuerpos reconocen los epitopes de gp51 y p24 y colaboran
con la muerte de las células productoras de virus (Gillet y col., 2007). Los animales
con LP no presentan otro signo que valores anormales de linfocitos. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que estos animales sufren un desorden inmunolégico, con
cambios en el tipo de respuesta de linfocitos T CD4, modificando el perfil de
citoquinas presentes en los animales (Kabeya y col., 2001).
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La sintomatologia causada por el linfosarcoma es inespecifica y variable, ya que
depende de la localizacion del proceso neoplasico y del grado de afeccion de
organos de importancia vital (Chamizo, 2005). Se observa astenia, adelgazamiento,
disminuciéon del apetito, fatiga, disminuciéon del rendimiento lacteo, anemia. Las
adenopatias o tumefacciones ganglionares constituyen el signo caracteristico, no
siempre simeétricas ni generalizadas (De la Sota, 2004). Estas lesiones pueden
determinar una serie de trastornos funcionales de origen mecanico como
compromiso de los bronquios, disnea, compresion del nervio vago, del eséfago
produciendo meteorismo crénico, del corazén con edemas e hidropesias del timo, de
médula espinal con paralisis posterior, y de los ojos produciendo exoftalmia.

Diagnéstico. En los estudios de infeccién con VLB se han empleado numerosos
métodos diagnésticos tales como: Seroneutralizacion (SN), Radioinmunoensayo
(RIA), Inmunodifusién doble en gel agar (IDGA), Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Western Blot (WB) y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
(Gallo y col., 1990; Rodak y col., 1997). En varios paises existen programas oficiales
para el control y erradicacién de la LBE. El diagnéstico se realiza rutinariamente por
métodos serologicos. La IDGA ha sido por muchos afos la prueba de elecciéon por
su alta especificidad y aceptable sensibilidad. Se desarrollaron distintos kits
comerciales de ELISA para ser utilizados en muestras de suero y/o leche (Reichel y
col., 1998). PCR es una prueba conveniente para detectar ADN proviral en muestras
de sangre, suspensiones de drganos y material tumoral, siendo un método sensible
que permite un diagnoéstico rapido y temprano (Heeney y col.,, 1998). Son estas
técnicas las recomendadas por la OIE tanto para el diagnostico serolégico (IDGA y
ELISA), como la nested PCR para la identificacion viral (OIE 2014).

Todas las técnicas indirectas (ID, ELISA-I, WB) y directa (PCR), son apropiadas para
la deteccion de infeccién (variando en la sensibilidad). La técnica de IDGA y ELISA
son apropiadas para aplicar a nivel poblacional (planes de control y erradicacion).
WB y PCR son pruebas alternativas para casos en que se requiera confirmacion,
siendo esta ultima la apropiada para deteccion directa del virus (Gonzalez y col.,
2001). En los ultimos afios se ha incorporado el uso de Real-time PCR al diagnéstico
de VLB (Kuckleburg y col., 2003).

4.1.2 IBR (Rinotraqueitis infecciosa bovina)

La Rinotraqueitis infecciosa bovina/vulvovaginitis pustular infecciosa, causada por el
Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), es una enfermedad del ganado bovino
doméstico y silvestre. El virus esta distribuido por todo el mundo. La enfermedad se
caracteriza por sintomas clinicos del tracto respiratorio superior, como descargas
nasales muco-purulentas y conjuntivitis. Los sintomas generales son fiebre,
depresién, inapetencia, aborto y reduccién de la producciéon de leche. El virus
también puede infectar el tracto genital y originar vulvovaginitis pustular y
balanopostitis. El andlisis post-mortem revela rinitis, laringitis y traqueitis. La
mortalidad es baja. Muchas infecciones siguen un curso subclinico. Las infecciones
bacterianas secundarias pueden ocasionar una enfermedad respiratoria mas grave
(Avilay col., 2008)

Etiologia. El agente causal de IBR es el Herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1) que
pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae (Fauquet y col.,
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2005). Es un virus envuelto, ADN doble cadena lineal y una capside icosahédrica. La
capside esta rodeada por tegumento, y alrededor de él, una envoltura que contiene
las espiculas de glicoproteinas virales en su superficie (Murphy y col., 1999). En la
envoltura estan localizadas alrededor de 12 glicoproteinas con importante papel en
la patogenicidad y en la inmunidad, tal es el caso de gB, gC, gD y gE (Engels y
Ackermann, 1996; Kaashoek y col., 1998).

Situacioén en el pais. En nuestro pais, el virus fue aislado por primera vez en el afio
1982 (Guarino y col., 1982), y a partir de esa fecha se han detectado varias cepas,
tanto de animales con problemas respiratorios como reproductivos. De acuerdo a
estudios de prevalencia seroldgica llevados a cabo en determinadas zonas del pais,
la infeccién estaria ampliamente distribuida tanto en ganado de carne como lechero
(Saizar, 1997; Mederos, 1998; Guarino y col., 2008).

Transmision. La principal via de transmisién es el contacto directo entre animales a
través de secreciones nasales, oculares o genitales de un bovino infectado, y por el
uso de semen de toros infectados (Fenner y col., 1993; Engels y col., 1996). Los
herpesvirus tienen la caracteristica de permanecer en forma latente en el animal
infectado, por lo que todo animal seropositivo por infeccién, es portador del virus en
forma latente y un posible diseminador de la infeccién en el rodeo (Fenner, 1993;
Guarino, 1997)

Signos clinicos. Se han descrito para BoHV-1 una amplia variedad de signos
clinicos como consecuencia de su accion sobre los sistemas respiratorio, genital,
digestivo y nervioso (Straub, 2001). Principalmente afecta el tracto respiratorio y
genital tanto del ganado silvestre como del doméstico y causa un conjunto de
sindromes clinicos tales como conjuntivitis, aborto, enteritis e infecciones sistémicas
en animales jévenes (Arboleda y col., 1996).

En las vacas la forma genital produce IPV (Vulvovaginitis pustular infecciosa) y en
los toros IPB (Balanopostitis Pustular Infecciosa). Se caracterizan por enrojecimiento
y edema con pequefias pustulas que al desprenderse dejan una zona erosionada.
Presentan secrecién mucopurulenta abundante tanto en la mucosa de la vulva como
del pene (Obando, 1994).

Puede producir infecciones latentes, lo cual tiene una significativa importancia
epizootiolégica dado el peligro que representan los animales sin manifestaciones
clinicas y serolégicamente negativos, pero que pueden liberar virus bajo condiciones
de estrés, siendo esto un riesgo de infeccion permanente para otros animales (Jones
y col., 2006). En cuanto a la inmunidad, la respuesta inmune a BoHV-1 comienza
desde que el virus se replica. EIl nimero de células citécidas naturales y las
secreciones, tanto nasales como vaginales de interferén (INF) tipo |, se incrementan
y pueden estar relacionados con una proteccién local inmediata en estadios
tempranos de la infeccidén (Babiuk y col., 1996).

Respuesta inmune. La respuesta inmune adaptativa ocurre a los siete dias
postinfeccion. Los anticuerpos neutralizantes estan dirigidos contra las
glicoproteinas de la envoltura y probablemente sean importantes en la inmunidad a
largo plazo (De Regge y col., 20086). Los anticuerpos producidos por vacunacién con
BoHV-1 persisten a niveles detectables durante tres afios y los maternales durante
123 dias tras el destete (Hage y col.,, 1998 y Fulton y col., 2004). La respuesta
inmune mediada por células frente a este virus, incluye la produccién por los
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macrofagos de interleuquina -2 e INFy y células citécidas naturales activadas, la
proliferacion de células T CD4+ y la estimulacion de linfocitos T citotoxicos. Las
respuestas a la infeccion por este agente son de amplio espectro, incluyen células T
colaboradores tanto 1 como 2 (Favoreel y col., 2006). Una de las consecuencias de
la infeccién inducida por BoHV-1, es la depresidén de la respuesta inmune mediada
por células, lo cual esta relacionado con una mayor susceptibilidad a las infecciones
secundarias tanto virales como bacterianas (Hodgson y col., 2005)

Diagndstico: Se puede realizar mediante la deteccion de la presencia de
anticuerpos especificos en el suero de los animales. La serologia positiva
proporciona un indicador Util y confiable del estado de infeccién. Cualquier animal
con anticuerpos contra el virus es considerado un portador y un potencial excretor
intermitente, excepto en el caso de terneros jovenes que adquieren de forma pasiva
anticuerpos de la madre y el ganado que esta sano y vacunado (Favoreel y col.,
2000). Las técnicas de seroneutralizacion (SN) in vitro y varios Ensayos
inmunoenzimaticos sobre fase sdélida son empleados usualmente para detectar
anticuerpos contra BoHV-1 en suero (Manual de la OIE, 2004).

4.1.3 BVD (DIARREA VIRAL BOVINA)

La diarrea viral bovina es una enfermedad de distribucion mundial y endémica en la
mayoria de las poblaciones bovinas. Es responsable de ocasionar un amplio rango
de manifestaciones clinicas y lesiones, siendo los trastornos reproductivos los de
mayor impacto econémico.

Etiologia. El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) pertenece al género Pestivirus
de la familia Flaviviridae (Donis, 1995). Son virus envueltos, esféricos, compuesto de
una cadena simple de ARN compactado por una capside proteica, rodeada por una
membrana fosfolipidica con tres glicoproteinas ancladas a ella (Nettleton y Entrican,
1995). Segun sus efectos en los cultivos celulares, los Pestivirus se dividen en
biotipos citopaticos (CP) y no citopaticos (NCP). Los virus CP ocasionan
vacuolizacién citoplasmatica y muerte celular, los virus NCP no ocasionan cambios
visibles en el cultivo celular y la célula infectada parece normal (Deregt, 2005;
Loewen, 1995). La genotipificacidon es el método aceptado para clasificar a los
Pestivirus. Bajo este sistema de clasificacién el vDVB se agrupa en 2 genotipos:
Genotipo 1 y Genotipo 2 (Ridpath, 1996).

Situacion en el pais. En nuestro pais, si bien la BVD fue sospechada clinicamente
desde antes de la década del 80, recién en el afio 1996, se comunicé su deteccion
por técnicas inmunohistoquimicas e inmunoperoxidasa (Repiso y col., 2004).
Diversos estudios serolégicos, tanto en ganado de carne como de leche, han
estimado la prevalencia de la infecciébn en el pais entre un 97 al 100% en
establecimientos y entre un 60 a 72% a nivel individual (Saizar, 1998; Nufez y col.,
2000; Gil y col.,, 2000). En el aino 2016 Maya y col. publicaron la primera
caracterizacion genética de vDVB en Uruguay con muestras de predios con
problemas reproductivos colectadas en 2014, mostré que tanto vDVB-1 y vDVB-2
circulan en nuestros rodeos, y se observé una supremacia de vDVB-1a con un
87,5%.

Transmision. Puede ser vertical u horizontal, por contacto directo o indirecto. La
infeccion transplacentaria ocurre en hembras susceptibles infectadas durante la
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prefiez. Si el feto es infectado por biotipos NCP antes de adquirir competencia
inmunoldgica (antes del dia 125 de gestacion, aproximadamente) desarrollara una
infeccion persistente (Pl) (Moennig y Liess; 1995). Pese a la elevada tasa de
mortalidad de los animales Pl en su primer afio de vida (mas de 50%), muchos
alcanzan la madurez sexual y se reproducen. La transmision horizontal ocurre por
contacto directo con animales Pl, es el modo mas eficiente de transmision en
condiciones naturales (Houe, 1999). El contacto directo con animales que cursan
una infeccion aguda también puede transmitir el virus (Houe, 1999).

La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son los
bovinos PI (Persistentemente Infectado). Ellos eliminan continuamente durante toda
su vida grandes cantidades del virus en secrecién nasal, saliva, orina, materia fecal,
lagrimas, semen y leche. Los animales con infecciéon aguda también son fuente de
infeccién; aunque menos eficiente, ya que eliminan el virus en cantidades mas bajas
y por cortos periodos (Houe, 1899).

Signos Clinicos. EI vDVB es responsable de originar un amplio rango de
manifestaciones clinicas y lesiones como resultado de la interacciéon de factores
tales como: cepa y biotipo viral, edad y estado inmune del hospedador, respuesta
inmune inducida, factores estresantes y otros patégenos concurrentes (Bielefeldt,
1995). Diarrea viral bovina aguda, es una infeccién post natal aguda, de severidad
variable, en bovinos seronegativos e inmunocompetentes (Kelling, 1996). La
mayoria de las infecciones son subclinicas o de caracter moderado con elevada
morbilidad y baja mortaiidad (Baker, 1987; Kelling, 1996). Se desarrollan anticuerpos
neutralizantes 14 a 28 dias postinfeccién y consecuentemente la protecciéon contra
reinfecciones por cepas homélogas del virus es de por vida (Fredriksen y col., 1999).
Una de las formas de presentacion de la infeccion aguda es el complejo diarrea
neonatal bovina cuando fracasa la transferencia pasiva de anticuerpos, el virus
participa en el complejo diarrea neonatal de los terneros. Infecciones concurrentes
con enteropatégenos resultan en manifestaciones clinicas mas severas (Moennig y
Liess, 1995). Otra manifestacion clinica es la infeccién aguda severa que cada vez
son mas frecuentes los informes de infeccion aguda severa de elevada morbilidad y
mortalidad, asociada con virus de alta patogenicidad, caracterizada por fiebre
elevada, signos respiratorios, diarrea, tormenta de abortos, caida en la produccion
de leche y muerte subita (Drake y col., 1996). El mayor impacto econémico de la
infeccién con el vDVB es el ocasionado por los trastornos reproductivos (Moennig y
Liess, 1995). La infeccién aguda altera la funcion ovarica y reduce la fertilidad. El
vDVB causa necrosis de células de la granulosa y de oocitos (McGowan y col.,
2003). Ademas, las infecciones agudas ocasionan un retraso en el desarrollo de los
foliculos pre—ovulatorios durante dos ciclos estrales consecutivos (Grooms y col.,
1998), reduccién de los niveles de estradiol durante la fase folicular (Fray y col.,
1999) y disminucién o ausencia de las oleadas de hormona luteinizante pre—
ovulatoria (McGowan y col., 2003). El impacto del vDVB durante la prefiez se divide
en cuatro periodos, en base a las manifestaciones clinicas de la infeccién durante
estos intervalos de tiempo especificos. Etapa embrionaria (0—-45 dias): Las
infecciones de hembras susceptibles préximas al momento del apareamiento
ocasiona muerte embrionaria y repeticiones de servicio hasta que desarrollen
respuesta inmune (McGowan y col., 2003). Dia 45 a 125 de gestacion: Este periodo
comienza al finalizar la etapa embrionaria y culmina cuando el feto adquiere
competencia inmunoldégica al vDVB.
=
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La infeccion con biotipos NCP antes que el feto adquiera competencia
inmunoldgica, resulta en el nacimiento de animales persistentemente infectados e
inmunotolerantes. Durante este periodo también se produce muerte fetal con
momificacion o aborto meses después y un pequefio porcentaje de teratogénesis.
Dia 125 a 175 de gestacion: Este periodo representa el comienzo de la
inmunocompetencia fetal y del estado de organogénesis, momento en el cual se
presenta un gran porcentaje de alteraciones del desarrollo. También se pueden
producir abortos, pero éstos son mas frecuentes en las etapas tempranas de
gestacion. 175 dias de gestaciéon en adelante: En esta etapa el feto se encuentra en
un periodo de crecimiento general y es inmunolégicamente competente. Las
infecciones en este periodo resultan en el nacimiento de terneros seropositivos
normales o débiles; mientras que los abortos son ocasionales (Moennig, Liess,
1995). Un animal persistentemente infectado es aquél en que es posible aislar el
virus de la sangre o tejidos en dos ocasiones sucesivas con un intervalo no menor a
dos semanas. Estos animales son virémicos durante toda su vida y no producen
anticuerpos contra la cepa que les origind inmunotolerancia. La infeccién persistente
debe ser considerada en todo ternero pequefio al nacimiento, con escaso desarrollo
y ganancia de peso, débil y con cuadros recurrentes de enfermedad respiratoria y
digestiva. Otros son clinicamente normales, siendo indispensable el laboratorio para
su diagnostico (Kelling, 1996). Enfermedad de las mucosas: Esta condicion solo
ocurre en animales Pl que sufren sobreinfeccién con biotipos CP homélogos. En
esta forma se aislan ambos biotipos, que son antigénicamente similares. Es una
forma esporadica, fatal, de curso agudo o crénico y se caracteriza por severa
leucopenia, diarrea profusa, erosiones y ulceraciones en el sistema digestivo (Baker,
1987; Kelling, 1996).

Diagnéstico. Las pruebas serolégicas han sido una buena herramienta para la
deteccién de la presencia del virus en las poblaciones bovinas; entre ellas se
destacan la Neutralizacion y Seroneutralizaciéon, las cuales detectan Anticuerpos
neutralizantes contra virus que aparece en el suero de los animales post infeccién,
siendo la SN in vitro la técnica de diagnéstico recomendada por la OIE (OIE, 2010),
Se utiliza también el ELISA para diagnéstico serolégico de infeccién por BVD
(Albelaez y col., 2002) y la inmunofluorescencia indirecta IFl (Lértora, 2003). EI
andlisis serolégico de una pequefia muestra de sangre permite distinguir rebafios
con infeccién activa, con un alto grado de seguridad, pero se pueden cometer
errores de clasificacion cuando los rebafios poseen animales Pl. Una vez
identificados los rebafios con infeccidn activa, se debe testear individualmente a los
animales para detectar a los bovinos PI, los cuales se diagnostican detectando el
virus, o componentes virales. Para detectar el virus o componentes virales se
pueden utilizar 4 métodos diferentes: Aislamiento viral el cual es 100% especifico y
muy sensible.

Deteccion de antigenos mediante enzimo—inmunoensayo (ELISA) es un método
rapido y econémico, por lo tanto, es el método de preferencia para la deteccién a
gran escala de animales PI. Se utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales para
“capturar’ antigenos del vDVB en muestras de sangre. Detecciéon de antigenos
mediante inmunohistoquimica (IHQ). Deteccién del acido nucleico viral. La reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) es un método rapido, sensible, que detecta
diversos vDVB y permite investigar un gran numero de muestras en corto tiempo.
(Lértora, 2003)
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4.1.4 BoHV-4 (Herpesvirus bovino tipo 4)

El herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV-4) ha sido aislado de bovinos con infecciones
respiratorias, vulvovaginitis, mastitis, abortos, endometrits y de animales
aparentemente sanos en diferentes partes del mundo. Se desconoce la situacion
epidemioldgica en el pais, ya que hasta el momento no existen reportes de estudios
realizados en el territorio Uruguayo. Si bien no se ha reconocido como agente causal
de una entidad patoldgica en particular, se asocia principalmente con infecciones del
tracto reproductivo de los bovinos (Moran y col., 2015).

Etiologia. E! herpesvirus bovino tipo 4 pertenece a la familia Herpesviridae,
Subfamilia Gammaherpesvirinae. Inicialmente considerado como un citomegalovirus,
fue clasificado luego dentro del género Rhadinovirus dada la actividad de la timidina
quinasa y las semejanzas genomicas con otros virus de este subgrupo (Lomonte, y
col., 1996). Los gammaherpesvirus se caracterizan por su capacidad de replicar en
células linfoides, donde pueden establecer latencia (Donofrio y col., 2005). Los
diferentes miembros de la familia pueden infectar especificamente a los linfocitos T o
B. El genoma del BoHV-4 consiste en una molécula de ADN lineal bicatenario
(Zimmermann y col., 2001). El material genético se encuentra contenido en una
capside de simetria icosahédrica. La nucleocapside viral tiene un diametro de 90 a
100 nm y se encuentra rodeada por una sustancia amorfa denominada tegumento.
Estas estructuras estan cubiertas por una bicapa lipidica que presenta proyecciones
glucoproteicas sobre la superficie del virién (Knowles, 2011).

Transmision. Los herpesvirus pueden transmitirse por via horizontal y vertical
(Egyed, 2011). La transmisién horizontal ocurre por contacto directo e indirecto
mediante secreciones y fomites.

En el caso particular del BoHV-4, la respuesta inmune se caracteriza por la escasa
produccién de anticuerpos neutralizantes; estos bajos niveles de anticuerpos en la
leche y en el calostro de vacas infectadas podrian favorecer la transmisién del virus
a los terneros en lactancia, la leche representaria un potencial vehiculo para la
transmisién y diseminacién viral (Donofrio, 2000). Se detecta una mayor frecuencia
de seropositivos en los animales de mayor edad y en hembras con respecto a los
machos (Elhassan y col,, 2011). El BoHV-4 puede producir diferentes tipos de
infecciones, es asi que pueden identificarse diferentes dinamicas de infeccion: la
infeccién no productiva, la infeccion productiva, la infeccién persistente, y la infeccién
latente. Aunque se ha demostrado que puede infectar una variedad de tejidos, la
mayoria de las evidencias sugieren que uno de los sitios de persistencia, son las
células de la linea monocitos/macréfagos (Egyed, 2011)

Signos Clinicos. Diversos estudios han asociado al BoHV-4 con enfermedad
uterina posparto en bovinos (Sheldon y col., 2009). El virus presenta tropismo por las
células endometriales y produce la muerte de células epiteliales y del estroma
(Donofrio y col., 2007). La infeccién por el BoHV-4 estimula la secreciéon de la
prostaglandina E (PGE) en las células endometriales; la PGE es un mediador de la
respuesta inflamatoria en infecciones bacterianas y desempefia una funcion
importante en la reactivacion seguida de replicacion litica del BoHV-4. La asociacion
de este virus con otros patégenos en los casos de metritis ha sido demostrada, por
lo tanto, la metritis bacteriana en el ganado persistentemente infectado con el BoHV-
4 podria ser exacerbada por el reclutamiento de macréfagos persistentemente
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infectados al sitio de la inflamacién (Donofrio y col., 2008). A su vez, la endometritis
bacteriana conduciria a la secrecion de PGE y consecuentemente, a la estimulacion
de la replicacion viral por prostaglandina E (PGE) y lipopolisacaridos (LPS), lo cual
causaria el posterior dafo en el tejido endometrial y la inflamacién (Sheldon y col.,
2009). La manifestacion de los trastornos en el endometrio asociados a BoHV-4
involucraria tres factores: la exposicién al virus, la colonizacion bacteriana del utero
a través del cérvix abierto y la existencia de algun grado de disturbio metabolico o
inmunosupresion; estos conducirian al desarrollo de la patogenicidad viral o
reactivacién desde el estado de latencia. El ganado lechero con infeccién endémica
por BoHV-4 y con una alta incidencia de enfermedades metabdlicas o nutricionales
crénicas probablemente presente mayor incidencia de metritis y piometra asociados
al virus (Frazier y col., 2002). El BoHV-4 ha sido aislado en una amplia variedad de
casos clinicos. Si bien no se ha reconocido como agente causal de una entidad
patolégica especifica, se asocia mayormente con infecciones del tracto reproductivo
de los bovinos, particularmente durante el periodo posparto. Dentro de la amplia
variedad de signos clinicos se puede observar conjuntivitis, enfermedad respiratoria,
vaginitis, metritis, linfosarcoma, dermatitis, endometritis supurativa posparto y
mastitis.

Respuesta inmune. La respuesta inmune humoral en los bovinos infectados con
BoHV-4 se caracteriza por baja eficiencia o bajos niveles de anticuerpos
neutralizantes (Dubuisson y col; 1990). Los paises donde el virus se ha detectado, la
prevalencia en general es baja, con bajos titulos de anticuerpos neutralizantes (1:8 a
1:64) (Asano y col., 2003). En infecciones experimentales realizadas en bovinos se
detectaron altos niveles de serologia positiva por ELISA; sin embargo, los resultados
fueron negativos en la deteccion de anticuerpos neutralizantes mediante pruebas de
neutralizacién viral (Essmail y col., 1999).

Diagnéstico. El aislamiento viral puede realizarse en cultivos celulares y es el
meétodo gold standard (Naeem y col., 1991). Puede utilizarse la Inmunofluorecencia
directa, para la deteccién de antigeno viral, asi como la PCR, técnica molecular muy
utilizada para amplificar diferentes regiones del genoma viral (Lomonte, 1997). Para
el diagnostico serolégico, el método mas utilizado es la prueba de ELISA, y en
algunos casos la IF indirecta (Kale y col., 2011). La Seroneutralizacion puede dar un
alto numero de falsos negativos, y por lo tanto seria aconsejable utilizar otras
técnicas seroldgicas alternativas para el diagnéstico de laboratorio (Dubuisson y col.,
1990).

4.1.5 LEPTOSPIROSIS

La leptospirosis es una zoonosis de distribucién mundial que afecta a los mamiferos
tanto domésticos como silvestres, se considera que es una de las enfermedades
zoondtica de mayor diseminacion a nivel mundial (Thiermann, 1984).

Etiologia. El género Leptospira pertenece a la familia Leptospiraceae (Canale y
Parola, 1984). En cuanto al criterio de clasificacion para el género Leptospira la
especies de interés es Leptospira interrogans, que incluye todas las leptospiras
patégenas y/o de vida parasita. Estas cepas patégenas se clasifican sobre la base
de sus diferencias antigénicas en serovares, siendo el serovar el taxén basico. Los
serovares relacionados antigénicamente se integran dentro de un mismo serogrupo
(Laguna, 2005). En todo el mundo se han descrito mas de 220 serovares pero,
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frecuentemente, las infecciones se producen por un numero limitado de serovares
endémicos de una region o pais y su prevalencia esta intimamente ligada a factores
ecolégicos y medioambientales (Ayulo y Dammert, 2001). En el Laboratorio de
DILAVE se reciben anualmente aproximadamente 4.000 muestras de sueros, de las
que se corresponden 3.500 a bovinos por consulta de abortos e infertilidad. De los
sueros de bovinos estudiados el 80% presentan anticuerpos a leptospira, de los
serovares L. Hardjo y L. Pomona, siendo la situacion similar a los demas paises de
la region (DILAVE, 2004).

Transmision. El modo mas frecuente de transmisién en el caso de serovares
adaptados es la transmision horizontal directa, mientras que la transmisién horizontal
indirecta tiene un papel mas importante en las infecciones accidentales y se produce
tras la exposicion del animal a un ambiente contaminado con material infectante
(Ellis, 2001). La transmisién por contacto directo puede producirse de diversas
maneras, siendo una de las mas importantes la entrada de leptospiras por via
inhalatoria o conjuntiva, procedente por la dispersion de orina de animales
infectados. Los hospedadores naturales de un determinado serovar, eliminan gran
cantidad de microorganismo en su orina durante un periodo de tiempo prolongado
(Ellis, 2001).

La transmision indirecta juega un papel mas destacado en el caso de infecciones por
serovares accidentales. La forma de transmision mas frecuente, tanto en el hombre,
como en los animales, es el contacto de la piel o mucosas con agua o materiales
contaminados con orina infectada. Por lo tanto, las fuentes de contaminacién mas
frecuentes para los bovinos van a ser la orina (Michna, 2004), la leche (Prescott,
2000), las descargas post parto (Ellis, 2001; Timoney y col., 2005) y el agua y pastos
contaminados con estos materiales procedentes de animales infectados.

Signos Clinicos. La presentacién de la enfermedad puede ser aguda, sub-aguda o
cronica. Después de penetrar por piel 0 mucosas el microorganismo tiene un periodo
de incubacion de 4 a 10 dias, en el cual se multiplica rapidamente y se disemina en
ciertos organos: higado, rifdén, pulmones, tracto reproductivo (como en el caso de la
placenta), y liquido cefalorraquideo; después migra y puede aislarse en la sangre
periférica durante varios dias, hasta que cesa la fiebre (Bermudez, 2006). Después
pueden observarse anticuerpos en el torrente sanguineo, y puede aislarse la
bacteria de la orina. La manifestacién clinica mas dramatica en los bovinos es la
aparicion de abortos, lo cual determina el motivo de consulta de los productores a
los profesionales (Bermudez, 2006).

Diagnéstico. Los métodos disponibles para el diagnéstico de la enfermedad son
aislamiento o identificacidén serolégica. La técnica de diagndstico que se utiliza en el
servicio de leptospirosis de DILAVE, es la microaglutinacién, que se indica con Ia
sigla MAT. Esta técnica es utilizada en todo el mundo como de referencia, es
serovar especifica e indica el nivel de anticuerpos. Los serovares mas comunes en
los bovinos de Uruguay son hardjo, wolffi, y pomona (Repiso vy col., 2005). En
nuestro pais, que se considera endémico, el titulo de corte utilizado para clasificar a
los bovinos como positivos es de mayor o igual a 1/200 (DILAVE). En este caso,
para evidenciar una exposicién previa al patégeno en bovinos no vacunados, es
necesario determinar titulos iguales o superiores a 1:100 (OIE, 2008).
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4.1.6 BRUCELOSIS

La brucelosis es una enfermedad bajo campafa sanitaria oficial que cursa
principalmente con abortos sobre todo en el ultimo tercio de la gestacién. La
Brucelosis causa graves pérdidas econémicas a la salud publica y a la produccion
animal por abortos, esterilidad, merma de la produccién lechera, gastos veterinarios,
reposicion de los animales y pérdidas de mercados nacionales e internacionales
(Samartino, 2000; Gil y col., 2003;).

Etiologia. La Brucella perteneciente a la familia Brucellaceae es una bacteria
intracelular facultativa con predileccion por el sistema reticulo-endotelial; y el tracto y
organos reproductivos (Nicoletti, 2002). Generalmente la diseminacion de la
enfermedad ocurre por una hembra infectada que al parir o abortar disemina gran
numero de Brucellas. La leche es también fuente de contagio aunque una vez
pasteurizada el riesgo desaparece.

Transmision. La fuente principal de infecciéon son los fetos, envolturas fetales y
descargas vaginales. En partos de vacas infectadas que no abortan se eliminan gran
cantidad de Brucellas. Los terneros nacidos de hembras positivas pueden quedar
con una infeccién congénita latente lo que tiene gran importancia epidemiolégica. El
animal contrae la enfermedad por ingestion, penetracién por conjuntiva y piel
indemne. El contacto con fetos abortados es la forma mas comun de propagacién
(Acha y Cifres, 1989). En Latinoamérica la enfermedad esta presente en todos los
paises, algunos como México y Peru con prevalencias muy altas y otros como
Uruguay cuya prevalencia es baja pero aun se manifiestan brotes aislados (Barozzi,
1993; Gil y col.,, 1999; Gil y col, 2003). Uruguay inici6 un Plan Nacional de
Erradicacion de la Brucelosis Bovina a partir del afio 1998, luego de varias medidas
tomadas con sus aciertos y fracasos, en el control y erradicacion de la enfermedad,
se destacan las siguientes medidas: monitoreo mediante la exigencia de resuitados
serolégicos negativos para el ingreso a las exposiciones, remates ferias,
liquidaciones y exportaciones. Interdiccion con obligatoriedad de serologia negativa
previa al movimiento de los ganados susceptibles comprendidos en las zonas
categorizadas como de riesgo en relacién a la brucelosis bovina, incluyendo el
predio declarado foco, los linderos, y los tras linderos al foco. Vacunacién con RB51,
en predios focos y perifocos; y la obligatoriedad de realizar serologia en todos los
establecimientos lecheros para la refrendacién anual. Vigilancia en los
establecimientos lecheros se realizan a través de ELISA sobre las muestras
compuestas de leche extraidas de los tanques. (MGAP, 2017)

Signos Clinicos. El signo predominante en hembras prefiadas es el aborto en los
tres ultimos meses de gestacion o el nacimiento prematuro o a término de terneros
débiles o muertos. Se presenta ademas retencion de placenta, metritis e infertilidad
en vacas, dejando como secuela un aumento del intervalo inter parto. Las hembras
no prefiadas no muestran signos clinicos y cuando se infectan antes del servicio
muchas veces no abortan (Repiso y col., 2005).

Diagnodstico. El diagndstico presuntivo o serolégico se realiza mediante la técnica
de Rosa Bengala. El diagnéstico confirmatorio por fijacion del complemento y
polarizacion de la fluoresceina o por aislamiento del microorganismo en medios
especificos. Las pruebas serolégicas normalizadas y efectuadas con reactivos
estandarizados constituyen un elemento clave en los programas sanitarios y en la
vigilancia epidemiolégica (Casas Olascoaga, 1976; Chans, 2003). Las mismas
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pueden ser clasificadas como: presuntivas, confirmatorias y de vigilancia
epidemiologica. Como presuntivas las mas utilizadas son: la prueba de Rosa de
Bengala (Antigeno tamponado a pH 3.65 con contenido celular del 8%). Como
confirmatorias, pueden utilizarse las pruebas de: Rivanol, 2 Mercapto-etanol (2ME),
Fijacion del complemento y polarizaciéon de la fluoresceina. Estas pruebas estan
indicadas para procesar los sueros positivos a las técnicas presuntivas o de descarte
y disminuir asi los resultados falsos positivos, que ocurren mayoritariamente en
regiones de baja prevalencia o donde se practica la vacunacién sistematica (Casas
Olascoaga, 1976). Es de destacar que las técnicas de enzimoinmunoensayo
(ELISAS) son excelentes herramientas a utilizar en programas de control ya que
presentan excelente sensibilidad y especificidad (Nielsen y col., 1992). El DILAVE ha
participado en estudios de validacion de las mismas (Uzal y col., 1995; Silva Paravis
y col., 1998;).

4.1.7 CLAMIDIOSIS

La clamidiosis es una enfermedad de distribucién mundial (Albarracin, 2010). Afecta
a una amplia gama de especies, tanto aviares como mamiferos, en donde se incluye
al hombre (Salinas, 2002).

Etiologia. Las clamidias son bacterias Gram negativas, intracelulares obligadas, con
un ciclo de desarrollo atipico, durante el cual se desarrollan formas unicas. Se
replican en el interior de las vacuolas citoplasmaticas de las células del hospedador.
Su incapacidad para generar ATP determina su dependencia del metabolismo de las
células hospedadoras (Quinn y col., 2008). El agente etiolégico pertenece a la
familia Chlamidiaceae, esta familia pertenece al orden de los Clamidiales. La familia
Chlamidiaceae se ha descrito en 2 géneros, Chlamydia y Chlamidophila, los cuales
tienen nueve especies en total. Entre las especies que afectan en mayor medida al
ganado vacuno estan la Chlamidophila abortus y Chlamidophila pecorum. Las cepas
de C. abortus son tipos de cepas de la C. psitacci abortiva biotipo 1 inmunotipo 1, las
clamidias producen varias patologias en el ganado bovino como encefalomielitis,
conjuntivitis, abortos, etc. Los serotipos de clamidias que producen aborto en vacas
y ovejas son diferentes a los serotipos que producen encefalomielitis y poliartritis
(biotipo 2/ inmunotipo 2) y a su vez diferentes a los que producen infecciones
intestinales (biotipo 3/ inmunotipo 3). Las cepas que producirian infecciones
intestinales han sido reclasificadas como Chlamydia pecorum (Stanchi y col., 2007).

Transmisién. El ciclo de reproduccién del microorganismo puede durar de 24 a 48
horas. Los estudios sobre el ciclo de crecimiento de C. trachomatis y C. psittaci en
cultivos celulares in vitro revelan que el cuerpo elemental infeccioso (EB) se
convierte en un cuerpo reticulado no infeccioso (RB) dentro de una vacuola
citoplasmatica en la célula infectada. Una vez que se han replicado los RB estos van
a ser liberados al exterior produciendo la lisis de la célula invadida (Bolafos y col.,
2008). Las clamidias que salen al medio ambiente a través de las heces de los
animales afectados, pueden sobrevivir varios meses en las heces secas de los
animales (Perez y Storz, 1987). Después que estas salen al exterior las mismas
pueden ser ingeridas por animales sanos produciéndose una nueva infecciéon. No
sélo las heces son fuentes de infeccién, también forman parte de la diseminacion, la
orina, secreciones respiratorias, liquido amniético y placenta de animales
sintomaticos o asintomaticos, como también la saliva o plumas de aves (Pospischil y
col., 2010). Asimismo, los abortos de los animales afectados y el semen de machos-



que presentan la enfermedad (Albarracin, 2010). El organismo fue encontrado en el
semen de los toros, carneros, pero la transmision venérea no es de gran importancia
(Pospischil y col., 2010)

Signos Clinicos. Los signos clinicos abarcan flujo nasal que puede ser seroso
mucoso, se puede presentar sialorrea, lagrimeo, tos, inapetencia, en terneros de
corta edad se puede presentar diarrea (Dirksen y col.,, 2005). Por otro lado se
pueden observar descargas a nivel de la vulva, y si se toma la temperatura corporal
el animal puede presentar fiebre hasta 48 horas antes de que el aborto se produzca
y las descargas vulvares pueden permanecer hasta 2 a 3 semanas lo que
aumentaria la probabilidad de contagio de animales sanos. Si el contagio se produce
dentro de las 5 a 6 semanas de la prefiez, la infeccion puede mantenerse latente, y
las manifestaciones clinicas se presentaran en el siguiente parto (Diaz y col., 2005).
El aborto de los animales prefiados se produce generalmente a nivel de las ultimas
semanas de la gestacion, si este no se produce se da el nacimiento de animales
prematuros y débiles. Los animales abortados no manifiestan sintomas clinicos de la
enfermedad, pero la fertilidad se reduce (Quinn y col.,, 2008). En los bovinos los
abortos, tienden a ser esporadicos e inesperados, se dice que el animal suele
abortar a nivel del séptimo a noveno mes de la gestacion es decir, en el tercer tercio,
antes de que los animales aborten no se presentan signos clinicos que evidencien la
presencia de la enfermedad. Ademas del aborto se producen otros trastornos
reproductivos que hacen que el animal repita celos, presente intervalos entre partos
prolongados, que el numero de servicios a realizar sea mayor, todos estos trastornos
van en desmedro de la economia de una explotacion, sin tomar en cuenta la baja de
la produccion de los animales enfermos asi como también la disminucién de la
fertilidad del semen de los toros afectados (Gibson da Silva y col., 2005).

Diagnéstico. Las muestras ideales son hisopados nasales, oculares y rectales.
También se pueden enviar muestras de heces, orina, saliva y érganos, como
cerebro o médula espinal, placenta, cotiledones, linfonédulos, articulaciones,
exudados, higado, epididimo, vesiculas seminales asi como también muestras del
feto. Por ultimo también se pueden realizar muestras pareadas de sangre. Cuando la
bacteria se encuentra en un periodo de latencia no puede ser detectada por los
métodos de laboratorio utilizados comunmente (Albarracin, 2010). La reaccién de
fijacion del complemento, con un antigeno especifico pone de manifiesto los
anticuerpos. También, se utilizan las técnicas de ELISA (Nicolet, 1985), IFl, para
deteccién de anticuerpos, y PCR (Soto, 2001). Inmunoensayos dirigidos contra el
LPS se han desarrollado para detectar clamidias; sin embargo, son generalmente
Chlamydiaceae especificos y no permite la identificacion de la especie, serotipo, o
subtipo involucrado (Pospischil y col., 2010). Se puede utilizar el microscopio para la
deteccién de las inclusiones intracitoplasmaticas en las células afectadas, a las que
se le haran cortes y tincién (Albarracin, 2010). Las tinciones pueden ser de Giemsa,
Ziehl-Nielsen (Nicolet, 1985), como también Lugol, y por las técnicas de IFD y ELISA
para la deteccion de antigenos (Soto, 2001). Como métodos de aislamiento, el méas
sensible consiste en la inoculacién en embriones de pollo (saco vitelino) (Nicolet,
1985; Soto, 2001) aunque también se realizan cultivos celulares en células McCoy
(Soto 2001).
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4.1.8 NEOSPOROSIS

La Neosporosis es una de las principales causas de aborto bovino en varios paises y
produce severa afeccién neuromuscular en perros. Fue reportada por primera vez en
Noruega (Bjerkds y col., 1884) en caninos.

Etiologia. Esta enfermedad es causada por Neospora caninum, protozoario
(Apicomplexa, Sarcocystidae) similar a Toxoplasma gondii pero inmunolégicamente
diferente, descrito por Dubey en 1988. En 1989 Thilsted y Dubey describen la N.
caninum como agente causal de aborto bovino en USA. Es de difusién mundial y se
la ha reportado como causante de importantes pérdidas por aborto en bovinos en
USA, Gran Bretafia, Nueva Zelanda, Australia, Japon y Argentina (Anderson 1991;
Dubey, 1999).

Situacién en el pais. El primer antecedente que se tiene sobre la posible presencia
de esta enfermedad en nuestro pais se remonta a 1997, cuando se describe que el
20% de 414 perros de estancia de nuestro pais eran positivos a la técnica de IFI
para N. caninum (Barber y col., 1997). En 1999 la DILAVE comunica los primeros
diagnosticos de esta enfermedad, tanto en caninos como en bovinos, realizados por
medio de técnicas de inmunohistoquimica y serolégicas (IFl y ELISA), siendo
diagnosticada en forma rutinaria a partir de esa fecha (Bafales y col., 2000).

Transmisién. Las especies afectadas son varias, estando descripta la infeccion
natural en caninos, bovinos, ovinos, caprinos, equinos y cérvidos, asi como la
infeccion experimental en ratas, ratones, perros, zorros, cabras, gatos, ovejas,
coyotes, cerdos, conejos, bovinos y primates. Hasta el momento no hay ningun
reporte de infeccion en seres humanos (Tranasy col., 1998). Uno de los huéspedes
definitivos es el perro (McAllister y col., 1998; Lindsay y col., 1999), siendo a la vez
huésped intermediario. Como huésped definitivo elimina en sus heces ooquistes que
son ingeridos por los huéspedes intermediarios. En las diferentes especies, una vez
ingresado el agente a una determinada poblacién, la principal via de propagacion y
mantenimiento de la infeccién es la transplacentaria, no existiendo la transmisién
entre adultos. Una vez que un bovino se infecta al ingerir pasturas o raciones
contaminadas, el mismo quedara muy probablemente infectado de por vida, sin sufrir
sintomatologia alguna, pero podra transmitir la infeccién por via transplacentaria a
sus sucesivas crias. No existen reportes hasta el momento de transmisién por
semen o embriones.

Signos clinicos. En los bovinos adultos, al igual que en otras especies afectadas,
predomina la infeccién congénita asintomatica. Puede producir aborto, momificacién
y muy raramente signos neurolégicos en neonatos. Los abortos se producen con
mayor frecuencia entre los 4 y 6 meses de gestacién, siendo frecuente la autélisis en
el feto. El aborto puede darse en porcentajes variables de acuerdo a la situacion
epidemiolégica del rodeo. Se ha observado la presentacion de la enfermedad en
forma aislada, esporadica o epidémica. Un estudio confirmo a N. caninum como
causante del aborto en el 37 % de los fetos bovinos remitidos a la DILAVE durante el
periodo 1999/2000 (Easton y col.,, 2001). En un rodeo previamente indemne Ila
infeccidbn puede producir un alto porcentaje de abortos en un corto periodo de
tiempo, mientras que en rodeos con una infeccién de cierto tiempo la presentacion
de los abortos se mantendra en niveles mas bajos. Una vaca puede abortar en
sucesivas prefieces, asi como dar nacimiento a terneros asintomaticos,
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congénitamente infectados y con serologia positiva, difundiendo asi la infeccién
dentro del rodeo.

Diagnéstico. La infeccion por N. caninum puede demostrarse mediante la utilizacion
de pruebas inmunodiagnésticas, por técnicas histopatolégicas, moleculares y de
aislamiento (Dubey, 2003). Las pruebas inmunodiagnésticas disponibles son la IFI,
ELISA, aglutinacion directa, inmunohistoquimica (IHQ) y electroforesis combinada
con inmunodeteccion (Western Immunblot) (Dubey, 1999). La histopatologia y la IHQ
realizadas en tejidos bovinos fetales son técnicas diagnésticas relevantes en las
infecciones por N. caninum (Anderson, 2000). El diagnéstico presuntivo de aborto
por N. caninum puede emitirse ante la presencia de lesiones como
meningoencefalitis necrotizante multifocal (MENM), miocarditis, miositis, nefritis,
hepatitis, neumonia y adrenalitis focales no supurativas caracterizadas por la
presencia de células mononucleares (Anderson, 2000). La presencia del parasito en
dichas lesiones puede confirmarse mediante IHQ realizada sobre tejidos fetales
formolados (Anderson, 2000). Aunque su sensibilidad es baja, probablemente
debido a los escasos parasitos presentes en tejidos autolizados, resulta una técnica
diagndstica vigente (Anderson, 2000).

Por otro lado, el impacto de la técnica de PCR ha sido notable, permitiendo
esclarecer ciertos aspectos epidemiolégicos (Dubey, 2003). Debido a la alta
eficiencia que tiene N. caninum para transmitirse en forma vertical, los resultados
positivos por IHQ o PCR deberan estar siempre asociados a problemas
reproductivos y utilizacion de otras técnicas diagnésticas, no so6lo para identificar
dicho protozoo sino también para descartar otras causas de aborto. El aislamiento
de N. caninum es dificil y costoso como técnica diagnéstica (Conrad y col., 1993),
sin embargo se han logrado aislamientos en regiones ganaderas de todo el mundo
(Dubey, 2003).

4.2 IMPORTANCIA DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA

La LBE es una enfermedad de distribucién mundial con particular predilecciéon por
sistemas productivos lacteos intensivos. Desde el punto de vista sanitario y
econémico la LBE tiene un impacto significativo econémico por los costos en
diagnéstico, descarte de animales, disminucion de los indices productivos, impacto
en indices reproductivos, tratamientos de patologias concomitantes, disfuncién del
sistema inmune, asi como algunas investigaciones proponen una relevancia en la
salud publica por la posible infeccion al humano (Baruta, 2011).

Las pérdidas econémicas causadas por la LBE han sido de interés desde que Ila
forma neoplasica de VLB aumentd dramaticamente en Europa. Olson (1974) y
House y col., (1975) demostraron que los animales con Linfosarcoma causada por el
VLB habian reducido los rendimientos de leche, habian tenido un rendimiento
reproductivo menos eficiente y altos costos veterinarios sumandole la mortalidad,
mientras que muchas carcasas son rechazadas en el sacrificio. Estudios realizados
sobre animales positivos a VLB pero sin Linfosarcoma demostraron que el
rendimiento de leche fue un 11% menor en animales seropositivos (D'Angelo y col.,
1997), pero en cuanto a los parametros reproductivos, existen controversias en los
antecedentes existentes sobre este tema. Diferentes ensayos revelan que los
mismos no se vieron afectados directamente por VLB (Langston y col., 1978; Huber
y col., 1981; Brenner y col., 1989; D'Angelo y col., 1997). Aunque Junwook Chi y col.
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en 2002 obtuvieron en Canada que vacas seropositivas a VLB, tienen una tendencia
a la asociacién negativa con intervalo interparto (lIP) comparado con vacas
seronegativas a VLB (p=0,06) y un alto riesgo de |IP prolongado en vacas de
primera lactacion. Otros ensayos realizados en sistemas de produccion de leche,
encontraron que vacas infectadas con VLB, requerian mas servicios por concepcion
(Garcia y col., 2000). VanLeeuwen y col. en 2010, demostraron en ganado lechero
de diferentes estados de Canada, que la seropositividad al VLB, esta ligeramente
asociado a IIP prolongado (p=0,06); y un alto riesgo de IIP prolongado en vacas de
primera lactacién. También que las vacas positivas a VLB tienen una tasa del 7 %
inferior de concepcion, comparado con vacas seronegativas. También Puentes y col.
en 2016, obtuvieron una tasa del 27% menos de concepcién en las vaquillonas
holando seropositivas, durante un periodo determinado (Noviembre - Diciembre);
pero no asi en el otro periodo reproductivo (Junio - Julio).

Considerando la alta tasa de seroprevalencia encontrada en el ganado lechero del
territorio uruguayo y los diferentes hallazgos (algunos contradictorios) acerca del
impacto que la infeccién por VLB pueda tener sobre los parametros reproductivos
del ganado, son necesarias mas investigaciones a campo y con técnicas mas
sofisticadas de diagnéstico, para comprender el real impacto de este virus en los
sistemas productivos de nuestro pais y estudios como el Bartlett y col., 2013, que
demuestran que vacas seropositivas a VLB morian o eran descartadas primero que
sus compaferas negativas a VLB dentro del rebafio, con las pérdidas que conlleva
tanto desde el punto de vista de la producciéon que se pierde y la inversién en la
recria o compra de los remplazos.

Sobre estos antecedentes, el presente ensayo pretende aportar conocimiento
fundamentalmente sobre las posibles asociaciones entre VLB vy la infeccién natural
contra enfermedades de la reproduccion (BoHV-1, BVD, BoHV-4, Leptospirosis,
Neosporosis, Clamydiosis y Brucelosis) las cuales tendrian un impacto directo en la
reproduccion.

4.3 VLB Y LA RESPUESTA INMUNE

El VLB a pesar de generar una respuesta antiviral fuerte, persiste indefinidamente a
lo largo de la vida del animal, aparentemente en un estado de transcripcion
silenciado, por lo menos en una proporciéon de células infectadas. Luego de la
infeccion, la actividad humoral y citotoxica detiene eficientemente el ciclo replicativo
del virus, pero permite la expansiéon mitdtica de aquellas células que contienen el
provirus (Florins y col., 2007).

La respuesta humoral es la primera en participar luego de la infecciéon. Anticuerpos
contra varias proteinas virales pueden detectarse dentro de dias o semanas
después de exponerse al virus (Bumy y col., 1980). Se sintetizan anticuerpos que
reconocen los epitopes estructurales (gp51 y p24) y proteinas regulatorias (Tax y
Rex) (Florins y col., 2007). Del punto de vista inmunolégico, la enfermedad por VLB
se puede dividir en tres estadios: serolégicamente positivo pero negativo a
linfocitosis, serolégicamente positivo con linfocitosis persistente (LP), y linfosarcoma
(Kabeya y col., 2001).

Los animales seropositivos a VLB en fases tempranas de la infeccion, desarrollan
una respuesta celular a predominio de linfocitos T helper tipo 1 (Th1), con
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produccion de interfferon gamma. En fases mas crénicas con presencia de
linfocitosis persistente (LP), se produce una respuesta Th2. Las alteraciones en la
expresion de citoquinas mostraron estar correlacionadas con la progresion de la
enfermedad en infecciones crénicas por retrovirus, sugiriendo que el balance de las
citoquinas puede contribuir a la progresion de la enfermedad (Frie y col., 2016).
Pyeon y col. (1996) examinaron los perfiles en células mononucleares de bovinos
de cada estadio de la enfermedad y demostraron que la produccién de citoquinas
Th1 como IL2, IFNy y IL12, eran promovidas en animales serolégicamente positivos
mas que en aquellos con LP. Estas citoquinas actuan en forma temprana en los
animales seropositivos y disminuyen con la progresién de la enfermedad (Yakobson
y col., 1998). Se cree que IL2 juega un rol en la progresién de la enfermedad,
provocando la proliferacion de linfocitos B, contribuyendo a la LP inducida por el
virus (Trueblood y col., 1998). Sin embargo, el aumento en la expresion de
citoquinas Th2 como IL10, se detectd en etapas mas avanzadas de la enfermedad
(Pyeon y col., 1996). Ademas, se observd que la IL-10 esta expresada
principalmente por monocitos / macréfagos, no por linfocitos B, en animales LP. Esta
observaciéon apoya un papel de los monocitos / macréfagos en la progresion de la
infeccion por el VLB. Estos hallazgos sugieren que la IL-10 producida por monocitos
/ macrofagos puede influir en la progresion de la leucosis bovina en animales que
desarrollan linfocitosis persistente de células B o linfosarcoma de células B (Pyeon y
col., 1996).

La susceptibilidad a la expansién clonal de los linfocitos B infectados por el virus
esta asociada con alelos especificos del complejo mayor de histocompatibilidad
(Nagaoka y col., 1999).

Las células T infectadas con el VLB aumenta la expresion de receptores
inmunoinhibitorios, lo que aumenta la habilidad de los patégenos que causan
infecciones crénicas a evadir la respuesta inmune del hospedador, por ejemplo,
aumentando la expresion de [L-10 o disminuyendo la de INF gamma (Bartlett y col.,
2014). La expresion de los receptores inmunoinhibitorios esta correlacionado
positivamente con la carga proviral (Bartlett y col., 2014).

Se ha demostrado que la infeccidn subclinica causa disfunciones importantes del
sistema inmune que impacta directamente en la sanidad (Bartlett y col., 2014), como
por ejemplo disminucién de la funcién de los polimorfonucleares in vitro inducido por
Escherichia coli (E. coli) en vacas infectadas (Souza y col., 2012). VLB no solo
causa inmunodepresién sino que ademas genera disturbios inmunolégicos a nivel de
la inmunidad celular, modificando el perfil de las células T, que son claves en la
regulacién del sistema inmune tanto en infecciones naturales como en respuesta a
inmunizaciones por vacunacién. Erskine y col, (2011), en ensayos a campo,
encontraron que vacas infectadas con VLB tuvieron un menor tituio de IgG2 contra
E. coli J5, (vacuna utilizada contra la mastitis) comparando con vacas no infectadas.
Otros ensayos, como en el de Puentes y col. (2016b) demostraron que las
vaquillonas seropositivos a VLB, vacunadas contra Fiebre Aftosa, produjeron menor
cantidad de IgM e IgG1 a los 15 dias post-vacunacion que los animales
seronegativos. Frie y col., (2017) demostraron que la inmunidad de las células By T
estan alteradas en las vacas VLB+ y que luego de la exposicién a un determinando
antigeno, la respuesta inmune es deficiente.
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Por lo tanto, ia LBE tiene un impacto significativo desde el punto de vista sanitario y
economico. La alteracion del sistema inmune provocado por la infeccién viral puede
aumentar la incidencia de otras patologias afectando a la produccién de leche,
originando pérdidas directas por mortandad (Trainin y Brenner, 2005).

5. Hipotesis

5.1 Los animales infectados con el virus de la Leucosis bovina enzoética poseen
mayor probabilidad de haber estado expuesto a otros patdégenos de interés
reproductivo.

6. Objetivos
6.1 Objetivo General

Analizar la asociacion entre animales seropositivos a Leucosis bovina enzoética
(VLB) y la respuesta inmune humoral natural contra Diarrea Viral Bovina (BVD),
Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1), Herpes Virus Bovino tipo 4 (BoHV-4),
Clamidiosis, Leptospirosis, Brucelosis y Neosporosis.

6.2 Objetivos Especificos

Determinar la prevalencia y cuantificar los titulos de anticuerpos contra VLB en
bovinos lecheros provenientes de diferentes establecimientos de Tacuarembo,
Florida y Durazno.

Detectar vy cuantificar los titulos de anticuerpos contra BVD y BoHV-1 mediante
Seroneutralizacion (SN) in vitro.

Detectar y cuantificar los titulos de anticuerpos contra BoHV-4 mediante ELISA
indirecto.

Detectar y cuantificar los titulos de anticuerpos contra Clamidiosis y Neosporosis
mediante ELISA indirecto.

Detectar y cuantificar los titulos de anticuerpos contra Leptospira interrogans
serovares: Ballum, Bratislava, Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Hardjobovis,
Hebdomadis, Copennhageni, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi y Wolfi mediante la
prueba de Microaglutinacién en placa (MAT).

Detectar anticuerpos contra Brucelosis mediante aglutinacién en placa (Rosa de
Bengala).

Evaluar posibles asociaciones existentes entre la seropositividad a VLB y el status
sanitario contra las enfermedades reproductivas analizadas.

7. Materiales y métodos
Muestra de los animales:
Se utilizaron 655 muestras de un banco de suero de ganado lechero del afio 2009
sin antecedentes de vacunacién contra enfermedades reproductivas existente en el
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Departamento de Ciencias Microbiolégicas proveniente de los Departamentos de
Tacuarembo, Florida y Durazno. Se utilizaron las muestras conservadas a -20 °C y
los registros existentes correspondiente al Departamento, localidad y productor.

ELISA para la deteccion de anticuerpos contra VLB (Laboratorio VMRD, WA, USA)

Para el diagnéstico de VLB se empled la deteccion de anticuerpos anti gp51
mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA). Se utilizé un kit
comercial para detectar anticuerpos contra VLB en suero bovino con un 98% de
sensibilidad y 100% de especificidad (VMRD, cod. 5505.20, WA, USA, aprobado por
el Departamento de Agricultura de Estados Unidos-USDA). Las muestras se
procesaron de acuerdo a las indicaciones del fabricante y la lectura se realiz6 a 620
nm en un espectrofotdémetro de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

Seroneutralizacion (SN) in vitro para BoHV-1 y BVD

Los anticuerpos neutralizantes contra BoHV-1 (agente de IBR) y BVD se evaluaron
mediante la técnica de SN in vitro recomendada por la OIE (OIE, 2008). Brevemente,
50 ul de cada suero se mezclaron con 50 ul de 100 TCIDsp (50% dosis infectante de
cultivo 50) de virus. Luego de 24hs de incubacién a 37 °C, 100 pl de una suspensién
celular de MDBK (3 x 10* células) se agregé por pocillo y las placas fueron
incubadas en estufa a 37 °C con 5% de CO;, durante 5 dias, observando la
presencia de efecto citopatico diariamente. E| titulo de anticuerpos neutralizantes se
determiné mediante el método de Reed & Muench (1938).

ELISA para la deteccion de anticuerpos contra Herpes Virus Bovino tipo 4

Se utilizé el kit de ELISA comercial para BoHV-4 disponibles en plaza para
cuantificaciéon de anticuerpos en suero bovino (Bio-X Diagnostics). Las muestras se
procesaron de acuerdo a las indicaciones del fabricante, en una dilucién final 1:100,
y las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 450nm.

ELISA para la deteccidn de anticuerpos contra Chlamydophila abortus y Neospora
caninum

Para ambas enfermedades se utilizaron kits de ELISA comerciales disponibles en
plaza para la cuantificacion de anticuerpos en bovinos (IDEXX Neospora X2 Ab
Referencia: 99-09566 e IDEXX Chlamydiosis Total Ab Test Referencia: CLA1135T).
En ambos casos las muestras se procesaron de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y las lecturas en el espectrofotémetro se realizaron a una longitud de onda
de 450 nm.

Rosa de bengala

Para el diagnéstico de Brucelosis bovina, se empleé la técnica de aglutinaciéon en
placa Rosa de Bengala. Se utilizd un kit comercial gentiimente cedido por el
Laboratorio Virbac-Santa Elena. Se colocaron 30 ul de cada suero problema y
enfrentado a 30 pl de reactivo rosa bengala, se mezclaron y luego de 4 minutos en
agitacion se evalué la reaccién. El fenédmeno de aglutinacién puede ser observado
luego de 4 minutos de incubacién a temperatura ambiente y agitacién unidireccional.
La prueba se consideré positiva frente a la presencia de grumos, de cualquier
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intensidad. El resultado fue negativo cuando no se evidencié ninguna aglutinacion,
permaneciendo homogeneo la mezcla.

Test de aglutinacion microscopica (MAT) para cuantificacion_de anticuerpos contra
Leptospira interrogans spp.

Para el diagnéstico de Leptospirosis, se utilizé el MAT, que se basa en la deteccion
de anticuerpos aglutinantes en suero bovino. Se mezclaron partes iguales de
antigenos bacterianos y suero bovino en diluciones seriadas y mediante microscopio
de campo oscuro, se visualizé la aglutinacion existente. Como antigenos, se utilizé
12 serovars de Leptospira interrogans de importancia para los bovinos (Ballum,
Bratislava, Canicola,  Grippotyphosa, Hardjo, Hardjobovis, @ Hebdomadis,
Copennhageni, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi, Wolfi) y se realiz la técnica en las
instalaciones del laboratorio de Leptospirosis del Instituto de Higiene de la Facultad
de Medicina — Universidad de la Republica, siguiendo los procedimientos estandar
descritos por la OIE. El titulo de corte utilizado para clasificar a los bovinos como
positivos fue de mayor o igual a 1/200 (recomendados por el DILAVE - MGAP). En
este caso, para evidenciar una exposicion previa al patégeno en bovinos no
vacunados; en este caso, para evidenciar una exposicion al patégeno en bovinos no
vacunados, se empleé un titulo de corte iguales o superiores a 1:100 como lo
recomienda la OIE (OIE, 2008).

Elaboracion de reqgistros y analisis estadisticos

Mediante el empleo de Microsoft office Excel se elaboraron planillas donde se
identific6 a cada animal con un numero, edad, el departamento de procedencia,
establecimiento y los resultados para cada enfermedad expresados como positivos o
negativos. Para el analisis estadistico se realizé un estudio descriptivo de los
resultados, y se aplico la Prueba de Chi cuadrado entre cada enfermedad
reproductiva estudiada y la infeccién con VLB.

8. Resultados

Se determind la presencia de anticuerpos contra VLB en los tres departamentos en
los cuales se tomaron muestras (Durazno, Florida y Tacuarembd), con una
seroprevalencia total de 20% (131/655). La seroprevalencia por departamento fue de
20,23%, 22,06% y 19,38% respectivamente (Figura 1). De las 655 muestras, 332
pertenecieron a 29 diferentes establecimientos, de los cuales en 21 hubo por lo
menos un animal con titulos de anticuerpos altos contra VLB; mientras tantos en los
8 establecimientos restantes no se detectaron animales seropositivos contra VLB. El
establecimiento con mayor prevalencia se ubicé en Durazno, con un valor de
36,36%.
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Figura 1. Seroprevalencia al virus de la Leucosis Bovina Enzoética, total y clasificada
por departamento en estudio.

Con respecto a los resultados de Diarrea Viral Bovina, el 99,39% (651/655) de los
animales presentaron anticuerpos, que se diagnosticaron por Seroneutralizacion in
vitro. Mediante esta misma técnica, se diagnosticaron titulos de anticuerpos contra
BoHV-1, donde se obtuvo una prevalencia total de 41,19%,; separados por
departamento la prevalencia fueron de 23,53%, 41,67%, y 53,63% para los
departamentos de Florida, Durazno, y Tacuarembé respectivamente. En cuanto a los
establecimientos estudiados, soio 2 de ios 29 resuitaron seronegativos contra
BoHV-1, dentro de éstos 2 establecimientos, el primero con un n=6 animales y el
segundo un n=4 animales analizados. E! establecimiento con mayor prevalencia se
ubico en Durazno, con 87,5% de animales seropositivos.

En cuanto a BoHV-4, se diagnosticaron animales seropositivos en las muestras
analizadas. Se evaluaron 545 muestras al azar de las 655 totales. La
seroprevalencia fue de 27,34% (149/545), de las cuales un 8,99% (49/545) fueron
positivos fuertes, mientras que un 18,35% (100/545) fueron positivos débiles (Tabla

1).

Tabla 1. Serologia contra BoHV-4 en el total de muestras analizadas y discriminadas
por departamento.

Durazno Florida Tacuarembod Total
Positivo fuerte 7 (1,28%) 6 (1,10%) 36 (6,61%) 49 (8,99%)
Positivo débil 39 (7,16%) 8 (1,47%) 53 (9,72%) 100 (18,35%)
Negativo 181 (33,21%) 45 (8,26%) 170 (31,19%) 396 (72,66%)
: 227 (41,65%) 59 (10,83%) 259 (47,52%) 545 (100%)
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La prevalencia serolégica total contra Leptospirosis fue de 19,85% (130/655).
Separado por departamentos, la prevalencia fue de 11,76%, 16,79%, y 24% para los
departamentos de Florida Durazno, y Tacuarembé respectivamente. En cuanto a ios
serovares estudiados, muchos animales serolégicamente positivos a Leptospira,
presentaron anticuerpos contra mas de un serovar. Los resultados de los serovares
sobre el total de casos seroidgicamente positivos a Leptospira (130/655) fueron ios
siguientes: tarassovi 76,92% (100/130), hardjo 71,54% (93/130), hardjo bovis
56,92% (74/130), hebdomadis 30,77% (40/130), wolfi 16,15% (21/130),
icterohaemorrhagiae 11,54% (15/130), bratislava 3,85% (5/130), pyrogens 3,85%
(5/130), pomona 3,08% (4/130), canicola 3,08% (4/130), grippotyphosa 0,77%
(1/130), ballum 0%(0/130) (Figura 2).
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Figura 2. Numero de animales seropositivos a Leptospirosis discriminado segun los
serovares analizados, tomando en cuenta Unicamente las muestras seropositivas a
Leptospira spp.

Del total de animales estudiados no se diagnosticaron seropositivos a Brucelosis
Bovina.
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Con respecto a Clamidia, de un total de 432 muestras analizadas los resultados
serologicos fueron los siguientes: positivos 33,10% (143/432), dudosos 10,65%
(46/432) y negativos 56,25% (243/432) (Tabla2).

Tabla 2. Serologia contra Clamidiosis en el total de muestras
analizadas y discriminadas por departamento.

Serologia Durazno Florida Tacuarembé Total
Positivo 66(27,16%) 15(24,19%) 62(45,25%) 143 (33,10%)
Dudoso 25(10,72%) 10(16,13%) 11(8,03%) 46 (10,65%)
Negativo 142(60,94%) 37(59,67%) 64(46,72%) 243 (56,25%)
233(53,94%) 62(14,35%) 137(31,71%) 432(100%)

La seroprevalencia de Neospora fue de 29,82% (130/436), de un total de 436
muestras. Por departamentos la prevalencia fue de 23,63% en el departamento de
Durazno, de 30,65% en el departamento de Florida y de 40,15% en Tacuarembd
(Tabla 3).

Tabla 3 Serologia contra Neosporosis en el total de muestras analizadas y
discriminadas por departamento.

Serologia Durazno Florida Tacuarembo Total

Positivo 56 (12,84%) 19 (4,36%) 55(12,61%) 130 (29,82%)

Negativo 181 (41,52%) 43 (9,86%) 82 (18,81%) 306 (70,18%)
237 (54,36%) 62 (14,22) 137 (31,42%) 436 (100%)

La prevalencia serolégica encontrada por enfermedad en el total de muestras
analizadas, se puede ver en el Tabla 4.

Tabla 4. Situacién serologica para cada enfermedad en la poblacién estudiada.

Positivos Negativos Total Prevalencia %

DVB 651 4 655 99,39

BoHV-1 296 359 655 45,19

Clamidlosis* 143 243 386 37,05

Neosporosis 130 306 436 29,82

BoHV-4 149 396 545 27,34
VLB 131 524 655 20

Leptospirosis 130 525 655 19,85
Brucelosis (0] 655 655 0

*No se tomaron en cuenta los resultados “dudosos” descritos por el kit comercial.

Cuando se relacioné la seropositividad contra VLB y las enfermedades reproductivas
estudiadas, se pudo observar que algunas enfermedades estaban relacionadas
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entre si (Figura 3). Una asociacién positiva se encontré entre VLB/BoHV-1 y
VLB/Leptospirosis con p=0,002 (Figura 4) y p=0,028 (Figura 5) respectivamente.

Para Neospora, Clamidia y BoHV-4 la asociacion no fue significativa, mientras que
para BVD y brucelosis no se pudo determinar, debido al hecho de que en el primer
caso el 99% de los animales eran seropositivos y para brucelosis el 100% eran
seronegativos por la técnica de Rosa de Bengala.
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Figura 3. Prevalencia por enfermedad segun serologia al virus de la Leucosis
bovina (VLB). .
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Figura 4. Relacion entre virus de la Leucosis bovina (VLB) y Herpes virus bovino
tipo 1 (BoHV-1).
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9. Discusién y Conclusiones

El VLB es uno de los principales patogenos que afecta la lecheria a nivel mundial.
En Uruguay este virus estda ampliamente difundido en bovinos de leche y cobra gran
importancia sobre todo por la exportacién de vaquillonas en pie, habiéndose
instaurado desde hace muchos afos una seleccidn negativa en los rodeos
Uruguayos en cuanto a VLB. Sin embargo, también se sabe que la infeccioén causa
pérdidas productivas directa e indirectamente, como por ejemplo una disminucién en
la produccién lactea (Bartlett y col., 2014), un desbalance a nivel de la respuesta
inmune (Kabeya y col., 2001; Erskine y col., 2011; Puentes y col., 2016a), asi como
posiblemente impacte también en la performance reproductiva (VanLeeuwen y col.,
2010, Puentes y col., 2016b). Si bien es una enfermedad antigua y que se ha
estudiado bastante, aun se discute el real impacto que produce la presencia del virus
en un rodeo, habiendo investigaciones que concluyen que VLB no causa pérdidas
como las antes mencionada (Langston y col., 1978; Huber y col., 1981; Brenner y
col., 1989; D'Angelo y col., 1997).

Paralelo a esto, es clara la problematica que existe a nivel del pais con los bajos
indices de procreo. En el anuario DIEA 2017 se observa una diferencia de
aproximadamente 35% entre el nUmero de vacas entoradas y el numero de terneros
obtenidos (4.215.000 y 2.702.000 respectivamente). Una de las explicaciones a este
bajo porcentaje (64%) es atribuible a enfermedades infecciosas en la reproduccién
tales como las estudiadas en este trabajo. Para estas no existen campanas
sanitarias (salvo brucelosis) quedando a criterio de cada productor el uso de
vacunas comerciales preventivas. No se ha tenido en cuenta enfermedades
inmunosupresoras y de alta prevalencia como la VLB que afecta de forma directa e
indirectamente. Nuestros resultados intentan realizar un aporte a las investigaciones
existentes que demuestran el efecto negativo del VLB directa o indirectamente sobre
aspectos sanitarios en bovinos de leche (Vanleeuwen y col., 2010; Erskiney col.,
2012; Puentes y col., 2016).

En Uruguay, hasta la fecha han sido muy escasas las investigaciones que se han
publicado sobre este virus y su importancia a nivel productivo. Basicamente se ha
limitado a estudios de prevalencia de la enfermedad en ganado lechero (Zaffaroni y
col., 2007; Furtado y col, 2012). Furtado y col empleando la técnica de
inmunodifusién en gel de agar (IDGA) con el mismo banco de sueros que el utilizado
en este trabajo, obtuvo una seroprevalencia al VLB de 10,4%, menor a la obtenida
en este estudio (20%). Discriminada por departamento, si bien la relacion se
mantuvo, en nuestro trabajo hay una mayor prevalencia (Durazno 11% vs 20,3%,
Florida 14% vs 22,06 y Tacuarembd 9% vs 19,38). Esta diferencia se debe a que
nosotros utilizamos una técnica de diagndstico mas sensible (ELISA) que Furtado y
col., que utilizaron IDGA. Este trabajo va mas alla del estudio de la prevalencia de
VLB, ya que el objetivo ademas fue abordar algunos aspectos de la infeccién en su
forma subclinica, observando el posible impacto que pudiera tener el virus a nivel
sanitario.

En cuanto a los resultados referente a la asociacion de VLB con la seropositividad
contra enfermedades de la reproduccion, los principales resultados demostraron una
asociacién positiva entre estar infectado con VLB y tener anticuerpos contra BoHV-1
(p=0,002) y Leptospirosis (p=0,026). Estos hallazgos son muy importantes, teniendo
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en cuenta que se trata de dos de las principales enfermedades infecciosas de la
reproduccién en bovinos y se podrian vincular a como VLB podria participar en los
trastornos de la reproduccion, produccion y sanidad de los rodeos en acuerdo con lo
que han publicado otros autores (Junwook Chi y col., 2002; Garcia y col., 2000;
VanlLeeuwen y col., 2010; Bartlett y col., 2014). En este caso, al encontrarse una
asociacion positiva entre estos patogenos, el rol de VLB en la reproduccion podria
ser indirecto, facilitando el ingreso de otros patégenos (BoHV-1 o Leptospirosis
como en este caso) o disminuyendo los mecanismos inmunoldgicos de proteccién.
En ese sentido, no existen publicaciones similares que permitan comparar o apoyar
estos resultados. Sin embargo, Pyeon y col., (2000) revelan posible asociacién entre
VLB con BoHV-1 y con Brucella abortus. En sus experimentos, ellos encuentran que
estos patdgenos, activan la expresion de ARN mensajeros de la enzima COX-2 en
bovinos. Esta enzima esta involucrada en la produccién de Prostaglandinas E2
(PGE-2) por los macréfagos, que se sabe que promueve la expresion de ARN
mensajeros de los genes Tax y Pol de VLB. Mas recientemente, Frie y col. (2016)
demostraron mediante el uso de una vacuna comercial que vacas VLB positivas
producen significativamente menores titulos de IgM, y de 1gG2 contra BoHV-1, L.
hardjo y L. Pomona. Esto podria llegar a explicar la asociacion positiva entre VLB y
BoHV-1, VLB y leptospira encontrada en el presente estudio. Las células T de vacas
VLB positivas mostraron una mayor respuesta a la estimulacién in vitro, aunque no
se observaron diferencias en la activacion de células T CD4 + o T CD8 +.
Finalmente, las células B de vacas VLB positivas exhibieron mayor expresién de
CD25 y expresién de MHCII reducida en respuesta a la estimuiacién in vitro. Esto
apoya la hipétesis de que las vacas VLB positivas responden diferente a la
vacunacion comparando con animales VLB negativos (Frie y col. (2016). Algunos
ensayos han demostrado que vacas lecheras infectadas con VLB, generan una
respuesta inmune menor después de la vacunacion, aunque esta menor respuesta
no es una supresién global de la actividad de las células By T. Vacas VLB positivas
produjeron titulos mas bajos de IgG2 en respuesta a la vacuna contra E. coli J5
utilizada contra la mastitis (Erskine y col., 2011a). Aunque los titulos de IgM e I1gG1
no se vieron afectados en este experimento. Por otro lado, otro ensayo en ese
mismo sentido encontrd que las vacas VLB positivas produjeron menor titulos de
IgM e IgG1 en respuesta al virus de la fiebre aftosa (FMDV), mientras que los titulos
de IgG2 fueron equivalentes entre VLB- y vacas VLB + (Puentes y col., 2016). Estos
antecedentes, sumados a los resultados a campo de esta tesis, deben ser
profundizados en futuros experimentos, para conocer con precision las interacciones
entre VLB y otros patégenos de interés productivo en bovinos.

Las pruebas serolégicas constituyen una herramienta de diagndstico de eleccion
para numerosas enfermedades. Estas pruebas determinan indirectamente la
frecuencia y la distribucién de un agente infeccioso en determinada poblacién a
través de la deteccion de anticuerpos especificos. Un resultado positivo indicaria
entonces la exposicién de un animal a un agente en algin momento previo al
estudio, pudiéndose encontrar en el momento de la prueba en periodo de
incubaciéon, enfermo, recuperandose o sano; por lo tanto no podemos determinar
que la presencia de anticuerpos a estas enfermedades sean las causantes de los
problemas reproductivos.

En este estudio se encontraron dos predios seronegativos contra BoHV-1. Si bien el
numero de animales estudiados en cada uno de esos predios es bajo no podemos
asegurar que los animales en esos predios sean verdaderamente seronegativos al
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virus. Fue demostrado por Puentes y col., 2016c que las pruebas serolégicas (SN y
ELISA) detectaron un 29 % menos de animales positivos a BoHV-1 que las pruebas
moleculares (PCR). Esta diferencia es debida a la presencia del virus en forma
latente en el ganglio trigémino que no puede ser detectado por el nivel de
anticuerpos circulantes. Estos resultados podrian estar indicando que la prevalencia
contra BoHV-1 podria ser atin mayor a la encontrada. Esta misma situacion podria
estar ocurriendo con las demas técnicas serolégicas y por lo tanto es una limitante
en nuestro estudio a la hora de saber con exactitud el status sanitario de los
animales para cada enfermedad.

Este trabajo aporta otra informacion relevante para el pais en cuanto a BoHV-4,
debido a que este es el primer diagnodstico de este virus en el pais con una
seroprevalencia del 27,3 %. En cuanto a clamidia se encontré una prevalencia del
33,1%, similar a los reportados por Cattaneo y col., en las jornadas de Buiatria 2009
(28%), debiéndose tenerlos en cuenta ya que en los dos trabajos se muestran solo
la seroprevalencia y no como afecta a nivel reproductivo la enfermedad.

En conclusién, este trabajo presenta los resultados de seroprevalencia contra varias
enfermedades infecciosas de interés para el pais a partir de un banco de suero
existente en el Departamento de Ciencias Microbiolégicas, y demuestra que existe
una asociacion natural entre animales seropositivos a VLB, y seropositivos a BoHV-1
y Leptospirosis; de manera que se podria discutir que VLB afectaria indirectamente
la performance reproductiva de los rodeos, y por lo tanto la performance productiva,
facilitando el ingreso al organismo de estos patégenos. A partir de los resultados
obtenidos, mas investigaciones deben ser realizadas buscando confirmar estos
resultados y buscando identificar interacciones entre VLB y otros patégenos de
interés productivo en bovinos.
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