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1. RESUMEN

La Leucosis Bovina Enzodtica es la principal virosis que afecta al ganado lechero en
Uruguay. La infeccion subclinica causa disfunciones importantes del sistema inmune
impactando directamente en la salud animal. El objetivo de este estudio fue investigar el
impacto de la infeccion del virus de la leucosis bovina (BLV) frente a las inmunizaciones a
campo contra Clostridiumperfringens y Fiebre Aftosa en vaquillonas Holando naturalmente
infectadas con BLV. Para el caso de la inmunizacion contra Clostridiumperfringens se realizo
un seguimiento de un grupo de animales BLV positivos (n=29) y otro grupo libre de la
infeccion (n=19), en cambio para la Fiebre Aftosa se trabajé con un grupo de animales BLV
negativos n=20, BLV positivo n=10 y un tercer grupo n=5 que luego seroconvierten a lo largo
del estudio (SC), todos los grupos se mantuvieron durante doce meses en un campo de recria
de Florida, Uruguay. Los animales recibieron tres dosis de una vacuna contra Clostridios (dias
0, 30, 150), se extrajo muestras de sangre los dias 0, 30, 60, 90, 180 y 365 posvacunacion.
Para el caso de Fiebre Aftosa la cual es una enfermedad infectocontagiosa bajo campafia
sanitaria obligatoria en Uruguay, la vacunacion fue realizada segun legislacion vigente de ese
afio en el mes de mayo. Se realiz6 la toma de muestras el dia 0, 15, 60, 165 y 300 dias
posvacunacion (dpv). Se utilizd la técnica de ELISA para analizar la respuesta inmune
humoral y cuantificar anticuerpos totales contra las toxinas alfa, beta y épsilon del CI.
perfringens y seroneutralizacionin vitro para la toxina épsilon, como también medir los
anticuerpos totales anti-A24 / Cruzeiro, titulos de IgM, 1gG1, 1gG2 e indice de avidez de
anticuerpos especificos para Fiebre Aftosa. Los resultados evidenciaron una baja respuesta de
anticuerpos neutralizantes contra la toxina épsilon utilizando la técnica de referencia
disponible, mientras que la respuesta de anticuerpos totales utilizando ELISAs comerciales
fue variable segun la toxina y no se correlacion6 con la seroneutralizacionin vitro. No se
evidenciaron diferencias significativas en la respuesta inmune ante la vacunacion contra
Clostridiumperfringens entre animales seropositivos y seronegativos utilizando las técnicas
mencionadas. En el caso de Fiebre Aftosa, aunque no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos en términos de anticuerpos totales, hubo una diferencia significativa a los 15
dias posvacunacion entre los grupos BLV negativos y BLV positivos con respecto a los titulos
de IgM e IgG1, siendo mas altos en los animales libres de BLV. Los animales que se
reconvirtieron durante el estudio (SC) no mostraron diferencias con el grupo BLV negativo.
Nuestros datos sugieren que dependiendo del tipo de inmunizacion que se aplica al ganado, la
respuesta inmune de un animal seropositivo a BLV puede comportarse diferente al animal
seronegativo.
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2. SUMMARY

Enzootic Bovine Leukosis is the main virus that affects dairy cattle in Uruguay. Subclinical
infection causes important dysfunctions of the immune system which has adirect impact
onanimal health. The objective of this study was to investigate the impact of bovine leukosis
virus (BLV) infection against field immunizations against Clostridium perfringens and Foot-
and-Mouth Disease in Holando heifers naturally infected with BLV. In the case of
immunization against Clostridium perfringens, a group of BLV-positive animals (n = 29) and
another group free of infection (n = 19) were followed. In contrast, Foot and Mouth Disease
was treated with a group of BLV negative animals n = 20, BLV positive n = 10 and a third
group n = 5 that later seroconvert throughout the study (SC), all the groups were kept for
twelve months in a rearing field in Florida, Uruguay. The animals received three doses of a
vaccine against Clostridium (days 0, 30, 150). Blood samples were taken on days 0, 30, 60,
90, 180 and 365 post-vaccination. In the case of foot-and-mouth disease, which is an
infectious disease, under a mandatory health campaign in Uruguay, the vaccination was
carried out according to the current legislation of that year in the month of May. Samples
were taken on day 0, 15, 60, 165 and 300 days post vaccination (dpv). The ELISA technique
was used to analyze the humoral immune response and quantify total antibodies against the
alpha, beta and epsilon toxins of Cl. Perfringens and in vitro seroneutralization for the epsilon
toxin, as well as to measurethe total anti-A24 / Cruzeiro antibodies, IgM, IgG1, IgG2 titers
and avidity index of antibodies specific for Foot-and-Mouth Disease. The results showed a
low neutralizing antibody response against the epsilon toxin using the reference technique
available, whereas the response of total antibodies using commercial ELISAs was variable
according to the toxin and did not correlate with in vitro seroneutralization. There were no
significant differences in the immune response to vaccination against Clostridium perfringens
between seropositive and seronegative animals using the techniques mentioned. In the case of
foot-and-mouth disease, although no significant differences were found between the groups in
terms of total antibodies, there was a significant difference at 15 days post vaccination
between the BLV negative and BLV positive groups with respect to the IgM and IgG1l
titers,which werehigher in the BLV-free animals. The animals that were reconverted during
the study (SC) did not show differences with the BLV negative group. Our data suggest that
depending on the type of immunization that is applied to livestock, the immune response of a
seropositive animal to BLV may behave differently than the seronegative animal.
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3. INTRODUCCION

La Leucosis Bovina (linfoma maligno) es una enfermedad neoplésica maligna del tejido
linforeticular, siendo cronica y mortal. Es causada por el virus de la familia Retroviridae,
llamado Virus de la Leucosis bovina (BLV) (Lichter, 2004). EI 90% de los animales
infectados son asintomaticos (60% asintomaticos y 30% linfocitosis persistente) (Bartlett y
col., 2013). El BLV se transmite por via horizontal y vertical, siendo la primera la via
responsable de la mayoria de las infecciones (Hopkims y col., 1997), pudiendo jugar un papel
critico en la transmision y el contacto directo entre animales infectados (Gutierrez y col.,
2011). La transmision se da por el traspaso de linfocitos infectados con el virus de un bovino
enfermo a uno sano y estos linfocitos se pueden encontrar en las secreciones y fluidos
bioldgicos como leche, sangre, calostro, secrecion nasal, saliva, semen, orina y heces, siendo
fuentes potenciales de contagio; siendo la gran fuente de infeccion en los rodeos los animales
portadores asintomaticos (de la Sota, 2005; Hopkins y col., 1997). Los estudios seroldgicos
revelan que la infeccion por el BLV se disemina ampliamente por todo el mundo, con altas
tasas de prevalencia en América del Norte, América del Sur, Africa, Asia y Australia
(Hopkins y col., 1997). Las précticas de manejo, que tienden a diferir sustancialmente entre la
produccién de carne y productos lacteos y dentro de rebafios y lecherias individuales, son
factores importantes en la transmisién de BLV (Hopkins y col., 1997). Un aumento notorio
del comercio que hubo en la Gltima década en el cual se hacia una seleccion de vaquillonas
libres de BLV para exportacion por ser una barrera sanitaria, provocé que en el pais hubiera
un aumento de la prevalencia de la enfermedad en el rodeo ocasionando pérdidas econémicas
directas e indirectas (Furtado y col., 2013; MERCOSUR, 1996). La infeccion por BLV puede
afectar el sistema inmune innato, adaptativo y las células no infectadas (Blagitz y col., 2017).
El BLV altera los niveles circulantes de citoquinas y la produccion de las mismas en respuesta
a estimulos; las citoquinas tienen funciones como el crecimiento, la polarizacion y la
capacidad de respuesta de diversos tipos de células inmunitarias y la regulacion de la fuerza 'y
la duracion de las respuestas inmunes (Frie y col., 2015).

Las enfermedades clostridiales son toxi-infecciones, producidas por bacterias del género
Clostridium (Cl) (Robles, 1998). Los Clostridiumspp. son bacterias anaerobias, Gram
positivas, esporuladas, toxigénicas, tellricas, habitantes normales del intestino de todas las
especies animales (Lichter, 2004), se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y
pueden perdurar afios en el suelo y el ambiente. Las estrategias de control son en base a lograr
tener una buena inmunidad en los momentos de mayor riesgos y un manejo preventivo como
por ejemplo desinfectar las heridas e higienizar el instrumental e instalaciones, evitar generar
heridas y los cambios bruscos de alimentacion (Robles, 1998).

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad infecciosa altamente contagiosa, virica, aguda,
febril, que afecta animales biungulados (bovinos, ovinos, caprinos, suinos, etc). El agente
causal de la FA es el Virus de la Fiebre Aftosa (VFA), un Picornaviridae del género
Aphthovirus (Luchter, 2004). La enfermedad se propaga por contacto directo entre animales
infectados y los sanos susceptibles (Balakrishnan, 2015). La Fiebre Aftosa a nivel mundial
tiene muchos gastos en prevencion y dafios agricolas como también pérdidas economicas por
restricciones comerciales. Los mas afectados son los paises pobres que no pueden cubrir los
gastos teniendo brotes incontrolados y siendo fuentes de contagio (Smith y col., 2014). El
control de la fiebre aftosa en areas endémicas se implementa mediante diagnésticos,
vigilancia y vacunacion masiva regular (Rodriguez y col., 2009; Diaz y col., 2017). El plan
sanitario Nacional de prevencion contra la enfermedad consta de vacunar todo el rodeo en
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febrero, en mayo los bovino menores de dos afios y en noviembre los terneros nacidos en el
afio (actualmente ésta Gltima instancia se encuentra suspendida). Las vacunas utilizadas en
Uruguay son bivalentes, conteniendo los antigenos “A24” y “O1” inactivados, con adyuvante
oleoso. En el pais es una enfermedad de notificacion (denuncia) obligatoria (MGAP, 2013).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto del BLV sobre la respuesta inmune humoral
contra clostridiosis y Fiebre Aftosa, ya que el BLV puede afectar la regularizacion del sistema
inmune y las enfermedades clostridiales como la fiebre aftosa se previenen mediante la
inmunizacion. Ambas enfermedades poseen caracteristicas epidemioldgicas y sintomaticas
importantes, que siendo mal prevenidas pueden conllevar a grandes pérdidas productivas a
nivel nacional e internacional.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA

La Leucosis Bovina (linfoma maligno) es una enfermedad neoplésica maligna del tejido
linforeticular, siendo crénica y mortal. La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) es causada por el
virus de la familia Retroviridae, llamado Virus de la Leucosis bovina (BLV) el cual produce
una infeccion cronica y persistente que afecta principalmente a los linfocitos B. Este proceso
puede més tarde culminar con la formacion de linfosarcomasmulticéntricos (6-8 afios luego de
la infeccién). EI BLV es de importancia mundial por su gran distribucion e incidencia, con
una considerable transmision del agente causal a partir de los animales infectados subclinicos
(Luchter, 2004). EI 90% de los animales infectados son asintomaticos (60% aleucémicos y
30% linfocitosis persistente), produciendo pérdidas productivas asociadas principalmente a la
exportacion de animales en pie, disminucién de la produccién lactea, disminucion de la
longevidad del animal y disfunciones importantes en el sistema inmune (Bartlett y col., 2013).

La aparicion por primera vez en el ganado de LBE fue reportada por Leisering, quien
describid la presencia de nédulos amarillentos en el bazo agrandado/inflamado de una vaca en
el afio 1871 (Gillet y col., 2007).

4.1.1. Descripcion del agente

El agente causal de la LBE es un virus, el BLV denominado en inglés como Bovineleukemia
virus, perteneciente al orden Ortervirales, familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae,
género Deltaretrovirus (ICTV, 2018).

Dentro de la familia Retroviridae encontramos el BLV, los virus T-linfotrépico humano tipo 1
y 2 (HTLV-1y HTLV-2) y el virus T-linfotropico de simios (STLV 1, 2 y 3) los cuales estan
relacionados desde el punto de vista estructural y funcional, pero manteniendo una marcada
diversificacion genética con los mismos, explicado por el tipo de célula blanco que cada uno
infecta (Fischer, 2012; OIE, 2018).

La particula de BLV tiene un tamafio de entre 80 y 120 nm de didmetro, es esférica y presenta
una envoltura lipidica (Moratorio, 2012), esta bicapa lipidica de origen celular interviene en el
reconocimiento, absorcion y penetracion en su célula blanco (linfocito B) en conjunto con el
complejo de proteinas virales insertadas en ella, como la glicoproteina de superficie SU
(gp51) y la glicoproteina transmembrana TM (gp30) (Fischer, 2012).

Como ya se menciono el genoma del BLV esta compuesto de dos copias idénticas de acido
ribonucleico (ARN), de cadena simple y polaridad positiva, unidas en forma no covalente por
el extremo 5%, formando un dimero. El empaquetamiento del material genético con las
proteinas virales para formar la particula viral es un proceso complejo, que involucra como
primer evento la unidn de zonas especificas del ARN genémico con la proteina mayoritaria de
capside p24 (CA). Esta proteina mantiene en interaccion al ARN viral con proteinas de la
nucleocéapside p12 (NC) y la proteina de matriz p15 (MA) que interconecta la capsula con la
envoltura externa. La particula viral termina de formarse durante su extrusion de la célula,
cuando el virion adquiere la envoltura mediante el proceso de exocitosis (Gillet y col., 2007;
Gutierrez, 2010).
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gp51: glicoproteina de superficie

gp30: glicoproteina transmembrana

Envoltura: bicapa lipidica

p12: proteina de la nucleocapside
p15: proteina de matriz

p24: proteina de cdpside

Integrasa
Transcriptasa Reversa

proteasa

ARN gendmico

Fig. 1. Esquema de una particula de BLV. Adaptado de Science, 1988, 240 1427-1434
(Gutiérrez, 2010).

Ademas de los genes estructurales gag, pol y env requeridos para la sintesis de la particula
viral, el genoma del BLV contiene una region X localizada entre la envoltura y la repeticion
terminal larga de 3' (Gillet y col., 2007). Gracias a una region gendmica entre el genenv y el
LTR3" los virus deltaretrovirus son capaces de regular su propia expresion genética por la
sintesis de proteinas reguladoras expresadas por su genoma (Moratorio, 2012).

Al ser un retrovirus ARN, necesita para su replicacion una enzima denominada transcriptasa
reversa que convierte su genoma ARN hebra simple a un intermediario de ADN doble hebra.
Este ADN del provirus es el que se integra al azar mediante enlaces covalentes en el ADN de
la célula hospedadora, uniendo los genomas y persistiendo en forma latente sin produccion
constante de progenie virica (Fischer, 2012; Moratorio, 2012; Obal, 2014; OIE, 2018). Para la
transcripcion reversa y la integracion del genoma viral se necesita dos proteinas enzimaticas,
la transcriptasa inversa (RT) y la integrasa (IN) respectivamente, que estan dentro de la
capsula (Gillet y col., 2007).

Existen autores que afirman que la variabilidad genética (mutacién y recombinacion) del BLV
es baja debido a la latencia en el genoma del hospedero en conjunto con el uso de la mitosis
celular como principal via de replicacion de su genoma (Fischer, 2012), otros autores
aseguran que existe mayor variabilidad genética de la que se pensaba, un estudio reveld que
en América del Sur se encontraron siete genotipos de BLV que circulan en la regién, siendo el
genotipo 1 el que esta presente en Uruguay (Moratorio y col., 2010).

4.1.2. Epidemiologia: situacion a nivel Mundial, Regional y Nacional

Los estudios seroldgicos revelan que la infeccion por el BLV se disemina ampliamente por
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todo el mundo, con altas tasas de prevalencia en América del Norte, América del Sur, Africa,
Asia y Australia. Las tasas de infeccidon declaradas son generalmente mas altas en América
del Norte que en Europa, donde en este Gltimo continente, participan muchos paises en los
programas de erradicacion de BLV (Hopkins y col., 1997).

Mundial:

El estudio de Murakami y col. (2013) describe los resultados de un estudio nacional en los
afios 2009-2011, al respecto de la infeccion por BLV, el mismo fue llevado a cabo en ganado
lechero y en ganado de cria vacuno de Japdn. Los resultados indicaron una mayor prevalencia
de BLV en el ganado lechero en comparacion con la cria de ganado vacuno en Japon. Como
también observaron un aumento de las seroprevalencias comparando un estudio de los afos
1980-1982, siendo 10 veces mas en ganado lechero y 4 veces mas en el de carne. Sugiriendo
estos datos que el ganado lechero se ve mas afectado por la infeccién a BLV.

Hopkins y col. (1997) también llega a la misma conclusién en su estudio, en la cual el ganado
lechero generalmente tiene una mayor prevalencia en comparacién con el ganado de carne.
Estas observaciones sugieren que las practicas de manejo, que tienden a diferir
sustancialmente entre la produccién de carne y produccion lechera, como también dentro de
los rebafios, son factores importantes en la transmision de BLV. No se han reportado
diferencias significativas de infeccion segn sexo o raza.

En concordancia con lo anterior otro estudio realizado en Manitoba (Canada) también
demostré que hay una mayor prevalencia de animales BLV positivos en vacunos de leche.
Obteniendo de un muestreo de 1204 vacas de leche y 1425 de carne una seropositividad del
60,8% Yy 10,3% respectivamente (VanLeeuween y col., 2006).

Regional:

Un estudio demostré que, en un establecimiento en la Universidad publica de Lima, Perd,
tienen una prevalencia de 95,7% a BLV (Sandoval y col., 2015) y a nivel de Brasil, Costa y
col. (2013) encontraron una prevalencia en 23 establecimientos del Estado Espiritu Santo de
Brasil de un 27,9% demostrando que la enfermedad es endémica en la zona y de un 37% en
881 muestras de bovinos lecheros en el estado de Tocantins (Fernandes y col., 2009).

En Argentina la infeccion con BLV es endémica, la prevalencia se ha incrementado
notoriamente en los ultimos 20 afios antes del 2011, demostrando ser la LBE un problema
sanitario importante. Gutiérrez y col. (2011) encontraron que la prevalencia en el rebafio de
estudio durante tres afios con procedimientos estrictos de manejo para evitar o minimizar el
contacto con sangre infectada via iatrogénica fue alta. Obtuvieron una seroprevalencia final
del 95,1% a BLV (seroprevalencia de 11,47% en animales recién nacidos, luego 15% a los 15
meses y 24% a los 27 meses, hasta un 40% y 60% a los 30 y 36 meses, respectivamente).
Indicando que a pesar de las medidas tomadas de manejo no hubo cambios significativos en la
prevalencia de BLV. Otro estudio realizado en la provincia de Corrientes da como resultado
una prevalencia de rodeo de un 66% (Jacobo y col., 2007).

Nacional:
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Uruguay es un pais mayoritariamente agropecuario, donde se diferencia actualmente un sector
pecuario de menor dinamismo y un sector agricola muy dinamico, que se convierte en el gran
responsable de una importante transformacion en la economia del pais en los Gltimos afios. A
consecuencia de la competencia por recursos debido al desarrollo extraordinario de la
agricultura y en especial de la soja, es que la produccion pecuaria fue obligada a modernizarse
e intensificar el uso de la tierra, el sector lechero sufrid una relevante pérdida de hectareas
pudiendo compensarla con un incremento de la productividad (OPYPA-MGAP, 2015).

Es considerado un importante pais exportador de productos lacteos, especialmente de leche en
polvo y quesos, siendo destinada a la produccion lechera unas 827 mil hectareas del territorio
uruguayo. En el afio 2017 se contabilizé que existen 3718 establecimientos especializados,
teniendo una produccion de leche comercial de 2.049 millones de litros, remitiendo a planta y
venta directa unos 1.748 millones de litros (MGAP-DIEA, 2018). También otro rubro en
creciente auge es la exportacion de bovinos en pie, en el 2014 hay informes puntuales de que
Uruguay exportd 33.757 vacunos en pie hacia China de los cuales 29.557 fueron terneras
Holando, en 2015 se informa un embarque de 4.000 terneras Holando de entre 8 y 15 meses
(El Pais, 2015) y en agosto del 2017 a través de otro embarque se exportd al mismo pais 507
vaquillonas Holando, de las cuales 370 iban prefiadas y el resto vacias (El Pais, 2017).

En el 2017 se exportd un total de 299.593 cabezas de ganado en pie, siendo la mayoria
ganado de carne y otra parte vaquillonas Holando (MGAP-DIEA, 2018). Aunque hoy en dia
hay una gran disminucion de la exportacion de vaquillonas Holando a China, ya que Australia
compite con mejores precios por cabeza y flete, haciendo que Uruguay pase del primer lugar
al cuarto como proveedor (El Pais, 2018), ese aumento notorio de comercio que hubo en la
ultima década en el cual se hacia una seleccion de vaquillonas libres de BLV para exportacion
por ser una barrera sanitaria, provoco que en el pais hubiera un aumento de la prevalencia de
la enfermedad en el rodeo, ocasionando pérdidas econdmicas directas e indirectas (Furtado y
col., 2013; MERCOSUR, 1996). A pesar de que no hay estudios realizados que hayan medido
la prevalencia general de la enfermedad a nivel pais, se sabe que es una enfermedad altamente
difundida con prevalencias que van desde el 11% al 77% segun la zona estudiada (De Brun y
col., 2014).

Mederos y col. (1998), realizaron un relevamiento epidemioldgico de LBE en el territorio
nacional, donde se analizaron 400 vacas en produccién de los rodeos lecheros del noreste del
pais (departamentos de Cerro Largo, Rivera, Tacuarembd y Artigas). Teniendo como
resultado que un 77% de los predios estudiados presentaban algin animal con serologia
positiva a BLV y la prevalencia era del 20,25%. Para el afio 2001 se realiz6 un estudio en
donde se visitaron 53 establecimientos de Florida y se analizaron 1060 vacas en ordefie
obteniendo una prevalencia de 46,62%, indicando que en la mayoria de los establecimientos
la infeccion se localizaba entre un 26% a 50% en el rodeo (Guarino, 2001).

Collazo y col. (2002) realizaron otro relevamiento en 4 establecimientos de la cuenca lechera
de Salto durante 1997 y 2000, teniendo un 45% de animales positivos con presencia de
anticuerpos por ELISA. Luego, Zaffaroni y col. (2007) determinaron los valores de
prevalencia para BLV en la cuenca lechera Sur de Uruguay, que comprende los
departamentos de Colonia, Florida y San Jose. Resultando en una prevalencia de 73% para la
poblacién estudiada en general y un 75% en especial para el departamento de Florida, éste
estudio comparativo con otro de 1998 demostré que la enfermedad viene en creciente
aumento en nuestro pais.
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Furtado y col. (2013), encontraron una seroprevalencia real contra BLV del 14,5% en
animales adultos de pequefios productores lecheros de la cuenca Centro-Sur del pais
(Durazno, Florida y Tacuarembd), medido por inmunodifusion en gel agar (IDGA). En otro
estudio realizado en un campo de recria de ganado lechero en el Sur de Uruguay, se encontro
una prevalencia alta en animales jovenes (8 meses aproximadamente) al ingreso del
establecimiento con un porcentaje de seropositivos de 45%. Siendo un valor alto para esa
categoria, la explicacion posible a tal porcentaje es la seleccion positiva a LBE a nivel
Nacional por la creciente exportacion de ganado bovino seronegativo al exterior. Obtuvieron
una tasa de seroconversion durante 12 meses de 39,8% y una seroprevalencia luego de 18
meses de 73.5% (De Brun y col., 2014).

Tanto los estudios a nivel regional como nacional coinciden en que la prevalencia aumenta
con la edad y que las tasas pico de infeccidn tienden a ocurrir en el intervalo en el que las
vaquillonas estan siendo criadas, paridas e ingresadas al rodeo de ordefio. Una época de
intensa intervencién humana y exposicion a ganado adulto con mayores tasas de BLV
(Hopkins y col., 1997).

4.1.3 Formas de transmision del agente

El BLV se transmite por via horizontal y vertical, siendo la primera la via responsable de la
mayoria de las infecciones (Hopkims y col., 1997), pudiendo jugar un papel critico en la
transmision el contacto directo entre animales infectados (Gutiérrez y col., 2011).

La transmision se da por el traspaso de linfocitos infectados con el virus de un bovino
enfermo a uno sano, estos linfocitos se pueden encontrar en las secreciones y fluidos
biolégicos como leche, sangre, calostro, secrecién nasal, saliva, semen, orina y heces,
constituyendo fuentes potenciales de contagio; siendo una gran causa de infeccion en los
rodeos los animales portadores asintomaticos (de la Sota, 2005; Hopkins y col., 1997).

El ganado que se encuentra en rebafios con alta prevalencia de BLV o antecedentes de
linfosarcomatiende a adquirir la infeccion por BLV a una edad mas temprana. La alta
prevalencia de BLV en los rebafios se asocia con altas tasas de linfocitosis persistente (PL) y
linfosarcoma. Las vacas linfocitoticas no solo tienen recuentos de linfocitos absolutos méas
altos, sino que del 25% al 35% de los linfocitos circulantes tienen ADN de BLV proviral
integrado, en comparacion con aproximadamente el 5% de las vacas infectadas sin PL. Por lo
tanto, los voliumenes sanguineos mas pequerfios de las vacas PL (50 nL) pueden ser suficientes
para inducir la infeccién por BLV (Hopkins y col., 1997). También se ha demostrado que
existe una correlacion entre la carga proviral de sangre periférica y la carga proviral de
calostro/leche. Los animales con baja carga proviral presentan un menor riesgo de transmision
de la infeccion (Gutiérrez y col., 2011).

La infectividad del BLV dependera del recuento de linfocitos infectados en el fluido (Straub,
1982), el cual puede aumentar si ocurre un proceso exudativo (Hopkins y col., 1997). La
mayor proporcion de linfocitos infectados se encuentran en la sangre, por lo tanto, cualquier
medida de manejo o préctica veterinaria como extraccion de sangre, vacunacion, descorne,
aplicacion de inyectables, palpacion rectal que se practiquen sin tomar medidas profilacticas
correspondientes, son una importante forma de transmision de la enfermedad por via
iatrogénica (Mammerickx y col., 1987; Hopkins y col., 1997). En cuanto a la palpacion rectal
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sin cambio de guante es considerada un factor de riesgo para el ganado, es posible que la
sangre del tracto reproductivo de vacas persistentemente infectadas altamente infecciosas
cause contaminacion suficiente del guante durante el procedimiento pudiendo diseminar la
infeccion (Divers y col., 1995).

Pero el ciclo de transmision BLV no se puede romper eficientemente sélo con una
intervencion basada en la prevencion del contacto iatrogénico con la sangre, ya que otras
formas de transmision desempefian un papel clave en condiciones naturales (Gutiérrez y col.,
2011). Dentro de esas otras vias encontramos la transmision horizontal por vectores vivos
como los tabanos y las moscas de los cuernos (Haematobiairritans) (De Brun y col., 2014),
en las moscas de los cuernos se pudo comprobar mediante estudio la presencia del provirus de
BLV (Garciay col., 2016).

En el caso de la via vertical se sabe que existe un gran contenido de virus de LBE en el
calostro y que las infecciones en la recria por ingestion de calostro o leche no son extrafias.
Pero el desencadenamiento de la enfermedad a través de este es inusual ya que existe
competencia con los anticuerpos maternos transmitidos en ese calostro. El contagio prenatal
se evidencia por los porcentajes de nacidos serolégicamente positivos, que van del 3 al 20%
(de la Sota, 2005).

Comparando la oportunidad de contagio entre diferentes sistemas productivos, Santos y col.
(2013) llegan a la conclusion que los animales criados en sistemas intensivos tienen 19,1
chances mas de infectarse que uno que esta en un sistema extensivo. En concordancia con lo
anterior De Bun y col. (2014) demuestran que no sélo la via de transmision es importante sino
también el lugar y las condiciones de hacinamiento y manejo dénde estan los animales. Los
cuales juegan un papel importantisimo en la propagacion de la enfermedad, llegando a la
conclusién de que los campos de recria podrian facilitar la misma.

4.1.4. Patogenia y manifestaciones clinicas

En primera instancia el BLV infecta los linfocitos B que expresan IgM de un individuo
susceptible mediante células infectadas que contienen el genoma viral, esto se da a través de
las vias de transmision ya mencionadas en el punto 4.1.3. Luego ocurre una expansion
policlonal de linfocitos B portadores de uno a cinco provirus integrados (Gillet y col., 2007).
Esa expansién no maligna del compartimento de células B se denomina linfocitosis
persistente (PL) (Kabeya y col., 2001). Aparte del tropismo del BLV por células B también lo
presenta por las células TCD8+, monocitos y leucocitos polimorfonucleares (PMNL), las
cuales portan el provirus (de Souzay col., 2012).

Durante el primer mes post infeccion 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 estd entrando a nuevas células huésped en otros
tejidos (Fulton y col., 2006).

Las vacas infectadas por BLV con linfocitosis persistente tienen mayor recuento de leucocitos
por el aumento de numero absoluto de linfocitos. Hay aumento de linfocitos B (CD21+),
donde se alberga la mayor carga proviral, y también células CD5+ y CD11b. El aumento de
linfocitos B circulantes se correlaciona con el aumento de células T y linfocitos TCD8+ en
bovinos con LP (Liberay col., 2012).
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En los bovinos existen tres fases descritas por de la Sota (2005) para la enfermedad, donde la
primera y segunda etapa no presentan manifestaciones clinicas. La primera es inaparente, hay
presencia de anticuerpos humorales contra los antigenos estructurales del BLV y los linfocitos
tienen un persistente contenido de provirus. En la segunda etapa existen alteraciones
hematoldgicas en forma de linfocitosis persistente, éste es el caso del 30% a 70% de los
bovinos infectados entre 3 a 6 afios. En la tercer etapa se presenta la enfermedad tumoral, la
misma se da en el 30% de los infectados con LP y en una parte de los que no tienen LP.

La infeccion por BLV produce una prolongacion del periodo sintomatico con una baja carga
viral que persiste durante 1 a 8 afios. De ese 30% de los animales infectados que progresa a
LP solo el 0,1 al 10% desarrollan linfosarcoma maligno (Kabeya y col., 2001).

Se estima que menos de un 5% del ganado lechero infectado desarrollan sintomas clinicos y
que tiene un largo periodo de incubacion. Muchos animales que desarrollan sintomas clinicos
son enviados a mataderos no pudiendo contabilizar el verdadero porcentaje de animales con
sintomatologia (Tsutsui y col., 2016).

“Los sintomas dependen del lugar en que aparecen los tumores y pueden incluir desarreglos
digestivos, falta de apetito, pérdida de peso, debilidad o decaimiento general y, a veces,
signos neuroldgicos. Los ganglios linfaticos superficiales pueden estar claramente
aumentados de tamafo y palparse bajo la piel y mediante un examen rectal” (OIE, 2018). El
BLV interfiere en la produccion de leche y en la esperanza de vida, si bien no esta claro el
coémo, una hipdtesis es que el BLV causa desregulacion inmune, que podria poner al ganado
seropositivo en un mayor riesgo de contraer otras infecciones (Frie y col., 2017).

“A la necropsia, los ganglios linfaticos y gran variedad de tejidos estan infiltrados por células
neoplasicas. Los érganos implicados con mas frecuencia son el abomaso, la auricula derecha
del corazon, el bazo, el intestino, el higado, el rifion, el omaso, los pulmones y el dtero. La
susceptibilidad del ganado a una linfocitosis persistente estd determinada genéticamente, y
quizas también el desarrollo del propio tumor” (OIE, 2018).

Un estudio demostré que la LBE se puede desarrollar en terneros a edad temprana y que un
titulo bajo de anticuerpos no descarta la infeccion, ya que el ternero al principio tiene una
respuesta inmunitaria mas débil que los adultos y su capacidad de produccién de anticuerpos
es relativamente inadecuada (Oguma y col., 2017).

4.1.5. Diagnostico de la enfermedad

El diagnostico de la enfermedad con presencia de tumores se puede realizar mediante examen
clinico, biopsia y/o necropsia, pero en aquellos animales asintomaticos o que presentan
linfocitosis persistente se requieren pruebas de laboratorio para realizar la confirmacion (De
Bruny col., 2014).

Existen diversas pruebas de diagnostico directo o indirecto para la LBE, con la utilizacion de
muestras de secrecion lactea como el suero bovino, pruebas individuales o colectivas. La
O.LE. (Organizacion Internacional de Epizootias) nombra diferentes técnicas para la
identificacion del agente (genoma viral) y para pruebas serologicas (deteccion de anticuerpos
circulantes). De la primera se encuentran el cultivo in vitro de células mononucleares de
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sangre periférica (PBMC), las pruebas de deteccion del antigeno como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y la microscopia electrénica. En las segundas se encuentran la
inmunodifusion en gel agar (IDGA) para la deteccion de anticuerpos en suero, el
enzimoinmunoanalisis (ELISA) para la deteccion en suero y en muestras de leche (OIE,
2018).

Un estudio compard las pruebas de IDGA, ELISA y PCR, siendo el IDGA el método que
detectd menos animales positivos y la PCR el método maés sensible. Siendo la PCR un método
de deteccién més efectivo, ya que detecta el provirus en animales serolégicamente negativos
por inmunotolerancia, infecciones recientes que no hayan desarrollado respuesta
inmunologica (virus latente, animal con baja carga proviral o ternero jovenes que
consumieron calostro de madres positivas), casos de tumor para diferenciar entre linfoma
esporédico e infeccioso. ElI PCR seria un buen método complementario para cuando tenemos
animales serologicamente negativos por IDGA vy positivos a ADN viral, levemente positivos
0 negativos mediante la prueba de ELISA. Falsos negativos por ejemplo se puede dar cuando
hay descenso fisiologico de anticuerpos en el periparto dando resultados falsos negativos
desde el dia -20 a +60 (Rama G., 2009; OIE, 2018).

La infeccion del ganado por el virus dura toda la vida y desencadena una respuesta persistente
de anticuerpos, detectados por primera vez a las 3-16 semanas post-infeccién. Los
anticuerpos derivados de la madre pueden tardar en desaparecer de 6 a 7 meses, no hay modo
de distinguir entre los anticuerpos adquiridos por transferencia pasiva y los que se generan
como consecuencia de una infeccion activa. Sin embargo, la infeccion activa se puede
confirmar mediante la deteccidon del provirus del BLV mediante la PCR. Los anticuerpos
pasivos tienden a proteger a los terneros contra la infeccion. Una vez infectado el animal, no
se detecta viremia, pero si una fuerte y persistente respuesta inmunologica a las glicoproteinas
estructurales, sobre todo a la gp51 de la envoltura y a la proteina principal del nucleo, la p24.
La mayor parte de las pruebas rutinarias IDGA y ELISA detectan anticuerpos contra la
glicoproteina gp51, ya que es de aparicion temprana (OIE, 2018; Gonzélez y col., 1999).

Dentro de las pruebas de deteccion en muestras de leche se puede utilizar PCR o ELISA. En
el estudio de Felmer y col. (2006) se describe una forma de diagnosticar la enfermedad y
tipificar el virus en muestras de leche mediante la prueba de PCR-RFLP a partir de ADN
extraido desde células somaticas de la leche. A pesar de que en la leche hay menor cantidad
de linfocitos B y que sus niveles como los de las células somaticas varian segun el periodo de
lactancia y el estado clinico de la mama (sana o mastitica), la prueba permitié confirmar la
presencia del virus en la muestra de leche en tanques prediales con una correlacion de 100%
entre ELISA y PCR. Otro estudio afirmando lo anterior, de Biéneres (2012), indica que el
diagnostico de LBE no es interferido por la etapa de lactacién, cantidad de produccion,
componentes y estado sanitario de la glandula mamaria (células somaticas), no existiendo
diferencia con la prueba de ELISA en suero bovino y el ELISA en la muestra de leche.

Los viriones de BLV o proteinas virales no pueden detectarse directamente en la sangre
periférica mediante ninguna tecnica disponible (ELISA, citometria de flujo,
inmunoprecipitacién o transferencia de Western). Los transcritos virales de linfocitos o
tumores de sangre periférica sélo se pueden amplificar mediante técnicas de RT-PCR muy
sensibles, aproximadamente un linfocito B de cada 10.000 expresa el ARNm de tax/rex
durante la linfocitosis persistente. Solo 1 en 50.000 células en la sangre periférica contienen
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suficientes transcritos de BLV para identificarse facilmente. Estas observaciones sugieren que
el virus esté latente en la gran mayoria de las células detectables (Florins y col., 2007).

4.1.6. Tratamiento, control y prevencién de la enfermedad

Cualquier medida de manejo o practica veterinaria en la cual se vea involucrado material
biologico con linfocitos infectados y se realice sin tomar las medidas profilacticas
correspondientes se convertird en una importante forma de transmision de la enfermedad por
via iatrogénica a consecuencia de una mala praxis o negligencia (Mammerickx y col., 1987;
Hopkins y col., 1997).

Para un mayor control existen diferentes estrategias como tener buenas préacticas de higiene en
el trabajo a través de la desinfeccion de materiales contaminados como instrumentos
quirdrgico, cortantes o agujas, utilizacion de sustituto lacteo y tratamiento térmico del calostro
(De Brun y col., 2014).

Para cuando en el rebafio se comprueba un indice de contagio del 30% al 40% en poblaciones
de hembras madres se recomienda la eliminacién de los animales seroldégicamente positivos
en los primeros 14 dias de su identificacién hasta llegar a un rebafio totalmente libre de LBE.
Pudiendo combinarse con el método de sustitucion de animales testeados seroldgicamente
negativos (de la Sota, 2005).

En caso de idearse una vacuna para prevenir la infeccion de BLV o la progresion de la
enfermedad, la misma deberia inducir respuestas de inmunidad mediada por células
especificas. Los antigenos proteicos inactivados con adyuvante pueden hacerlo y también
pueden activar la respuesta de linfocitos T citotdxicos (Kabeya y col., 2001).

La eliminacion de todos los animales seroldégicamente positivos seria la medida mas rapida
para erradicar BLV de los rebafios. Pero esta medida afecta seriamente la economia de la
granja y puede no ser factible en rebafios fuertemente infectados, requiriendo medidas
moderadas, como la eliminacién gradual y sistematica de animales infectados, en la primera
etapa de los programas de control (Tsutsui y col., 2010).

4.2. CLOSTRIDIOS

Las enfermedades clostridiales son toxi-infecciones, producidas por bacterias del género
Clostridium (CI). Siendo sus toxinas y no su agente, las causantes de los sintomas clinicos,
cambios anatomopatol6gicos en necropsias, cambios bioquimicos en los fluidos corporales y
muerte al final. Las clostridiosis en general son de curso rapido y en forma de brotes (Robles,
1998).

Las clostridiosis mas comunes en Uruguay se clasifican en: mionecréticas sépticas: mancha
(Cl. chauvoei) y gangrena gaseosa (Cl. chauvoei, CI. septicum, CI. novyi, CI. perfringens y CI.
sordellii); infecciosas: hepatitis necrotica infecciosa (CI. novyi tipo B) y enterotoxemia (Cl.
perfringenstipo D); intoxicaciones neurotrdpicas: tétano (Cl. tetani y CI. botulinum)
(Mederos, 2013; Uzal 2013).

4.2.1 Descripcion del agente
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Los Clostridiumspp. son bacterias anaerobias, Gram positivas, esporuladas, toxigénicas,
teldricas, habitantes normales del intestino de todas las especies animales,
extraordinariamente distribuidas en la naturaleza persistiendo por decenas de afos,
incrementando su ndmero junto con la densidad de la poblacién animal (Llchter, 2004).

Al ser bacterias anaerobias necesitan un factor desencadenante que produzcan baja tension de
oxigeno en los tejidos y tener las condiciones adecuadas para activarse, reproducirse y
producir la enfermedad (Robles, 1998). Clostridiumperfringens tiene la capacidad de formar
esporas, que permiten la supervivencia en ambientes hostiles después de la deposicion y
facilitan la deteccion prolongada en ambientes acuatico (Mueller y col., 2010).

Especificamente, el Cl. perfringens puede ser aislado de muestras de suelo y de agua,
pudiendo en ciertas ocasiones comportarse como un patégeno oportunista (Morris y col.,
2009). Los sedimentos de agua dulce y los aportes de agua residuales son reservorios de
esporas de CI. perfringens portadoras de enterotoxina, siendo la espora una bacteria fecal
indicadora (FIB) reflejando la contaminacion a largo plazo de una cuenca hidrogréafica
(Mueller y col., 2010).

Los alimentos con proteinas crudas de origen animal a menudo se pueden contaminar durante
el proceso de sacrificio con Cl. perfringens procedentes del tracto intestinal o de las heces de
los animales. La infeccidn del tracto intestinal por Cl. perfringens a través de la via oral se ve
disminuida por un pH gastrico bajo que se mantiene mediante la excrecion de éacido
clorhidrico por células parietales (Allaart y col., 2013).

En la produccién ganadera es de gran importancia por ser el agente causal de enfermedades
como la gangrena gaseosa, carbunco sintomatico, la enterotoxemia del ovino y del caprino, y
la disenteria del cordero, entre otras. En la actualidad, la toxinotipificacion es el método mas
difundido de clasificacion de estos bacilos. Este método tipifica al Cl.perfringens en cinco
tipos (A, B, C, D y E) segun la produccion de las toxinas alfa, beta, épsilon e iota (Morris y
col., 2009). Cualquier de éstas 5 cepas, de la A a la E, pueden infectar heridas en cualquier
especie; cada uno con su espectro Unico de toxinas. EI Clostridium tipo A forma la toxina
alfa, el Clostridiumtipo B forma la toxina alfa, beta y épsilon, el Clostridium tipo C forma las
toxinas alfa y beta, el Clostridium tipo D forma la toxina alfa y epsilon, elClostridium tipo E
forma las toxinas alfa e iota (lowa StateUniversity, 2004).

4.2.2. Epidemiologia

Las enfermedades clostridiales se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y
pueden perdurar afios en el suelo y el ambiente (Robles, 1998). Las heces de animales y
humanos infectados son probablemente la fuente mas importante de infeccion de CI.
perfringens, aungue también se ha aislado del polvo, aire, superficies estaticas y otros objetos
que pueden servir como fomites para la contaminacion cruzada (Allaart y col., 2013).

Las enfermedades clostridiales diagnosticadas en Uruguay de mayor frecuencia fueron:
Clostridiumchauvoei (mancha y gangrena gaseosa), Clostridiumperfringens tipo D
(enterotoxemias) y Clostridiumtetani  (tétanos). Y el primer diagndstico de
Clostridiumperfringensen Uruguay, donde se aislé e identifico el agente, fue en 1961 por el
Dr. Casas Olascoaga siendo el primero el tipo D. Luego en el afio 2013 los Dres. Cattaneo,
Dutra y Bermudez aislaron los Cl. perfringens tipo A, B'y C (Bermudez y col., 2013).
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Los tipos mas importantes de CI. perfringens en la medicina veterinaria son el C y D, ya que
afectan a la mayoria de los animales de granja, siendo el bovino susceptible a las toxinas del
agente (Moreira y col., 2016).

4.2.3. Diagnostico, Control y Prevencion

El diagnostico definitivo es dificil de realizar ya que después de la muerte del animal estas
bacterias invaden los tejidos, enmascarando o incluso imposibilitando conocer el origen del
problema, por lo cual la toma y envio de muestras al laboratorio son criticos para poder llegar
a un diagndéstico correcto (César, 2010), a su vez la sintomatologia de las diferentes
clostridiosis son parecidas y los animales entran en putrefaccion rapidamente. El aislamiento
del clostridios muchas veces no nos confirma el diagndstico, sino que hay que detectar la
toxina también (Robles, 1998).

Las estrategias de control son en base a lograr tener una buena inmunidad en los momentos de
mayor riesgos y un manejo preventivo como por ejemplo desinfectar las heridas e higienizar
el instrumental e instalaciones, evitar generar heridas y los cambios bruscos de alimentacion
(Robles, 1998). La reduccion de la excrecion fecal de Cl. perfringens por los animales
infectados y la prevencion de la contaminacion fecal del medio ambiente y alimentos ricos en
proteinas crudas pueden reducir el riesgo de infeccion y, por lo tanto, de enfermedad
intestinal. La prevencion y el tratamiento de las infecciones virales y parasitarias es
importante para prevenir la enteritis asociada a Cl. perfringens, ya que las infecciones virales
y parasitarias pueden aumentar la cantidad de sustrato para el crecimiento y la produccién de
toxina por CI. perfringens o pueden mejorar la persistencia y absorcion de toxinas
clostridiales. Para prevenir el crecimiento excesivo de CI. perfringens se puede dar
probioticos (bacterias que pueden beneficiar al huésped), ya que pueden disminuir el
crecimiento, la colonizacion y la produccion de toxinas por Cl. perfringensen el tracto
intestinal y, por lo tanto, la aparicion de la enfermedad intestinal. Se ha demostrado que los
probidticos, los bacteriéfagos y la lisozima son dtiles en la prevencion, aunque se necesitan
mas estudios in vivo en diferentes especies animales. El efecto de los prebioticos en el
desarrollo de la enteritis asociada a Cl. perfringens sigue sin estar claro (Allaart y col., 2013).

Los brotes una vez iniciados son casi imposibles de frenar, por lo que el enfoque sanitario de
esta enfermedad debe apuntar a la prevencion (Robles, 1998). La manera de controlar estas
afecciones es mediante la vacunacién preventiva (César, 2010). Las vacunas comerciales que
estdn actualmente disponibles son polivalentes y estan basadas en toxoides (toxinas
inactivadas) y bacterinas(Moreira y col., 2016; Rivera 2014).

4.3. FIEBRE AFTOSA

La Fiebre Aftosa (FA) es una enfermedad infecciosa altamente contagiosa, virica, aguda,
febril, que afecta a animales biungulados (bovinos, ovinos, caprinos, suinos, etc) (Luchter,
2004).

En el ganado bovino y porcino, la infeccion inicial se localiza en areas del epitelio especifico
que recubren el tejido linfoide asociado a la mucosa nasofaringea (ganado) u orofaringea
(cerdo). La infeccion progresa rapidamente y el virus se vuelve sistémico, con una
eliminacién en las secreciones orales y nasales, seguido de la aparicion de lesiones vesiculares
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tipicas en la boca, bandas coronarias, hendiduras interdigitales y otras areas de la piel sin
vello, como el hocico y las tetinas. La enfermedad clinica en animales adultos generalmente
se resuelve en dos semanas, pero los animales mas jovenes pueden morir de miocarditis
relacionada con la infeccion. En los rumiantes, el virus puede persistir de manera subclinica
en los tejidos nasofaringeos, denominandose estado portador (de los Santos y col., 2018).

4.3.1. Descripcion del agente

El agente causal de la FA es el virus de la Fiebre Aftosa (VFA), un Picornaviridae del género
Aphthovirus, un virus muy chico (23 nm) y del cual hay siete tipos en el mundo: A, O, C,
SATL, 2 y 3y Asia 1 (Llchter, 2004). Son siete serotipos inmunolégicamente distintos y
multiples subtipos debido a la alta tasa de mutacion del virus. EI VFA consiste en un genoma
de ARN monocatenario (de una sola hebra), positivo encapsulado en una particula no
envuelta icosaédrica (de los Santos y col., 2018; Diaz y col., 2017).

La enfermedad se propaga por contacto directo entre animales infectados y los sanos
susceptibles, se transmite a través de la inhalacion de gotitas de aerosol que contienen el
virus. También se puede transmitir por ingestion de alimentos y agua contaminadas,
inseminacién con semen de toros infectados, inoculacién de vacunas contaminadas, fomites y
el movimiento humano. Todas las secreciones y excreciones como la orina, heces, leche,
semen, saliva de los animales infectados también son infecciosas (Balakrishnan, 2015).

El ganado bovino es muy susceptible por via respiratoria, requiriendo una dosis infecciosa
10.000 veces menor a la que requeririan por via oral para infectarse (Lulchter, 2004).

4.3.2. Epidemiologia

La Fiebre Aftosa fue diagnosticada por primera vez en Uruguay en junio de 1870, por el Dr.
Bertrand Duprat, permaneciendo en fase endémica hasta 1990 donde se eliming el Gltimo foco
del virus tipo “O” (Dias y col., 2014).

Luego en 1996 la OIE reconoce por primera vez a Uruguay como pais libre sin vacunacion,
hasta que en el 2000 se reintroduce el virus tipo “O” de FA, y en el 2001 sucede una segunda
reintroduccion del virus, pero del tipo “A”. Siendo el ultimo foco en agosto del 2001, con un
costo en pérdidas de U$S 1.926.469 y una mortandad de 27.906 entre bovinos, ovinos y
suinos. El riesgo de ocurrencia de FA en Uruguay esta condicionado a la reintroduccion del
agente desde fuentes de infeccion externas (Dias y col., 2014).

En el afio 2000, Argentina y Brasil transmitieron tardiamente la informacién sobre la
presencia de FA. Brasil demor¢ veintitrés dias en informar los episodios de Rio Grande del
Sur y el gobierno de Argentina mas de un mes en comunicar los brotes evidenciados en dicho
pais. En particular, las autoridades sanitarias de la Argentina impidieron que los gobiernos
vecinos enviaran a sus técnicos para confirmar in situ la informacion oficial acerca de la
ausencia de brotes. En este contexto, sumado a que los controles cruzados entre paises fueron
débiles la FA aparece en el Uruguay en octubre de 2000, en un poblado del departamento de
Aurtigas, frontera con Brasil, en el extremo norte del pais (Rodriguez y col., 2009).

Desde la epidemia del afio 2001 se han realizado muestreos seroepidemioldgicos periddicos y
sistematicamente con el propdsito de garantizar la ausencia de actividad viral en todo el
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territorio nacional y verificar los niveles de inmunidad poblacional (Dias y col., 2014).
Actualmente el estatus sanitario de Uruguay ratificado por la “OIE” desde el 2003 es de “Pais
Libre con vacunacion” (MGAP, 2009) lo que su prevencion con respecto a las
inmunizaciones y controles implica un gasto relevante para el Estado.

4.3.3. Diagnostico, Control y Prevencion

La Fiebre Aftosa a nivel mundial tiene muchos gastos en prevencion y dafios agricolas como
también pérdidas econdmicas por restricciones comerciales, los méas afectados son los paises
pobres que no pueden cubrir los gastos teniendo brotes incontrolados y siendo fuentes de
contagio. Al ser altamente infecciosa y persistente se convierte en una enfermedad compleja
de erradicar (Smith y col., 2014).

El control de la fiebre aftosa en areas endémicas se implementa mediante diagndsticos,
vigilancia y vacunacion masiva regular. En los paises libres de fiebre aftosa, las politicas de
control se han basado en la despoblacién de animales infectados y en contacto, junto con
restricciones en el movimiento de animales y sus productos. Las vacunas actuales contra la
fiebre aftosa consisten en un antigeno purificado inactivado por BEI (etilenimina binaria) en
formulacion con varios adyuvantes, comunmente contienen mas de un serotipo de virus
(Rodriguez y col., 2009; Diaz y col., 2017). Los adyuvantes seleccionados son para aumentar
la inmunogenicidad y extender la duracion de la proteccion de la vacuna, estd el aceite
mineral o los adyuvantes acuosos (Diaz y col., 2017).

Los métodos utilizados para controlar los brotes de fiebre aftosa y eliminar la enfermedad han
incluido la inhibicion del movimiento de animales y productos animales susceptibles, el
sacrificio de animales infectados y susceptibles en contacto, la desinfeccion y los programas
de vacunacién con un antigeno de virus completo inactivado. Para tener éxito en las campafias
para eliminar la fiebre aftosa en un pais previamente libre de enfermedad, una nueva vacuna
debe inducir proteccion en una inoculacion y debe contener un marcador para permitir una
diferenciacion inequivoca entre animales vacunados e infectados (Grubman, 2006), como
también las tecnologias y sistemas de vacunas deben evitar las trampas de los virus
inactivados y ser lo suficientemente baratos como para ser econémicamente viables para los
paises en desarrollo. Las instalaciones donde se preparan las vacunas tienen grandes
requisitos de bioseguridad, porque puede haber riesgo de liberacién del virus vivo de las
instalaciones o la inactivacién insuficiente del virus durante la preparacion de la vacuna
(Smith y col., 2014).

El plan sanitario Nacional de prevencion contra la enfermedad consta de vacunar todo el
rodeo en febrero, en mayo los bovino menores de dos afios y en noviembre los terneros
nacidos en el afio (actualmente ésta Gltima instancia se encuentra suspendida). Las vacunas
utilizadas son bivalentes, conteniendo los antigenos “A24” y “O1” inactivados, con adyuvante
oleoso. En el pais es una enfermedad de notificacion obligatoria desde 1910 por la Ley 3.606
y la autoridad sanitaria competente para la ejecucién de la campafia de control y erradicacién
de la fiebre aftosa es la Direccion General de los Servicios Veterinarios (DGSG), que forma
parte del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), existe en el Pais un fondo de
indemnizacion para compensar a los productores perjudicados econdmicamente por las
medidas de emergencia (sacrificio de animales, inmovilizacién de vehiculos, pérdida de
bienes, etc.). La DGSG planifica y ejecuta las actividades de vigilancia que debe cumplir el
pais para mantener su estatus de libre de fiebre aftosa. Estas son: a) Notificacion de

23
Valeria da Silva Sena



sospechas. b) Inspeccién en los predios previo al envio de bovinos a faena. ¢) Control de
movimientos mediante el preembarque del ganado. d) Muestreos serolégicos en las
poblaciones bovinas y ovinas. €) Estudio de la inmunidad adquirida por vacunacion. f)
Control de todas las importaciones de animales, productos y subproductos y del flujo turistico
en pasos de frontera, puertos y aeropuertos (MGAP, 2013).

Debido a la rapida propagacion de la fiebre aftosa y las graves consecuencias econémicas que
pueden surgir de un brote, es esencial un diagnostico rapido, sensible y especifico, y la
identificacion del serotipo del virus. Un diagnostico de laboratorio confirmado de cualquier
caso sospechoso de fiebre aftosa es una cuestion de urgencia y la determinacion del serotipo
involucrado en brotes de campo (Diaz y col., 2017).

Especificamente en relacion a la bioseguridad se debe limitar la manipulacion de virus de FA
infeccioso solamente a aquellos laboratorios que cuentan con condiciones de bioseguridad de
nivel NBS 4 OIE (OMS, 2010). El Laboratorio Oficial de Uruguay, DILAVE, cuenta con un
area con nivel de bioseguridad P2, en la seccién de virologia a nivel central en Montevideo y
dispone de medios para el diagnostico de enfermedades vesiculares en situacion de
emergencia. Ademas, existen 3 subcentros (Paysandd, Treinta y Tres y Tacuarembd), siendo
PANAFTOSA el laboratorio de referencia para el pais. Las técnicas disponibles para el
diagnostico de enfermedades vesiculares son: ELISA 3ABC/EITB (Kit PANAFTOSA),
ELISA 3ABC (Kit PRIONICS), ELISA CFL serotipos 0, A, y C (set PANAFTOSA), ELISA-
Sl (set PANAFTOSA), RT-PCR, rRT-PCR y aislamiento viral (MGAP, 2013).

4.4, RESPUESTAS INMUNITARIAS
4.4.1. Respuesta inmune a BLV en el hospedador

La infeccidén por BLV puede afectar el sistema inmune innato, adaptativo y las células no
infectadas (Blagitz y col., 2017), el virus de la Leucosis genera inmunidad humoral e
inmunidad mediada por células, esta Gltima es la que suprime la replicacion del virus
amainando la progresion de la enfermedad (Kabeya y col., 2001).

La primera indicacién de la infeccién es la aparicién de la respuesta inmune humoral dentro
de las 8 semanas post inoculacion. Los anticuerpos que reconocen epitopos de proteinas
estructurales (envoltura gp51 y capside p24) y reguladoras (Tax y Rex) se sintetizan a titulos
elevados y son liticos para las células productoras del virus. Casi al mismo tiempo de la
seroconversion temprana aparecen los linfocitos T citotoxicos (principalmente los linfocitos T
gamma Yy delta) especificos para los epitopestax y enven sangre periférica. La infeccion por
BLV también desencadena una respuesta de células T auxiliares CD4 dependiente de virus y
una independiente de virus. Estas respuestas persisten y se amplifican durante la vida del
animal, indicando que el sistema inmune es estimulado permanentemente por el virus (Gillet
y col., 2007; Florins y col., 2007). Aunque en comparacion con un animal sano el que contrae
la infeccion tiene menores niveles de CD4+, CD8+ y T gamma y delta, y mayor proporcion
de células B de IgM+ (SIgM+) de superficie (Frie y col., 2016).

Una de las principales funciones efectoras del sistema inmune es la produccion de citoquinas
que tienen funciones como el crecimiento, la polarizacién y la capacidad de respuesta de
diversos tipos de células inmunitarias y la regulacién de la fuerza y la duracion de las
respuestas inmunes. La infeccion por BLV altera los niveles circulantes de citoquinas y la
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produccién de estas en respuesta a estimulos (Frie y col., 2015). La red de interleuquina esta
profundamente desregulada en diferentes etapas de la enfermedad, en particular las IL-2, -4, -
6, -10 y -12 (Florins y col., 2007) alterando la proteccion del animal. A su vez, el ganado
bovino infectado con BLV presenta alteraciones en las funciones de los monocitos y
neutrdfilos, aparte de que hay menor porcentaje de neutréfilos y CD11b, los mismos son mas
longevos perdiendo vitalidad y funcionalidad (Blagitz y col., 2017).

Los polimorfonucleares, principalmente los neutréfilos, estan implicados en la defensa innata
del animal contra microorganismo invasores mediante la fagocitosis que genera oxigeno
reactivo (ROS) para matar las bacterias fagocitadas, este proceso depende del complejo
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa. La deteccion de bacterias se
hace a través de receptores de reconocimiento molecular como los receptores Toll-like (TLR),
expresados altamente en neutréfilos, que inducen el aumento de la actividad de la NAPDH
oxidasa y por lo tanto de ROS intracelular. Existen diferentes tipos de receptores, el receptor
TLR4 esta dirigido por virus como el HTLV-1, el mismo tiene una proteina, p30, que se
dirige a la via de sefializacion TLR4 afectando su expresion reduciendo la produccion de
ROS, esta proteina también suprime la actividad enzimética de la glucogeno sintasa quinasa
3-beta lo que induce a la producciéon de IL-10 inmunosupresora. La p30 del HTLV-1 se
asemeja a la descrita en BLV y la expresion de 1L-10 en bovinos infectados se ha encontrado
elevada en células mononucleares de sangre periférica (de Souza y col., 2012). Libera y col.
(2015) comprobaron que la cantidad de ROS intracelular producida por los neutréfilos de la
leche fue menor para las vacas infectadas con BLV, particularmente aquellas con PL, que
para las vacas no infectadas.

Un estudio encontré que las celulas mononucleares de sangre periférica (PBMC) recién
aisladas del ganado PL expresan menos ARNm de IL-2, IL-4 e IFN-gamma en comparacion
con el ganado no infectado, mientras que las PBMC del ganado AL expresan menos IL-4 e
IFN-gamma indicando una disminucién de la transcripcion de citoquinas (Frie y col., 2015),
estos desequilibrios pueden contribuir a la progresion de la enfermedad (Kabeya y col., 2001).

La produccién de interleuquina 12 (IL-12) por los macréfagos, las citoquinas tipo 1 (IL-2 e
IFN-gamma) por las células TCD4+ y la proliferacion de células T inducidas por mitégeno
pueden estar inhibidas por la prostaglandina E dos (PGE2), inmunosupresora, ya que se
comprobd que es un regulador negativo a la respuesta de la inmunidad mediada por células.
En bovinos con serologia positiva pero sin linfocitosis hay aumento de produccion de
citoquinas Thl como IL-2 e IL-12 (fase temprana de la infeccidn), en cambio en bovinos con
linfocitosis permanente aumenta la expresion de Th2 como de la IL-10. A su vez la IL-10 fue
encontrada en ganado con replicacion de BLV, por lo tanto la respuesta Thl es esencial para
prevenir la progresion de la enfermedad, sin embargo la IL-2 (factor de crecimiento de células
T) puede promover la proliferacion de células B infectadas con BLV, aumenta las expresiones
de la proteina viral y los receptores de IL-2 en las células B del ganado con linfocitosis
permanente, contribuyendo al desarrollo de la misma. En cambio, se considera que el factor
de necrosis tumoral (TNF alfa) esta involucrado en la eliminacién del BLV, sus expresiones
se incrementan en la fase temprana de la infeccion, contribuye al control de la apoptosis
(induccion o supresion), proliferacion y leucogenogénesis del linfocito B. Tiene dos
receptores para inducir (RI) o inhibir (RI1) la apoptosis de celulas B, en la fase temprana de la
infeccion las células B infectadas con BLV son eliminadas ya que se expresa mas el Rl, pero
algunos de los bovinos con linfocitosis persistente desarrollan cambios de perfiles de
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citoquinas expresando mayor cantidad de RII induciendo la proliferacién de linfocitos vy el
desarrollo de leucemia (Kabeya y col., 2001).

En la infeccion por el HTLV la presencia de CTLA-4 en las células T CD4+, CD25+ y
Foxp3+ se correlaciond positivamente con la progresion de la enfermedad. El antigeno 4 del
linfocito T citotoxico (CTLA-4) esta asociado con el agotamiento inmune, la progresion de
enfermedades cronicas y la disfuncion de células T, su funcién es regular la homeostasis y la
tolerancia periférica inmunolégica inhibiendo la activacion de los linfocitos T. ES una
molécula expresada en la superficie de la mayoria de los linfocitos T activados, miembro de la
superfamilia de inmunoglobulinas, y ha sido identificado como una proteina de membrana
que se une a CD80 (B7-1) /CD86 (B7-2) en las células presentadoras de antigeno (APC)
(Suzuki y col., 2015; Fernandez y col., 2006). Por lo tanto, CTLA-4 participa en los
mecanismos implicados en la regulacion a la baja de las respuestas inmunes durante la
progresion de enfermedades cronicas, asi como en la facilitacion de la evasion inmune por
varios patégenos que causan infecciones cronicas y tumores, y CTLA-4 + CD4 + Foxp3 +
células T en el ganado tienen una funcion inmunosupresora (Suzuki y col., 2015).

Las células infectadas que expresan antigenos virales son eliminadas rapidamente por las
respuestas citotoxicas y humorales, pero no destruyen las células en las que la transcripcion
viral estd completamente silenciada. Esto sumado al aumento de los linfocitos circulantes
TCD8+ y la inhibicién de la apoptosis es esencial para desarrollar una PL (Libera y col.,
2012). Estas células donde la expresién viral se desactivd o las células sin antigenos virales
quedan en estado latente, son sobrevivientes a la destruccion del sistema inmune. Se pueden
aislar y detectar in vivo si tienen una gran carga proviral, por eso los bovinos con linfocitosis
persistente tienen una mayor carga sanguinea proviral (Blagitz y col., 2017).

Resumiendo, la infeccion por BLV induce una respuesta inmune humoral y citotoxica muy
activa enseguida del comienzo, estas actividades antivirales se amplifican y persisten a lo
largo de la vida del animal lo que indica que el sistema inmune es estimulado
permanentemente por los antigenos de BLV, por lo tanto,debe producirse cierto grado de
expresion del virus in vivo. Cabe aclarar que las respuestas citotoxicas y humorales son
incapaces de destruir células en las que la transcripcion viral esta completamente silenciada.
(Florins y col., 2007). A su vez varios virus pueden afectar las funciones de los
polimorfonucleares implicados en la defensa del huésped predisponiendo al animal a
diferentes coinfecciones o superinfecciones, aumentando la gravedad de las infecciones. El
BLV se ha asociado con la coinfeccién de algunos microorganismos, se vio que hubo una
tendencia a la disminucion en la produccion de ROS producida por los PMNL provocado por
E. coli en animales infectados con BLV (de Souza y col., 2012).

4.5. VACUNACION

En el transcurso de la historia de la humanidad hubo muchas enfermedades infectocontagiosas
mortales, el surgimiento de las practicas de inmunizacion constituy6 uno de los elementos de
mayor importancia para la salud de la poblacion. El surgimiento de las préacticas para la
inmunizacion se encuentra relacionado a la viruela (enfermedad viral). La primera técnica
empleada fue la variolizacion, en el siglo X, en China, procedimiento que pretendia establecer
un sistema de profilaxis en las personas sanas a partir del contacto con virus vivos
procedentes de personas que padecian la enfermedad de forma leve (Veiga y col., 2007,
Guerray col., 2017).
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Luego el cirujano inglés Edward Jenner introducia la vacuna como una nueva etapa en la
lucha contra la enfermedad, desarrollando una variante en la practica inoculatoria basada en la
observacion empirica de que las personas infectadas por viruela de las vacas (cowpox) se
hacian refractarias a la viruela humana (smallpox) (Duro y col., 2017).

La vacuna, que habia partido en la expedicion de Balmis desde la Corufia en 1803, nunca
llegd al Rio de la Plata, donde la noticia del descubrimiento de Jenner ya habia llegado y
habia generado gran ansiedad. Sin embargo, en julio de 1805, la tan ansiada vacuna llegé al
puerto de Montevideo en un barco esclavista: la fragata portuguesa Rosa del rio. En ella, iban
38 esclavos negros, de los cuales tres portaban en sus brazos las pustulas vacunales (Guerra y
col., 2017). A finales de 1870, Pasteur desarrollé una técnica para atenuar patégenos y logré
desarrollar la primera vacuna atenuada frente a la rabia (Cambronero y col., 2017).

El objetivo de las vacunas es prevenir la infeccion, mediante el inicio de la respuesta innata
(primera linea de defensa) y la activacion de las células presentadoras de antigenos (CPA)
para inducir una respuesta efectiva y a medida para cada patdgeno. Esa respuesta innata
iniciada debe ser capaz de desencadenar y dirigir la respuesta adaptativa e inducir memoria
inmune, proporcionar inmunidad prolongada con el menor nimero de dosis posible, ser
termoestable, facil de administrar y con buen perfil de seguridad (Cambronero y col., 2017).

Se reconocen dos tipos de inmunizacién, una inmunizacion pasiva en la cual la resistencia es
temporal e inmediata por medio de la transferencia de anticuerpos de un animal resistente a
otro susceptible. El otro tipo es la inmunizacion activa, consiste en administrar antigeno al
animal induciendo una respuesta inmunitaria protectora, logrando con una re-inmunizacion o
exposicion a la infeccion producir una respuesta inmune secundaria, es de duracion larga y
puede volver a estimularse (Tizard y col., 2009).

Las vacunas clasicas son preparados que incluyen patégenos vivos atenuados o patdgenos
enteros inactivados (en las que se reduce o elimina, respectivamente, la virulencia del
patdégeno). Las vacunas vivas atenuadas producen una infeccion débil y asintomatica,
generando inmunidad a largo plazo similar a la que se observa en los individuos que han
presentado la infeccion natural. Sin embargo, los altos niveles de reactogenicidad producidos
por algunas vacunas de patogenos enteros o la incapacidad de realizar cultivos celulares de
algunos patdgenos condujeron al desarrollo de vacunas basadas en subunidades o en
antigenos purificados o recombinantes (Cambronero y col., 2017).

4.5.1. Inmunizacién contra Clostridios

La erradicacion de las enfermedades causadas por las toxinas de Clostridium es casi
imposible, la vacunacién representa el mejor método para controlar y prevenir estas
enfermedades (Moreira y col., 2016; de Faria y col., 2018). Puede haber diferentes
presentaciones como vacunas que sean monovalente (un sélo Clostridium), polivalente (mas
de un Clostridium) o combinada (por ejemplo, mancha y carbunco bacteridiano) (César,
2010). Las mismas son basadas en toxoides (toxinas inactivadas con formaldehido) y
bacterinas (Moreira y col., 2016; Rivera 2014).

Es importante tener en cuenta ante un manejo que implique riesgos de contraer la infeccién
(descole, castracion, etc) que la proteccion post vacunacién tiene una demora de 2 semanas y
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la duracién de la inmunidad es de un afio. Existen diferentes planes de vacunacion, César
(2010) recomienda una primovacunacion seguida de dos dosis a los 20-30 dias, mientras que
Robles (1998) recomienda una primovacunacion, seguida de un booster a las 3-6 semanas y
luego un refuerzo anual para lograr una buena inmunidad basal y elmantenimiento de esta. A
su vez Robles (1998) comprob6 a traves de una investigacion en ovinos que para generar una
buena inmunidad es necesario la aplicacion de doble dosis de vacuna separadas entre 3-6
semanas, donde un grupo de ovinos que recibid dos dosis de una vacuna anticlostridial generd
proteccién por todo el afio y otro grupo que recibié una Unica dosis produjo una respuesta
inmune pobre donde a las 7 semanas habia llegado a su punto méaximo y luego descendio.

A su vez otro estudio de Rivera (2014) donde bovinos inmunizados con dos dosis espaciada
por 42 dias de una vacuna polivalente contra CI. perfringens fueron desafiados al agente a 56
dias de la primovacunacion, se observé que el grupo inmunizado sobrevivié a diferencia del
grupo control sin inmunizar que generd la enfermedad, concluyendo que la proteccion es
buena y genera memoria inmunoldgica. Este mismo estudio da como resultado que la
inmunidad humoral generada por la vacunacion alcanza valores de cut off a los 90 dias post
vacunacion y a los 360 dias por debajo del mismo, indicando la necesidad de la revacunacion
anual y que la misma genera anticuerpos mas altos comportandose como booster.

No hay muchos estudios sobre la respuesta inmune de los Clostridios y mas aun
especificamente de CI. perfringens. Un estudio demostr6 que la IgG es la principal
inmunoglobulina estimulada ante la inoculacion de la cepa muerta CH3 de Cl. chauvoei capaz
de proteger a los ratones de contraer la infeccion y que el anticuerpo IgM no fue estimulado
por el antigeno protector o no fue capaz de otorgar proteccion pasiva a los ratones. La
respuesta IgM es de aparicién temprana en el tiempo, pero luego desaparece (Chandler,
1975).

Existen diferentes vacunas contra Clostridiumspp. en plaza aprobadas por MGAP, hoy en dia
encontramos 23 vacunas de los laboratorio: CDV Vacunas, Rosenbusch, Biogénesis Bago,
Mabiler, Virbac Santa Elena, Grappiolo, Lab. Uruguay, Fatro, Boehringer Ingelheim, Hipra,
Zoetis, Microsules (Vademécum, 2018).

4.5.2. Inmunizacién contra Fiebre Aftosa

Se ha demostrado que la erradicacion basada en vacunas es una estrategia factible a nivel
regional y podria ampliarse a una aplicacion global. Se ha encontrado que las variantes
seleccionadas para las vacunas pueden no ser siempre protectoras contra las cepas de virus
actuales que circulan en el campo. Para que una vacuna sea efectiva los multiples factores
como la dosis, manejo, tiempo de vacunacion, el adyuvante, serotipo, subtipo, vida util, el
administrador, tienen que estar correctos (Smith y col., 2014).

Las vacunas contra la fiebre aftosa disponibles en el mercado consisten en un antigeno
purificado inactivado de etilenimina binario (BEI), virus muerto, desprovisto de las proteinas
NS virales y formulado con adyuvantes como vacuna monovalente o multivalente, existen
emulsiones de base acuosa y de base oleosa. La vacuna formulada es sensible al calor, por lo
que requiere una cadena de frio desde el almacenamiento hasta el punto de uso (de los Santos
y col., 2018).

Un estudio de Namaa y col. (2009), demuestra que la vacunacion de dos semanas previas o en
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simultaneo contra el virus de la viruela de las ovejas (SPV) y fiebre aftosa en terneros, induce
una mejor respuesta inmune que la inmunizacion sélo contra fiebre aftosa o ésta antes que la
vacunacion contra SPV. Indicando que el virus de la viruela de las ovejas actia como un
agente inmunoestimulante aumentando la respuesta inmune celular contra el VFA y que no
hubo interferencia en cada vacuna.

En Argentina, Trotta y col. (2015) estudiaron la inmunizacion simultdnea en ganado bovino
contra FA y anthrax (Bacillusanthracis) encontrando que no interfiere en la respuesta de
refuerzo de la fiebre aftosa, pero no se ha estudiado qué efecto conlleva la vacunacion de FA
con un animal portador a una enfermedad inmunosupresora.

4.5.3. Inmunizaciones contra diferentes enfermedades en bovinos infectados con BLV

Dentro de los estudios en los cuales se investiga la interaccion de la infeccion con BLV vy la
inmunizacion contra otra enfermedad, Eriskine y col. (2010), demuestran que las vacas
lecheras infectadas con BLV tuvieron una disminucién de las respuestas de anticuerpos a la
bacterinak. coli J5, y que el aumento de los titulos de IgG1 e 1gG2 fueron mayores en las
vacas negativas a BLV.

En un estudio en el cual se recolectd plasma para medir los titulos de IgM, IgG1l e 1gG2
producidos contra herpesvirus bovino 1 (BHV1), Leptospirahardjo y L. pomona, asi como
para caracterizar titulos de anticuerpos neutralizantes producidos contra BHV1 y virus de la
diarrea viral bovina tipos 1 y 2 en vacas BLV+ y BLV-, di6 como resultado que todos los
isotipos y todos los antigenos medidos mostraron un aumento temporal significativo en el
titulo de anticuerpos después de la vacunacion. Las vacas BLV+ produjeron menos IgM en
comparacion con las vacas BLV- y tuvieron titulos iniciales mas bajos de IgM contra L.
hardjo, L. pomona y BHV1, esto persistié durante todo el estudio. Las vacas BLV+ también
demostraron una produccion consistente de IgG1 contra los tres antigenos. La produccién de
IgG2 por las vacas BLV+ no fue constante en todos los antigenos, produjeron titulos iguales a
BLV- de IgG2 contra L. hardjo y L. pomona. En conjunto, los datos de este estudio apoyan la
hipétesis de que las vacas BLV+ no responden a la vacunacion tan fuertemente como las
vacas BLV- y, en consecuencia, pueden tener una inmunidad protectora reducida en
comparacion con vacas sanas (Frie y col., 2016).

En otro estudio de Frie y col. (2017) se emitid una respuesta inmune primaria exponiendo a
vacas BLV+ y BLV- a un antigeno no infeccioso inmunoestimulador (KLH) con doble
inoculacion, donde se caracterizd las respuestas inmunes adaptativas primarias y secundarias
y se midio la produccién de anticuerpos contra el antigeno rastreando las respuestas de las
células B y T. Con respecto a la respuesta inmune humoral del antigeno se midid la titulacion
de IgM, IgG1 e 1gG2, tanto las vacas positivas y negativas a BLV tuvieron un aumento de
anticuerpos para los tres, de igual forma para las IgG, pero en cambio para la titulacion de
IgM ante la respuesta de la primer inoculacion fue menor en vacas BLV+ uniformizando para
la respuesta ante la segunda inmunizacion. Se demostr6 que las vacas positivas a LBE tienen
mas células B circulante aumentando después de la estimulacion del antigeno. Todo el estudio
sugiere que las células B infectadas con BLV proliferan en respuesta a la estimulacion inmune
y que las vacas BLV+ tienen una respuesta inmune anormal siendo mas vulnerables a otras
infecciones.
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5. HIPOTESIS

Los animales infectados con el virus de la Leucosis Bovina Enzodtica (BLV) responden
diferente a las vacunaciones a campo contra Fiebre Aftosa y Clostridiumperfringens con
respecto a los animales libres de BLV.

6. OBJETIVOGENERAL

Evaluar el impacto de BLV sobre la respuesta inmune humoral contra clostridiosis y Fiebre
Aftosa.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el titulo de anticuerpos totales contra Clostridiumperfringens toxina alfa,
beta y épsilon, y la duracion de la inmunidad humoral en bovinos libres e infectados
naturalmente con BLV.

2) Determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes contra Clostridiumperfringens
toxina épsilon, y la duracion de la inmunidad humoral en bovinos libres e infectados
naturalmente con BLV.

3) Determinar el titulo de anticuerpos totales, IgM, 1gG1 e IgG2 contra el Virus de Fiebre
Aftosa en bovinos libres e infectados naturalmente con BLV.
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1. Caracterizacion del establecimiento y medidas de manejo utilizadas

Las terneras usadas en este estudio pertenecen a un establecimiento ubicado en el sur del pais,
ruta 5, kildbmetro 123; en LalLa Cruz, Departamento de Florida, Uruguay. Es un campo de
recria de ganado Holando de diferentes productores de la zona.

Las terneras al ingreso son identificadas mediante una caravana indicando su propio nimero y
el del productor, entran con aproximadamente 8 meses de edad y permanecen alrededor de 18
meses, egresando aproximadamente entre 24-26 meses, donde se regresa a su procedencia
original con 7 meses de gestacion. Las mismas comenzaron el estudio con un peso promedio
de 162 +18Kg Yy finalizaron el afio de seguimiento como vaquillonas con peso promedio de
331+19Kg.

Cuando ingresan las terneras son pesadas, desparasitadas y quedan juntas en un lote de
cuarentena sobre pasturas. Luego segun el peso ingresan al rodeo general.

Como medidas higiénico-sanitarias habituales se sumergen en desinfectantes las agujas de las
jeringas multidosis, material de descorne, material quirdrgico, guantes, o cualquier material
gue entre en contacto con sangre. El establecimiento no tiene como requisito de ingreso
serologia negativa a BLV.

8.2. Toma de muestras y grupos de ensayos

Se utilizaron muestras de sangre obtenidas por venopuncién de la vena coccigea de bovinos
hembras Holando entre 6 y 8 meses de edad, sin antecedentes de vacunacion contra
Clostridiumperfringens y Fiebre Aftosa. Las muestras fueron extraidas en tubos con y sin
anticoagulante, rotulados correctamente y centrifugados a 2200 rpm por 20 minutos. Luego
fueron almacenadas a —20 °C hasta su procesamiento.

Se conformaron 2 grupos de trabajo para cada ensayo, uno para el estudio de Clostridios y
otro para el de Fiebre Aftosa, cada uno con su correspondiente subgrupo segun status de
anticuerpos para BLV medido por ELISA indirecto previo a las inmunizaciones:

1) Grupo paraClostridiumperfringens (n = 48):
A) n =19 (animales seronegativos a BLV, BLV-)
B) n = 29 (animales seropositivos a BLV, BLV+)

2) Grupo para Fiebre Aftosa (n = 35):
A) n =20 (animales seronegativos a BLV, BLV-)
B) n = 10 (animales seropositivos a BLV, BLV+)
C) n =5 (animales que eran BLV- el dia 0 del estudio y luego seroconvirtieron
a lo largo del estudio, SC)

Estos fueron identificados en el rodeo y se les realiz6 su seguimiento. En el caso de
clostridiosis se aprovecharon las vacunaciones estratégicas del campo contra la misma, las
mismas fueron 3 dosis, los dias 0, 30 y 150. Se obtuvieron las muestras (extraccion de sangre)
en el momento de la primoinmunizacion (dia 0) y luego a los dias 30 (booster), 60, 90, 180
(aproximadamente a los 6 meses) y al afio (12 meses) 365 dias posvacunacion (dpv); para el
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caso de Fiebre Aftosa la cual es una enfermedad infectocontagiosa bajo campafia sanitaria
obligatoria en Uruguay, las vacunacién fue realizada segun legislacion vigente de ese afio en
el mes de mayo, los otros periodos de campafia sanitaria no fueron dentro del estudio. Se
realizd la toma de muestras el dia 0, 15, 60, 165 y 300 dpv.

8.3. Vacunas empleadas

Para Clostridios se utilizé una vacuna comercial con varios toxoides y bacterinas, entre ellos
Clostridiumchauvoei, Clostridiumsepticum, Clostridiumhaemolyticum, Clostridiumnovyi,
Clostridiumsordellii, ClostridiumperfringenstipoBy C, ClostridiumperfringenstipoD. La dosis
fue de 2 cc via subcutanea en la tabla del cuello.

Para Fiebre Aftosa se usdé una vacuna comercial con adyuvante oleoso (agua en aceite)
proveniente de Paraguay, la misma contiene dos cepas de virus de la fiebre aftosa inactivadas:
O1/Campos y A24/Cruzeiro, producida en cultivos de suspension de células BHK-21 (BHK).
Esta vacuna fue aprobada y suministrada por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca,
de acuerdo con las regulaciones nacionales vigentes de Uruguay. La administracion es por
parte del productor por lo general, pero en el caso del predio en estudio la misma es
suministrada por el Dr. Veterinario a cargo, y la dosis por animal fue de 2cc via subcutanea en
la tabla del cuello del lado izquierdo.

8.4. Hemograma

Se realizo en los tres primeros muestreos de cada ensayo, tanto para clostridios como para
Fiebre Aftosa, hemograma a partir de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
con el fin de detectar animales con leucocitosis o linfocitosis persistente al inicio del
experimento, utilizando el protocolo descrito por Marshak (1968).

8.5. ELISA para la deteccion de anticuerpos contra BLV (IDEXX Laboratories, Inc.,
USA)

Se utiliz6 la técnica ELISA indirecto (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima)
empleando un kit comercial de IDEXX (REF P02110-10, LOT 4155N, Paises Bajos) para
deteccidn de anticuerpos totales contra la gp51 del BLV en muestras de suero bovino. Las
microplacas estan recubiertas con antigeno de BLV, y las muestras fueron diluidas y
procesadas de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La lectura se realizd a 450 nm en un
espectrofotometro de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), donde luego se
realizaron los célculos correspondientes a los controles para validar el ensayo. Se usaron tres
controles positivos débiles por placa y se realizd la interpretacion de acuerdo al protocolo del
fabricante. Esta prueba tiene un 98% de sensibilidad y 100% de especificidad.

8.6. ELISA para la deteccion de la toxina alfa, beta y épsilon de Clostridiumperfringens
(Bio — X Diagnostics, Belgium):

Para evaluar la respuesta a la vacunacion (respuesta inmune humoral) contra la toxina, alfa,
beta y épsilon de CI. perfringens se utilizaron kits comerciales de ELISA de blogueo (Bio-X
Diagnostics BIO K222/2-toxina alfa, BIO K317/2-toxina beta y BIO K291/2-toxina épsilon;
Rochefort, Bélgica) para detectar anticuerpos bovinos especificos contra dichas toxinas. Cada
microplaca tiene afiadida la toxina especifica de Cl. perfringens con previa sensibilizacion de
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la misma a los anticuerpos monoclonales correspondientes; se usé como conjugado
anticuerpos monoclonales especificos contra las toxinas de Cl. perfringens acoplado a
peroxidasa. Las muestras fueron procesadas de acuerdo a las indicaciones del fabricante y su
lectura se realiz6 a 450 nm en un espectrofotometro de rango visible (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA). Los resultados fueron calculados como el porcentaje de inhibicion (%
inh) de cada toxina: (D.O negativos — D.O positivos) / D.O negativos*100, expresando el
titulo de anticuerpos y se determiné el grado de positividad segin las indicaciones del
fabricante observadas en la cuadro 1.

Tabla 1: grado de positividad para BLV segun porcentaje de inhibicién (% Inh). Nivel cero
equivale a ausencia de anticuerpos.

Nivel de Porcentaje de Inhibicién (%Inh)  Numeracién

Positividad valor calculado asignada
| ] ] |
0 menor a 20 0
+ entre 20 y 40 1
++ entre 40 y 60 2
+++ entre 60 y 80 3
++++ mayor a 80 4

8.7. Seroneutralizacion (SN) in vitro para deteccion de anticuerpos neutralizantes anti-
toxinaepsilon de Clostridiumperfringens

Por otro lado, se utilizé la técnica de SN in vitro, para cuantificar los titulos de anticuerpos
neutralizantes contra la toxina épsilon de Cl. perfringens. Se empleé la linea celular Madin-
Darby CanineKidney (MDCK). La misma se realizd en la Universidad Federal de Minas
Gerais — Brasil en un laboratorio de referencia para la enfermedad. Se utilizé una serie de pool
de sueros y el limite de deteccion de anticuerpos del ensayo fue de 0.4 Ul/mL, por lo tanto,
pools de sueros con concentraciones menores a 0.4 Ul/mL fueron considerados como cero
Ul/mL.

8.8. ELISA de bloqueo en fase liquida (LP-ELISA) para la determinacion del titulo de
anticuerpos estructurales contra el Virus de Fiebre Aftosa (VFA).

Se utilizé un kit comercial de LP-ELISA (ICT- MILSTEIN, CONICET-Argentina) Cod: K-
FLC-A24, A2001 con alcance a las cepas de Fiebre Aftosa A24/Cruzeiro. El estudio se
realizd en el laboratorio de Virologia de INTA Castelar - Argentina con la cooperacion de la
Dra. Alejandra Capozzo. Las respuestas totales de anticuerpos anti-VFA A24 / Cruzeiro fue
analizada en muestras de suero mediante LPBE (ELISA de bloqueo en fase liquida) segin el
manual de la OIE usando un antisuero de conejo contra VFA para capturar la particula viral
inactivada completa (140S) y un antisuero de raton conjugado con peroxidasa como
anticuerpo detector, ambas cepas especificas descritas por Bucafusco y col. (2014). La
reaccion fue detenida y leida en un lector a 405 nm, cada placa fue validada usando cinco
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sueros controles y los titulos de anticuerpos fueron expresados como el log10 de la inversa de
la dilucidn de suero que otorga el 50% de densidad dptica (absorbancia) registrada en los
pocillos de control del virus sin suero, un 100% de virus.

8.9. ELISA para la determinacion de 1gG1 e 1gG2 para VFA

Para la determinacion de anticuerpos del tipo 1gG1 e 1gG2 especificos para VFA se utilizaron
ELISAs indirectos desarrollados en INTA-CASTELAR (Lavoira y col., 2012), con diferencia
del tipo de conjugados. Los mismos utilizaron anticuerpos conjugados con HRP anti 1gG1
bovina (dilucion 1:750) o anti 1gG2 (dilucién 1:750) bovina (ambos de AbDSerotec, Oxford,
Reino Unido) respectivamente unidos a peroxidasa.

Las placas de ELISA Grenier Bio One, Monroe, NC (GBO) High Binding se sensibilizaron
con VFA cepa A24 / Cruzeiro inactivado y purificado, se recubrieron los 96 pocillos con 50
ul de dilucién con 15 ng / pocillo de particulas de VFA 146S purificadas con gradiente de
sacarosa de la cepa Cruzeiro A24, y se bloguearon con tampon de dilucion. Los titulos se
expresaron como la dilucion inversa que alcanzaba el valor de corte (0.2) calculado como la
DO media + 2SD lograda por las muestras de suero bovino patagonico negativo para el virus
de la fiebre aftosa. Los titulos se expresan como el factor de dilucién de alcanzar el valor de
corte. La lectura de las densidades Opticas se realiz6 con un lector automatico para
microplacas Multiskan EX (Labsystems) utilizando una longitud de onda de 405 nm.

8.10. ELISA para la determinacion de IgM para VFA

El protocolo para determinar el titulo de IgM especifica de VFA es similar al utilizado para
IgG1 e IgG2, la diferencia esta en que cada suero fue incubado en presencia 0 ausencia de
virus en placa. Para detectar las IgM se utilizé un anticuerpo de oveja anti-lgM bovina
conjugado con peroxidasa en una dilucién de 1:5000. Los valores de absorbancia que se
obtuvieron en cada dilucion de cada suero de las placas sin virus fueron restados a los valores
obtenidos en sus respectivas réplicas en las placas con virus, obteniéndose un valor de
absorbancia corregida que fue utilizado para determinar el titulo de cada suero.

8.11. ELISA de avidez en dilucién simple

La evaluacion de avidez de anticuerpos especificos fue realizada segun lo descrito por Lavoria
y col., 2012, a 15 dpv. El indice de avidez (IA) fue calculado como el porcentaje de avidez
residual de las muestras de suero luego de un lavado con urea de 20 minutos en relacién a una
muestra no tratada: 1A% = (OD muestra con urea/OD muestra sin urea) *100. La lectura de
las densidades dpticas se realizo con un lector utilizando una longitud de onda de 405nm.

8.12. Elaboracion de registros y analisis estadisticos

Mediante el empleo de Microsoft office Excel se elaboraron planillas donde se identificaron a
cada animal con un numero, los resultados para BLV se expresaron como positivos 0
negativos, los resultados para la toxina alfa, beta y épsilon de Cl. perfringensse expresaron
como porcentajes de proteccion que van desde 0% a 100%, y se expresd el titulo
correspondiente para cada isotipo de anticuerpo contra Fiebre aftosa.

34
Valeria da Silva Sena



Se trazaron los titulos totales obtenidos mediante ELISA LPBE, los titulos de los subtipos de
inmunoglobulinas (IgG1, 1gG2, IgM) en el transcurso del tiempo, subtipos para Fiebre Aftosa
y los resultados entre los tres grupos experimentales se compararon mediante medidas
repetidas ANOVA de 2 factores seguidas por la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni. Los porcentajes de inhibicion obtenidos anti-toxinasCl. perfringens se analizaron
por andlisis de varianza de dosfactores seguido por el test de Bonferroni.

Se utilizo la prueba de Mann-Whitney cuando se compararon los resultados de los grupos. El
intervalo de confianza fue del 95%, el nivel de significancia fue de p<0.05 y los valores de p
comprendidos entre 0,05 y 0,10 se consideraron como tendencia. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el programa GraphPadPrism v5.0 (GraphPad Software). Para comparar las
técnicas de diagnostico de ELISA y SN para la toxina épsilon del CI. perfringens se utilizo el
programa de libre acceso WinEpi y se calcul el coeficiente Kappa.

El "porcentaje de proteccion esperado™ (EPP) se utiliz6 como referencia de respuestas
protectoras inducidas por vacunas. ElI EPP relaciona los titulos de anticuerpos medidos por
LPBE a 60 dpv, con los porcentajes de proteccion alcanzados para l1os mismos grupos de
animales después de experimentos de desafio in vivo realizados a 90 dpv después de la prueba
de "proteccion contra la infeccion generalizada del pie" (PGP). Los titulos de LPBE
correspondientes a los valores de EPP = 75% (EPP-75%) son 1,90 para la cepa A24 /
Cruzeiro (Maradei y col. 2008).

8.13. Protocolo de experimentacién animal
Los protocolos experimentales para los estudios de ganado a realizarse en este trabajo fueron

aprobados por Comisién Honoraria de Experimentacion animal (CHEA)-Universidad de la
Republica Oriental del Uruguay (nimero de aprobacion P1 07/14-Exp. 111130-000302/14).
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9. RESULTADOS

9.1. Clostridiumperfringens

9.1.1. Cinética de los titulos de anticuerpos contra BLV mediante ELISA en los grupos
BLV+ y BLV- de animales y resultado del hemograma

Los animales seropositivos y seronegativos se mantuvieron iguales a lo largo de todo el
estudio. BLV- n =19 (animales seronegativos a BLV) y BLV+ n = 29 (animales seropositivos
a BLV) y no presentaron linfocitosis persistente al inicio del experimento (Fig. 2).
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Fig. 2. Cinética de los titulos de anticuerpos contra BLV mediante ELISA en los distintos
grupos de animales a lo largo del ensayo. Animales BLV+ en cuadrados negros, animales
BLV- en circulos negros. El eje de las ordenadas son los titulos de anticuerpos, el eje de las
abscisas son los dias post vacunacion. BLV- n = 19 (animales seronegativos a BLV) BLV+
n=29 (animales seropositivos a BLV).

9.1.2. Respuesta de los animales a la vacunacion contra Clostridiumperfringens

Luego de la primoinmunizacion con la vacuna polivalente comercial para
Clostridiumperfringens, se evidencio a los 30 dpv un aumento claro en el titulo de anticuerpos
Unicamente contra la toxina épsilon. Para las demas toxinas (alfa y beta), el efecto de la
primovacunacion a los 30 dpv, no fue significativo segun los resultados obtenidos por ELISA.
Sin embargo, luego de la revacunacion (dia 60), se encontr6 un aumento significativo de los
anticuerpos contra las tres toxinas analizadas con niveles de positividad entre + y +++ para las
toxinas alfa, beta y épsilon. Luego de ese periodo, la cinética en los titulos de anticuerpos
contra las tres toxinas, tuvieron un comportamiento diferente en cada grupo (toxinas alfa, beta
y épsilon). En el caso de los anticuerpos contra la toxina alfa, los titulos continuaron
aumentando hasta el dia 365. Para el caso de la toxina beta, los titulos cayeron hacia el dia 90
y se mantuvieron bajos en niveles 0 de positividad hasta el final del experimento. Finalmente,
para la toxina épsilon, luego de disminuir hacia el dia 90, se evidencié un aumento en los
titulos de anticuerpos al dia 180, que luego disminuyeron hacia el final del experimento (Fig.
3).
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Fig. 3. Porcentaje de Inhibicion anti Clostridiumperfringens, determinado por ELISA de
bloqueo. 3a. Toxina Alfa del Clostridiumperfringens. 3b. Toxina Beta del
Clostridiumperfringens. 3¢ Toxina Epsilon del Clostridiumperfringens. Circulo negro grupo
seronegativo, cuadrado rojo animales seropositivos. No hubo diferencias significativas entre
grupos seronegativo y seropositivos al virus de la Leucosis bovina (BLV) p > 0.05.
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9.1.3. Respuesta a los diferentes antigenos de Clostridiumperfringens segun status a BLV

El titulo de anticuerpos generado luego de las inmunizaciones contra Clostridiumperfringens
en bovinos infectados naturalmente con BLV no difirid significativamente del titulo de
anticuerpos de bovinos seronegativos para las tres toxinas en todo el estudio (p>0.05) (Fig. 3).
Al inicio del experimento (dia 0), tanto los animales libres como los infectados con BLV
presentaron niveles bajos de anticuerpos contras las tres toxinas del Clostridiumperfringens
(alfa, beta y épsilon) que se interpretaron como “niveles 0” de positividad segun el kit de
ELISA utilizado (Bio-x Diagnostics - Belgium).

Se observo diferente cinética en la curva de anticuerpos entre las tres toxinas analizadas, y
entre grupos (BLV+ y BLV-) fue similar para las tres toxinas analizadas (Fig. 3a, b, ¢). La
duracion de la inmunidad fue similar entre grupos (BLV+ y BLV-). Para la toxina épsilon se
observo un descenso del titulo de anticuerpos aproximadamente a los 90 dias, mostrando
posteriormente un leve aumento de anticuerpos luego que los animales fueron revacunados a
los 150 dias (Fig. 3c). En el grupo BLV- el titulo de anticuerpos contra esta toxina fue mayor
(nivel de positividad ++) que el grupo BLV+ (nivel de positividad +). Sin embargo, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0.05). No se observo dicho
comportamiento para la toxina alfa, en la cual el titulo de anticuerpos aumentd a lo largo de
todo el estudio (Fig. 3a). En cuanto a la respuesta inmune contra la toxina beta del CI.
perfringens, se observé una menor respuesta comparada con los resultados de las toxina
épsilon y alfa, teniendo la toxina beta el porcentaje de inhibicion por debajo del 20 %
correspondiente a un grado de positividad de 0 (Fig. 3b) y no respondiendo a la revacunacion.

9.1.4. Anticuerpos neutralizantes anti-toxina épsilon del Clostridiumperfringens

Los anticuerpos contra la toxina épsilon se midieron ademas por seroneutralizacionin vitro. Se
observo un bajo titulo de anticuerpos neutralizantes tanto para el grupo seropositivo como el
seronegativo durante todo el ensayo. Al dia 0 no hubo reaccion protectora y luego de la
primo-vacunacion a los 30 dias se observaron bajos titulos anticuerpos neutralizantes que
fueron aumentando a los 60 dias luego de la inmunizacion siendo en este punto la obtencion
del mayor titulo. Esta diferencia fue mayor numéricamente en los animales seropositivos a
BLV, pero no fue significativa. A los 90 dias del ensayo ya no se observd proteccion contra la
toxina en ninguno de los dos grupos, al igual que a los 180 dias nuevamente se observaron
bajos titulos de anticuerpos neutralizantes, posteriores a la revacunacion (Tabla 2).

Tabla 2. Seroneutralizacidn de la toxina épsilon. Analisis de concordancia entre SN y ELISA,
coeficiente kappa 0.176 (0.084 - 0.268). Neutralizacién Ul/ml.

TIEMPO BLV +(Ul/ml) BLV -(Ul/ml)
" Do 0 | 0 |
Dia 30 0.12 0.09
Dia 60 0.66 0.4
Dia 90 0 0
Dia 180 0 0
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9.1.5. Concordancia entre las técnicas para la deteccion de anticuerpos contra la toxina
épsilon del Clostridiumperfringens

Se realizé un analisis de concordancia entre las técnicas ELISA y seroneutralizacionin vitro.
La asociacion entre las técnica fue bajo con un coeficiente Kappa 0.176 (0.084-0.268).
Considerando a la seroneutralizacion como técnica patron, el kit de ELISA utilizado tiene una
sensibilidad de 90.6 % y una especificidad de 44.8%, queriendo decir con esto que un
resultado positivo (presencia de titulos de Ac) tiene 25.4% chances de ser realmente positivo
(valor predictivo positivo), en cambio un resultados negativos (nulo-bajo titulo de Ac) tiene
un 95.8% de ser realmente negativo (valor predictivo negativo).

9.2. Fiebre Aftosa

9.2.1. Anticuerpos totales contra BLV y resultados de hemograma

Los grupos BLV + y BLV- permanecieron seropositivos y seronegativos, respectivamente,
mientras que el grupo SC seroconvirtio durante el estudio entre los dias 15 y 150 del
experimento (Fig. 4). Ningun animal mostré leucocitosis o linfocitosis al comienzo del
experimento, que se confirmé mediante hemograma en PBMC.

ELISA BLV

300+

DPV

Fig. 4. Cinetica de los titulos de anticuerpos para BLV de cada grupo de animales a lo largo
del estudio medido por ELISA indirecto. Se representan los errores estandar de los titulos
medios (SEM). Los animales BLV- y BLV+ fueron negativos y positivos respectivamente a
lo largo del experimento. El grupo "BLV seroconvertido™ corresponde a animales que fueron
seronegativos al comienzo del experimento y se convirtieron en seropositivos a BLV a 60
dpv. Circulo negro son los BLV-, cuadrado negro son los BLV+ y los triangulos negros es el
grupo BLV seroconvertido. En el eje de las ordenadas o eje vertical estan los titulos de
anticuerpos y en el eje de la abscisa estan los dias post vacunacion.
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9.2.2. Anticuerpos totales de VFA

Las curvas de cinética de LPBE fueron similares entre los tres grupos hasta el dia 300 del
ensayo. Los titulos de anticuerpos totales aumentaron después de la vacunacién en todos los
animales y esta diferencia fue significativa a los 15 dpv para cada grupo en comparacién con
los titulos medidos a 0 dpv (p < 0,01). Después de eso, los titulos disminuyeron y
permanecieron en niveles bajos hasta el final del experimento.

Los niveles de anticuerpos cayeron por debajo del EPP 75% - los niveles de proteccion para la
fiebre aftosa después de 60 dpv (Fig. 5a). Los titulos totales de LPBE de FA 15 dpv no fueron
significativamente diferentes entre los grupos (p > 0.05), aunque los titulos fueron més altos
en el grupo BLV- comparado con el grupo BLV+ (Fig. 6a). Las curvas cinéticas de los indices
de avidez fueron comparables entre los grupos. La avidez de anticuerpos se incrementé a los
15 dpv, y la tendencia parecia ser mayor para los animales BLV-, sin embargo, las diferencias
no fueron significativas en comparacion con los animales BLV+ (Fig. 6e). El grupo SC se
comporté como animales BLV-, tanto para anticuerpos totales como avidez.
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Fig. 5. Cinetica de los titulos de anticuerpos contra la cepa A24 / Cruzeiro del VFA en
seronegativos BLV (BLV-; n = 10; circulos blancos), seropositivos BLV (BLV +; n = 20;
circulos negros) y grupo seroconvertido (SC; n = 5; circulos grises). Se representan los errores
estandar de los titulos medios (SEM). A) Anticuerpo total medido por LPBE. Se considera
que un titulo de 1,90 (linea de puntos) esta relacionado con un EPP del 75% para la cepa A24
/ Cruzeiro. B) 1gG1 y C) 1gG2 medidos por ELISA. Todos los animales recibieron una dosis
de una vacuna bivalente comercial contra la fiebre aftosa a los 0 dpv. Los titulos contra A24 /
Cruzeiro fueron significativamente mas altos en todos los grupos a 15 dpv en comparacion
con 0 dpv (p <0.01).
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Fig. 6.Comparacion de LPBE (a), isotipos (IgG1) (b), IgM (c), 1gG2 (d) e indice de avidez (e)
contra la cepa A24 / Cruzeiro para (BLV-; n = 10; columnas blancas), BLV seropositivo
(BLV +; n = 20; columnas negras) y grupo seroconvertido (SC; n = 5; columnas grises) a los
15 dpv. Se representan los titulos medios + errores estandar (SEM). Todos los animales
recibieron una dosis de una vacuna bivalente comercial contra la fiebre aftosa a O dpv. IgM e
IgG1 contra A24 / Cruzeiro fueron significativamente mayores en BLV - en comparacién con
BLV +a 15 dpv (p < 0,01, prueba de Mann-Whitney).
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9.2.3. Respuestas de isotipo frente a la cepa A24 / Cruzeiro

Luego se estudi6é la composicion del isotipo de los anticuerpos inducidos, para verificar la
respuesta primaria (IgM) y el cambio hacia los isotipos IgG, indicativos de la colaboracién de
las células T. El titulo de IgM, 1gG1 e IgG2 frente a la cepa A24 / Cruzeiro se midio en
muestras de suero de los diferentes grupos a lo largo del tiempo.

Se observo un aumento en los titulos séricos de IgM anti-VFA a los 15 dpv en todos los
grupos, siendo significativamente mayor en animales BLV- (Fig. 6c¢). Los titulos de 1gG1
también fueron maés altos para los animales BLV- en comparacion con los animales BLV+ a
los 15 dpv (p <0,01), con un titulo medio de 287,1 y 127,8, respectivamente (Fig. 6b).

Luego de ésto y a lo largo del estudio, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas (Fig. 5b). Los titulos y la cinética de 1gG2 fueron similares en todos los grupos
(Fig. 5¢). Se observaron titulos de anticuerpos mas elevados a 15 dpv en animales BLV-, con
un titulo medio de 229,3 comparado con 174,6 de animales BLV+ (Fig. 6d), aunque estas
diferencias no fueron significativas (p> 0,05). En todos los casos, el grupo SC se comport6
como animales BLV- en términos de respuestas de isotipo.
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10. DISCUSION

La Leucosis Bovina es la principal virosis que afecta al rodeo lechero de nuestro pais. EI BLV
es de importancia mundial por su gran distribucion e incidencia en los rodeos lecheros. El
90% de los animales infectados son asintomaticos (60% aleucémicos y 30% linfocitosis
persistente), produciendo pérdidas productivas asociadas principalmente a la exportacion de
animales en pie, disminucion de la produccion lactea, disminucion de la longevidad del
animal y disfunciones importantes en el sistema inmune (Bartlett y col., 2013). La infeccion
por BLV puede afectar el sistema inmune innato, adaptativo y las células no infectadas
(Blagitz y col., 2017), y se desconoce el real impacto de dicho virus en la respuesta inmune de
animales asintomaticos.

En este estudio se evalud si el BLV modifica las respuestas humorales generadas por las
toxinas alfa, beta y épsilon de la vacuna clostridial y la cepa A24 / Cruzeiro incluida en la
vacuna contra la fiebre aftosa en animales infectados o libres de BLV con la aplicacién de dos
vacunas de uso corriente en los planes sanitarios nacionales.

Teniendo en cuenta que las enfermedades clostridiales en general son de curso rapido y en
forma de brotes y tienen la caracteristica de que se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza perdurando afios en el suelo y el ambiente (Robles, 1998), ocasionan muchas
pérdidas econémicas a los productores. Y en conocimiento que la vacunacién el Gnico método
efectivo de prevencién y control de las clostridiosis, merece gran importancia que la
inmunizacion sea de la mas alta calidad y genere la proteccion correspondiente contra la
enfermedad.

Los resultados presentados indican que entre los bovinos BLV- y BLV+ no obtuvieron
diferencias en la respuesta inmune para la vacuna contra Cl. perfringens. Si bien existen
estudios donde se demuestra lo contrario como el de Archambault y col. (1989), el cual se
inmunizan vacas gestantes BLV+ y BLV- para rotavirus, donde dos ejemplares BLV+
inmunizados generaron titulos de anticuerpos mas bajos en suero y calostro comparados con
las vacas BLV- en la misma situacion. Otro estudio, demuestra que los bovinos BLV-
incrementaron mucho mas su respuesta de 19G2 e IgG1 comparada con los bovinos BLV+ al
ser inmunizados con una vacuna comercial conteniendo Escherichiacoli (Erskine y col.,
2010).

No pudiendo demostrar bajo las condiciones de este estudio y con las técnicas diagndsticas
disponibles que las vaquillonas infectadas con BLV presentes en este ensayo presentaran una
respuesta inmune (anticuerpos totales) diferente a las vaquillonas libres del virus después de
recibir un plan de vacunacion contra las toxinas del Clostridiumperfringens. En futuros
ensayos se deberan evaluar discriminadamente los isotipos de inmunoglobulinas (IgM, IgG e
IgG) u otros componentes del sistema inmune, para determinar si existen diferencias a otro
nivel que no fueron detectadas en la presente investigacion.

Para el caso de la toxina alfa el porcentaje de inhibicion dela misma va en aumento a lo largo
de todo el estudio, pero en cambio los titulos de anticuerpos para la toxina beta y épsilon
descendieron a los 90 dpv. Estos niveles se mantuvieron en niveles de cero hasta el final del
experimento para la toxina beta, en el caso de la toxina épsilon se evidencié un aumento de
los titulos de anticuerpos totales a los 180 dias que luego disminuyeron hasta el final del
ensayo, todo medido mediante ELISA.
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De acuerdo con los resultados encontrados utilizando la técnica de SN in vitro, siendo esta la
técnica de referencia (Salvarani y col., 2010; Salvarani y col., 2013), todos los animales del
estudio presentaron un bajo nivel de anticuerpos neutralizantes para la toxina épsilon luego de
los 60 dpv, siendo nula a los 90 y 180 dpv. Otros trabajos han encontrado disminucién de los
anticuerpos anti CI. chouvei luego de los 90 dpv medida por ELISA (Rivera, 2014). La poca o
nula inmunidad generada por la vacuna clostridial es una problematica que se presentd en este
ensayo como también en otros. Es importante tener en cuenta esto ya que es un agente comun
del ambiente que conlleva a peérdidas productivas importantes, el cual tiene gastos de
productos que posiblemente no estan colmando las expectativas y dejando expuestos a los
animales a una eventual infeccion.

En este estudio no se mide la potencia de la vacuna, siendo una baja potencia una de las
posibles causas por las cuales no se generan niveles de anticuerpos efectivos. La potencia de
la vacuna es la capacidad de proteger a los animales vacunados produciendo una respuesta
inmunoldgica contra la enfermedad. Existen métodos validados para medir esa potencia en
animales de laboratorio que estan correlacionados con las pruebas en animales de destino.
Para el mismo se utiliza cobayos en los cuales se inmunizan y deben de sobrevivir el 80% de
los mismos para ser validada la vacuna (Bermadez y col., 2013). Pero también se puede
realizar cultivo celular teniendo la ventaja de reducir drasticamente el uso de animales, una
mayor sensibilidad de la prueba, una menor variacion en las respuestas individuales y una
disminucion en la cantidad de reactivos estandar (Salvarani y col., 2010). Un ejemplo de esto
es la deteccion de anti-épsilon-toxina por SN in vitro en células MDCK, siendo una opcion
viable para reemplazar los bioensayos en animales (Salvarani y col., 2013).

Existen varios ensayos donde demuestran que la vacunacion contra Clostridiumspp no genera
la proteccion efectiva contra la enfermedad. En un estudio donde se inocularon conejos con
células muertas con formalina de la cepa CH3 de CI. chauvoei buscando anticuerpos
protectores usando el método de prueba de proteccién pasiva de ratén con dosificacion de
suero intraperitoneal y exposicién intramuscular posterior, encontraron que recién después de
11 dias con un méaximo entre los 14 y 32 dpv se detectaron anticuerpos protectores, luego a
los 67 dpv ya eran indetectables (Chandler, 1975). En concordancia con lo anterior, Salvarani
y col. (2010), analizaron los titulos de anticuerpos de la inmunizacion contra Cl. septicum
concluyendo que la mayoria de las vacunas disponibles en Brasil son ineficaces y requieren
mayores controles, ya que 5 de 9 vacunas analizadas habian llegado al umbral minimo legal
de anticuerpos protectores.

En particular, se observaron algunos animales que al inicio del experimento presentaban bajo
titulos de anticuerpos, principalmente contra la toxina alfa, lo que permite suponer que estos
animales estuvieron expuestos a la toxina de manera natural. A su vez, bajo las condiciones
de manejo del predio se puede descartar el hecho que por motivos de falta de revacunacion
haya bajos titulo de anticuerpos para las toxinas beta y épsilon, ya que el establecimiento lleva
un estricto régimen de inmunizacion aplicado por el Dr. Veterinario responsable.

Otro elemento a tener en cuenta es que la toxina alfa por mas que tenga una titulacién alta de
anticuerpos protectores mediante ELISA puede no proteger al animal de la enfermedad in
vivo. El estudio que realizd, Goossens y col. (2016) en terneros, detectd una fuerte respuesta
de anticuerpos contra la toxina alfa y la perfringolisina O, 6 semanas después de la
inmunizacion inicial con una vacuna inactivada con formaldehido y, sin embargo, solo el
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suero derivado de animales inmunizados con las toxinas nativas ofrecio proteccion contra la
necrosis en un ensayo de asa intestinal. A su vez esta inactivacion disminuyo la capacidad de
produccion de anticuerpos protectores. Por lo tanto, parece ser que al menos para las
enfermedades mediadas por toxinas alfa, los titulos de anticuerpos detectados por ELISA no
son una garantia de proteccion.

Se ha reportado como problemético la produccion de vacunas que protegen contra
Clostridiumspp., debido a factores relacionados con el cultivo de estos microorganismos
patdégenos y cémo se comportan en condiciones anaerobicas. Las vacunas disponibles
comercialmente se basan en toxinas inactivadas y tienen muchos inconvenientes de
produccion, que pueden superarse mediante el uso de antigenos recombinantes (Moreira y
col., 2016).

Por otro lado, en lo que se refiere al objetivo especifico nimero tres la fiebre aftosa es una
enfermedad de alta contagiosidad que causa enormes pérdidas productivas y dificulta el
acceso a mercados de alta exigencia a varios paises del mundo. Esta enfermedad a nivel
mundial continda siendo un problema para muchas regiones. Con respecto a América del Sur
se sefiala que se mantienen los logros alcanzados en el proceso de erradicacion. En este
sentido, el 72 % de la superficie y el 88% de bovinos y bubalinos de América del Sur estan
libres de FA con y sin vacunacién (MGAP, 2013).

Uruguay actualmente es un pais libre de fiebre aftosa con vacunacion desde el brote del 2003,
realizando una gran inversion en la compra de vacunas (veinte millones de dosis) para la
prevencion de la misma, siendo el gasto en el 2018 de U$S 13.367.049 (trece millones
trescientos sesenta y siete mil cuarenta y nueve ddlares americanos) (Res. N° 7/018). Es asi
que el Pais invierte millones de dolares para garantizar el mantenimiento del estado libre de
fiebre aftosa otorgado por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal.

La respuesta inmune de la FA a la vacunacion se evalta actualmente utilizando ELISA de
bloqueo de fase liquida (LPBE). Esta técnica ofrece un alto grado de confiabilidad y
seguridad para predecir la potencia de las vacunas en ausencia de virus vivos (Maradei y col.,
2008; Lavoria y col., 2012). Los animales incluidos en este estudio presentaron bajos niveles
de titulos de anticuerpos entre 1.4 y 1.5 para A24 / Cruzeiro en el dia 0 del ensayo. Esta
respuesta basal podria estar asociada a anticuerpos maternos transferidos por calostro porque
los animales utilizados tenian una edad de 6 a 8 meses (OIE CT, 2018). Sin embargo, esta
respuesta no interferiria con la vacuna emulsionada en aceite aplicada en este ensayo (Patil y
col., 2014).

En el ensayo a los 15 dpv, cada animal seroconvirtid, con un titulo promedio de 1.76 y 2.12
en BLV+ y BLV- respectivamente, observandose asi una respuesta clara a la
primovacunacion. En este estudio se desprende que la proteccién generada por la
inmunizacion contra Fiebre Aftosa bajo las condiciones de este ensayo no fue la adecuada,
estando por debajo del EPP minimo (menor a 75%) para cualquiera de los tres grupos de
animales (Fig. 5). Es sabido que un mayor nimeros de estudios en los ultimos afios sugieren
que la antigenicidad del virus de la fiebre aftosa se ve afectada por el tipo de cultivo celular
utilizado para cultivar el virus in vitro. Esto hace posible que las semillas de VFA
originalmente idénticas puedan divergir antigénicamente después de uno o mas pasajes de
cultivos de células BTT o BHK, dando lugar a particulas virales con diferencias significativas
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en su capacidad para inducir proteccion contra el desafio homélogo del VFA (Capozzo y col.,
1997).

También las respuestas inmunitarias protectoras requieren una vacuna de refuerzo cada seis
meses por lo menos durante los primeros dos afios de edad con la revacunacion anual
subsiguiente (Cox y col., 2006). En el caso de Argentina, el plan de vacunacion se adapta a
eso ya que indica que los animales menores reciban dos dosis anuales en dos campafias que se
definen a nivel local, y los animales mayores, reciben una dosis anual (SENASA, 2018). A
diferencia de Uruguay, estas medidas no entran en el plan de vacunacién nacional, y
especialmente en este estudio la vacunacion aplicada fue de dosis Unica, no siendo suficiente
para mantener a los animales con niveles aceptables de titulos de anticuerpos protectores
contra la cepa A24 / Cruzeiro de la Fiebre Aftosa.

Con respecto a la respuesta de los isotipos, tanto los titulos de IgM como IgGl e 1gG2
aumentaron en ambos grupos, siendo significativo el aumento en el grupo BLV- a los 15 dpv,
luego los grupos se comportaron de forma similar. Por otro lado, si bien encontramos que el
indice de avidez fue menor en los animales seropositivos que en el seronegativo, estas
diferencias no fueron significativas. (Fig. 6e). El indice de avidez y los titulos de IgM se
midieron solo 15 dpv, ya que estos disminuyen rapidamente de acuerdo con informes previos
de algunos investigadores (Lavoria y col., 2012).

En comparacion a nivel de isotipos los titulos de IgM e IgGl fueron maés altos en las
vaquillonas negativas a BLV a los 15 dpv, siendo significativo el aumento para la IgM. Es de
destacar que el rendimiento protector de las vacunas inactivadas contra el virus de la fiebre
aftosa en el ganado bovino esta relacionado con su capacidad para elevar los niveles séricos
del isotipo de 1gG1 anti-virus de la fiebre aftosa (Capozzo y col., 1997).

La inmunomodulacion ejercida sobre los linfocitos T en animales infectados con BLV puede
explicar la menor magnitud de la respuesta de IgG1l anti-VFA. Se ha demostrado que las
alternancias en la expresion de citoquinas se correlacionan con la progresion de la enfermedad
en infecciones retrovirales cronicas, lo que sugiere que los desequilibrios de citoquinas
pueden contribuir a la progresion de la enfermedad (Kabeya y col., 2001). Pyeon y col.
(1998), encontraron que la produccion de citoquina Thl se promovid en la primera etapa de la
infeccion por BLV (serol6gicamente positiva sin linfocitosis persistente) que en el ganado con
etapas progresivas de la enfermedad con linfocitosis persistente. También se ha demostrado
que la expresion de 1gG1 esta regulada positivamente por IL-4 y la expresion de 1gG2 esta
regulada positivamente por IFN-gamma (Estes y col., 2002). Por lo tanto, teniendo en cuenta
que los animales utilizados en nuestro estudio eran vaquillonas jovenes que no tenian
linfocitosis persistente al comienzo del experimento y probablemente estaban en la fase
temprana de la infeccion (perfil Thl), pensamos que puede haber influido en el interruptor
subclase de inmunoglobulina. Se necesitan mas experimentos para apoyar esta hipotesis.

Los animales que fueron infectados con BLV entre 15 a 60 dpv (grupo"BLVseroconvertido")
no mostraron ninguna diferencia con respecto a los animales BLV negativos, lo que indica
gue solo una infeccién preexistente con BLV modifico los isotipos de anticuerpos contra la
fiebre aftosa inducidos por la vacunacion.

Aunque se utilizo y aplico una vacuna comercial aprobada de acuerdo con las
recomendaciones de las autoridades sanitarias uruguayas, la calidad de esta vacuna en el
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momento exacto en que se aplicd no se evalu6 por nuestro grupo de trabajo, en términos de
carga antigénica e integridad de 140S particulas, que se sabe que son esenciales para la
proteccion (Bucafusco y col., 2015). Por lo tanto, los datos analizados aqui corresponden al
efecto de una vacuna que provoca una cobertura corta de anticuerpos circulantes dentro de
niveles de proteccion. Este estudio es otra contribucion al efecto que el BLV puede tener en la
inmunizacion con vacunas de uso comun.

Por otro lado, las vacunas contra la fiebre aftosa convencionales pueden prevenir la infeccion
clinica, como otros antigenos muertos, no inducen una proteccion a largo plazo ampliamente
reactiva, requieren mdultiples vacunaciones para mantener niveles adecuados de inmunidad
individual y colectiva, y requieren la inclusion periddica de nuevas cepas virales en la
formulacién de la vacuna para cubrir los subtipos virales que pueden no estar contemplados
en las vacunas existentes. Otras deficiencias importantes de las vacunas inactivadas incluyen
una vida util corta, la necesidad de una cadena de frio adecuada de vacunas formuladas y las
dificultades de ciertos serotipos y subtipos para crecer bien en el cultivo celular que se
requiere para la produccion de vacunas. La determinacion de la proteina estructural VP1
como la region mas antigénica del genoma viral, condujo al desarrollo de vacunas de proteina
/ péptido como alternativas a la vacuna inactivada. Estas vacunas no involucran virus
infecciosos, pueden almacenarse facilmente y pueden alcanzar una pureza del 95%. (Diaz y
col., 2017)

A pesar de todo lo mencionado y sabiendo que la vacuna en este caso no llegé a la EPP del
75%, se sabe que el éxito en el control de la fiebre aftosa en América del Sur se ha logrado
mediante la vacunacion bianual con una vacuna de aceite fabricada con cepas que se aislaron
hace mucho tiempo: A24 Cruzeiro / 55, O1 Campos / 58 y en algunos paises también C3
Indaial / 71 (Duque y col., 2016).
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11. CONCLUSION

Nuestros datos sugieren que dependiendo del tipo de inmunizacion que se aplica al ganado, la
respuesta inmune de un animal seropositivo a BLV puede comportarse diferente al animal
seronegativo.

En el caso de la inmunizacion contra la clostridiosis, no hubo diferencias significativas en la
respuesta inmune total entre los dos grupos de vaquillonas Holando con respecto al BLV. La
produccion de anticuerpos totales medidos por ELISA comercial, resultaron en una titulacion
en aumento para la toxina alfa, en cambio para la toxina beta luego de los 90 dpv disminuyd
hasta el final del ensayo, en el caso de la toxina épsilon hacia los 90 dias tuvo una
disminucion y luego a los 180 dias aumentaron hasta el final del ensayo. Para esta Ultima a su
vez se presentd una respuesta pobre de anticuerpos neutralizantes mediante
seroneutralizacionin vitro, técnica de referencia para la OIE.

En el caso de la Fiebre Aftosa se obtuvo una modificacion de perfil de la respuesta de
anticuerpos contra la misma, siendo mayor en los animales seronegativos a BLV. Los titulos
de IgM e IgG1 fueron significativamente menores en vaquillonas infectadas con BLV a los 15
dpv (p <0.01).

Se necesitan mas estudios que utilicen vacunas de diferente potencia para entender el papel de
la infeccion por BLV en la eficacia de la primovacunacion de clostridiosis y fiebre aftosa,
como también estudios del nivel de anticuerpos protectores generados y la EEP de la vacuna a
nivel nacional, ya que tanto la clostridiosis como la fiebre aftosa son enfermedades de suma
importancia, estando ésta altima bajo campafa sanitaria nacional.
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