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1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar la posible asociacion existente entre la
infeccion con el virus de la Leucosis Bovina Enzodtica (BLV) y de la Diarrea Viral
Bovina (vDVB) con la presencia de animales positivos a la prueba anocaudal (PAC)
para el diagndstico de Tuberculosis Bovina (TB) en un establecimiento lechero del
Uruguay. Se utilizaron 329 vacas Holando adultas en plena produccion pertenecientes
a un establecimiento ubicado el departamento de Florida, de las cuales 154 resultaron
positivas y 175 resultaron negativas a la PAC. Se extrajeron muestras de sangre de
la vena coccigea y se procesaron para poder realizar hemograma, enfocandose
principalmente en los recuentos leucocitarios y linfocitarios, ELISA para deteccion de
anticuerpos anti gp51 para el diagndstico serolégico de Leucosis Bovina Enzodtica,
ELISA anti p80 para el diagndstico serolégico de Diarrea Viral Bovina y ELISA directo
para el diagnéstico de Diarrea Viral Bovina en aquellos animales que resultaron
negativos al ELISA anti p80. Se elaboraron registros y se realizd un analisis descriptivo
de los datos mediante el empleo de Microsoft Excel y el posterior uso de la prueba de
Chi2; resultando en que de 150 animales positivos a PAC, 109 (72,7%) presentaron
anticuerpos contra BLV y 142 (94,7%) presentaron anticuerpos contra vDVB; mientras
gue de 174 animales negativos a PAC, 153 (87,9%) presentaron anticuerpos contra
BLV y 168 (96,6%) presentaron anticuerpos contra vDVB,; encontrdndose una
asociacion estadisticamente significativa entre la seropositividad a BLV y la reaccion
negativa a PAC (p=0,000). Por otro lado, se realizé hemograma y serologia para BLV
en 224 animales, resultando en que 111 animales (49,5%) presentaron linfocitosis en
una unica determinacion, mientras que de los 176 animales que fueron seropositivos
a BLV y se les realiz6 hemograma, 85 de ellos (48%) presentaron linfocitosis en una
Unica determinacién; y que de los 229 animales a los que se les realiz6 PAC y
hemograma, 71 (31,0%) fueron positivos a PAC y presentaron linfocitosis mientras
gue 45 (19,7%) fueron negativos a PAC y presentaron linfocitosis, encontrdndose aqui
una asociacion estadisticamente significativa entre la positividad a la PAC y la
presencia de linfocitosis (p<0,05). A partir de los resultados obtenidos se concluyé
gue, bajo las condiciones de este estudio, no es posible afirmar que exista una
asociaciéon entre la infeccion por estas enfermedades virales inmunosupresoras y la
reaccion positiva a la PAC, siendo necesarios mas estudios que se enfoquen en la

tematica.



2. SUMMARY

The objective of this work was to determine the possible association between the
Enzootic Bovine Leukosis virus (BLV) and Bovine Viral Diarrhea virus (vDVB) infection
and the presence of positive animals to the anocaudal test (PAC) for Bovine
Tuberculosis (TB) diagnosis in a dairy farm in Uruguay. 329 adult Holando cattle in full
production, belonging to an establishment located in Florida department, of which 154
were positive and 175 were negative to the PAC were used. Blood samples were
extracted from the coccygeal vein and processed to perform a hemogram, focusing
mainly on leukocyte and lymphocyte counts, ELISA for the detection of anti-gp51
antibodies for the serological diagnosis of Enzootic Bovine Leukosis, anti-p80 ELISA
for the serological diagnosis of Bovine Viral Diarrhea and direct ELISA for the diagnosis
of Bovine Viral Diarrhea in those negative to anti-p80 ELISA animals. Records were
kept and a descriptive analysis of the data was carried out using Microsoft Excel and
the subsequent use of the Chi2 test; resulting in that from 150 animals positive for
PAC, 109 (72.7%) presented antibodies against BLV and 142 (94.7%) presented
antibodies against vDVB; while from 174 animals negative to PAC, 153 (87.9%)
presented antibodies against BLV and 168 (96.6%) presented antibodies against
vDVB; finding a statistically significant association between seropositivity to BLV and
negative reaction to PAC (p = 0.000). On the other hand, hemogram and serology for
BLV were performed in 224 animals, resulting in that 111 animals (49.5%) presented
lymphocytosis in a single determination, while from the 176 animals that were
seropositive for BLV and a blood count was performed, 85 of them (48%) presented
lymphocytosis in a single determination; and that from the 229 animals that underwent
PAC and blood count, 71 (31.0%) were positive for PAC and presented lymphocytosis
while 45 (19.7%) were negative for PAC and presented lymphocytosis, finding here a
statistically significant association between CAP positivity and the presence of
lymphocytosis (p <0.05). From those results obtained, it was concluded that, under the
conditions of this study, it is not possible to affirm that there is an association between
the infection by these immunosuppressive viral diseases and the positive reaction to

PAC. Therefore, more studies that focus on this issue are needed.



3. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad inflamatoria crénica, infectocontagiosa
de origen bacteriano, caracterizada por la formacion de granulomas (Carrisoza-Urbina
y col., 2019); que se encuentra presente a nivel mundial (Irureta, 2016) y que puede
afectar a todos los vertebrados de sangre caliente (Gil, 2012). En la mayoria de los
paises en vias de desarrollo se trata de una enfermedad endémica, afectando
principalmente al ganado lechero (Casal, 2016). El diagnostico por la prueba de
tuberculina anocaudal (PAC), que consta en una prueba de hipersensibilidad basada
en la medicion de la inflamacion dérmica causada principalmente por la respuesta
inmune celular, es la Unica prueba oficial aprobada dentro de nuestro pais. Para
finalmente diagnosticar la enfermedad, se identifica al animal y se notifica al Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP), el cual, mediante los Veterinarios Oficiales
de Division de Sanidad Animal, procede a realizar la prueba de tuberculina
comparativa para confirmar y marcar a los animales positivos con una T en la quijada,

guienes seran aislados y enviados directo a faena (Irureta, 2016).

La inmunosupresion es un estado de disfuncién temporal o permanente del sistema
inmunolégico, resultando en una respuesta inmune inapropiada y un aumento en la
susceptibilidad hacia los agentes patégenos (Dohms y Saif, 1984). En bovinos los
virus son una de las causas mas comunes de inmunosupresion en condiciones de
campo. La inmunosupresion inducida por virus se manifiesta como alteraciones en la
funcion de varias células, especialmente linfocitos y células mononucleares (Muneer,
1988). Dentro de las enfermedades virales inmunosupresoras en bovinos mas
prevalentes en nuestro pais, se encuentran la Leucosis Bovina Enzodtica (BLV) y la
Diarrea Viral Bovina (DVB).

El virus de la Leucosis Bovina Enzootica (BLV), perteneciente a la familia Retroviridae
(ICTV, 2019a), es el principal patdgeno viral que afecta la lecheria en muchos paises
del mundo, presentando en Uruguay una prevalencia seroldgica en rodeos lecheros
muy alta. La trasmision del BLV puede ser tanto vertical como horizontal, siendo esta
ultima la principal via de contagio (Hopkins y DiGiacomo, 1997). El 90% de los
animales infectados son asintomaticos, tanto aleucémicos o con linfocitosis
persistente (aumento en el recuento de linfocitos superior a tres desvios estandar

sobre la media en dos muestras analizadas separadas en el tiempo por un periodo de
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60 — 90 dias) (Bendixen, 1963; Marshak, 1968). El BLV lleva a grandes pérdidas
productivas asociadas principalmente a la exportacion de animales en pie,
disminucién de la producciéon lactea, disminucion de la longevidad del animal y
disfunciones importantes en el sistema inmune (Bartlett y col., 2013). La alteracion del
sistema inmune provocada por esta infeccion puede aumentar la incidencia de otras
patologias, generando un impacto significativo desde el punto de vista sanitario y
econdmico (Trainin y Brenner, 2005).

En estados avanzados de la enfermedad, con presencia de tumores, el diagndstico se
puede realizar mediante examen clinico, biopsia y/o necropsia; pero en animales
asintométicos o que presentan linfocitosis persistente se requieren pruebas de
laboratorio para poder realizarlo. Las técnicas de referencia empleadas en estos casos
son la Inmunodifusion en gel de Agar (IDGA) y el ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzima (ELISA) (Felmer y col. 2006; Rama y col., 2010; OIE, 2018a).

Finalmente, la Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad causada por un virus
perteneciente a la familia Flaviviridae (ICTV, 2019) de distribucion mundial y muy alta
prevalencia en Uruguay (Saizar y Gil, 1998; Guarino y col., 2008), siendo la causa de
una de las infecciones mas importantes del ganado bovino debido a su alta
prevalencia y a las grandes pérdidas econdmicas que genera (Houe, 1999; Richter,
2017). La infeccidn por este virus causa un impacto economico importante causado
principalmente por una disminucion en la performance reproductiva del ganado
incluyendo una disminucion en el porcentaje de concepcion, abortos y reduccion en la
produccion lechera (Gethmann, 2019), sumado a su efecto inmunosupresor (Roth y
col, 1981; Markham y Ramnaraire, 1985; Tizard, 2000). La transmisién del virus de la
DVB (vDVB) puede darse tanto de forma vertical como horizontal, por contacto directo
o indirecto. La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son
los bovinos persistentemente infectados (PI), quienes eliminan el virus en todas sus
excreciones y secreciones durante toda su vida (Houe, 1995).

La infeccion por el vDVB se presenta de una forma multifacética con cuadros clinicos
variados. Se han descripto cuatro sindromes principales: infeccion aguda, infeccion
intrauterina, infeccion persistente y enfermedad de las mucosas (Ramirez y col. 2012).
La infeccion aguda puede causar una inmunosupresion en el animal, favoreciendo la

aparicion de otras enfermedades infecciosas, debido a que el vDVB actua
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disminuyendo las funciones inmunes asociadas principalmente con respuestas
inmunes de tipo celular (Potgieter, 1995).

El diagnéstico de la infeccion por el vDVB puede ser complejo debido al lapso de
tiempo entre la infeccion y el inicio de los signos clinicos. La deteccion de infecciones
agudas y del vDVB en materiales reproductivos puede ser dificil, mientras que la
deteccion de animales Pl es relativamente mas sencilla, mediante el uso de ELISA
para deteccion de antigenos o RT-PCR (OIE, 2018b). Complementariamente, se
pueden realizar pruebas seroldgicas como el ELISA (Lértora, 2003) y la
inmunofluorescencia indirecta para el diagnostico de la infeccion. Para esto se utilizan
muestras pareadas de suero que se hayan tomado en la fase aguda y en la fase de
convalecencia, dando lugar a una alta probabilidad de diagnosticar o excluir la
infeccion por el vDVB (OIE, 2018b).

Las altas prevalencias de estas enfermedades virales en el pais, el impacto
econémico que generan, y el estado de inmunosupresion que provocan en los
animales el cual podria aumentar la probabilidad de que ellos se infecten con TB.
Sumando la falta de estudios que relacionen estas tres enfermedades en el ganado
bovino y las diversas publicaciones en donde se demuestra la existencia de una
asociacién entre la infeccion por un virus inmunosupresor como es el VIH y una mayor
susceptibilidad a la tuberculosis humana (OMS, 2019), dan lugar a la hipotesis
planteada de que los animales infectados con el BLV y/o expuestos al vDVB tienen
una mayor probabilidad de reaccionar positivamente a la prueba de tuberculina

utilizada para el diagnostico de la TB y representan la importancia de este trabajo.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. INMUNOSUPRESION

La inmunosupresion es una condicion caracterizada por una disfuncion tanto a nivel
celular como humoral de la respuesta inmune. Los defectos a nivel celular incluyen
alteraciones en neutrofilos, monocitos, macréfagos y células natural killers dentro de
la inmunidad innata, y alteraciones en los linfocitos T y B dentro de la inmunidad
adaptativa. Por otro lado, a nivel humoral la disfuncion inmune puede deberse a
alteraciones en el sistema del complemento, quimiocinas, citoquinas e
inmunoglobulinas. Este estado de disfuncibn inmune determina una mayor
susceptibilidad hacia los microorganismos patdégenos (Elfaki y col, 2012). Los agentes
inmunosupresores dafan los elementos del sistema inmune y llevan a una alteraciéon
del balance funcional protectivo e inmunomodulatorio del hospedador. La
disfuncionalidad del sistema inmune de un animal puede tomar diferentes formas que
pueden variar en grado, direccién y duracion. Muchos términos como ablacién inmune
(anulacién permanente de la respuesta inmune), inmunotolerancia (falta de respuesta
inmunoldgica selectiva a un antigeno en particular), e inmunodepresion (fallo en la
inmunocompetencia y reduccion en la respuesta inmune ya desarrollada) han sido
usados para identificar diferentes tipos de discapacidades en la funcién del sistema
inmune. La inmunosupresion es definida como un estado de descenso en la respuesta
inmune a todos los antigenos extrafios, mientras que la inmunotolerancia es un estado

de un descenso o no respuesta a un antigeno en particular (Muneer y col, 1988).

En animales, la inmunosupresién puede ser causada por agentes infecciosos o no
infecciosos. Las causas infecciosas pueden ser bacterianas, virales o helminticas,
mientras que los factores no infecciosos incluyen quimicos, hormonas, antibiéticos y
toxinas. Otros factores que estan implicados en la inmunosupresion son: condicion
ambiental (temperatura, humedad, densidad poblacional y estrés) y la falta de ciertos
nutrientes esenciales, como aminoacidos, vitaminas y minerales (Henken y col, 1983;
Gross y Siegel, 1982; Muneer y col, 1988).

4.1.1. Enfermedades virales inmunosupresoras

En bovinos los virus son probablemente, junto con el stress, las deficiencias
nutricionales y la edad avanzada, una de las causas mas comunes de

inmunosupresion en condiciones de campo (Tizard, 2000). La inmunosupresion
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inducida por virus se manifiesta como alteraciones en la funcion varias células,
especialmente linfocitos y células mononucleares (Muneer, 1988; Konnai y col, 2017).
Ellos pueden causar un estado de inmunosupresion en el hospedero mediante una
variedad de mecanismos, los cuales pueden ser clasificados en cuatro categorias.
Primero, la inmunosupresién puede ser causada por los efectos directos de la
replicacion viral sobre la funcidn de los linfocitos. Por otro lado, la actividad de factores
solubles, como pueden ser distintos tipos de citoquinas, liberados por las células
infectadas por el virus pueden llevar a este estado de disfuncion inmune. Un tercer
mecanismo por el cual los virus pueden causar inmunosupresion es la infeccion de los
macrofagos, afectando la funcién de estas células tanto en la inmunidad innata como
en la adaptativa. Finalmente, la inmunosupresién puede ser resultado de un
desequilibrio inmunoldgico causado por la actividad viral, llevando a una hiperactividad
de las células T reguladoras supresoras de la respuesta inmune (Rouse y Horohov,
1986).

El BLV causa disturbios en el sistema tanto a nivel de la respuesta inmune innata
como adaptativa (Pyeon y col., 1996), alterando la expresion genética de las IL-2, IL-
6, IL-10 e IL-12, aumentando la apoptosis de los linfocitos B, disminuyendo la
expresion de TNF-a y su receptor y alterando las rutas de sefializacion intracelulares
(Elfakiy col., 2012; Frie y col., 2015). Estos animales sufren un desorden inmunoldgico
con cambios en el tipo de respuesta de linfocitos TCD4+ (Th), modificando el perfil de
citoquinas presentes en ellos (Kabeya y col., 2001). Se cree que IL2 juega un rol en
la progresion de la enfermedad provocando la proliferacion de linfocitos B, lo que
contribuye a la linfocitosis persistente inducida por el virus. Los animales
serolégicamente positivos también expresaban mas IL12, clave para la induccion de
una respuesta tipo Thl (Yakobson y col., 1998). Por otro lado, el aumento en la
expresion de citoquinas Th2 como IL10, se detectd en macréfagos de animales con
Linfocitosis Persistente, viéndose afectada la respuesta inmune innata en esta etapa

de la enfermedad (Trueblood y col., 1998).

Se ha demostrado que el vDVB induce una profunda inmunosupresion la cual
contribuye tanto la patogenicidad del virus mismo como a la aparicion de infecciones
secundarias (Tizard, 2000). Este virus ha sido implicado en la depresion de la funcion
de linfocitos T, produccion de anticuerpos y las funciones de mononucleares y

neutrofilos, pudiendo también destruir linfocitos en linfonodos, bazo, timo y placas de
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Peyer (Markham y Ramnaraire, 1985). El efecto inmunosupresor generalizado que
provoca este virus es capaz de deprimir ciertas funciones de los neutrdfilos tales como
la degranulacién y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, ademas de
disminuir la funcionalidad de las células T y la produccién de anticuerpos. La supresion
generalizada de la actividad linfocitica tiene un rol indirecto en la potenciacion de la
infeccion por otros patdgenos (Roth y col, 1981) y esta se debe a la alteracion del
microambiente de citoquinas y mediadores provocada por la infeccion de las células
del estroma linfoide (macréfagos y células de soporte) junto al efecto directo del virus
sobre los linfocitos (Lértora, 2003).

4.2. TUBERCULOSIS

4.2.1. Definicion

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad inflamatoria cronica,
infectocontagiosa, caracterizada por la formacion de granulomas, causada por la
bacteria Mycobacterium bovis. Afecta a un amplio rango de mamiferos, incluyendo el
humano (zoonosis), creando tanto problemas de salud publica como pérdidas
econdmicas debido a factores como disminucion de la produccion de leche,
decomisos durante la evaluacion post mortem en la planta de faena y costos de
campafas de control y erradicacién (Carrisoza-Urbina y col., 2019).

4.2.2. Etiologia

Mycobacterium bovis es un bacilo Gram positivo, acido alcohol resistente (AAR),
aerobio, inmovil, no esporulado, acapsulado, intracelular facultativo y no produce
toxinas. Esta compuesto por una pared multiestratificada de lipidos, dentro de estos
se incluyen los &cidos micolicos, caracteristicos de las micobacterias que le confieren
su condicion de AAR (Luchter, 2004). La gran cantidad de lipidos concentrados en la
pared celular le brindan resistencia frente a determinados farmacos, desinfectantes y
contra factores adversos en el medio ambiente tales como la desecacion. Son
bacterias que poseen gran resistencia al calor aunque las radiaciones ultravioletas y
la pasteurizacion (exposicion a 72°C durante 15 segundos) son capaces de
inactivarlas (Biberstein y Hirsch, 1999).
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4.2.3. Epidemiologia

La TB se encuentra presente en todo el mundo, encontrdndose las mayores
prevalencias en buena parte del territorio africano, ciertas partes de Asia en América
(O.1.E., 2020).

M. bovis es el organismo con mayor rango de huéspedes, ya que puede infectar a
todos los vertebrados de sangre caliente (Gil, 2012). Existen numerosos caminos por
los cuales la TB puede transmitirse al bovino de forma directa o indirecta a través de
pasturas, aguas, fémites, sin embargo, el propio ganado bovino enfermo sigue siendo
la principal fuente de infeccion. Si bien las vias de infeccion estan influenciadas por
factores como la edad de los animales, caracteristicas del ambiente y practicas de
manejo del predio, la excrecion por vias aéreas e inhalacion del microorganismo es el
camino mas utilizado por la bacteria para ingresar a su hospedador. Esta via de
transmision se ve facilitada por el comportamiento natural del bovino, especialmente
en rodeos lecheros con altas densidades de stock, en feed lots, remates de feria y
transporte colectivo (Crosi, 2017). En los terneros jovenes lactantes se espera que la
via oral sea la de mayor presentacion, debido a la ingestién de leche contaminada
proveniente de madres infectadas (Canal, 2013). Otras vias de transmisién son:
cutanea, congénita, venérea por tracto genital infectado e intra-mamaria por iatrogenia
0 malas practicas en el momento del ordefie (Neill y col. 2001).

El periodo de incubacién del agente es prolongado y en ganado puede ser de varios
meses 0 permanecer latente por afios y ser reactivado por estrés u otros factores (Von
Gehlen, 2015).

En paises desarrollados, con programas de erradicacion implementados, han logrado
eliminar la enfermedad o reducirla en forma significativa. Por el contrario, en la
mayoria de los paises en vias de desarrollo sigue siendo en muchos casos una
enfermedad endémica, afectando principalmente al ganado lechero (Habarugira y col,
2014).

4.2.4. Patogenia

La dosis infectiva del M. bovis depende de la via de entrada del bacilo al organismo
del animal, es asi que para infectar un bovino por via digestiva se necesita una dosis
mucho mayor que para producir la infeccion por via aerégena (Palmer y Waters, 2006).
Primariamente, las bacterias se multiplican en el sitio de ingreso y se desencadena

una respuesta inmunitaria del huésped. Los macréfagos fagocitan al agente y lo tratan
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de destruir. Las micobacterias desarrollaron un mecanismo de evasion de lisis celular
y pueden sobrevivir dentro de los macrofagos. Estos, con el agente fagocitado, llegan
a los linfonodos de drenaje y se activan los linfocitos T. La activacion continua de los
linfocitos lleva a la formacion de los granulomas tratando de aislar a los bacilos. El
granuloma especifico de la TB, el tubérculo, se encuentra en forma nodular bien
delimitado y de tamafio variable. Al inicio de la infeccidn es de un color gris amarillento,
firme y no enucleable que posteriormente pasa a ser un tubérculo amarillo con
necrosis caseosa central resultando de productos de los macréfagos (Von Gehlen,
2015). Debido a que la via respiratoria es la principal via de infeccién en la TB, se ha
descrito que la mayor parte de las lesiones observadas en esta especie se localizan
en la cavidad toracica. El hallazgo de lesiones en la cavidad abdominal (linfonodos
mesentéricos principalmente) es poco frecuente en los paises en los que la
pasteurizacion de la leche y los programas de erradicacién permiten la eliminacién de
los animales tuberculosos antes de la diseminacion de la micobacteria en el
hospedador (Whipple y col, 1996; Menzies y Neill, 2000; Pollock y Neill, 2002).

4.2.5. Respuestainmune

Para hacer frente a estos microorganismos intracelulares el hospedador cuenta con
la respuesta inmune innata, mediada sobre todo por fagocitos y células Natural Killers,
y con la respuesta inmune adaptativa. La inmunidad innata, generalmente, no puede
erradicar estas infecciones por lo que se necesita la contribucion de la inmunidad
adaptativa, la cual esta compuesta en este caso principalmente por los macréfagos
activados y los linfocitos T, células responsables de brindar la principal respuesta
protectora e impedir el crecimiento y diseminacion del M. bovis (Abbas y col, 2012).
La TB estimula el desarrollo de tanto la respuesta inmune celular, mediada por células,
como la respuesta inmune humoral, mediada por anticuerpos. La primera esta
involucrada en las primeras etapas de la enfermedad, mientras que la respuesta
mediada por anticuerpos se detecta en etapas tardias. (Neill y col., 2001). La
inmunidad celular es el tipo de defensa mediada por linfocitos T, de los que existen
dos tipos: los linfocitos T CD4+, que reclutan fagocitos y los activan a través de
citoquinas como el IFN-y para inducir la muerte de los patdégenos; y los linfocitos T
CD8+ citotoxicos, quienes provocan la lisis de las células infectadas. Ambos tipos de
linfocitos son de importancia para la proteccion frente a bacterias intracelulares (Crosi,

2017). Por esta razdn, aquellas personas o animales con una inmunidad celular
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deficiente, como sucede en personas con inmunodeficiencia adquirida (VIH), son
sumamente susceptibles a las infecciones por bacterias intracelulares como las
micobacterias (Mller, 2013). Las pruebas oficiales de diagnostico contempladas en
el programa de erradicacion de TB (intradermo-tuberculinizacién y deteccion de
interferon-gamma) tienen como fundamento la inmunidad de tipo celular (lrureta,
2016).

4.2.6. Signos clinicos

La tuberculosis en bovinos generalmente se presenta como una enfermedad de
evolucion lenta, crénica y debilitante, aunque es posible una manifestacion aguda y
rapidamente progresiva. El periodo de incubacién de este patdgeno en condiciones
naturales suele ser de meses 0 hasta afos ya que esta bacteria puede permanecer
en estado latente y reactivarse en ciertas situaciones como el estrés o la edad
avanzada, por lo que un animal infectado puede transmitir el patégeno en el rodeo
durante un periodo de tiempo prolongado sin manifestarse en forma clinica (OIE,
2020).

Gracias al uso de pruebas diagnésticas como la prueba ano caudal (PAC)
intradérmica de derivado purificado proteico (PPD) utilizadas como screening o
monitoreo en programas de erradicacion de la enfermedad y a que las infecciones
tempranas suelen ser asintomaticas, una gran parte de los animales infectados son
detectados en forma temprana sin una sintomatologia evidente (CFSPH-IICAB, 2009).
Por otra parte, debido a la sintomatologia inespecifica que presenta la enfermedad, la
cual se manifiesta con emaciacion progresiva, debilidad e inapetencia; disnea,
respiracion profunda y tos cuando la infeccidén involucra el aparato respiratorio; y
diarrea intermitente cuando la enfermedad afecta el tracto digestivo (Radostits y col.,
2002), existen dificultades para realizar un diagnostico clinico preciso (Luchter, 2004).
En algunos casos existe agrandamiento de ganglios linfaticos, los que pueden
romperse y drenar, u obstruir vasos sanguineos, vias respiratorias o tracto digestivo
dependiendo de su localizacion (CFSPH-IICAB, 2009). Se estima que
aproximadamente el 5% de las vacas tuberculosas, especialmente en casos
avanzados, tienen lesiones en Utero o metritis tuberculosas, y que entre el 1%y el 2%
tienen una mastitis tuberculosa (lrureta, 2016), y que hasta el 44% de las vacas con

lesiones compatibles con TB en cavidad toracica presentan lesiones en glandula
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mamaria mencionando la posibilidad de que la misma, sea uno de los 6rganos mas

comunmente afectado luego del pulmén (Garro, 2018).
4.2.7. Diagnostico

El diagndstico actual de la tuberculosis se basa fundamentalmente en la deteccion
indirecta, mediante el empleo de pruebas que determinan la respuesta inmune
desencadenada tras la infeccion y la deteccion directa del agente etioldgico (Casal,
2016).

La O.L.E establece como prueba oficial la intradermotuberculinizacién para poder
llevar a cabo comercializacion de ganado a nivel internacional (OIE, 2020). Esta
prueba caracteriza por ser una prueba de hipersensibilidad donde se mide la
inflamacion dérmica, causada principalmente por la respuesta inmune celular, 72
horas después de la inyeccion intradérmica del PPD (purificado derivado de proteina),
en la piel del pliegue anocaudal o en la piel de la tabla del cuello (Schiller y col., 2010).
El diagndstico por PAC es realizado por un Veterinario de Libre Ejercicio, y es la Gnica
prueba oficial aprobada dentro de nuestro pais. Para finalmente diagnosticar la
enfermedad, se identifica al animal y se notifica al Ministerio de Ganaderia Agricultura
y Pesca (MGAP), quien, mediante los Veterinarios Oficiales de Divisién de Sanidad
Animal, procede a realizar la prueba de tuberculina comparativa para confirmar y
marcar a los animales positivos con una T en la quijada, quienes seran aislados y
enviados directo a faena.

Para realizar la prueba cervical comparativa, el Veterinario Oficial utiliza dos tipos de
PPD, uno derivado de la Mycobacterium bovis y otro derivado del Mycobacterium
avium, los cuales se aplican intradérmicamente en el tercio medio de la tabla del cuello
del bovino, con una distancia de 12 centimetros entre los puntos de inoculacion. A las
72 horas, se mide utilizando un calibre y se compara la reaccién entre ambas (lrureta,
2016).

Respecto a la sensibilidad de la intradermotuberculinizacion realizada en el pliegue
anocaudal en ganado bovino se han descrito valores que oscilan entre 68 y 96,8% y
de especificidad entre 96 y 98,8%, mientras que, para la intradermotuberculinizacion
cervical comparada la sensibilidad descripta incluye un rango muy amplio, entre 52 y
100%, y de especificidad de 99.5 % (Casal, 2016). En base a revisiones publicadas
en los ultimos afos, para el caso particular del test de tuberculina cervical simple, se

han descrito valores de sensibilidad que varian entre 65 y 100%, mientras que la
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especificidad se ha registrado entre 75 y 99% (Monaghan y col, 1994; De la Rua-
Domenech y col, 2006; Vordermeier y col, 2008).

Otra prueba diagnéstica ante mortem y clasificada como indirecta e in vitro es el test
de Interferon-Gamma. Se basa en la evaluacion de la respuesta de inmunidad celular
de los animales. Mide la concentracion de IFN-y, producido principalmente por
linfocitos T, en cultivos de sangre entera (in vitro), luego de una estimulacion con PPD
bovino y PPD aviar (Crosi, 2017).

Ademas de las pruebas a campo, el diagndstico también se realiza en planta de faena,
al momento del sacrificio, mediante una inspeccion de las canales; siendo una
actividad basica en la vigilancia epidemiolégica de la TB. Se realizan faenas
especiales donde solo se sacrifican animales positivos a las pruebas de
intradermotuberculinizacion; realizandose en un nimero menor a la capacidad de
faena normal de las plantas para poder realizar una inspeccion rigurosa y disminuir el
riesgo de infeccidn en los operarios, quienes cuentan con todos los medios de
proteccion necesarios (Casas Olascoaga, 2013). A partir de las muestras tomadas en
la planta de faena, se aplican técnicas diagnosticas que se basan en la deteccion del
agente (Casal, 2016):

- Coloracion de Ziehl-Nielsen: identifica la presencia de bacilos &cido alcohol
resistentes, no formadores de esporas inméviles y acapsulados, caracteristicas del
género Mycobacterium. Los bacilos se observan de color rojo brillante. Las principales
limitaciones de este método diagndstico es que requiere de una elevada carga
bacteriana y que es poco especifico (Irureta, 2016).

- Histopatologia: consiste en la observacién anatomopatologica del granuloma
tuberculoso, localizado normalmente en el pulmén y/o en los linfonodos bronquiales y
mediastinicos. Los granulomas son formaciones de caracter inflamatorio productivo,
por lo comun de 1 a 2 mm de didmetro, formados por células de caracter inflamatorio
como macroéfagos, células gigantes de Langhans y linfocitos (Casal, 2016).

- Microbiologia: el cultivo microbiolégico es la técnica diagndstica de referencia (gold
standard) para confirmar la existencia de la enfermedad (OIE, 2019). La principal
limitacion que presenta esta técnica es que la probabilidad de obtener un cultivo
positivo de un animal infectado es mayor si se parte de muestras con lesiones
compatibles, llegando hasta el 85%, pero su sensibilidad es muy limitada en las fases

tempranas de la infeccion, siendo dificil confirmar la enfermedad. El cultivo dura de 3
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a 6 semanas en desarrollarse, las colonias son pequefias, secas y con aspecto
escamoso (Irureta, 2016).

Las técnicas de respuesta inmune humoral, como la prueba de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), son técnicas in vitro que cuantifican los
anticuerpos especificos del animal en sangre. Se puede utilizar la prueba de ELISA
indirecto en la leche del tanque, la cual posee baja sensibilidad pero es fiable en la
deteccion de vacas “anérgicas" a las pruebas de la tuberculina e Interferén-Gamma
(Fischery col., 2005).

Por dltimo, una importante alternativa es la identificacion del genoma bacteriano,
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de
secuencias geénicas. Su eficacia radica en la rapida identificacion de patégenos de
dificil cultivo. En ese contexto, el desarrollo de un procedimiento que identifica
directamente a Mycobacterium bovis en muestras de tejido y secrecidén proveniente

de animales tuberculosos debe ser el objetivo de todos los paises (Irureta, 2016).

4.2.8. Legislaciéon Nacional

En 1882 Robert Koch descubrié el bacilo causante de la tuberculosis y en 1890
presentd sus estudios sobre la tuberculina. En el Uruguay, el 14 de octubre de 1896
la Municipalidad de Montevideo dictdé la ordenanza que impuso la intervencion del
Laboratorio Municipal de Bacteriologia y Micrografia como requisito previo a la entrada
de animales lecheros a tambos de Montevideo, y la observacién clinica y
tuberculinizacién en el Corralébn Municipal. En 1902 el Ministerio de Gobierno aprobé
una ordenanza y reglamento referente al servicio de tuberculinizacion e inspeccion
veterinaria, estableciendo que ningin animal destinado a la explotacion lechera seria
admitido en tambos y lecherias de Montevideo sin contar con autorizacién otorgada
previo examen veterinario y tuberculinizacion satisfactoria. Los propietarios de los

animales decomisados recibian compensacion (Casas Olascoaga, 2013).

La ley Nro. 3.606 de Policia Sanitaria de los Animales, promulgada el 13 de abril de
1910, en su articulo 35 incluy6 la tuberculosis entre los vicios redhibitorios. El decreto
del 5 de diciembre de 1916 extendio la tuberculinizacion subcutanea a los animales
de lecheria de todo el pais en igual forma y bajo la misma reglamentacion que en el
departamento de Montevideo.

El reglamento de tambos y lecherias de 25/11/1911 contiene normas claras sobre

tuberculinizacion de ganado lechero y previendo la inspeccidon por los servicios
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veterinarios oficiales ademas de instalar el principio de calidad de la leche (Casaux,
2005). Desde 1916 es obligatoria la tuberculinizacion en todo el territorio nacional
(Casas Olascoaga, 2013).

Por decreto, en 1963 se implement6 el Plan de Leche Calificada, segun el cual la
leche-cuota con destino al abastecimiento recibid precios diferenciales. La
Cooperativa Nacional de Productores de Leche (CO.NA.PRO.LE) bonificaron con un
precio estimulo a leche de predios adheridos voluntariamente, si cumplian con los
requisitos higiénico — sanitarios para el ambiente, los operarios y los animales;
llegando este programa a todo el pais en el afio 1976 (Von Ghelen, 2015).

Segun el decreto 79/84 del 22 de febrero de 1984, debe comunicarse de forma
inmediata el servicio veterinario departamental de la Division Sanidad Animal (DSA)
del MGAP si se detectaron animales con resultado positivo a la prueba presuntiva de
TB. El veterinario oficial debe realizar la prueba intradermotuberculinizacion cervical
comparativa (prueba confirmatoria) a los animales anteriormente detectados positivos
aTB.

Por decreto 90/95 de 21/2/1995 se instala el Sistema Nacional de Calidad de Leche,
guien determina las exigencias minimas y obligatorias para la posterior pasteurizacion
e industrializacion de la leche (Casaux, 2005).

En 1998 se regularizaron por ley los requisitos sanitarios para los establecimientos
productores de leche, la declaracion de predios oficialmente libres de Brucelosis y
Tuberculosis y la vigilancia epidemiolégica (Decreto 20/998 de 22/1/1998). Por ese
decreto se previdé que es obligatoria la sanidad del ganado completo para obtener la
habilitacion o refrendacion de toda empresa que produzca leche con destino
comercial. Referido a TB, se establecié que la prueba de intradermotuberculinizacion
con PPD bovina se debe realizar en un intervalo minimo de 6 meses y maximo de 12
meses (Casaux, 2005) como lo sugiere el cddigo sanitario de la OIE. Con la
trazabilidad grupal de DICOSE y las herramientas del SNIG, al detectar un foco se
reconstruyen los movimientos de ganado para detectar predios epidemiolégicamente
relacionados y tomar medidas anticipadas en ellos, disminuyendo y eventualmente

evitando asi la diseminacion de la enfermedad (Von Ghelen, 2015).

4.2.9. Tuberculosis bovinacomo zoonosis

La tuberculosis es causa de enfermedad en millones de personas, y junto con el virus

de inmunodeficiencia en humanos (VIH) son de las principales causas infecciosas de
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muerte en el mundo. El VIH es la principal causa de que no se logre alcanzar las metas
de control de la tuberculosis en zonas donde la combinacion de ambas infecciones es
frecuente. La tuberculosis a su vez es la causa mas importante de mortalidad entre
las personas que viven con VIH/SIDA (OMS, 2019). A nivel mundial se estima que 10
millones de personas enfermaron de tuberculosis en 2018, registrandose 1,2 millones
de muertes por tuberculosis entre personas VIH-negativas y otras 251.000 muertes

en personas VIH-positivas (Informe Mundial Sobre Tuberculosis, 2019).

Actualmente a nivel mundial, en paises donde la tuberculosis bovina esta bien
controlada o fue eliminada en algunas areas, los casos de infecciones en humanos
por Mycobacterium bovis son pocos. Un andlisis realizado en Europa revelé una
proporcién de 0,4% de infeccion por Mycobacterium bovis o Mycobacterium caprae
sobre el total de casos de tuberculosis humana reportados (Miller, 2013).

En Uruguay hasta el afio 2011 no se habian reportado casos confirmados de
tuberculosis en humanos causadas por Mycobacterium bovis, incidiendo en este
aspecto las medidas de control a nivel veterinario sumadas a la pasteurizacion de la
leche y controles sanitarios de sus productos derivados. En el 2011 se detectaron en
el pais los primeros tres casos de tuberculosis humana con Mycobacterium bovis
como agente etioldgico causal, confirmandose en el Instituto Pasteur de Montevideo
a través de la tipificacién fenotipica y secuenciacién gendmica. Luego del estudio
epidemioldgico efectuado sobre dichos casos, se constaté que uno de ellos contaba
con historia de contacto con animales en un zoolégico, otro fue un paciente VIH
positivo que habia trabajado en intimo contacto con bovinos, mientras que el tercero
ingeria habitualmente leche cruda (Crosi, 2017).

En conclusioén, si bien el Mycobacterium bovis es responsable de una baja proporcién
de tuberculosis humana, es necesario seguir desarrollando e implementando medidas
para el control, eliminacion y posible erradicacion de esta infeccion en humanos. En
este sentido, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) incluye a la
tuberculosis dentro del grupo de riesgo/peligro lll, para la cual se deben de tomar las
precauciones necesarias para la prevenciéon de una infeccion en el ser humano (OIE,
2019).

23



4.3. LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA
4.3.1. Definicion

El virus de la Leucosis bovina enzodtica (BLV) es el principal patégeno viral que afecta
la lecheria en muchos paises del mundo, presentando en Uruguay una prevalencia
serologica en rodeos lecheros muy alta, encontrandose incluso en animales jovenes
prevalencias de cerca del 50% (De Brun y col., 2014). El 90% de los animales
infectados son asintomaticos (aleucémicos o con linfocitosis persistente), llevando a
pérdidas productivas asociadas principalmente a la exportacion de animales en pie,
disminucién de la produccion lactea, disminucion de la longevidad del animal y
disfunciones importantes en el sistema inmune (Bartlett y col., 2013; Bartlett y col.,
2014; Frie y col., 2015).

4.3.2. Etiologia

Se trata de un virus ARN exdgeno perteneciente a la familia Retroviridae, subfamilia
Ortoretrovirinae y al género Deltaretrovirus (ICTV, 2019). Este virus afecta células de
la linea linfoide, principalmente los linfocitos B CD5+ que expresan inmunoglobulina
M en su superficie, aunque también persiste en otras células como los monocitos y

macrofagos.

El genoma viral esta constituido por dos cadenas de ARN de polaridad positiva unidos
por su extremo 5’ e integrado por tres genes estructurales: gag, pol y env, los cuales
son necesarios para su sintesis (OIE, 2018a). El gen gag se encarga de codificar,
entre otros, la produccién de la proteina p24 de la capside quien es el blanco de los
anticuerpos generados por el hospedador, mientras que el gen env codifica las
glicoproteinas de envoltura (gp51 de superficie y gp30 transmembrana) (Gillet y col.,
2007). La mayoria de las pruebas seroldgicas rutinarias detectan anticuerpos contra
la glicoproteina gp51 (OIE, 2018a).

Es un virus muy poco resistente a las influencias exteriores, por lo que tiene una
viabilidad de menos de cuatro horas fuera del animal. Los rayos ultravioletas, la
congelacion-descongelacién repetida y la pasteurizacion inactivan el virus, al igual que

los desinfectantes comunmente utilizados (Orloff y col., 1993).
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4.3.3. Epidemiologia

La Leucosis Bovina Enzootica (LBE) tiene una gran importancia a nivel mundial debido
a su amplia distribucion e incidencia, especialmente en los sistemas de produccion
lechera (LUchter, 2004). Las practicas de manejo que difieren sustancialmente entre
ganado lechero y el de carne son factores significantes para la transmision del virus.
Esta patologia se encuentra relacionada directamente a los sistemas de manejo
intensivo, con un estrecho contacto fisico entre los animales y una importante mano
del hombre (Dimmock y col., 1991).

La tasa de infeccion se incremente a medida que aumenta la edad y también ha sido
demostrada una mayor susceptibilidad en animales con alto potencial lechero
(Detilleux y col., 1991; Jacobs y col., 1995).

4.3.4. Situacion en Uruguay

Nuestro pais se posiciona como un gran exportador de lacteos, caracterizandose el
sector lechero por una gran intensificacion en los ultimos afios la cual se ve reflejada
en el aumento de la produccién anual de leche (1620 millones de litros en 2005 vs
2173 millones litros en 2018), la disminucién de establecimientos remitentes (3312 vs
2622 en el mismo periodo) y la disminucion de la superficie dedicada a la lecheria
(852.000 has vs 754.000 has respectivamente) (DIEA - MGAP, 2019).

Histéricamente nuestro pais ha exportado vaquillonas Holando en pie hacia diversos
destinos, siendo esta enfermedad una de las principales barreras sanitarias; por lo
gue desde el punto de vista econémico la principal importancia de la BLV recae en las
restricciones de los mercados internacionales para la compra de animales en pie
(MERCOSUR, 1996; Riet y col., 2019).

Las primeras evidencias de la enfermedad en nuestro pais fueron presentadas en la
década del 60 por Quifiones y Casas. En el afio 1996 se muestrearon 30 predios y se
analizaron 400 animales por la técnica de ELISA en el Noreste del pais, resultando en
una prevalencia de BLV del 20% y presentando el 77% de los predios algun animal
seropositivo (Mederos e Irigoyen, 1998). En 1998 se realiz6 un monitoreo en lecheria
dentro del departamento de Florida para varias enfermedades infecciosas, donde se
visitaron 53 establecimientos y se recolectaron muestras de sangre de 1060 animales
seleccionados al azar. Se proyectd una seroprevalencia de 46,62% para BLV

mediante la técnica seroldgica ELISA (Guarino, 2001). Se realizo otro estudio durante
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1997-2000 en 4 establecimientos dentro del departamento de Salto. Fueron
estudiados 534 animales de raza Holando y pertenecientes a distintas categorias. El
estudio demostré que 238 animales (45%) fueron positivos a LBE mediante la técnica
de ELISA y que el 24% de las muestras a las que se realiz6 PCR fueron positivas
(Collazo y col, 2002).

En el aflo 2003 se determino la seroprevalencia de LBE, mediante la técnica de ELISA
en 60 establecimientos de los departamentos de Florida, San José y Colonia, dando
como resultados seroprevalencias de 75% en Florida, mas de 80% en San José y 57%
en Colonia (Zaffaroni y col, 2007). En el 2009 se estudiaron 689 vacas en produccion
de 41 establecimientos dentro de los departamentos de Durazno, Florida y
Tacuarembd. Se utiliz6 como prueba diagnéstica la Inmunodifusion en gel de agar,

resultando en un 10,4% de animales positivos (Furtado y col., 2013).

En el afio 2014 se realizd un estudio sobre 397 animales en un campo de recria de
nuestro pais, encontrdndose al ingreso de dicho sistemas prevalencias cercanas al
50% en animales jovenes menores de 1 afio (De Brun y col., 2014).En 2015, en el
marco de un muestreo serologico aleatorio para determinar la prevalencia de distintas
enfermedades que afectan los bovinos, la seroprevalencia para leucosis fue de 65%
en tambos con 1 a 50 vacas, 77% en tambos con 50 a 250 vacas, y del 82% en tambos
con més de 250 vacas, con una prevalencia media de 78,8% (Riet y col., 2019).

El nimero de animales positivos en nuestro pais ha ido en aumento en las ultimas
décadas, llevando a que esta enfermedad sea una de las mas prevalentes en el

ganado bovino lechero (Guarino, 2001; Riet y col., 2019).
4.3.5. Transmision

La trasmision del BLV puede ser tanto vertical como horizontal, siendo esta ultima la
principal via de contagio (Hopkins y DiGiacomo, 1997). Las medidas de manejo que
facilitan la transmision horizontal de este patégeno incluyen tanto el contacto entre
categorias como cualquier practica veterinaria (extraccion de sangre, vacunacion,
descorne, tatuajes, castracion, aplicacion de inyectables, palpacion rectal entre otros)
gue se practique sin tomar medidas profilacticas correspondientes, conformando una
importante forma de diseminacién de la enfermedad por via iatrogénica (Mammerick
y col., 1987; Hopkins y DiGiacomo, 1997).
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Los artropodos hematéfagos, también cumplen un rol en diseminacion de esta
enfermedad al ingerir sangre con células infectadas e inocularlas en otro animal
susceptible (McCluskey, 2002), aunque resulta dificil estimar su alcance en
condiciones practicas (Perino y col., 1990; Johnson y Kaneene, 1992; Wentink y col.,
1993).

El contacto prolongado entre animales sanos y enfermos, es considerado un factor de
alto riesgo para que los animales sanos contraigan la enfermedad (Rodriguez y col,
2011). Se encuentra una tendencia a que las vacas de alta produccion y calidad de
leche sean seropositivas a BLV, lo que se cree debido a la tendencia de estos
animales a permanecer mas tiempo en el establecimiento, aumentando asi las

posibilidades de infeccion (Jacobs y col., 1995).

La transmision natural del patégeno es mas lenta en aquellos rodeos con una baja o
moderada prevalencia de la infeccion, mientras que en establecimientos con alta
prevalencia este difunde mucho mas rapidamente (Dimmock y col., 1991). La edad en
gue los animales se contagian esta influida por la situacion epidemiolégica dentro del
rodeo, ya que en aquellos con elevadas prevalencias se favorece la aparicion de la

infeccién en animales més jévenes (DiGiacomo, 1992).

La transmision vertical ocurre en un 15% de los casos y se da cuando una vaca
infectada transmite el virus a su progenie via transplacentaria o digestiva por medio
del calostro y leche (Ferrer y Piper, 1981; Martin y col, 2001). La susceptibilidad de los
terneros a la infeccion por calostro estaria modificada por la presencia de anticuerpos
calostrales contra BLV. Distintos estudios han demostrado que una estrategia de
control importante para reducir la transmision de la infeccién a temprana edad seria
mediante la ingesta de calostro proveniente de una madre positiva, es decir con
anticuerpos anti BLV (Van der Maaten y col, 1981; Lassauzet y col, 1989; Nagy y col,
2007) seguida de una alimentacion con leche de vacas negativas a BLV o con

suplemento lacteo (Gutierrez, 2010).

4.3.6. Signos clinicos

En esta enfermedad pueden distinguirse tres fases luego del contagio con el BLV
(Fenner y col., 1992): A- Una fase inaparente que se ve en un elevado porcentaje de
los animales del establecimiento, caracterizada por la integracion del ADN proviral al

genoma de los linfocitos infectados y la produccién de anticuerpos especificos contra

27



antigenos virales, principalmente la glicoproteina gp51 de la envoltura viral (Portetelle
y col., 1989), esta fase es conocida como aleucemica. B- Linfocitosis persistente, la
cual se define como un aumento en el recuento de linfocitos superior a 3 desvios
estandar sobre la media en 2 muestras analizadas separadas en el tiempo por un
periodo de 60 a 90 dias (Bendixen, 1963; Marshak, 1968) y en la que los animales
aparentan estar sanos desde un punto de vista clinico (Beier, 2008). C- Enfermedad
tumoral (linfosarcomas) que suele manifestarse entre los 5 y los 8 afios de edad en
un bajo porcentaje de la poblacion (5—10 %) y que lleva irremediablemente a la muerte
del animal (Chamizo, 2005).

La sintomatologia causada por el linfosarcoma tiene un comienzo muy insidioso y
depende del lugar donde aparecen los tumores (OIE, 2019a). Se puede observar
disnea, adelgazamiento, disminucién del apetito, fatiga, disminucién del rendimiento
lacteo y anemia (De la Sota, 2004).

Existen controversias en relacion a la influencia de la infeccién por el BLV sobre los
parametros reproductivos, no estando suficientemente claro si la infeccién subclinica
por este patdégeno afecta la performance reproductiva del ganado bovino. Algunas
investigaciones establecen que las diferencias en los parametros reproductivos entre
seropositivos y seronegativos no son significativas (Huber y col., 1981; Kale y col.,
2007; Betancur y Rodas, 2008); sin embargo, otros ensayos realizados en sistemas
de produccion de leche encontraron que vacas infectadas con BLV requerian mas
servicios por concepcion (Garcia y col., 2000), que la tasa de concepcién de animales
seropositivos fue un 7% menor que la de los animales negativos (VanLeeuwen y col.,
2010) y un 26% menos de prefiez en los animales positivos a BLV en comparacion
con los seronegativos durante un periodo reproductivo de vaquillonas (Puentes y col.,
2016a). Por otro lado se analiz6 el efecto del BLV sobre los principales parametros
reproductivos y productivos en establecimientos lecheros (Intervalo Parto/Servicio,
Servicios/Concepcion, Intervalo Interparto, Produccion y Composicion de la Leche y
Tasa de Refugos), evidenciandose Unicamente un aumento significativo en el intervalo
interparto en los animales seropositivos con respecto a los seronegativos (Sienra y
col., 2000). Finalmente, un estudio observé que el efecto de la infeccidon sobre la
fertilidad es minimo, sin embargo la produccion de leche era mas baja en animales

infectados que en los no infectados (Emanuelson, 1992).
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4.3.7. Respuestainmune

Uno de los primeros indicadores de infeccién por el BLV es el comienzo de la
respuesta humoral antiviral (entre una y ocho semanas post inoculacion),
sintetizandose anticuerpos que reconocen los epitopes estructurales (gp51 y p24) y
proteinas regulatorias del virus (Florins y col., 2007).

El virus causa disturbios en el sistema tanto a nivel de la respuesta inmune innata
como adaptativa. Se ha visto que los animales seropositivos en fases tempranas de
la infeccion desarrollan una respuesta celular con predominio de linfocitos T helper
tipo 1 (Th1), con produccion de interferébn gamma, y consecuentemente sintesis sobre
todo de IgG2, mientras que en fases mas cronicas con presencia de linfocitosis
persistente se produce una respuesta con un perfil Th2, generandose un cambio
importante en las citoquinas producidas por el animal (Pyeon y col., 1996, Yakobson
y col., 1998). Se cree que IL2 (citoquina Thl) juega un rol en la progresion de la
enfermedad, provocando la proliferacion de linfocitos B, contribuyendo a la linfocitosis

persistente inducida por el virus (Trueblood y col., 1998).

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

Adicionalmente, las células T infectadas con el BLV aumentan la expresién de
receptores inmunoinhibitorios, o que produce un incremento en la habilidad de los
patdégenos que causan infecciones cronicas a evadir la respuesta inmune del
hospedador. La expresion de los receptores inmunoinhibitorios esta correlacionado

positivamente con la carga proviral del BLV (Bartlett y col., 2014).

La alteracion del sistema inmune provocado por esta infeccion puede aumentar la
incidencia de otras patologias, generando un impacto significativo desde el punto de
vista sanitario y econémico (Trainin y Brenner, 2005). Se encontré mediante el uso de
odd ratio una marcada tendencia en enfermedades con posible etiologia infecciosa

tales como mastitis, gastritis, pneumonia y poblemas podales, a mostrar una
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asociacion consistente con la infeccion por BLV, mientras que enfermedades no

infecciosas no demostraron esta asociacion (Emanuelson y col., 1992).

Se han realizado varios trabajos evaluando la respuesta a la vacunacion contra
diferentes patdgenos en animales infectados por BLV, describiéndose una
disminucién en ella con respecto a la encontrada en animales negativos al virus. Se
ha publicado que los titulos obtenidos de IgM e IgG2 en estos animales post
vacunacion con bacterina J5 contra E. coli incrementaron modestamente en relacion
a los animales control no vacunados, mientras que en los animales que no estan
infectados estos titulos incrementan considerablemente (Erskine y col., 2011).
También se encontré en nuestro pais que la respuesta de IgG1 contra el virus de la
fiebre aftosa es de menor magnitud en animales BLV+ que en aquellos BLV- luego de
la vacunacion con una vacuna comercial aprobada por el MGAP contra este virus
(Puentes y col., 2016b). Otros estudios internacionales demostraron que animales
BLV+ producen un menor titulo de anticuerpos en respuesta a la vacunacién con la
vacuna polivalente comercial que contiene HVB-1, DVB tipo 1 y 2, PI3, VSRB y
Leptospira), con una reactividad anormal a la estimulacion antigeno especifica y
mitogénica tanto de los linfoctios B como T, demostrando consistentemente menos

IgM, similar IgG1 y potencialmente menos IgG2 secretada (Frie y col., 2016).

4.3.8. Diagndstico

En estados avanzados de la enfermedad, con presencia de tumores, el diagndstico se
puede realizar mediante examen clinico, biopsia y/o necropsia; pero en animales
asintométicos (aleucémicos o que presentan linfocitosis persistente) se requieren

pruebas de laboratorio para poder realzarlo.

Diferentes técnicas han sido utilizadas para el diagnéstico de laboratorio, incluyendo
meétodos directos para identificar el agente (mediante la deteccion de proteinas
codificadas por el virus o de las propias particulas virales) y métodos indirectos

destinados a verificar la presencia de anticuerpos especificos.

Debido al hecho de que hasta el momento no existen vacunas para esta enfermedad,
el diagnostico seroldgico sigue siendo una practica de rutina en muchos paises. Las
técnicas de referencia empleadas son la Inmunodifusién en gel de Agar (IDGA) y el

ELISA. En el caso de la deteccion molecular (métodos directos) se pueden utilizar
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técnicas como la nested-PCR y la Real Time PCR (Felmer y col. 2006; Rama y col.,
2010; OIE, 2019a).

En los estudios de rutina se aplican métodos indirectos, como la IDGA y el ELISA
(Everman y col., 1997; Radostits y col., 2002). El uso del ELISA, debido a su rapidez,
lectura objetiva, elevada sensibilidad y especificidad y a que puede ser utilizado tanto
en muestras individuales como colectivas, ha significado un importante avance en el
diagnostico de la LBE. Su elevada sensibilidad permite también su aplicacion en leche,
evitando la extraccion de sangre y facilitando el proceso de obtencidon de muestras en
grandes poblaciones (Rhodes y col., 2003; Sienra y Guarino, 1991). Son técnicas

aceptadas por nuestro pais como pruebas oficiales para el diagnéstico del BLV.

El diagnostico molecular es muy util en animales con bajos titulos de anticuerpos o en
infecciones recientes donde aun no se pueden detectar niveles de anticuerpos en
suero. La nested-PCR es una técnica muy utilizada, detectando secuencias del gen
env, codificante de la glicoproteina gp51 del BLV (Ballagi-Pordany y col., 1992; Felmer
y col.,, 2006). El principal punto negativo de esta técnica es la necesidad de
infraestructura adecuada y técnicos altamente capacitados. Esta prueba diagndéstica
puede ser utilizada de forma alternativa como prueba confirmatoria de las pruebas
seroldgicas (Beier, 2008).

Mas recientemente se han desarrollado técnicas de PCR en tiempo real (QPCR) muy
tiles para la cuantificacion de carga viral en animales infectados, siendo util cuando
gueremos determinar la asociacién cuantitativa de BLV en animales infectados y la
repercusion de este sobre variables de interés productivo, reproductivo y/o sanitario
(OIE, 2012; Rola-Luszczak, 2013).

4.4. DIARREA VIRAL BOVINA

4.4.1. Definicion

La DVB es una enfermedad viral de distribucién mundial, de muy alta prevalencia en
Uruguay (Saizar y Gil, 1998; Guarino y col., 2008), siendo la causa de una de las
infecciones mas importantes del ganado bovino debido a su alta prevalencia y a las
grandes pérdidas econ6micas que genera, relacionadas a un aumento de la
morbilidad y mortalidad debido a la inmunosupresion, reduccion de la concepcion al

primer servicio, muertes embrionarias tempranas, deformidades congénitas, aumento
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de intervalo inter parto y reduccion en la produccion de leche (Houe, 1999; Richter,
2017). Es reconocida como una de las causas mas importantes de trastornos
reproductivos en el ganado bovino, siendo este el mayor impacto econémico causado

por la infeccion (Lértora, 2003).

4.4.2. Etiologia

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) pertenece a la familia Flaviviridae (al igual
gue el virus de la Peste Porcina Clasica y la Enfermedad de Border en los ovinos) y al
género Pestivirus (ICTV, 2019b).

Es un virus esférico y envuelto, compuesto de una cadena simple de ARN compactado
por una capside proteica, rodeada por una membrana fosfolipidica con tres
glicoproteinas ancladas a ella (Nettleton y Entrican, 1995).

La principal caracteristica de este virus es su variabilidad genética y antigénica. El
vDVB se basa en esta estrategia para persistir, originando cepas que escapan a la
respuesta inmunoldgica del hospedador (Paton, 1995).

Segun su comportamiento in vitro (efecto en cultivos celulares), el vDVB se divide en
biotipos citopaticos (CP) y no citopaticos (NCP). Los biotipos CP ocasionan
vacuolizacion citoplasmatica y muerte celular, mientras que los biotipos NCP no
ocasionan cambios visibles en el cultivo celular, teniendo la célula infectada una
apariencia normal. Esto no implica que los biotipos NCP no seas patogénicos, este
biotipo es aislado de la mayoria de las formas clinicas y el Unico capaz de originar
infeccion persistente, mientras que el biotipo CP se aisla Unicamente de animales con
enfermedad de las mucosas y se originan por mutacion a partir del biotipo NCP
(Deregt y Loewen, 1995).

A partir de la genotipificacién, se han determinado dos genotipos dentro del vDVB,
Genotipo | y Genotipo Il (Ridpath, 1996), los cuales se distinguen por sus
caracteristicas genémicas y la sintomatologia que producen. El Genotipo Il esta
relacionado a cepas mas virulentas que producen una enfermedad hemorragica con
marcada trombocitopenia y que, a diferencia del Genotipo I, ocasionan una alta
mortalidad (Guarino y Nufiez, 2001; Lértora, 2003).

Este virus es rapidamente inactivado por el calor, desecacion, luz ultravioleta,

detergentes, solventes organicos y pH menor a 5,7 y mayor a 9,3 (Houe, 1995).
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4.4.3. Epidemiologia

El vDVB ha sido detectado en la mayoria de los paises en donde se encuentra el
ganado bovino, con una tendencia a ser endémico en las poblaciones de estos
animales (Houe, 1999).

Los Pestivirus infectan naturalmente sélo a los ungulados del Orden Artiodactila
(porcinos, bovinos, ovinos, caprinos, alpacas, entre otros), lo cual debe ser tenido en
cuenta ya que ellos pueden cruzar la barrera de especie (Nettleton y Entrican, 1995).
La principal fuente de infeccion y reservorio del virus en la naturaleza son los bovinos
persistentemente infectados (PI), quienes eliminan grandes cantidades del virus
mediante las diferentes secreciones y excreciones corporales continuamente durante
toda su vida. Los animales con infeccion aguda eliminan el virus en cantidades mas
bajas y por cortos periodos de tiempo, por lo que son una fuente de infeccion de menor

importancia (Houe, 1995).

4.4.4. Situacién en Uruguay

Aunque se sospechaba clinicamente de la presencia de esta patologia en nuestro pais
desde algunas décadas antes, fue en el afio 1996 que se comunic6 su deteccion por
técnicas inmunohistoquimicas e inmunoperoxidasa (Repiso y col, 2004).

Diversos estudios serolégicos, tanto en ganado de carne como de leche, han estimado
la prevalencia de la infeccion en nuestro pais. En el afio 1998, se estimo que el virus
estaba presente en entre el 97 y el 100% de los establecimientos y en entre un 60 a
72% de la poblacion bovina a nivel individual (Saizar y Gil, 1998). Por otro lado, en
Uruguay, un estudio seroldgico realizado en bovinos de carne entre los afios 2000 y
2001 indic6 que el 69% de 6358 animales estudiados eran seropositivos (Guarino y
col. 2008).

En el afio 2016 se realiz6 la caracterizacion genética de vDVB en Uruguay con
muestras de predios con problemas reproductivos colectadas en el 2014, mostrando
gue tanto el Genotipo | como el Genotipo Il circulan en los rodeos dentro del territorio
nacional, observandose una supremacia del Genotipo la con un 87,5% (Maya y col,
2019).

4.4.5. Transmision
La transmision del vDVB puede darse tanto de forma vertical como horizontal, por

contacto directo o indirecto. La principal forma de introducir el virus a un rebafo
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susceptible es a través de la adquisicion de bovinos persistentemente infectados (PI)
0 de hembras que transportan fetos Pl (Houe, 1999).

En la transmisién vertical, la infeccion transplacentaria ocurre en hembras
susceptibles que fueron infectadas durante la prefiez. Si se trata de una infeccién por
biotipos NCP antes de que el feto adquiera competencia inmunoldgica, lo que sucede
alrededor del dia 125 de gestacion, el animal desarrollard una infeccion persistente,
de los cuales muchos alcanzaran la madurez sexual y se reproduciran pese a la
elevada tasa de mortalidad de los animales Pl en su primer afio de vida (mas de 50%).
Las hembras PI siempre produciran terneros Pl (Houe, 1995 y 1999).

La transmision vertical también puede ocurrir en la transferencia de embriones, si el
recipiente o la vaca donante es Pl y no se realiza el correcto lavado del embrién
(Stringfellow y Givens, 2000).

Sobre la transmision horizontal, el contacto directo con animales Pl es el modo mas
eficiente de transmisién en condiciones naturales, aunque el contacto directo con
animales que cursan una infeccion aguda también puede transmitir el virus (Houe,
1995 y 1999). El semen proveniente de toros Pl o que estén cursando una infeccion
aguda, tanto crudo como criopreservado, es una importante via de transmision
horizontal, por lo que es esencial un examen del eyaculado antes que el semen sea
distribuido (Fray y col., 2000).

Experimentalmente se han demostrado varias vias de transmision indirecta (uso de
agujas, mochetas, palpacion rectal e insectos hemat6fagos entre otros), aunque su
importancia practica no esta muy clara, ya que es un virus que se inactiva facilmente.
Otra forma importante de trasmision es el uso de vacunas a virus vivo modificado o
vacunas contaminadas (Lértora, 2003).

La tasa de transmision dentro del rebafio depende de coémo es introducido el virus.
Cuando ocurre por la introduccion de un animal PI, la transmision del virus a los
animales susceptibles ocurre rapidamente a la mayor parte del rebafio; mientras que
cuando ocurre por la introduccion de un bovino con infeccion aguda o por alguna otra
via que inicie una infeccion aguda, la transmision es de corta duracién y solo incluye
un pequefo porcentaje del rebafio antes de que esta cese (Lértora, 2003). Hablando
de los sistemas de produccién, la diseminacion es mas eficiente en aquellos que

permiten un estrecho contacto entre animales (Houe, 1995).
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4.4.6. Signos clinicos

La infeccion por el vDVB se presenta de una forma multifacética con cuadros clinicos
variados. Se han descripto cuatro sindromes principales: infeccién aguda, infeccion
intrauterina, infeccion persistente y enfermedad de las mucosas (Ramirez y col. 2012).
La presentacion aguda de la DVB ocurre en infecciones post natales de bovinos
seronegativos e inmunocompetentes (Kelling, 1996). La mayor parte de ellas son
subclinicas o de moderada intensidad, presentando una morbilidad y una mortalidad
bajas (Baker, 1987; Kelling, 1996). Dentro de las presentaciones agudas de la DVB
se encuentran el complejo diarrea neonatal bovina, cuando fracasa la transferencia
pasiva de anticuerpos (Moennig y Liess, 1995) y la infeccion aguda severa, cada vez
mas frecuente, que presenta elevada morbilidad y mortalidad y se asocia a virus de
alta patogenicidad, caracterizandose por la presencia de fiebre elevada, signos
respiratorios, diarrea, tormenta de abortos, caida en la produccion de leche y muerte
subita (Drake y col., 1996).

Existen datos de que la infeccion aguda puede causar una inmunodepresion en el
animal, favoreciendo la aparicion de otras enfermedades infecciosas, debido a que el
vDVB actia disminuyendo las funciones inmunes asociadas principalmente con
respuestas inmunes de tipo celular (Potgieter, 1995). Este virus tiene tropismo por los
linfocitos, tanto linfocitos T como B, produciendo la destruccién de los mismos en
nddulos linfaticos, bazo, timo y placas de Peyer, y disminuyendo ademas la capacidad
fagocitica y bactericida de los neutréfilos (Tizard, 2000). Es por eso que se ha
descripto que la inmunosupresion causada por el vDVB tiene el potencial de exacerbar
el impacto de otras coinfecciones y puede permitir el establecimiento o recidivas de
infecciones, por lo que este patdégeno ha sido asociado con un incremento en la
severidad de infecciones respiratorias, entéricas y reproductivas (Byrne, 2017).

La infeccidn intrauterina es causada por una infeccién aguda en una hembra gestante
y, dependiendo de la etapa de la gestacion que afecte, produce diferente
sintomatologia (Saizar y Gil, 1998).

Segun sus manifestaciones clinicas en intervalos de tiempo especificos, la infeccion
intrauterina se divide en cuatro periodos. Si esta se da en la etapa embrionaria de la
gestacion, entre los dias 0 a 45 de la misma, ocasionara muerte embrionaria y
repeticiones de servicio, hasta que la hembra desarrolle una respuesta inmune. El
virus no tiene efecto sobre el crecimiento y desarrollo de los embriones hasta el dia 8

0 9, momento en que pierden la zona pelucida y se vuelven susceptibles (Vanroose y
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col., 2000). Como ya se menciond, cuando la infeccion ocurre entre los dias 45y 125
de gestacion, periodo que comienza al finalizar la etapa embrionaria y culmina cuando
el feto adquiere competencia inmunolégica al virus, la infeccion con biotipos NCP
resulta en el nacimiento de animales Pl e inmunotolerantes, quienes son virémicos
durante toda su vida y se encuentran propensos a desarrollar la enfermedad de las
mucosas al sufrir una sobreinfeccion con biotipos CP (Kelling, 1996). En este periodo
también se puede producir muerte fetal con momificacion o aborto meses después y
un porcentaje menor de teratogénesis (Dubovi, 1994).

Si la infeccidn ocurre entre los dias 125 y 175 de gestacion, lo que representa el
comienzo de la inmunocompetencia fetal y del estado de organogénesis, produce un
gran porcentaje de alteraciones del desarrollo, pudiendo observarse diferentes tipos y
grados de malformaciones tales como hipoplasia cerebelosa, hidrocefalia,
microcefalia, artrogriposis y deformidades esqueléticas entre otros. También puede
producir abortos, pero estos son menos frecuentes que cuando la infeccién ocurre en
etapas tempranas de la gestacion (Dubovi, 1994).

Finalmente, si la infeccion ocurre desde el dia 175 de gestacion en adelante, etapa en
la que el feto se encuentra en un periodo de crecimiento general y es
inmunolégicamente competente, puede resultar en el nacimiento de terneros
seropositivos normales o débiles, siendo ocasionales los abortos (Dubovi, 1994,
Lértora, 2003).

Los animales PI son los principales encargados del mantenimiento y diseminacion del
virus en los rodeos (Houe, 1999). Ellos son virémicos durante toda su vida e
inmunotolerantes, por lo que no producen anticuerpos contra el virus. Debe
considerarse esta condicién en todo ternero pequefio al nacimiento, con escaso
desarrollo y ganancia de peso, débil y con cuadros recurrentes de enfermedades
respiratorias y digestivas; mientras que algunos animales Pl son clinicamente
normales, por lo que las pruebas de laboratorio son fundamentales para su
diagndstico (Kelling, 1996).

La enfermedad de las mucosas ocurre Unicamente en animales Pl que sufren una
sobreinfeccion con biotipos CP homoélogos, por lo que en ellos se aislan ambos
biotipos. Esta forma de la enfermedad es esporadica y fatal, pudiendo presentar un
curso agudo o cronico y es caracterizada por la presencia de una severa leucopenia,
diarrea profusa, y de erosiones y ulceraciones en el tracto digestivo (Baker, 1987;
Kelling, 1996).
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4.4.7. Respuestainmune

El vDVB estimula la produccioén por parte de los linfocitos Th de altos niveles de IL-4,
pero no de IL-2 e IFNy, favoreciendo una respuesta tipo Th2, con la que los linfocitos
Th intervendrian ayudando a la produccién de anticuerpos neutralizantes para limitar
la diseminacion del virus. En muchos procesos virales, el predomino de la respuesta
Th2 se ha relacionado con un estado de inmunosupresiéon, como es el caso de la DVB,
donde la respuesta de tipo Th2 que se produce podria interferir con el desarrollo de
una respuesta tipo Thl protectora frente a otros agentes patdégenos (Rhodes y col.,
1999).

En respuesta a la infeccion con cepas CP en el transcurso de infecciones agudas, se
produce una rapida y potente respuesta temprana local con la liberacion de Interferon
de tipo | (a/B) por parte de los monocitos/macrofagos o las células dendriticas,
responsable de activar las células efectoras de la respuesta inmune innata como los
eosindfilos, los macréfagos y las células NK, limitando de esta forma la replicacion del
virus a nivel de las mucosas. Esto dara lugar a la captura de antigenos por las células
dendriticas y su posterior maduracioén y migracion hacia los nddulos linfaticos locales
para presentar el antigeno a los linfocitos T, los cuales migraran hacia el tejido dafiado
para eliminar al virus y a las células afectadas. Por su parte, las células B activadas
migraran para formar centros germinales en los nédulos linfaticos, donde maduraran
hacia células plasméaticas, productoras de anticuerpos que neutralizaran al virus
(Palucka y Banchereau, 2002; Glew y col. 2003).

La infeccion por cepas NCP no estimula una respuesta temprana a nivel local con
liberacion de citoquinas, por lo que no se producira una respuesta inmune a nivel de
las mucosas. Por lo tanto, la replicacion del virus no estara limitada y éste se
diseminara en gran medida por todo el organismo. A pesar de ello, el virus es llevado
hacia los nodulos linfaticos locales donde interacciona con células dendriticas, las
cuales van a producir grandes cantidades de IFNa, aumentando a su vez la activacion
de estas células y limitando la replicacion viral. Se genera asi una respuesta inmune
primaria efectiva (Charleston y col, 2002; Glew y col., 2003), que sin embargo, no evita
la diseminacion del virus (Palucka y Banchereau, 2002; Glew y col., 2003). Esta fuerte
respuesta de IFN tipo | induce una elevacion transitoria de los niveles séricos de las
proteinas de fase aguda, como la haptoglobina y la amiloide A sérica, siendo

sobretodo la primera un indicador de la gravedad de la infeccion. Esta respuesta innata
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es seguida de una respuesta inmune adaptativa que se ve reflejada en la produccion

de anticuerpos (Muller-Doblies, 2004).

4.4.8. Diagnostico

El diagnéstico de la infeccion por el vDVB puede ser complejo debido al lapso de
tiempo entre la infeccion y el inicio de los signos clinicos. Mientras que la deteccion
de animales Pl es sencilla con los métodos de diagndstico actuales, la deteccion de
infecciones agudas y del vDVB en materiales reproductivos puede ser mas dificil (OIE,
2018b).

En el caso de los animales con infecciones agudas el diagnéstico se dificulta ya que,
a diferencia de los animales PI, estos excretan cantidades relativamente bajas de virus
y durante un corto periodo de tiempo (unos 7 a 10 dias aproximadamente), sumado a
gue los signos clinicos pueden aparecen durante las Ultimas fases de la viremia, lo
gue reduce aun mas el periodo de tiempo durante el cual se puede detectar el virus.
En estos animales puede utilizarse RT-PCR (PCR con retrotranscriptasa reversa) en
tiempo real para la deteccion del ARN viral, teniendo esta técnica como ventaja su alta
sensibilidad. Dados los bajos niveles de virus, no suele ser practico realizar el
aislamiento del virus a no ser que se necesite para caracterizar la cepa involucrada.
Se pueden realizar pruebas seroldgicas, como el ELISA (Lértora, 2003) y la
Inmunofluorescencia indirecta, utilizando muestras pareadas de suero que se hayan
tomado en la fase aguda y en la fase de convalecencia, dando lugar a una alta
probabilidad de diagnosticar o excluir la infeccién por el vDVB. La confirmacion de que
un aborto, la presencia de nacidos muertos o la muerte perinatal se deban al vDVB
suele ser dificil de establecer ya que el tiempo entre la infeccién inicial y la muerte o
expulsién del feto puede ser prolongado (OIE, 2018b).

La deteccién de animales Pl solia basarse en gran medida en el aislamiento del virus
en cultivos celulares, sin embargo hoy en dia se utilizan mucho el ELISA para
deteccion de antigeno y el RT-PCR en tiempo real, ya que ambas técnicas tienen una
sensibilidad relativamente alta y a lo laborioso y caro que resultan las técnicas de
aislamiento viral e Inmunohistoquimica (OIE, 2018b). En terneros menores a 4 0 5
meses, el aislamiento del virus a partir de sangre puede fracasar debido a la presencia
de anticuerpos maternos contra el mismo. En animales de mas edad y con viremia
persistente, puede haber niveles de anticuerpos bajos debido a su capacidad de

seroconvertir frente a cepas del vDVB antigénicamente distintas a la que causa la

38



viremia persistente, incluyendo cepas vacunales (Brownlie, 1990). Para confirmar un
diagndstico de infeccidn persistente, los animales deben volver a estudiarse pasadas
al menos 3 semanas, analizando muestras de sangre para comprobar si contienen el
virus y si se ha producido seroconversion.

En el caso de la enfermedad de las mucosas, para su confirmacion es necesario el
aislamiento del biotipo CP del virus, el cual en ocasiones puede aislarse de la sangre,
pero puede recuperarse con mas probabilidad de otros tejidos como el bazo, intestino
y las placas de Peyer (OIE, 2018b).
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5. HIPOTESIS

Los animales infectados con el virus de la Leucosis Bovina Enzoéotica (BLV) y/o
expuestos al virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB) tienen una mayor probabilidad de
reaccionar positivamente a la prueba de tuberculina utilizada para el diagnéstico de la

tuberculosis bovina.

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Determinar la posible asociacion existente entre la infeccion previa con el virus de la
Leucosis Bovina Enzodtica y la Diarrea Viral Bovina, con la presencia de animales
positivos a la prueba anocaudal de tuberculina en un establecimiento lechero del

Uruguay.

6.2. Objetivos especificos

- Determinar la presencia de anticuerpos para el virus BLV en muestras de
animales positivos y negativos a la prueba de la tuberculina.

- Determinar la presencia de anticuerpos para el virus de DVB en muestras
de animales positivos y negativos a la prueba de la tuberculina.

- Determinar el nUmero de leucocitos y linfocitos totales en sangre de las
muestras extraidas.

- Relacionar la presencia de anticuerpos contra ambas enfermedades
virales en los grupos de animales positivos y negativos a la prueba de la

tuberculina.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Caracterizacion del establecimiento

Los animales utilizados en este trabajo pertenecen a un establecimiento lechero
ubicado en el departamento de Florida. La empresa cuenta con distintas unidades de
alta produccion, en el caso de estos bovinos se encontraban en un sistema de

produccion de base pastoril.

Este predio en particular se encuentra interdicto, tal como lo exige la reglamentacién
vigente en la lucha por la erradicacién de la Tuberculosis, ya que es un predio foco.
Actualmente se realiza un plan sanitario para el control de la enfermedad, con la
realizacion de screening por PAC (recria y hembras adultas) cada 4 o 6 meses,
segregacion de rodeo positivo y eliminacién de los mismos y la pasteurizacion de la
leche con que se alimenta a los terneros de la guachera. Ademas, se realiza un
seguimiento en planta de faena y cultivos bacteriolégicos e histopatologia en el
laboratorio oficial (DILAVE) a partir de muestras de animales que presentan lesiones.

Se partio de una prevalencia inicial de un 2,6% de animales reaccionantes positivos a
la PAC en todo el rodeo al inicio del proyecto, siendo este nimero significativamente

mayor al promedio nacional en rodeos lecheros de 0,24% (M.G.A.P. 2019).

7.2. Toma de muestras
Los protocolos experimentales para los estudios a realizarse en este trabajo fueron
aprobados por Comisién Honoraria de Experimentacion animal (CHEA)-Universidad

de la Republica Oriental del Uruguay (numero de aprobacion 1007).

Se utilizaron muestras de sangre extraidas de la vena coccigea de un total de 329
bovinos hembra de raza Holando, seleccionadas por muestreo dirigido (no
probabilistico), de las cuales 154 fueron positivas a la PAC y posteriormente
sacrificadas. Las muestras fueron obtenidas en tubos con y sin anticoagulante

(EDTA), se refrigeraron y se almacenaron a -20 °C respectivamente.
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7.3. Deteccion de anticuerpos contra BLV mediante un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA).

Para el diagnostico de BLV se detectaron anticuerpos anti gp51 en suero mediante
ELISA. Se utilizé un kit comercial para detectar anticuerpos contra BLV en suero
bovino con un 98% de sensibilidad y 100% de especificidad 0728-RD, IDEXX
Laboratories, INC. USA), aprobado por el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos-USDA). Las muestras se procesaron de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y la lectura se realiz6 a 450 nm en un espectrofotometro de rango visible
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

7.4. Deteccion de anticuerpos contra DVB mediante un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA).

Para el diagnéstico de DVB se detectaron anticuerpos anti p80 mediante ELISA en
suero. Dicha proteina es indicativa de infeccion viral y esta recomendado para su uso
aun en animales que han sido vacunados. Se empled un kit comercial con un 98% de
sensibilidad y 100% de especificidad. Las muestras se procesaron de acuerdo a las
indicaciones del fabricante y la lectura se realizé a 450 nm en un espectrofotometro

de rango visible (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

7.5. Deteccion de antigeno del vDVB mediante un ensayo de inmunoabsorcién
ligado a enzima (ELISA).

A los animales que no se detectaron anticuerpos anti p80 (n=14), se les realizo un
ELISA en suero para deteccion de antigeno del vDVB. Se emple6 un kit comercial con
un 98% de sensibilidad y 100% de especificidad (IDEXX BVDV Ag/Serum Plus). Las
muestras se procesaron de acuerdo a las indicaciones del fabricante y la lectura se
realiz6 a 450 nm en un espectrofotdmetro de rango visible (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA)

7.6. Hemograma

En muestras de sangre con anticoagulante (EDTA) refrigeradas se determind el
numero de leucocitos totales y linfocitos en el laboratorio de analisis clinicos de la
Facultad de Veterinaria en Montevideo, mediante el uso de Mythic 18 vet (Orphée).

Los valores normales para el nimero de leucocitos totales se establecieron entre
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4000-12000 leucocitos/microlitro de sangre y para el nimero de linfocitos el rango de
2500-7500 linfocitos/microlitro de sangre (Veterinary Diagnostic Laboratory, Oregon

State University).

7.7. Elaboracion de registros y analisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos mediante el empleo de Microsoft office
Excel mediante la elaboracion planillas donde se identific6 correctamente cada
muestra con el numero individual de trazabilidad y el resultado para las tres
enfermedades expresado como positivo 0 negativo.

Para el analisis estadistico se aplicé la Prueba de Chi2 comparando las variables BLV

y DVB segun el estatus de TB, utilizando el software STATAv14.
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8. RESULTADOS

Del total de animales muestreados (n=329), se realizaron pruebas seroldgicas para la
deteccion de anticuerpos contra BLV en 324, siendo positivos 262 (80,8%). Cuando
se relaciono esta infeccion viral con TB, se observo que de 150 positivas a PAC, 109
animales (72,7%) presentaron anticuerpos contra BLV y de las 174 vacas negativas a
la PAC, 153 (87,9%) fueron seropositivas a BLV; encontrandose una asociacion
estadisticamente significativa entre la seropositividad a BLV y la reaccion negativa a
PAC (p=0.000).

Del total de animales a los que se le realiz6 serologia contra DVB (n=324), 310 de
ellos (95,7%) resultaron positivos. Por otra parte, se detectaron anticuerpos contra
DVB en 142 (94,7%) animales de los 150 positivos a la PAC y en 168 (96,6%)
animales de 174 negativos a la PAC. El porcentaje de animales seropositivos a DVB
es mayor en los animales negativos a la PAC que en los animales positivos, pero esta

diferencia no resulté estadisticamente significativa (p=0.405).

A los 14 animales que resultaron seroldégicamente negativos a DVB se les realiz6 un
test de ELISA para antigeno buscando la presencia de animales PI, sin obtenerse

resultados positivos.

Tabla 1. Estatus serologico contra el Virus de Leucosis Bovina Enzoo6tica
(BLV+/BLV-) y el Virus de Diarrea Viral Bovina (DVB+/DVB-) en relacion al estatus de
reaccion a la prueba anocaudal (PAC+/PAC-) expresado en valores absolutos y
porcentajes. n= 324 (animales a los que se le realiz6 serologia contra DVB, BLV y
hemograma).

DVB+ DVB- BLV+ BLV-
PAC+ 142 (43,8%) 8 (2,5%) 109 (33,6%) 41 (12,7%)
PAC- 168 (51,8%) 6 (1,9%) 153 (47,2%)* 21 (6,5%)

*p<0.05

Del total de los animales estudiados (n=329), debido a problemas durante el muestreo
se pudo realizar hemograma a 229 para determinar el nimero de leucocitos y linfocitos
totales por microlitro (uL) de sangre, obteniéndose los siguientes resultados: sobre los

leucocitos totales, 99 animales (43%) presentaron leucocitosis, mientras que 130
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(57%) tuvieron valores normales (entre 4000 y 12000 leucocitos/pL). En cuanto a los
linfocitos, 116 animales (50,6%) presentaron linfocitosis, 112 (49%) presentaron
valores normales (entre 2500 y 7500 linfocitos/pL) y un animal (0,4%) present6

linfopenia.

De los 224 animales a los que se les realizd serologia contra BLV y hemograma,
49,5% (111 animales) presentaron linfocitosis y de los 176 animales que fueron
seropositivos a BLV y se les realizé hemograma, el 48% (85 animales) presentaron

linfocitosis en una Unica determinacion.

Tabla 2. Estatus leucocitario (Leucocitosis+/Leucocitosis-) y linfocitario
(Linfocitosis+/Linfocitosis-) en relacién al estatus serologico contra el Virus de
Leucosis Bovina Enzoodtica (BLV+/BLV-) expresado en valores absolutos y
porcentajes. n= 224 (animales a los que se le realizd serologia contra BLV y
hemograma).

Leucocitosis + Leucocitosis - Linfocitosis + Linfocitosis - Linfopenia

BLV + 73 (32,6%) 103 (46,0%) 85 (38%) 90 (40,2%) 1 (0,4%)

BLV - 21 (9,4%) 27 (12,0%) 26 (11,6%) 22 (9,8%) 0 (0%)

Tabla 3. Estatus leucocitario (Leucocitosis+/Leucocitosis-) y linfocitario
(Linfocitosis+/Linfocitosis-) en relacion al estatus de reaccién a la prueba anocaudal
(PAC+/PAC-) expresado en valores absolutos y porcentajes. n= 229 (animales a los
gue se le realiz6 PAC y hemograma).

Leucocitosis + Leucocitosis - Linfocitosis + Linfocitosis - Linfopenia

PAC+ 58 (25,3%) 67 (29,3%) 71 (31,0%)* 54 (23,6%) 0
PAC- 41 (17,9%) 63 (27,5) 45 (19,7%) 58 (25,3%) 1 (0,4%)
*p<0.05
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9. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en el presente estudio no permiten confirmar la hipétesis
planteada al comienzo del mismo, por lo que no se podria afirmar que existe una
asociacion entre la infeccion por una enfermedad viral inmunosupresora (BLV/DVB) y
una mayor probabilidad de reaccionar positivamente a la PAC para el diagnéstico de
TB.

No fue posible demostrar bajo las condiciones de este estudio y con las técnicas
diagndsticas empleadas (serologia para deteccion de anticuerpos contra DVB y BLV
y reaccion a PPD en PAC) el orden temporal de las enfermedades infecciosas
estudiadas. Se puede inferir que hubo exposicion viral y reaccién positiva a
Mycobacterium spp, pero no se pudo determinar qué infeccidén ocurrio primero, lo que
dificulta la posibilidad de comprobar la influencia que cada una de ellas tendria sobre
las demas. Esto representa una de las mayores limitantes de este trabajo a la hora de
demostrar la hipétesis planteada.

Por otro lado, se debe remarcar que debido al tipo de muestreo que se utilizo,
muestreo dirigido (no probabilistico), no se puede extrapolar la representatividad de la
muestra. Esta muestra no representa la variabilidad de la poblacion, lo que es el mayor
inconveniente del método utilizado (Casal y Mateu, 2003). Por lo tanto, esto debe ser
tenido en cuenta a la hora de realizar una comparacion con los datos presentados en
otros estudios realizados a nivel nacional en los que se buscaban, entre otros, la

prevalencia de estas enfermedades.

En este trabajo se describen los resultados de seroprevalencia de dos enfermedades
infecciosas de interés para el pais, a partir de muestras provenientes de animales en
plena produccién lechera y provenientes de un tambo “tipo” del Uruguay.
Se obtuvieron como resultados una seroprevalencia de BLV a nivel de la muestra de
81%, siendo muy similar a lo obtenido en el trabajo publicado por Riet y col. en el afio
2019, donde a nivel nacional encontraron prevalencias de 82% de BLV en tambos con

mas de 250 vacas.
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A pesar de que BLV es una enfermedad prioritaria para el pais y que se tiende a
realizar una busqueda de estrategias nacionales de control, se podria decir que estas
han sido escasas en comparacion a las realizadas por paises con estrategias y
requisitos mas estrictos como Nueva Zelanda, Noruega, Espafia, Suiza, Suecia,
Eslovenia, Reino Unido, Holanda, Polonia y Australia. Estos paises presentaban baja
prevalencia y lograron eliminar el virus en base a la identificacion y eliminacion de
animales positivos (Riet y col., 2019). Al haber restricciones en la exportacién de
ganado en pie, como las que realiza nuestro pais a China, exclusivamente si los
animales son seronegativos a la virosis, quedan en el territorio nacional los animales
seropositivos, los cuales aumentan la diseminacioén viral en el rodeo vacuno uruguayo.
En nuestro pais, el equipo de investigacibn del Departamento de Ciencias
Microbiolégicas de la Facultad de Veterinaria UdelaR, ha presentado diferentes
trabajos donde se concluye que BLV afectaria indirectamente la performance
reproductiva de los rodeos, y por lo tanto la performance productiva, ya que facilitaria
el ingreso de determinados patdgenos que afectan al aparato reproductor de los
animales (Puentes y col., 2016a; Mionetto y Rodriguez, 2018). Ademas, estudiaron la
respuesta inmune humoral producida por la vacunacion contra el virus de la Fiebre
Aftosa (Puentes y col., 2016b) y contra Clostridium perfringens (De Bruny col., 2019)
en animales seropositivos y seronegativos al BLV. Al inmunizar contra Fiebre Aftosa
y Clostridiosis, se encontré una respuesta mas baja en los titulos de IgM e IgG1 contra
Fiebre Aftosa en los bovinos infectados con BLV, pero lo mismo no se observo en los

anticuerpos totales para ese virus (VFA) y contra las toxinas del Cl. perfringens.

En lo referido a DVB, se obtuvo una prevalencia del 96% de animales positivos a nivel
de la muestra, lo que representa un porcentaje significativamente mayor al obtenido
por Guarino en el 2001, quien realizé un estudio seroldgico sobre 6358 bovinos de
carne de nuestro pais e indicé que el 69% eran seropositivos al virus, y a lo presentado
por Da Silva en el 2019, quien informd que el 80,9% de 1438 bovinos provenientes de
102 tambos evaluados fueron seropositivos al virus. El diagnostico de laboratorio, que
consistid en la busqueda de anticuerpos contra la proteina p80, es una herramienta
util para evaluar la exposicion viral natural, ya que no interfiere con la vacunacién que
se realiza en el predio. Este método detecta un tipo de anticuerpos contra la proteina
p80, la cual es sintetizada por el virus cuando este se replica, por lo que estos

anticuerpos solo estaran presentes si existio multiplicacion del virus en el animal, lo

47



gue ocurre unicamente durante la infeccion natural (Martinez Bello, 2006); debido a lo
gue se puede sugerir que existe circulacion viral en el rodeo estudiado, lo que puede
ocurrir por ejemplo en presencia de animales P.l. que no han sido detectados y
diseminan el virus en el rodeo. En el presente estudio ninguno de los animales
negativos a las pruebas seroldgicas resultd positivo al realizarse ELISA para deteccién

de antigeno, descartandose de esta forma que se tratara de animales PI.

En este trabajo se realiz6 un recuento leucocitario y linfocitario por microlitro de sangre
de cada animal para obtener un dato real sobre la presencia de linfocitosis en vacas
seropositivas y seronegativas a BLV, resultando en que de 176 animales que
resultaron seropositivos a BLV y se les realiz6 hemograma, 85 (48%) presentaron
linfocitosis y de 62 animales seronegativos a BLV, 26 (42%) presentd linfocitosis. Si
bien para que la linfocitosis sea considerada persistente, esta debe presentarse en 2
muestras analizadas separadas en el tiempo por un periodo de 60 a 90 dias
(Bendixen, 1963) y esto no fue posible de realizar en este trabajo, se puede concluir
gue del total de los animales a los que se le realiz6 hemograma (n=229), 116 (50%)
presentaron un elevado nimero de linfocitos en sangre. Por lo tanto, se podria inferir
gue estos animales pueden sufrir un desorden inmunolégico con un desbalance en
las poblaciones linfocitarias y por ende, afectarse el perfil de la respuesta de linfocitos
TCDA4+ (Kabeyay col., 2001).

Al momento del analisis estadistico, mediante el empleo del Chi2, se observé una
asociacion positiva entre la presencia de linfocitosis y la reaccion positiva a la PAC
(p<0,05). En este trabajo se obtuvo que un 48,3% de los animales seropositivos a BLV
a los que se le realizo6 hemograma presentaron linfocitosis (n=176). Como ya
mencionamos, para definir una linfocitosis persistente causada por BLV se deben
analizar dos muestras separadas en el tiempo por un periodo de entre 60 y 90 dias,
por lo tanto, al realizarse en este trabajo un unico hemograma, no podemos definir la
linfocitosis persistente obtenida en los resultados como tal; sin embargo cabe sefnalar
gue la proporcién de linfocitosis obtenida dentro de los animales seropositivos a BLV
se encuentra dentro del rango de entre 30 y 70% descripto para linfocitosis persistente
en el manual terrestre de la OIE (OIE, 2018a), aunque no puede descartarse que la
presencia de enfermedades concurrentes tales como mastitis, bronquitis o
enfermedades podales, afecten de forma relevante el conteo de linfocitos (Rama y

col., 2010). Esta relacion entre la linfocitosis, causada o no por la infeccion por BLV y
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la reaccion positiva a la PAC podria ser un muy interesante objeto de investigacion

para futuros trabajos que puedan complementar lo aqui presentado.

En el Uruguay, no hay trabajos de investigacion que hayan tenido como foco la
interaccion entre estas dos enfermedades virales y la TB. Por lo tanto, esta es la
primera aproximacion en esta tematica e intentara contribuir a la resolucién de

problemas sanitarios relevantes para el pais a nivel productivo.

Con respecto a la interaccion entre BLV y Mycobacterium bovis, Litzelschwab y col.
(2016), hace hincapié en que los efectos de la infeccion por BLV y los disturbios
inmunoldgicos que esta genera pueden predisponer a la tuberculosis bovina, asi como
es el caso del VIH en humanos, por lo que puede haber una coinfeccion y una
potencial interacciéon entre BLV y Mycobacterium bovis en predios que estén
enfocados en la produccion vacuna y tengan presentes ambos microorganismos.
Estos autores demostraron que la infeccion previa por tuberculosis no afectd la
resistencia genética al BLV, lo que va en concordancia con los resultados obtenidos
en el presente estudio. Por otro lado, Sledge y col. (2009) reportaron un caso de
coinfeccion entre Mycobacterium bovis y BLV en una vaca Holando de 9 afios de edad
en Michigan, Estados Unidos. El animal fue reaccionante positivo a un test cutdneo
para el diagnostico de TB, lo que luego fue confirmado mediante una prueba de
Interferobn-Gamma, observacion histoldégica de bacilos acido alcohol resistentes y
cultivo bacteriano; ademas de presentar lesiones histolégicas compatibles con TB y

linfoma, siendo la infeccidn por BLV confirmada por PCR.

En humanos, existen varios reportes de coinfeccibn entre el HTLV-1 (Virus
Linfotrépico de Células T Humano, fuertemente emparentado al BLV) vy
Mycobacterium spp., sugiriéndose un aumento en el riesgo de padecer tuberculosis
en las personas infectadas por este virus (Marsh, 1996; Marinho y col., 2005; Verdonck
y col., 2007). Se cree gque este aumento en la susceptibilidad a las infecciones por
micobacterias se debe a la inmunosupresion causada por el virus, particularmente
relacionada a la inmunidad mediada por linfocitos T, que es la principal respuesta
inmune a la infeccion por estos microorganismos (Marinho y col., 2005; Verdonck y
col., 2007). Esta es una de las principales diferencias etre la infecciéon por el HTLV y

por el BLV, cuyas principales células blanco son los linfocitos B (Gillet y col., 2007).
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En cuanto al vDVB, se detectaron anticuerpos contra el mismo en el 95% de los
animales positivos y 97% de los negativos a la PAC, no obteniendo resultados de
relevancia al intentar relacionar ambas enfermedades, lo que se podria atribuir a la
muy alta prevalencia de esta infeccion viral en la muestra. Distintos autores se han
enfocado en demostrar y describir una posible asociacién entre esta infeccion viral y
la producida por el Mycobacterium bovis. Monies y Head (1999) describieron un brote
severo de TB en ganado estabulado que fue asociado a una infeccion concurrente
con DVB; Charleston y colaboradores (2001) utilizaron cinco terneros gnotobidticos,
de los cuales algunos fueron expuestos a la vacuna BCG (Bacillus Calmette-Guerin,
utilizada en humanos para proporcionar inmunidad contra la Tuberculosis) y otros a la
vacuna BCG y posteriormente a una cepa NCP del vDVB, para posteriormente
cuantificar la respuesta inmune producida por estos terneros al enfrentarse a dos tipos
diferentes de PPD (uno de Mycobacterium bovis y otro de Mycobacterium avium).
Mediante el estudio de dos parametros sanguineos, la proliferacion linfocitaria y la
produccion de INFy, concluyeron que la infeccion aguda por este virus puede
comprometer temporalmente la respuesta inmune de los animales infectados; por otro
lado Kao y colaboradores (2006) realizaron una comparacion en las caracteristicas de
eliminacién del Mycobacterium bovis en 12 terneros, 6 infectados Unicamente con la
micobacteria y 6 coinfectados con Mycobacterium bovis y con el vDVB, utilizando
modelos simples de replicacion bacteriana y concluyeron que, aunque encontraron
cierta evidencia de que podria existir una diferencia entre ambos grupos, esta no
resultdé ser estadisticamente significativa. Finalmente, Byrne y colaboradores (2017)
realizaron un estudio en Irlanda del Norte en el que utilizaron 2827 establecimientos
gue cumplian los criterios de presentar por lo menos 5 animales positivos a DVB en
un afo y de realizar tests para el diagndstico de esta enfermedad en por lo menos el
80% de los animales nacidos por afio, comparandolos con el total de los
establecimientos en Irlanda del Norte ya que este pais se encuentra bajo campafa
para la erradicacion de la TB en la cual se realiza PCC para el diagndstico de esta
enfermedad en todos los establecimientos del pais. Estos autores encontraron una
asociacion positiva significativa univariable entre el estatus de DVB y el nimero de
animales positivos a PCC, confirmandose el estatus de TB mediante spoligotyping,
pero sin encontrar una asociacion significativa entre el estatus de TB y el estatus de

DVB al utilizar modelos finales multivariables en los que se controlaron otros factores
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de confusion importantes, como el tamafo del rodeo, el nUmero de tests contra DVB

realizados y el nimero de animales que ingresan al rodeo por afio.

La PAC para el diagnostico de TB se basa en una reaccion de hipersensibilidad tipo
IV. Esta reaccion ocurre en animales que han sido sensibilizados al antigeno
(expuestos a Mycobacterium bovis) y su desencadenamiento puede dividirse en
diferentes fases. La primera fase del desencadenamiento de la reaccion es el
reconocimiento del antigeno, en este caso el PPD, quien es captado por las células
presentadoras de antigenos y presentado a los clones de linfocitos Thl de memoria
especificos para el mismo que fueron generados en la primera exposicion del animal
a la micobacteria. La siguiente fase de este proceso se denomina activacion y es
representada por la activacion de estos linfocitos Thl de memoria, quienes
comenzaran a secretar ciertas citoquinas como interferbn gamma, interleuquina 2 y
factor de necrosis tumoral alfa causantes, entre otros efectos, de una amplificacion de
la respuesta inmune y la activacion de los macréfagos, células encargadas de llevar a
cabo la ultima fase de esta reaccion de hipersensibilidad denominada fase efectora,
que resultard en la inflamacion dérmica observada en esta prueba (Tizard, 2000;
Casal y col 2016; Crosi 2017). Segun Snider (1982) y Crosi (2017), hay varios factores
gue contribuyen a la presencia de falsos negativos en pruebas de hipersensibilidad
como la PAC, entre quienes se encuentran las enfermedades virales, debido a que
estas pruebas de diagndstico evallan la respuesta inmune celular del hospedador y
toda situacion en la vida del animal que afecte su sistema inmunoldgico puede
comprometer el rendimiento de las pruebas. Charleston (2001) y Kao y col. (2006)
nombran en sus trabajos la infecciébn concomitante entre vDVB y Mycobacteium bovis
como una causa para la presencia de animales falsos negativos a la PAC para el

diagndstico de la TB.

Segun los resultados obtenidos por este trabajo, el 71% de los bovinos positivos a
PAC estaban infectados por BLV, mientras que de los negativos a PAC en el 87% se
detectaron anticuerpos contra BLV. Se observo, inversamente a lo esperado, una
asociaciéon significativa entre la seropositividad a BLV y la no reacciéon a la PAC.
Conociendo la patogenia de BLV, se puede inferir que aquellos animales seropositivos
a esta virosis asintomaticos, ya sea aleucémicos y/o con linfocitosis persistente,
presentan alteraciones en su sistema inmune (Kabeya y col., 2001), por lo que se

sugeriria que esta asociacion se debe a la presencia de animales falsos negativos a
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la PAC, debido a que la respuesta inmune de los mismos se encuentra comprometida

por la infeccion del BLV.

Teniendo en cuenta el papel que juegan estas enfermedades virales
inmunosupresoras en la alteracion del sistema inmune de los animales, favoreciendo
la aparicion de otras enfermedades infecciosas, y la alta prevalencia de las mismas
encontrada en nuestro estudio, cabria lugar a analizar y profundizar el rol que estas
juegan en la gran dificultad que el establecimiento esta teniendo en poder controlar y
eventualmente llegar a erradicar la TB, pudiendo ser esta una causa para el fracaso
de las diferentes estrategias que desde hace varios afios se estan llevando a cabo en

para este fin.

En conclusion, este trabajo presenta los resultados de prevalencia de tres
enfermedades infecciosas (TB, BLV, DVB) y el nimero de leucocitos y linfocitos en
sangre de 229 animales provenientes de un predio lechero del Uruguay; resultando
en una asociacion entre la seropositividad a BLV y la no reaccién a la PAC para el
diagndstico de TB y entre la reaccion positiva a PAC y la presencia de linfocitosis. A
partir de los resultados, mas investigaciones deben ser realizadas buscando confirmar
los mismos y profundizar en campafias y estrategias de control y erradicacion de estas
enfermedades, pudiéndose discutir si DVB y BLV contribuyen a falsear los resultados

de la reacciéon a la PAC en bovinos.
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