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3. RESUMEN

La Queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB), también llamada Ojo rosado o Pink
eye, es principalmente producida por la bacteria Moraxella bovis. Si bien no es una
enfermedad mortal, tiene un gran impacto econémico y productivo en los rodeos que
la padecen, y a nivel nacional las medidas de control ain no han logrado resultados
positivos constantes. Las pérdidas econdémicas estan vinculadas a la disminucion de
la vision, de peso y de la produccion de leche de los animales afectados, a gastos
en tratamiento y mano de obra y descuentos por lesiones en frigorifico. En cuanto a
la profilaxis, existen diversas vacunas disponibles para la prevencion de la
enfermedad y se aplican extensamente en nuestro pais. Las mismas son
formuladas en su mayoria con cepas de referencia inactivadas, las que pueden
diferir antigénicamente de las cepas de campo circulantes en un pais o region.
Paralelamente, evidencias cientificas previas han demostrado que algunas vacunas
para prevenir la QIB son ineficaces, manteniendo el mismo nivel de riesgo de
infeccién, entre animales vacunados y no vacunados Yy sin diferencias significativas
en la ganancia de peso de los grupos evaluados. En esta tesis se seleccionaron 3
vacunas comerciales utilizadas para la prevencion de QIB en nuestro pais, con el
objetivo de evaluar clinica e inmunolégicamente su eficacia a nivel de campo. Se
trabajé con 4 grupos de terneros de raza carnicera (n=20) 3 grupos inmunizados y
un grupo control. Las vacunaciones se realizaron en relacion a las recomendaciones
del fabricante de cada vacuna. Se tomaron muestras de sangre periddicas durante
180 dias, asi como también la revision clinica de los animales. Posteriormente, una
vez obtenidos los sueros, se determin0 mediante ELISA indirecto el titulo de
anticuerpos de los diferentes grupos de animales inmunizados por via sistémica y
del grupo control. La variabilidad obtenida en las distintas curvas de niveles de
anticuerpos, registro de signos clinicos y grados de enfermedad, ain generan dudas
sobre la eficacia de las vacunas, el grado y calidad de la inmunidad y proteccién
frente a la enfermedad, asi como también de la composicién de las vacunas y su via
de administracion. Los resultados obtenidos en esta tesis podrian indicar que las
vacunas con un mayor titulo de anticuerpos no estan asociadas a una menor
presentacion de la enfermedad clinica en el rodeo, sino que probablemente la
utilidad de las mismas se reduce a la disminucién en la severidad de las lesiones y
la duracion de la enfermedad clinica.



4. SUMMARY

Infectious bovine keratoconjunctivitis (IBK), also known as pinkeye, is mainly
produced by the organism M. bovis. Although it is not a fatal disease, it has a great
economic and productive impact on herds that suffer from it, and in our country
control measures have not yet achieved constant positive results. The economic
losses are associated with the decreased vision, weight and milk production in
affected animals, as well as treatment expenses, labor and discounts in meat
processing plants. As to disease prophylaxis, various vaccines are available for
prevention and are widely applied in our country. These are mainly formulated from
inactivated reference strains, which can antigenically differ from the ones circulating
in a country or geographic region. Scientific evidence has demonstrated that some
vaccines used for IKB prevention are ineffective, showing the same risk of infection
between vaccinated and not vaccinated animals, without significant differences in
weight between groups. In this thesis we selected three different vaccines which are
used in Uruguay to prevent IKB. The aim was to clinically and immunologically
evaluate their effectiveness at a field level. The animals used for the experiment
were meat breed calves, divided in four groups (n=20), three immunized and a
control group. The vaccinations were done regarding the laboratory’s
recommendations for each vaccine. This procedure was performed simultaneously
with periodic bleedings over 180 days, in addition to the animals clinical observation
and records. Subsequently, once the serums were obtained, the titer of antibodies of
the different groups was determined by indirect ELISA. Among the thesis's
objectives, we looked forward to determining the presence of clinical symptoms
according to the disease and evaluating the relationship between the antibodies titer
and the disease's natural appearance. Doubts remain about the efficacy of vaccines,
degree and quality of immunity and protection against disease, vaccine composition
and route of administration, due to the variability obtained in the different antibody
level curves, records of clinical signs and degrees of disease. The results of this
thesis could indicate that the vaccines which reached a higher level of antibodies are
not associated with a lower presentation of clinical disease in the herd, but their
usefulness is probably reduced to the decrease in the severity of the lesions and the
duration of the clinical disease.



5. INTRODUCCION

La queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB) es una enfermedad infectocontagiosa
gue afecta al ganado bovino y provoca importantes pérdidas econdémicas tanto a
nivel mundial como en nuestro pais (Sosa, 2013). La misma se da mas
frecuentemente en animales jovenes durante su primer verano, asociada a factores
predisponentes de tipo genético, ambiental, fisico, entre otros. Es la enfermedad
ocular mas comun en el ganado bovino, pudiendo afectar a todas las razas, aunque
en general afecta mayormente a las de pelaje claro (Frisch, 1975; Ward y Neilson,
1979).

Es causada por Moraxella bovis, una bacteria Gram negativa que desarrolla su
patogenicidad mediante la expresion de fimbrias que se adhieren a la superficie
corneal y citotoxinas que destruyen las células epiteliales de la misma (Rogers,
Cheville y Pugh, 1987). También se ha visto una asociacion de Moraxella bovoculi,
con la presencia de QIB clinica. (Angelos, Spinks, Ball y George, 2007). Sin
embargo, la causalidad directa de esta uUltima con QIB no es clara, permaneciendo
en investigacion (Gould et al., 2013).

La patogénesis de esta enfermedad es influenciada por muchos factores, como son
la estacion del afio, la irritacion mecanica, la pigmentacién ocular y el sistema
inmune del huésped, el medio ambiente, los patdgenos concurrentes y la cepa
bacteriana involucrada (Snowder, Van Vleck, Cundiff y Bennet, 2005). Entre los
factores extrinsecos que colaboran en el desarrollo de la QIB se mencionan la
exposicion de los animales a la radiacion ultravioleta, la presencia de la mosca de la
cara, infecciones concurrentes con Mycoplasma spp o virus de IBR, el polvo y las
plantas que generen traumatismos (Arends, Wright, Barto y Lusby, 1984; Lepper y
Barton 1987; Pugh, Hughes y Packer, 1970; Pugh, Hughes y Schulz, 1976; Pugh,
McDonald y Kopencky, 1980; Rosenbusch, 1983).

La compleja interaccion entre el huésped, el medio ambiente y el agente etioldgico,
asi como la dificultad que existe en la prevencién y tratamiento de la enfermedad,
justifican el estudio en profundidad de la misma. M. bovis es ubicua en la mayoria
de las poblaciones bovinas y las estrategias para eliminar el patdgeno no han sido
identificadas, por lo que el control de la enfermedad se enfoca en estrategias de tipo
preventivo (Brown, Brightman, Fenwick y Rider, 1998). La vacunacion contra M.
bovis en general no es exitosa y los resultados de los tratamientos con antibidticos
incluyendo distintas vias de administracion varian de acuerdo a la severidad de la
QIB (Brown et al., 1998). A su vez, se ha registrado un aumento marcado en las
infecciones causadas por bacterias multiresistentes, reflejo de la resistencia
antimicrobiana (RAM) existente (Saleem, Ahmed, Mir, Aliy Zaidi, 2010). Esto resalta
la necesidad de un uso prudente y adecuado de los antimicrobianos, sumado a que



se han incorporado escasos antimicrobianos nuevos al arsenal disponible,
especialmente para Gram negativos (Camou, Zunino y Hortal, 2017).

Los esfuerzos por generar una vacuna eficaz se han enfocado en el uso de pilis
superficiales y citolisina para estimular la respuesta inmune del huésped, pero es
importante considerar que M. bovis contiene una gran variabilidad de factores de
virulencia. El nivel de proteccion que ofrecen las vacunas depende de la relacion
entre los componentes de la misma y los serogrupos presentes en la region, lo que
sugiere la necesidad de realizar una vigilancia epidemiolégica regularmente
mediante aislamientos vy tipificacion en los distintos brotes de la enfermedad. A su
vez, la inmunidad protectora contra M. bovis es influenciada tanto por anticuerpos
séricos como lagrimales, por lo que el desarrollo de una respuesta inmune eficaz
también depende de la adecuada presentacion antigénica (McConnel y House,
2005).

La diversidad antigénica y la capacidad de mutacién que tiene la bacteria, dificultan
el desarrollo de vacunas eficaces que generen buenos resultados a nivel nacional
en la prevencion de la enfermedad. Considerando esto, y la importancia que tiene la
QIB en nuestro pais, principalmente en cuanto a las pérdidas econdémicas que
genera a nivel de la ganaderia, este trabajo busca evaluar la inmunidad humoral
generada por distintas vacunas comerciales utilizadas por productores en Uruguay
contra la QIB, y su relacion con la sintomatologia clinica presente en los animales
infectados.



6. REVISION BIBLIOGRAFICA
QUERATOCONJUNTIVITIS INFECCIOSA BOVINA

6.1 Etiologia

En el correr de los afios, se ha estudiado la etiologia de QIB determinandose como
agente causal y especie bacteriana mas comunmente vinculada a la enfermedad, a
M.bovis. Dicha bacteria pertenece al género Moraxella, uno de los mas grandes
dentro de la familia Moraxellaceae, con aproximadamente 22 especies reconocidas,
las cuales se consideran comensales, pero en ocasiones también parasitos de las
membranas mucosas en mamiferos. Moraxella spp. es muy abundante tanto en la
microbiota respiratoria como ocular y dentro de este género se destacan las
especies M. bovis, Moraxella bovoculi y Moraxella ovis (Cullen et at., 2017; Nicola et
al., 2017; Parte, Sarda, Meier, Reimer y Joker, 2020; Rossau, Van Landschoot, Gillis
y De Ley, 1991).

Las bacterias Gram negativas, por definicibn poseen una membrana externa la cual
esta compuesta de lipopolisacéaridos, fosfolipidos, y proteinas de membrana externa
(PME), dentro de las cuales las porinas tienen un papel importante en la adhesion e
interaccion huésped-patdogeno. De hecho, a menudo se consideran esenciales para
el desarrollo de la infeccion y posterior enfermedad, por lo que podrian tenerse en
cuenta a la hora de formular una vacuna (Maiti, Shetty, Shekar, Karunasagar y
Karunasagar, 2012).

M. bovis es un cocobacilo inmovil, perteneciente al grupo de las bacterias Gram
negativas, y desde el punto de vista bioquimico se caracteriza por ser oxidasa y
catalasa positivo. Posee distintos factores de virulencia como toxinas, enzimas,
fimbrias, entre otros, que le permiten adherirse, colonizar y dafiar células,
generando la sintomatologia clinica. Existen distintas cepas de Moraxella,
diferenciadas por las combinaciones de dichos factores de virulencia.

Las fimbrias son fibras proteicas imprescindibles para la union con el epitelio
corneal, y en el caso de M. bovis, se destacan las fimbrias de tipo IV. Estas cumplen
un rol clave para el desarrollo de la enfermedad, ya que cepas que no presentan
fimbrias, no pueden adherirse al epitelio y por tanto, no logran desarrollar la
posterior patogenia (Gil-Turnes, 1983; Jayappa y Lehr, 1986; Moore y Rutter, 1989).
Se describen dos tipos de fimbria; la tipo Q que actta en primer lugar en la adhesion
y colonizacion bacteriana en la cérnea bovina, y por otro lado la tipo I, la cual actia
en el mantenimiento de la infeccion (Ruehl et al., 1993).

En cuanto a la produccion de enzimas y toxinas, M. bovis produce una gran

cantidad de enzimas que participan de la patogenia de la enfermedad. A su vez, se
ha identificado una exotoxina perteneciente a la familia RTX de exo proteinas
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bacterianas, una beta hemolisina. Esta exotoxina es la responsable de la beta
hemolisis observable en los cultivos de M. bovis sobre agar sangre; y en el ojo del
bovino actla alterando la membrana citoplasmatica de las células, promoviendo el
desarrollo de Ulceras corneales (Angelos et al., 2001; Postma et al., 2008).

Si bien la QIB es protagonizada por M. bovis, cuando se obtienen muestras para
realizar cultivos, no es raro encontrar otros agentes que pueden coexistir y
exacerbar el cuadro clinico. Dentro de estos agentes es frecuente encontrar M.
bovoculi, Herpesvirus tipo 1, Mycoplasma bovis y Listeria monocytogenes, entre
otros (Loy, Clothier y Maier, 2021).

. M. bovoculi: Dentro del género Moraxella, esta bacteria se considera
homologa a M. bovis en varios aspectos. A pesar de la estrecha similitud, no se ha
podido replicar experimentalmente QIB a raiz de M. bovoculi (Angelos, Ball y Hess,
2007; Ely et al., 2019).

. M. bovis: actia desde dos puntos de vista, por una parte es considerado
como un agente inmunosupresor, por lo que podria predisponer al huésped a
infecciones, y por otra parte se considera un agente causal de enfermedades como
neumonia, mastitis, artritis y queratoconjuntivitis (Burki, Frey y Pilo, 2015). En un
brote de QIB registrado en ganado de carne, donde se investigé Mycoplasma como
agente causal, se identificd la misma en 33 aislamientos (Alberti et al., 2006).

. Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1): los herpesvirus, virus de la familia
herpesviridae, se caracterizan por ser inmunosupresores, de hecho, se demostrd
gue aquellos animales que fueron expuestos a BoHV-1, tuvieron una mayor
incidencia de QIB, en comparaciéon con animales que no habian sido enfrentados al
herpesvirus previamente (Pugh, Hughes y Packer, 1970). Por otra parte, BoHV-1 es
agente causal de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), en la cual se describen
sintomas como conjuntivitis uni o bilateral, inflamacién y enrojecimiento de la
conjuntiva, secrecién serosa y queratitis, similares a QIB.

. L. monocytogenes: esta bacteria se encuentra descrita, entre otros cuadros
clinicos, como causante de infecciones con manifestaciones oculares semejantes a
QIB, lo que se denomina como “silage eye”, ojo de ensilaje (Erdogan, 2010;
Kummeneje y Mikkelsen, 1975). Experimentalmente, la bacteria puede penetrar
directamente las células de la coérnea. El alimento puede actuar como ruta de
entrada; escenario que podria generarse en animales confinados para engorde
(Racz, Tenner y Szivessy, 1970; Stams, 1967).
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6.2 Impacto econémico en Uruguay

La QIB es una enfermedad muy relevante en nuestro pais debido a las grandes
pérdidas productivas y econdmicas que ocasiona, principalmente en los
establecimientos ganaderos. Al afectar mayormente a animales jovenes, disminuye
significativamente su tasa de crecimiento (Thrift y Overfield, 1974; Ward y Nielson,
1979). Ademas, el estrés debido al malestar fisico genera una reduccion en el
tiempo de alimentacion y a una menor produccion de leche. La disminucion en el
crecimiento de los terneros puede llegar a ser del 20% de su peso (Angelos, 2010;
Funk et al., 2009). Todo esto se traduce en un menor rendimiento de los animales,
lo que perjudica directamente al productor que padece el problema y a la produccion
ganadera nacional. A su vez, se deben considerar las pérdidas por gastos en
tratamiento, manejo de los animales, mano de obra del personal, honorarios
veterinarios y andlisis de laboratorio (Hughes, 1981).

El impacto econdémico generado a causa de esta enfermedad en Uruguay mantiene
a muchos productores en busca de alternativas que sean eficaces en disminuir la
incidencia de la misma. Sin embargo, las caracteristicas propias del agente causal,
Moraxella spp., aun siguen en estudio y los datos sobre las diferentes cepas
circulantes son escasos. Resultados de una tesis de maestria en el afio 2013
indicaron por primera vez la existencia de dos especies distintas de Moraxella spp.
asociadas a brotes clinicos en nuestro pais; M. bovis y M. bovoculi, demostrando
gue M. bovoculi podria ser un importante agente de QIB en la ganaderia del
Uruguay. Las cepas de esta ultima, fueron encontradas en varios departamentos,
incluyendo Artigas, Salto, Soriano, Cerro Largo, Treinta y Tres, Flores, San Josée,
Tacuarembd y Canelones. A su vez, en el mismo trabajo, se confirmé la notoria
diferencia fenotipica y genotipica entre las dos especies (Sosa, 2013).

A nivel mundial, existe una amplia distribucién de la enfermedad y una gran
variabilidad en los factores de virulencia en las distintas especies y cepas. La
diversidad antigénica y capacidad de conversion de epitopos del agente causal,
requiere una vigilancia epidemiolGgica continua a partir de aislamientos de brotes
(McConnel y House, 2005). Esta variabilidad fenotipica es uno de los factores que
probablemente pueda estar asociado a la ineficiencia en la prevencion mediante
vacunas comerciales, ya que las mismas en general son fabricadas a partir de
cepas de referencia inactivadas y actualmente, la prevencién y tratamiento de la QIB
no demuestran resultados exitosos constantes en nuestro pais ni a nivel
internacional.

Para lograr buenos resultados en la prevencion y tratamiento de la QIB, y disminuir
el impacto negativo de esta problematica en nuestros sistemas, es necesario seguir
definiendo la variabilidad gendémica de los factores de virulencia presentes en las
especies de Moraxella, asi como su distribucion en nuestro pais. Es muy importante

12



la evaluacion de las cepas locales para el desarrollo de vacunas efectivas
(Umpierrez et al.,, 2015) y la evaluacion de la respuesta inmune de las vacunas
actualmente utilizadas, con el objetivo de brindar a la produccion ganadera
uruguaya herramientas de prevencién con buenos resultados.

6. 3 Epidemiologia

La incidencia de la enfermedad clinica de QIB y su gravedad, es un claro ejemplo de
la funcién integrada que desempeiian los distintos componentes de la denominada
triada epidemiolégica: medio ambiente, huésped y agente etiolégico. Como se
menciond, la QIB es una enfermedad altamente contagiosa de rapida propagacion
dentro de un rebafio, pero la prevalencia tanto a nivel estacional como anual, difiere
segun las distintas regiones del mundo, incluso dentro de un pais (Aikman, Allan y
Selman, 1985). La mayor prevalencia y la forma de aparicion mas comun de la
enfermedad ocurre gradualmente durante la primavera, verano e incluso en el otofio
sobre bovinos menores de dos afios. No obstante, se han registrado casos clinicos
en meses de invierno, e inclusive en ganado de mayor edad al que se le atribuye
una mejor inmunidad. Hoy dia existen distintas medidas profilacticas para el control
de la enfermedad, dentro de las cuales la vacunacidon es muy utilizada y hay varias
opciones disponibles en nuestro pais, sin embargo los resultados obtenidos en los
rodeos son cuestionables, lo que la hace una enfermedad epidemiolégicamente
relevante.

La prevalencia y severidad de lesiones es mayor en razas europeas (Bos Taurus)
gue cebuinas (Bos indicus), siendo estas ultimas y sus cruzas mas resistentes a QIB
(Blood y Radostits, 1992; Turquieto, Chayer, Jorge y Passucci, 2008). Con respecto
al sexo, existe una mayor tendencia de aparicion en los machos que en las
hembras, aunque no se ha determinado definitivamente (Powe, Nussbaum, Hoover,
Rossmanith y Smith, 1992). Un aspecto genético vinculado al huésped y que ha
demostrado tener cierta influencia en la aparicion de QIB, es la pigmentacién ocular.
La correlacion genética entre la incidencia de la enfermedad, y el grado de
pigmentacion ocular no ha sido completamente dilucidada (Ward y Nielson, 1979).
Sin embargo, ejemplares de la raza Hereford con pigmentacion ocular presentan
mayor incidencia de QIB que ejemplares de menor pigmentacion y cruzas Hereford
(Frisch, 1975; Ward y Nielson, 1979). Si bien la estimacion de la heredabilidad de la
pigmentacion ocular en ganado Hereford es relativamente alta (0,44 + 0,13,
Anderson et al., 1957; 0,55 + 0,33, Vogt et al., 1963); la correlacion fenotipica entre
pigmentacion y enfermedad clinica de QIB es baja (Ward y Nielson 1979). Esto
implica que la seleccién animal a través del caracter pigmentacién ocular puede
tener éxito limitado en la disminucion de la incidencia.

Ademéas de la época del afo, dentro de los factores medioambientales se
mencionan el polvo, la exposicion a radiacion ultravioleta, tipo y calidad de pasturas,
siendo aquellas encafiadas, secas y altas posibles agresores para los 0jos, y por lo
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tanto predisponentes para la enfermedad. (Loy, Hille, Maier y Clawson, 2021).
Dentro del medio ambiente cabe destacar la presencia de la mosca de la cara
(Musca autumnalis) y mosca del establo (Stomoxys Calcitrans), las cuales ademas
de ser un factor estresante para el animal, y con capacidad de irritar fisicamente los
0jos, Se comportan como vectores mecanicos que participan en la transmisién activa
de los agentes causantes de la enfermedad (Gerhardt, Allen, Grene y Smith, 1982).

En lo que respecta al agente etioldgico, en la bibliografia se mencionan diferentes
patdgenos causales, pero la presencia de la bacteria M. bovis determina y confirma
el diagnostico de QIB. De hecho es capaz de producir experimentalmente la
enfermedad en ausencia de otros patdgenos.

6. 4 Patogenia y signos clinicos

La patogenia de M. bovis esta ampliamente estudiada. Las fimbrias facilitan la
adhesion al epitelio corneal. Son factores de virulencia necesarios para la
colonizacién, por lo que su ausencia es indicativa de cepas no patégenas (Giltner,
Nguyen y Burrows, 2012; Gil-Turnes, 1983; Moore y Rutter 1989). La bacteria
invade y provoca lesiones en la cornea mediante una endotoxina dermonecrotica,
pero sin alcanzar el torrente sanguineo de los animales afectados. (Blood,
Henderson y Radostis, 1988). A su vez, las cepas de M. bovis producen enzimas
hidroliticas que actdan descomponiendo proteinas, lipidos, acidos nucleicos,
carbohidratos y moléculas de grasa de los huéspedes en unidades mas pequefias y
de esta manera causan dafio en los tejidos oculares. Entre ellas se incluyen
esterasas, lipasas, fosfoamidasas, fosfatasas e hialuronidasas (Frank y Gerber,
1981). Otras cepas pueden contener plasmidos que codifican proteinas filamentosas
similares a la hemaglutinina, las cuales colaboran en la colonizacién del huésped
(Kakuda, Sarataphan, Tanaka y Takai, 2006).

La adquisicion de hierro es también un micronutriente que permite que los
patdgenos se repliguen y mantengan la infeccion. Algunas cepas de M. bovis
contienen proteinas de membrana externa vinculadas a la captacion de hierro y son
capaces de adquirirlo de la lactoferrina y transferrina bovina (Yu y Schryvers 2002).

En general, la QIB afecta Unicamente al ojo, y la falta de compromiso sistémico es
un factor que nos ayuda a diferenciar a esta enfermedad de otras que también
presentan signos clinicos a nivel ocular. Por ejemplo, la incidencia de la conjuntivitis
es considerable en enfermedades como neumonias virales, Lengua azul, Peste
bovina, Diarrea viral bovina, Besnoitiosis, Fiebre Catarral Maligna e IBR, pero en
éstas se presenta como un signo secundario y asociado a signos sistémicos
(Kopecky, Pugh y McDonald, 1986).

Dentro de las estructuras oculares, la QIB afecta principalmente a la coérnea,
provocando en estadios tempranos, sintomas como lagrimeo, epifora,
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blefaroespasmo, fotofobia y conjuntivitis en grados variables, aunque no siempre se
encuentra esta ultima. La enfermedad puede progresar y generar edema corneal y
ulceracion de profundidad y didmetro variados, y el blefaroespasmo y lagrimeo a
menudo aumentan con el progreso de la lesion ocular. Frecuentemente, los casos
de QIB se resuelven espontdneamente luego de esta etapa. Sin embargo, el dafio
en la cérnea puede llevar a ulceraciones muy profundas y al prolapso de la camara
anterior del ojo. En algunos casos, se ha encontrado una presion intraocular
elevada, probablemente causada por el dafio inflamatorio en el angulo iridocorneal,
el cual genera una alteracion en el flujo de humor acuoso (Alexander, 2010).

Las lesiones tempranas pueden ser muy pequefias y dificilmente visibles, y la
evidencia de opacidad corneal (edema) generalmente no se aprecia a la distancia
(Angelos, 2015). La mayoria de las Ulceras corneales asociadas a QIB revierten
terminando en cicatrices de distintos grados, que pueden llegar a perjudicar la vision
de los animales (Angelos, 2015). A su vez, el dolor asociado al dafio ocular,
conjuntamente con la disminucién en la vision, lleva inevitablemente a un menor
consumo de alimento por parte de los animales y en consecuencia, a la disminucion
en su crecimiento y ganancia de peso. (Funk, Reecy, Wang y Tait, 2014; Snowder,
Van Vleck, Cundiff y Bennett, 2005; Thrift y Overfield, 1974). En casos mas severos,
las lesiones pueden llevar a una ruptura corneal y posterior pérdida de la vision
permanente (Angelos, 2015).

En resumen, la queratitis asociada a la QIB, la cual es definida como circunscripta y
generalmente localizada en la zona central del ojo, y la ulceracién corneal, son los
signos clinicos mas indicativos de QIB. Sin embargo, los mismos no son
patognomonicos, por lo que siempre debemos descartar otras causas de lesiones
oculares (Kneipp, 2021). Cualquier traumatismo, tanto fisico como quimico, puede
provocar lesiones similares a las presentes en un animal con QIB, por lo que
siempre debemos tenerlos en cuenta en el diagnostico diferencial (Alexander, 2010).
La descarga ocular de QIB es de caracter acuoso en sus comienzos, pero puede
tornarse mucosa hasta purulenta con la complicacién del cuadro (Alvarez, 2020). En
algunos casos, el lagrimeo puede ser normal, y la presencia de mosca provoca
grados variables de lagrimeo entre razas e individuos (Shugart et al., 1979).
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Tabla 1: Score clinico para realizacion del diagnéstico de la Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina
(QIB) (Cardozo, 2007 citado por Martirena y Turrens, 2013)

Score Lesiones Pronéstico funcional

1 Conjuntivitis o conjuntivitis mas leve queratitis | Reversible
(edema de coérnea)

2 Queratitis ulcerativa, queratitis abscedativa, Reversible
descemetocele (acompafiados de uveitis)

3 Sinequias de 360°, llceras perforadas, Irreversible
prolapso de iris en Ulceras perforadas
(estafilomas), panoftalmitis, luxacion de
cristalino, ptisis bulbis, simblefarones. Miasis

4 Curacion

Estudios del comportamiento clinico de QIB en un establecimiento con antecedentes
histéricos de la enfermedad en nuestro pais, pero sin antecedentes de vacunacion,
indicaron que un 57,4% de los animales previamente inmunizados permanecieron
sin sintomatologia, mientras que un 42,6% presentaron alteraciones oftalmol6gicas
uni o bilaterales (n=75, Raza Polled Hereford, 10-14 meses de edad). Las lesiones
oculares diagnosticadas en este estudio correspondian al Escore 1 y 2, mientras
gue no se encontraron lesiones pertenecientes al Score 3 (irreversibles) (Etchevarne
y Fernandez, 2016) (Tabla 1).

6. 5 Respuestainmune

Cuando los microorganismos logran vencer los distintos niveles de defensa de los
organismos vivos y producir un cuadro de enfermedad, los denominamos
patdgenos. Evaden las defensas del organismo, tanto internas como externas y
generan dafno de distinta forma de acuerdo al patégeno actuante, lo que se conoce
como factores de virulencia (Tizard, 2009).

Los mecanismos de defensa contra agentes extrafios como las bacterias, incluyen
las barreras fisicas, la inmunidad innata, y la inmunidad adquirida. Dentro de las
barreras fisicas tenemos la integridad de la piel con sus distintos componentes y
funciones, y en los distintos sistemas tales como el respiratorio, digestivo,
reproductivo existen sistemas de defensa local. En el caso del ojo tenemos el
blefarospasmo y el lagrimeo. Frecuentemente los microorganismos superan las
barreras fisicas, enfrentandose en primer lugar a la inmunidad innata. La inmunidad
innata consiste en mecanismos quimicos y celulares, los cuales reconocen a los
microorganismos por su composicion quimica distinta, y logran destruirlos. Este
sistema no presenta lo que se denomina “memoria” por lo que cada encuentro con
el mismo agente 0 uno nuevo, responderd y actuara bajo la misma intensidad, y las
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distintas estrategias para combatirlo duraran el mismo tiempo igual que la primera
vez (Tizard, 2009). Los actores de este sistema de defensa innato son macroéfagos,
células dendriticas, neutrdfilos, células NK, y su principal caracteristica es un inicio
de actividad rapida, de minutos a horas ante el antigeno. De todos modos, resultan
insuficientes los mecanismos de defensa mencionados; y es por eso que existe la
dltima linea de defensa que es la respuesta inmune adquirida, que a diferencia del
anterior presenta memoria, e incluso cuanto mas encuentros tenga con el patégeno,
mas efectiva serd su respuesta y funcion defensiva. Se caracteriza por ser eficaz
luego de varios dias, pero una vez que establece el reconocimiento del agente, la
memoria, y receptores especificos para el proximo encuentro, resulta sumamente
eficaz, incluso un individuo puede volverse inmune. Debido a que existen patdbgenos
intra y extracelulares, es que la respuesta inmune adaptativa responde de distinta
manera (Tizard, 2009). En caso de ser un antigeno extracelular, se generara
memoria hacia el mismo y también se produciran anticuerpos que lograran
eliminarlo. De esta manera podria resumirse que el antigeno es captado por
distintas células tales como macrofagos y células dendriticas. Los linfocitos By T se
unirdn al antigeno gracias a la presentacion de receptores especificos en su
superficie. Los linfocitos generaran la memoria, en este caso al ser una respuesta
mediada por anticuerpos seran los linfocitos B (Tizard, 2009).

Debido a que las superficies mucocutaneas y cutaneas resultan ser un sitio
importante de colonizaciéon de patdgenos e incluso sitio de entrada para los mismos,
el organismo ha desarrollado mecanismos protectores adquiridos. Las distintas
superficies corporales cuentan con mecanismos inmunes tanto celulares como
mediados por anticuerpos. En el caso de la superficie ocular, las lagrimas son gran
parte de esta respuesta, ya que son ricas en inmunoglobulina A; un anticuerpo que,
si bien no es bactericida, tiene la capacidad de disminuir e incluso anular enzimas
viricas o bacterianas (Tizard, 2009). Las lagrimas también cuentan con lactoferrina,
gue es una proteina que colabora en la defensa con un efecto bacteriostético
(Slatter, 2004).

Los animales tienen entonces dos vias de inmunizacion, una es la inmunizacion
pasiva la cual es de rapida accion pero tiene una duracion determinada, como es el
ejemplo de la inmunidad transferida con anticuerpos calostrales. La inmunidad
activa en cambio se genera a partir de la exposicion del animal al patégeno o a
través de vacunas con la administracion del antigeno al animal. La inmunidad en
este caso se genera mas lentamente pero es mas duradera (Tizard, 2009).

En cuanto a la queratoconjuntivitis, existen diversas vacunas comerciales. El éxito o
fallo de ellas depende de factores como el procedimiento de elaboracion, la cepa
utilizada, el tipo de vacuna si esta viva o inactivada, la via de administracion y su
correcta realizacion, la respuesta individual animal, entre otras. Como se menciono
previamente, el principal agente causal de la QIB, M. bovis, presenta diversas cepas
diferenciadas por los factores de virulencia que presentan; el cual es un aspecto
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descrito dentro de las fallas vacunales y que podria explicar el fenobmeno de
respuesta variable ante las inmunizaciones contra QIB a nivel nacional. La
variabilidad entre las cepas circulantes en los preparados vacunales podria ser la
causa de respuestas insuficientes.

Se ha demostrado que los anticuerpos contra M. bovis en suero y también en
lagrimas estan presentes cuando ocurre la enfermedad severa (Nayar y Saunders,
1975). Aunqgue la resistencia a la infeccién por M. bovis puede estar dada por la
inmunidad humoral sistémica de IgG (Kopecky, Pugh y McDonald, 1983 citado por
McConnel y House, 2005). Se ha demostrado que estos anticuerpos pueden no
proteger a los animales de una infeccion recurrente, pero si ser responsables de
una reduccion en la longitud y severidad de los signos clinicos presentes. Por otro
lado, los anticuerpos especfficos IgA de secreciones lagrimales pueden llegar a ser
un mejor indicador de la resistencia a la reinfeccion (Smith y Greene, 1989 citado
por McConnel y House, 2005). Sin embargo, es probable que el desarrollo de la
enfermedad clinica sea necesario para generar los mismos, mientras que una
enfermedad leve puede no llegar a prevenir la reinfeccion (Nayar y Saunders, 1975).

6. 6 Profilaxis y prevencion

Las grandes pérdidas econdmicas que son atribuidas a la QIB, justifican una
continua investigacion sobre la enfermedad, y especialmente acerca de los métodos
de prevencion de la misma. M. bovis, ha sido uno de los agentes etiol6égicos mas
estudiados respecto a la prevenciéon de la QIB ya que tiene un gran potencial de
diversidad antigénica, asi como también de conversion de epitopos, lo que hace que
esta enfermedad requiera de una vigilancia epidemioldgica constante mediante
aislamientos de brotes (McConnel y House, 2005).

Las principales estrategias para la prevencion de QIB se basan en el control del
vector mas importante de la enfermedad, la mosca de la cara, y en la estimulacion
de la inmunidad del huésped mediante el uso de vacunas contra M. bovis (Brown,
Brightman, Fenwick y Rider, 1998). El intento de desarrollar una vacuna eficaz, se
ha enfocado primariamente en el uso de fimbrias de superficie o citolisinas para
estimular la respuesta inmune del huésped. Sin embargo, debido a que M. bovis es
un microorganismo conocido por su diversidad en factores de virulencia, resulta
necesario profundizar en la busqueda de nuevos antigenos conservados que sean
inmunogénicos y que su inclusion en los preparados conlleve a una proteccion
contra la enfermedad, proporcionando alternativas para el desarrollo de vacunas
para la prevencion (McConnel y House, 2005).

Vacunas celulares
Se ha observado que animales vacunados sistémicamente con bacterinas de M.
bovis pueden resistir la infeccion o enfermedad causada por cepas homodlogas en
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mayor medida que la producida por cepas heterélogas. Por otro lado, en un estudio
donde bovinos se inmunizaron con vacunas en base a células rotas de M. bovis, no
se observo resistencia a QIB y su suero carecié de anticuerpos contra las fimbrias
(Pugh y Hughes, 1976 citado por McConnel y House, 2005).

En cambio, en otro estudio donde los animales se inmunizaron con bacterinas
preparadas a partir de cepas con fimbrias no hemoliticas (y por tanto avirulentas) si
desarrollaron resistencia contra cepas hemoliticas y virulentas de M. bovis, lo que
sugiere que la respuesta inmune estaria fuertemente asociada a los antigenos de la
fimbria (Pugh, McDonald y Kopecky, 1982 citado por McConnel y House, 2005).

Vacunas de subunidades

Las fimbrias en la superficie son los antigenos recomendados para la utilizacion
tanto de vacunas con componentes celulares como aquellas producidas en base a
componentes acelulares debido a su capacidad antigénica e inmunogénica. Sin
embargo, se debe considerar la existencia de una gran variedad de serogrupos
(McConnel y House, 2005).

Experimentos in vitro demostraron que la variacién en la expresion de proteinas de
M. bovis, le permite cambiar de un tipo de expresion de fimbria a otra (Ruehl et al.,
1993; Ruehl, Marks, Fernandez, Falkow y Schoolnik, 1988).

Por otra parte, resultados de una prueba de campo con una vacuna comercial
inactivada (bacterina) producida a partir de células enteras de M. bovis fimbriadas
no mostraron resultados significativos en la incidencia de QIB, pero si una reduccion
en la severidad de las lesiones y el numero de tratamientos requeridos (Bateman,
Leslie y Scholl, 1986). También se ha propuesto que la induccion de la inmunidad
protectora con vacunas basadas en fimbrias seria serogrupo-especifica (Lepper,
Moore, Atwell y Tennet, 1992). A su vez, los brotes de QIB pueden contener
aislamientos que pertenezcan a varios serogrupos, lo que podria limitar la eficacia
de las autovacunas (Davidson y Stokka, 2003). Asimismo, la inclusion de fimbrias de
todos los serogrupos podria resultar en problemas debido a la competencia
antigénica (Lepper, Moore, Atwell y Tennet, 1992). También es importante
considerar que cambios en las condiciones ambientales o caracteristicas fisiol6gicas
del huésped pueden generar la emergencia de nuevos tipos de fimbrias,
serolégicamente distintas a las endémicas o0 a las presentes en las vacunas
(Greene, Grubbs y Potgieter, 2001).

Otras estrategias que se han explorado por ejemplo es el tratamiento de las fimbrias
con bromuro de cianégeno, produciendo la escisibn de sus polipéptidos, y
generando como resultado fragmentos de fimbrias para utilizar como inmunégenos.
En un estudio, se obtuvo antisuero de conejo contra fragmentos de fimbrias, y se
observé que el mismo contenia anticuerpos capaces de reaccionar con antigenos
conservados en las fimbrias intactas. Sin embargo, un antisuero contra fimbrias
enteras parecio carecer o contener menos anticuerpos reactivos hacia los antigenos
conservados. Los titulos de anticuerpos en este Ultimo caso son mucho menores
hacia las fimbrias heterdlogas en relacion a los homdlogos. Mientras que el suero
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contra fragmentos de fimbrias contiene titulos de anticuerpos altos contra fimbrias
heterdlogas y homaologas por igual. Si estos inmundgenos generaran una respuesta
inmune en el ganado se podrian desarrollar vacunas a partir de fimbrias tratadas
con bromuro de ciandgeno, induciendo una respuesta inmune mucho mas amplia
hacia QIB de la que se obtiene actualmente con vacunas basadas en fimbrias
enteras (Greene, Grubbs y Potgieter, 2001).

Vacunas basadas en citolisinas

Otra de las aproximaciones es la utilizaciéon de citolisinas como antigenos
vacunales. Se ha observado que animales con QIB desarrollan anticuerpos anti-
hemolisina que son capaces de neutralizar la actividad de la citolisina de multiples
cepas de M. bovis (Billson et al., 1994) y que la vacunacién de terneros mediante un
ultrafiltrado de sobrenadantes de cultivos de M. bovis hemolitica protege contra el
desafio con una cepa heterdloga de M. bovis, con una respuesta de anticuerpos
anti-hemoliticos detectable sistémicamente pero no en lagrimas (Billson et al., 1994;
George, Angelos y Ruehl, 2004). Por otro lado, anticuerpos monoclonales
producidos a partir de sobrenadantes de M. bovis hemolitica, neutralizan el potencial
hemolitico y citotoxico sobre los epitelios oculares, de cepas de M. bovis
representando los siete serogrupos de fimbria (Billson et al., 2000).

Es esperable que la inmunizacion con una preparacion capaz de neutralizar la
actividad de la citolisina de M. bovis proteja contra la destruccién de neutréfilos y la
liberacion de enzimas proteoliticas por parte del huésped. En consecuencia, se
reduciria el edema corneal y licuefaccion del estroma y se veria potenciada la
fagocitosis, llevando a una disminucion en la colonizacion ocular, mayor
cicatrizacion de la cérnea y reduccién de la duracion de la enfermedad (Hoien-
Dalen, Rosenbusch y Roth, 1990 citado por McConnel y House, 2005). Para
considerarse un inmunégeno clinicamente til, la citolisina deberia iniciar una
respuesta antitoxica que protegera contra M. bovis.

Estudios sugirieron que la actividad antigénica y citolitica de la citolisina de M. bovis
se conserva en los aislamientos y es estable hasta 4 meses cuando son
refrigerados o congelados (George et al., 2004) y que terneros inmunizados con una
vacuna enriquecida con citolisina generan un grado de resistencia contra la
ocurrencia natural de QIB, sin evidencia de signos clinicos indicativos de
endotoxemia o necrosis tisular. Algunos efectos benéficos que se pueden atribuir a
vacunas elaboradas en base a citolisina incluyen una tasa mas lenta de aparicion de
QIB, reduccién de la presencia de enfermedad clinica a la primer observacion y
Ulceras corneales de menor tamafo, asi como también una disminucion en el
namero de terneros afectados (George, Borrowman y Angelos, 2005).

Aunque la fimbria y la hemolisina son los factores de virulencia determinantes y
sustancialmente asociados a la patogénesis de M. bovis (Billson et al., 1994; Gil-
Turnes, 1983) estudios in vitro sugieren que M. bovis produce una amplia variedad
de factores de virulencia que incluyen proteasas, fibrinolisinas y fosfolipasas (Farn,
Strugnell, Hoyne, Michalski y Tennet, 2001; Frank y Gerber, 1981) los cuales,
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conservados adecuadamente, podrian ser potenciales antigenos para el desarrollo
de vacunas.

6. 7 Diagnodstico

El diagndstico definitivo de la enfermedad es escaso, ya que comlUnmente se asume
gue los signos clinicos descritos corresponden a QIB, pero se olvida que las
manifestaciones clinicas pueden ser un disfraz, ya que varias enfermedades
oculares, y sistémicas con repercusion ocular, comparten dicha sintomatologia. Se
debe recordar que la mayoria de las enfermedades oculares no presentan signos
clinicos patognomoénicos y es por este motivo que a la hora de sospechar de QIB
deben tenerse en cuenta otras evidencias epidemiolégicas tales como
antecedentes, signos clinicos, curso y duracion de la enfermedad, condiciones
ambientales y salud del rodeo, para englobar el diagnéstico desde distintos puntos
de vista. Es importante tener en cuenta que la enfermedad se caracteriza por ser
colectiva, que afecta solo los ojos, particularmente en animales jévenes y en épocas
célidas (Kneipp, 2021). Los ojos lesionados se curan en 1 a 3 semanas, pero
también pueden recuperarse en cualquier etapa (George, Wilson, Baggot y Mihalyi,
1984). Por otra parte, las Ulceras de gravedad leve y sin infeccién, pueden curarse
sin tratamiento en 4-7 dias (Maggs, Miller y Hardcover, 2018). En cuanto al
diagnostico por laboratorio, lo mas utilizado es el cultivo de muestras obtenidas de
hisopados oculares, pero la gran limitante, en el caso de M. bovis y M. bovoculi, es
gque este microorganismo pueden cultivarse a partir de animales y rodeos sanos, y
gue en los animales enfermos suele haber invasion secundaria o contaminacion de
muestras, que hacen a un cultivo dificultoso y confuso (Cullen, Engelken, Cooper y
O’Connor, 2017; Lepper y Barton 1987; Zbrun, Zielinski, Piscitelli, Descarga y
Urbani, 2011). Los cultivos de M. bovis se caracterizan por colonias tanto lisas como
rugosas, de forma circular con un didmetro de 1 a 3 mm, y a su vez también
presentan un halo de beta hemdlisis de un tamafio de 0,5 a 1 mm. A continuacion
(Tabla 2) se mencionan las caracteristicas fenotipicas mas comunes de M. bovis y
M. bovoculi.
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Tabla 2: Caracteristicas de M. bovis y M. bovoculi (Adaptado de Tesis de Doctorado Sosa Torres,
2013).

Prueba Moraxella bovis Moraxella bovoculi
Tincion de Gram - -

Tipo de respiracion Aerobia Aerobia

Movilidad - -

Actividad catalasa + +

Actividad oxidasa + +

Reduccion de nitrato - +

Fenilalanina desaminasa - +

La combinacion de signos clinicos tipicos, historia de incidencia de la enfermedad
en un predio/rodeo, la rapida y alta propagacion, son considerados elementos muy
confiables para el diagnoéstico, incluso mas que los cultivos bacterianos, ya que
estos mismos suelen estar contaminados de flora secundaria oportunista.

6. 8 Tratamiento de la QIB - uso de antibiéticos

El tratamiento de los sintomas de QIB es un pequefio eslabon dentro del manejo
integrado de la enfermedad. Por la complejidad epidemioldgica, los veterinarios y
productores se enfocan en la prevencion y profilaxis para disminuir la incidencia
clinica, pero una vez que ésta aparece, es recomendable establecer un tratamiento.

Numerosos factores determinan la ejecucion del tratamiento, tales como la eficacia
antimicrobiana asociada a la resistencia, caracteristicas de los farmacos a utilizar,
costo de los mismos, categoria y cantidad de animales enfermos, posibilidad de
acceso a atencion veterinaria, e instalaciones. Por este motivo es que cada
situacion epidemiolégica es Unica, y la mejor opcién a realizar depende del andlisis
de los factores mencionados (Mcconnel, Shum y House, 2007).

Toda terapia antimicrobiana requiere de una concentracion inhibitoria minima (CIM),
gue en este caso debe alcanzarse en el ojo. Los farmacos a utilizar pueden ser de
distintas formas de aplicacion tales como sistémica, tépica o intrapalpebral
(inyeccion subconjuntival). En caso de fracaso terapéutico resulta de utilidad realizar
un test de resistencia antimicrobiana.

Tratamiento sistémico: a diferencia de otras formas de administracion, en este caso,
los farmacos alcanzan por ultimo el sitio de accion, y lo hacen a través de las
lagrimas (Mcconnel, Shum y House, 2007). Generalmente las drogas lipofilicas
alcanzan mayores concentraciones en las lagrimas que aquellas hidrofilicas; ya que
tienen la capacidad de atravesar distintas barreras celulares hasta alcanzar el sitio
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de accion (George, 1990; Mishima, 1981; Ward y Clark, 1991). De todas formas, no
todos los farmacos lipofilicos son eficaces contra M. bovis, por lo que altas
concentraciones de farmaco en las lagrimas no siempre implican una terapia
exitosa, como es el caso de la Trimetoprima y la Eritromicina (George, 1990). Por
otro lado, se ha demostrado la eliminacion de M. bovis en animales con QIB, tras la
administracion tanto de Oxitetraciclina LA como de Florfenicol (Smith y George ,
1985). La efectividad de la Oxitetraciclina se atribuye a que alcanza Unicamente
concentraciones menores a 1 pg/ml en las lagrimas, mientras que en la conjuntiva
alcanza niveles mayores a 2 pg/ml por aproximadamente 72 horas (George, Smith y
Kaswan, 1985; Punch, Costa, Chambers, Slatter y Wilcox, 1985).

Tratamiento local topico: este tipo de tratamiento se caracteriza y recomienda por
ser econdmicamente favorable, y de facil aplicacion (George, 1990). Sin embargo, el
tiempo de permanencia y accion en el ojo es corto ya que los animales no tardan
mucho en eliminarlo en las lagrimas, tras el efecto irritativo en la aplicacion. Tal es el
caso de la Oxitetraciclina de aplicacién topica, tanto en aerosol como en polvo, que
a pesar de ser potencialmente eficaz, requiere de 3-4 aplicaciones diarias, por un
periodo de 4 a 7 dias para obtener los resultados deseados (Ward y Clark, 1991).
Aplicaciones mas densas como ungtientos o formulaciones oleosas permanecen
mas tiempo en el sitio de accién, como es el caso de la Cloxacilina benzatinica
oleosa, que con una o dos aplicaciones con un intervalo de 72 horas provee
resultados exitosos (Daigneault y George, 1990). Un estudio que evalu6 la
Cloxacilina de aplicacion local, demostr6 que para la eliminacion de M. bovis de los
tejidos oculares es necesario que exista y permanezca una concentracion de la
droga por encima de la CIM, en lugar de una concentracion maxima en un corto
periodo de tiempo (Daigneault y George, 1990).

Tratamientos subconjuntivales: consisten en la aplicacion de antimicrobianos en
estructuras oculares, especificamente la subconjuntiva palpebral superior o
subconjuntiva bulbar. Al igual que los tratamientos topicos, esta estrategia reduce
los costos de tratamiento y dosis farmacéuticas totales al lograr altas
concentraciones oculares del farmaco (George, 1990).
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7. HIPOTESIS

Las distintas vacunas comerciales disponibles en Uruguay para la prevencién de
Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina producen pobre inmunidad humoral sistémica
y baja proteccion a campo.

8. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar clinica e inmunolégicamente 3 vacunas comerciales contra la
Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina frente a la exposicion natural a campo.

Obijetivos Especificos

- Determinar la aparicién de sintomatologia clinica compatible con QIB en terneros
inmunizados.

- Determinar mediante ELISA, el titulo de anticuerpos IgG contra proteinas totales
de M. bovis Epp63, producidos por vacunas comerciales contra la enfermedad.

- Evaluar la correlacion existente entre el titulo de anticuerpos y la aparicion natural
de QIB en los bovinos.
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9. MATERIALES Y METODOS

Grupo de animales y plan de inmunizacion

El protocolo experimental para la realizacion de esta tesis fue aprobado por la
Comision Experimental de Animales de Experimentacion, con numero de
expediente 111900-000534-21 (CEUA 1333) — FVet.

Este ensayo fue realizado sobre terneros nacidos en otofio del afio 2021, de las
razas Hereford, Aberdeen Angus y otras cruzas. Los animales se encontraban a
campo natural al pie de la madre, en un establecimiento con antecedentes de la
enfermedad, pero no habian sido inmunizados previamente. Se establecio entre 2 a
4 meses, como tiempo minimo de espera luego del nacimiento, para evitar la
interferencia de los anticuerpos maternales.

Se realizaron 4 grupos de 25 animales cada uno:

e Grupo 1 — Testigo sin vacunacion (grupo control)

e Grupo 2 — Vacuna comercial “A” conteniendo M. bovis inactivada, serotipos
C,D,E; M. bovoculi y M. ovis.

e Grupo 3 — Vacuna comercial “B” conteniendo un cultivo inactivado de
Moraxella spp., cepas EPP63, FLA64, |, SAH38.

e Grupo 4 — Vacuna comercial “C” conteniendo una suspension inactivada de
Virus Herpes Bovino tipo 1 (BHV-1), Herpes Bovino tipo 5 (BHV-5), M. bovis,
M. bovoculi y M. ovis.

La distribucion de los animales a los distintos grupos fue realizada seleccionando un
animal para cada grupo (del 1 al 4), de acuerdo al orden en que los animales
entraban del huevo al tubo.

El protocolo de inmunizacion utilizado fue el recomendado por el fabricante,
administrando la primera dosis a fines de junio del 2021 y la segunda dosis
aproximadamente a los 30 dias de administrada la primera.

Extraccion y almacenamiento de las muestras

Se extrajeron muestras de sangre sin anticoagulante por la vena yugular de todos
los animales del ensayo. Esto se realiz6 de manera seriada al comienzo del
experimento dia 0, dia 30, 60, 90 y 180 consecutivamente. Para esto se utilizaron
jeringas estériles con agujas 18G y tubos secos de vidrio. Las muestras fueron
enviadas rapidamente al laboratorio donde se procedid a la extraccion del suero
mediante centrifugacion a 2200 rpm durante 15 minutos, identificacion y
almacenamiento a -20°C hasta su procesamiento.

Seguimiento clinico de los animales

Se realiz6 un seguimiento clinico de todos los animales (grupos inmunizados y
control) desde el dia 0 (primovacunaciéon) hasta los 180 dias de iniciado el
experimento. Se realizé un examen objetivo general y una exploracion fisica de
ambos ojos, registrando cualquier signo clinico compatible con la enfermedad e
hisopados conjuntivales a los animales que se consideraron necesarios.

Determinacion del titulo de anticuerpos totales y anti-P ME-CD

Mediante ensayos de ELISA indirecto se determiné el titulo de anticuerpos en los
sueros de los diferentes grupos de animales inmunizados por via sistémica y del
grupo control. Se tomé una muestra aleatoria de 10 sueros para cada grupo. Dicha
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técnica se realizé en el Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable
(IIBCE), utilizando protocolos previamente desarrollados en el Departamento de
Microbiologia de dicha institucion. Las placas de microtitulacion de alta afinidad
(Greiner®) se sensibilizaron con 30 pug/mL del antigeno (proteinas totales de la cepa
de referencia M. bovis Epp63 resuspendida en buffer de sensibilizacion), y se
incubaron hasta el dia siguiente a 4°C en camara humeda. Luego, se lavaron los
pocillos con PBS-Tween 20 al 0,1%. Una vez sensibilizadas, las placas se
bloquearon con 200 pyL de PBS-Tween 0,1%-Leche 1%(PBS-T-L) y se incubaron 90
minutos a 37 °C en camara humeda. Las diluciones de los sueros (1/100) se
realizaron en PBS-T-BSA y se utilizaron blancos como control negativo. Luego de
colocar el suero de cada animal (100 pL) en los pocillos correspondientes, las
placas se incubaron 30 minutos a 37 °C con agitacion. Después de lavar las placas
con PBS-Tween, se agregaron 100 puL del conjugado anti-lgG bovino acoplado a
peroxidasa (KPL) (KPL), diluido 1/500 en PBS-T-L. La incubacién del conjugado fue
de 30 minutos a 37 °C. El revelado de las placas fue realizado agregando el sustrato
de la enzima, Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate (Sigma), en buffer
sustrato y se incubd 8 minutos a temperatura ambiente hasta que se observo el
desarrollo de color. La reaccion se detuvo agregando 50 pl/pocillo de NaOH 3N y se
midio la absorbancia a 415 nm en lector de placas multimodo Varioskan (Thermo
Scientific).

Cultivo bacteriano y pruebas bioquimicas primarias

Se realizaron cultivos bacterianos a partir de hisopados oculares obtenidos de
animales sintomaticos en el predio estudiado. Los mismos fueron realizados sobre
Agar sangre ovina al 4% que permitid observar la presencia de hemalisis, luego de
una incubacién durante 48 a 72 horas a 37°C en el laboratorio de Microbiologia de
Facultad de Veterinaria. A su vez, se realizaron pruebas bioquimicas primarias:
Prueba de la catalasa, Prueba de la potasay tincion de Gram.

Registro y andlisis de datos

Se registraron los datos de cada grupo de animales mediante planillas de Microsoft
Office Excel, especificando caravana, raza, vacuna administrada, grado de
pigmentacion ocular y manifestaciones clinicas, entre otros datos que se
consideraron relevantes de cada animal.

En relacién a los datos de absorbancia de anticuerpos obtenidos en el laboratorio,
se realiz6 un Modelo lineal generalizado Binomial para cada uno de los grupos
estudiados.

Con el método estadistico ANOVA se estudiaron los distintos tiempos en los que se
sangraron los animales: tiempo O, tiempo 30, tiempo 60, tiempo 90 y tiempo 180,
estableciéndose las relaciones entre los mismos y las diferencias en los titulos de
anticuerpos entre cada intervalo, para cada grupo.

El método estadistico utilizado para el analisis de datos de signos clinicos fue el
mismo que el utilizado para la evaluacién de los titulos de anticuerpos (ANOVA).
Para evaluar la asociacion entre el grado de pigmentacion y la presencia de
enfermedad clinica, se utilizé el método de distribucién de Pearson (chi?).
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10. RESULTADOS
Observacion de campo

Para cada tiempo estudiado (t0, t30, t60, t90, t130 y t180) se observaron y
registraron distintos grados de signos clinicos en los animales, en los diferentes
grupos. Los animales afectados representaron un 53,2%, mientras que los animales
sanos (que no presentaron ningun grado de enfermedad) representaron un 46,8%
del total de animales estudiados desde el tiempo O al tiempo 180. Dentro de los
animales enfermos existieron una variedad de grados de la enfermedad,
principalmente en el tiempo 180 que corresponde a la época de mayor prevalencia
de QIB.

Figura 1. Animal con signos clinicos compatibles a un grado 1 de Queratoconjuntivitis Infecciosa
Bovina (QIB) al tiempo 180 del ensayo. Fotografia propia, 2021.

Figura 2. Animal con signos clinicos compatibles con un grado 2 de Queratoconjuntivitis Infecciosa
Bovina (QIB). Queratitis, opacidad corneal y diatacion de vasos epiesclerales. Tiempo 180 del
ensayo. Fotografia propia, 2021.
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Figura 3. Animal con signos clinicos compatibles a un grado 3 de Queratoconjuntivitis Infecciosa
Bovina (QIB), con presencia de Ulcera corneal. Tiempo 180 del ensayo. Fotografia propia, 2021.

Figura 4. Animal con signos clinicos compatibles con un grado 4 de Queratoconjuntivitis Infecciosa
Bovina (QIB). Tiempo 180 del ensayo. Fotografia propia, 2021.
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M*animales

Analisis de datos de signos clinicos:

A continuacion, se presentan los resultados de los signos clinicos presentes en los
animales de cada grupo a diferentes tiempos (t60, t90, t130, t180). Para cada
tiempo, se indica el numero de animales que presentaron sintomatologia,
especificando la distribucion de grados clinicos (del 1 al 4), o la ausencia de
enfermedad (sanos) (Fig. 5).
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Figura 5. Distribucién de grados clinicos de enfermedad segin cada grupo, en los distintos tiempos
del ensayo (5at60, 5b t90, 5¢ t130, 5d t180).

Al tiempo 0 y 30 dias no se observaron signos clinicos compatibles con la
enfermedad, posiblemente debido a que correspondié con los meses de invierno
junio y julio, por lo que no fueron incluidos en el andlisis.

Al tiempo 60 del ensayo se observaron los primeros signos clinicos compatibles con
QIB en el rodeo en el grupo inmunizado con la vacuna B. Sin embargo, la mayoria
de los animales permanecian sanos (Fig. 5a). Con el transcurso del tiempo, se
observaron signos clinicos en los deméas grupos. Al tiempo 90 se constataron
distintos grados de la enfermedad en el grupo testigo, aunque continuaron
predominando los animales sanos (Fig. 5b). Al tiempo 130 ya se observaron casos
clinicos en todos los grupos (Fig. 5c). Al final del ensayo, a tiempo 180, se registro la
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mayor cantidad de signos clinicos en todos los grupos, los cuales, en su mayoria
correspondian a un grado 4 de la enfermedad (curacién) (Fig. 5d).

Los registros del tiempo 130 fueron evaluados estadisticamente y no existieron
diferencias significativas en el niumero de animales enfermos entre el grupo Testigo
y el de la vacuna B. Sin embargo, si se presentaron diferencias significativas entre el
grupo Testigo y las vacunas Ay C, que representaron una menor incidencia de QIB
en los grupos inmunizados con las mismas.

A su vez, se evaluaron estadisticamente los registros del tiempo 180, donde no
existieron diferencias significativas entre el numero de animales enfermos,
independientemente de los distintos grados de lesién, entre ninguno de los grupos.

Diagndstico bacterioldgico

A partir de los hispados subconjuntivales realizados a aquellos animales con
sintomatologia clinica compatible con QIB, se buscé la presencia de Moraxella spp.,
logrdndose su aislamiento en placas de agar sangre. Las colonias sospechosas de
este microorganismo presentaron morfologia circular, color blanco-grisaceas, de 1 a
3 mm de diametro y productoras de beta hemdlisis (Fig. 6). Como resultado a la
tincion de Gram se observaron coco-bacilos Gram negativos. Este resultado es muy
relevante ya que confirma la circulacion predial de la bacteria, por lo que podemos
atribuir la sintomatologia clinica observada a cuadros de QIB.

Figura 6. Crecimiento de colonias bacterianas de Moraxella spp. en agar sangre ovina al 4% (24
horas acultivo). Departamento de Microbiologia de Facultad de Veterinaria. Fotografia propia, 2021.
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Asociacion de la pigmentacion ocular con la presencia de signos clinicos

Se registraron los datos de pigmentacion ocular de todos los animales del ensayo,
especificando el grado de pigmentacion en cada ojo. Del total de animales, un
64,9% presentaban un 100% de pigmentacion ocular. Los animales sin ningun
grado de pigmentacién ocular representaron un 6,4% del total. Por otro lado,
también se registraron animales con grados variables de pigmentacion ocular que
representaron un 28,7% del total.

A continuacion, se presentan los porcentajes de animales enfermos y sanos segun
el grado de pigmentaciéon ocular (Fig. 7). Dentro de los animales con un 100% de
pigmentacion ocular, un 54,1% presentaron signos clinicos compatibles con QIB,
mientras que el 45,9% restante no se enfermaron. En cuanto a los animales con
ojos despigmentados, el 66,7% se enfermaron, mientras que el 33,3% restante se
mantuvieron sanos. En el caso de los animales con grados de pigmentacion
variable, el 48,1% de los mismos se enfermaron mientras que el 51,9% restante no
enfermd. Por tanto, podemos destacar un porcentaje mayor de animales enfermos
en el grupo sin pigmentacién ocular.

100% Pigmentados

Pigmentacion variable

Sin pigmentacion

0% 20% 40% 60% 80% 100%

M Enfermos Sanos

Figura 7. Distribucion de animales enfermos y sanos segunsu grado de pigmentacion ocular.

Sin embargo, estadisticamente no existen diferencias significativas entre el grado de
pigmentacion y la condicion de sano o enfermo.

Determinacién de larespuestainmune humoral

Se evalud la respuesta de anticuerpos IgG anti-proteinas totales de M. bovis Epp63
mediante ELISA en los 4 grupos de bovinos a lo largo del tiempo (180 dias). Cada
suero se sembro por triplicado. Previo al calculo de los promedios, se resto6 el blanco
(promedio de los valores de absorbancia de los pocillos que no recibieron ningin
suero problema).
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Para la interpretacion de los resultados, los grupos de animales inmunizados,
correspondientes a cada formulacion y el testigo se graficaron individualmente. En
cuanto a los distintos grupos vacunados, segun Test de distribucion normal, los
grupos Testigo, Vacuna A y Vacuna B no presentaron distribucion normal, mientras
gue el grupo correspondiente a la Vacuna C si presentd una distribucion normal. Por
tanto, se utilizaron tests no paramétricos para la evaluacion estadistica de los datos.

Primeramente, se utilizé un Modelo Lineal Bivariado (LM) de forma de representar la
tendencia en cada animal durante todo el ensayo (Past 3.10) y se analizé cada
animal individualmente puesto que cada uno responde de forma diferente (Fig. 8).
En relacion a esto, se observaron pendientes positivas para todos los grupos de
animales (vacunados y control), lo que indica un aumento de los titulos de
anticuerpos a lo largo del tiempo (Fig. 8). Al evaluar en particular el T180 con
respecto a TO, se observo que los 3 grupos de animales vacunados presentaron un
aumento significativo de los niveles de anticuerpos a tiempo final (180) con respecto
al inicial. Mientras que el grupo Testigo (el cual no fue inmunizado) no mostré un
aumento significativo de los anticuerpos en el mismo periodo de tiempo.

y = exp(0,0020607x-1,2531) / (1+exp(0,0020607x-1,2531)) y = exp(0,0068625x-1,622) / (1+exp(0,0068625x-1,622))
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Absorbancia 415 nm

Figura 8. Modelo lineal generalizado (LM, distribucién Gamma, logit). Absorbancia medida a 415 nm
en los diferentes grupos (la. Testigo; 1b VacunaA; 1c Vacuna B, 1d. Vacuna C) en el tiempo.

Posteriormente, la respuesta de anticuerpos en cada grupo y a los distintos tiempos
se evalué por Kruskal-Wallis seguido del test Dunn’s Posthoc (Past 3.10),
considerandose significativo un p-valor < 0,05.

En la Fig. 9 se muestran los resultados observados en relacion a los niveles de
anticuerpos medidos en Absorbancia (415 nm) y analizados estadisticamente
mediante ANOVA en cada grupo de animales.

0,50 -
0,45
0,40

0,35

0,30

Or15
0,10

01’05

0,00
to t3o tbo tgo t180

TESTIGO VACUNAA VACUNAB VACUNAC

Figura 9. Respuesta de IgG séricos anti proteinas totales de M.bovis Epp63 (Absorbancia 415 nm)
para cada grupo estudiado en el tiempo.

VACUNA A:

En todos los tiempos se observd un aumento significativo de anticuerpos en relacion
al tiempo 0 (Fig. 9, linea verde). En el primer intervalo de tiempo (t0-t30), el cual
coincide con la administracion y respuesta de la primera dosis de la vacuna, se
observé un aumento significativo de Acs. Sin embargo, en el intervalo de tiempo
entre t30 y t60 (asociado a la segunda dosis de la vacuna) no existe un aumento
significativo de Acs. En los siguientes intervalos, tanto entre t60 y t90, como entre
t90 y t180, hubo un aumento significativo de Acs. En este caso, los tiempos
coinciden con el inicio de la primavera, época en la que comienza a manifestarse la
enfermedad en la mayoria de los rodeos.
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VACUNAB:

La vacuna B present6 un aumento significativo de anticuerpos entre el tiempo 0y
tiempo 30, intervalo que coincide con la administracion de la unica dosis de esta
vacuna. En los siguientes periodos no se observé un aumento significativo de los
niveles de anticuerpos (Fig. 9, linea azul). Esto no quiere decir que no haya habido
un aumento de anticuerpos desde el tiempo 30 en adelante, sino que no fué
significativo.

VACUNA C:

A los animales que recibieron esta vacuna, al igual que los que recibieron la vacuna
A, fueron tratados con 2 dosis separadas por 21-30 dias. En los valores de
anticuerpos de este grupo se determin6 un aumento significativo a partir del tiempo
60 con respecto a los valores de anticuerpos presentados a tiempo 0 (Fig. 9, linea
amarilla). Es decir que los tiempos 60, 90 y 180 presentaron un aumento
significativo de anticuerpos con respecto al tiempo inicial. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en el aumento entre los periodos (t60-t90 y t90-
t180).

Comparacion de la respuesta inmune humoral entre las diferentes vacunas

A continuacion, se compararon los resultados de los niveles de IgG entre los grupos
de bovinos vacunados y en los diferentes tiempos estudiados. Se evaluaron las
relaciones T180/T0, T90/TO, T60/TO y T30/TO para cada grupo, obteniéndose los
siguientes resultados:

En todas las relaciones, los animales vacunados con las vacunas Ay B presentaron
diferencias significativas en el aumento de anticuerpos con respecto a la vacuna C y
al grupo Testigo. Sin embargo, no presentaron diferencias significativas entre ellas.
Por otro lado, los animales vacunados con la vacuna C y el grupo Testigo no
presentaron diferencias significativas en el aumento de sus niveles de Acs evaluado
en estos tiempos.

Asociacion datos de absorbancia y grados clinicos de la enfermedad

Se compararon los valores de absorbancia obtenidos en el laboratorio y los grados
clinicos de la enfermedad presentes a nivel de campo (Fig. 10). Observamos que a
medida que transcurre el tiempo, la variedad de grados clinicos de enfermedad
aumenta, lo que se asocia a la época mas prevalente de QIB. Mientras que al
comienzo del ensayo, la mayor proporcion de animales no presentaba ningun signo
clinico (Grado 0 = sanos).

A su vez, se observé un aumento en el nivel de anticuerpos IgG anti proteinas
totales de M. bovis Epp63, el cual en el caso de los grupos Ay C, fue mas marcado
en el intervalo t0-t30. A su vez, cabe mencionar que al inicio del ensayo (t0) estos
dos grupos presentaron valores de absorbancia mas bajos (Fig. 10).
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Figura 10. Nivel de anticuerpos IgG anti proteinas totales de M. bovis Epp63 (Absorbancia 415 nm)y
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11. DISCUSION

La QIB genera un impacto economico y productivo en los rodeos en Uruguay, y sin
embargo, no existen estudios a nivel nacional que informen acerca de la inmunidad
generada por las vacunas comerciales existentes contra QIB, y a su vez existen
pocos datos acerca de las cepas existentes y circulantes de Moraxella spp. en
nuestro pais (Acquistapace, 2014). Debido a esto, consideramos necesario seguir
profundizando en esta problematica para obtener mas informacion y respuestas, con
el fin de desarrollar tecnologias adecuadas para los productores nacionales, lo que
justificd esta investigacion.

La respuesta de los bovinos frente a una inmunizacion esté determinada por varios
factores, los cuales se pueden dividir en ambientales, propios del animal y los
relacionados al agente causal. En cuanto al ambiente, todos los terneros utilizados
para el estudio fueron del mismo sexo (machos) y de la misma generacion. Los
mismos fueron sometidos a un destete a los 80 dias de iniciado el ensayo
aproximadamente (con 5 a 7 meses de edad), y siempre estuvieron expuestos a las
mismas medidas de manejo y condiciones ambientales. En relacion a los factores
individuales propios de cada animal, debemos considerar la genética, variaciones en
el peso, estado de salud, enfermedades concurrentes, grado de pigmentacion
ocular, entre otros. Respecto a la pigmentacion ocular, los animales presentaban
una amplia variabilidad de grados de pigmentacion, observandose una tendencia a
mayores casos de presentacion clinica de la enfermedad en los animales
despigmentados. A su vez, se constaté la presencia de Dermatomicosis en algunos
terneros, con lesiones principalmente en la cara, lo que pudo influenciar la patogenia
de la enfermedad y la respuesta inmune en los animales (Snowder et al., 2005). En
cuanto al agente, el desconocimiento de las cepas circulantes de Moraxella spp. en
el predio problema es una limitante, ya que en caso de que existiera una diferencia
entre éstas y las cepas utilizadas en las vacunas comerciales, tendriamos un punto
muy importante para estudiar y entender en mayor medida el comportamiento de la
inmunizacién en los animales.

A su vez, las variaciones que existieron en el nivel inicial de anticuerpos (que se
obtuvieron en el sangrado previo a la vacunacion) en los diferentes grupos, inciden
negativamente sobre la comparabilidad de los mismos, lo cual nos obliga a
cuestionarnos cuél hubiese sido el resultado si los animales hubiesen partido de la
misma condicion de proteccion, o incluso si hubieran partido de niveles mas bajos.
Si bien se establecié entre 2 a 4 meses como tiempo minimo de espera luego del
nacimiento para evitar la interferencia con los anticuerpos maternales; quizas esos
dos meses fueron reflejo de la variacion en los niveles de anticuerpos individuales
gue se presento al iniciar el ensayo. La presencia de antecedentes de QIB en el
predio, y el hecho de que M. bovis es considerada un patdbgeno oportunista, que se
encuentra presente en la conjuntiva de animales sanos, también puede ser reflejo
de esta variabilidad individual en el valor de anticuerpos iniciales. Al evaluar el nivel
de Acs a lo largo del tiempo, se observé un aumento significativo desde el tiempo 0
al tiempo 180 en todos los grupos inmunizados, pero al partir de titulos distintos, no
podemos afirmar que la efectividad de una vacuna es mayor que otra solamente por
el hecho de que en el dltimo tiempo estudiado el valor en uno de los grupos es mas
alto.

Cabe destacar ademas que las madres no presentaban inmunidad especifica contra
QIB, por lo que los anticuerpos transferidos mediante el calostro a sus hijos,
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probablemente correspondieron a los desarrollados a partir de su propia exposicion
natural a M. bovis, considerando los antecedentes prediales.

Dentro de los grupos vacunados, dos de los mismos generaron una respuesta
inmune humoral que se diferencié significativamente con la generada por los
animales del grupo control. Estos dUdltimos, fueron Odnicamente expuestos
naturalmente al agente presente en el establecimiento. Se pudo observar que el
pico de anticuerpos de los animales del grupo control se ubicé méas cercano a la
época prevalente de QIB (primavera-verano), momento del desafio natural a M.
bovis, mientras que en los animales vacunados el pico se dio asociado a la
vacunacion (en invierno), por lo que efectivamente podemos decir que existid una
respuesta a las vacunas. Lo que por el momento queda inconcluso, es contra qué
antigenos especificos se generan los anticuerpos luego de la vacunacion y cudl es
la capacidad de protecciéon que tienen los mismos frente a M. bovis y el desarrollo
de la enfermedad clinica.

A su vez, al observarse durante el comienzo de la época de QIB (t130) que los
animales inmunizados con la vacuna B, se enfermaron al igual que los del grupo
testigo, podemos sospechar que el grupo B desarrollo una inmunidad mas corta en
el tiempo, la cual puede atribuirse a su Unica dosis, a diferencia de las demas
vacunas que si presentaron diferencias significativas en el numero de animales
enfermos con el grupo testigo, y se administraron 2 dosis. Estos resultados nos
llevan a considerar que las revacunaciones pueden tener un impacto importante en
el desarrollo y la permanencia de la inmunidad en el tiempo. Sin embargo, a tiempo
180 (fin del ensayo), momento de mayor exposicion al agente, todos los grupos

enfermaron por igual, lo que podria indicar que la inmunidad generada por las
vacunas es transitoria.

Es importante considerar que en este trabajo se obtuvieron muestras de sangre
para la deteccion de anticuerpos sistémicos, no oculares. La prueba que se realizo
para detectar los mismos en las muestras de suero fue un ELISA contra proteinas
totales de M. bovis. Es decir, esta prueba no nos brinda informacién acerca del tipo
especifico anticuerpos que generaron los animales. Y por tanto, no podemos afirmar
gue los anticuerpos presentes en el suero efectivamente protegen contra la
enfermedad. Se ha observado en otros trabajos que los animales presentan un
mayor grado de proteccion contra QIB cuando se producen anticuerpos IgA a nivel
de la pelicula lagrimal. Dicha concentracion esta influenciada por la via de
administracién de la vacuna y los niveles maximos de IgA se alcanzan cuando la
vacunacion es a nivel de mucosas, en este caso la mucosa ocular. De hecho, los
anticuerpos séricos y sus distintos niveles, parecen estar pobremente relacionados
con la proteccion contra la enfermedad (Nayar y Saunders, 1975). En estudios
anteriores, se constaté un incremento moderado en los niveles de IgA en las
secreciones lacrimales en animales con signos de QIB severa, mientras que no se
observo un incremento de IgA en secreciones de terneros con signos leves de la
enfermedad. En el primer caso, la infeccion ocular severa provocada por M. bovis,
estimuld la produccién de anticuerpos secretorios especfficos. Sin embargo, el rol
exacto de estos anticuerpos especificos contra M. bovis no estan completamente
estudiados, pero los resultados llevan a considerar que la enfermedad podria ser
prevenida de una manera mas eficiente con métodos de vacunacion local (Nayar y
Saunders, 1975). Por tanto, la medicion de anticuerpos a nivel ocular seria una
herramienta mas precisa para evaluar el nivel de proteccion del rodeo, utilizando
pruebas de laboratorio mas especificas. A su vez, la utilizacion de factores de
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virulencia como las fimbrias, para la sensibilizacion de las placas de ELISA, podria
ser una alternativa mas especifica para esta técnica, con el fin de obtener datos mas
certeros sobre el tipo de inmunidad generada por los animales.

En los tres grupos vacunados, la inmunizacién fue por via sistémica, mientras que la
presentacion de la enfermedad esta siempre asociada al globo ocular y sus anexos,
generando pérdidas asociadas a los sintomas oculares que impiden la correcta
alimentacion de los animales y por tanto influyen directamente en la produccion ya
sea de carne o leche. Por lo tanto, creemos que una de las limitaciones que podria
estar influyendo en la proteccion de los animales a la infecciobn es la via de
administracion de las vacunas. En este sentido, es necesario continuar trabajando

para poder obtener vacunas que generen una respuesta mas especifica en el sitio
de asiento de la enfermedad.

A modo comparativo, estudios realizados en relacion al virus de Fiebre Aftosa vy el
rol de la respuesta inmune sistémica y de mucosas frente a esta enfermedad,
indicaron que los anticuerpos sistémicos no impiden la replicacion primaria del virus
en mucosas, pero una vez que el mismo accede a la circulacion, éstos pueden
neutralizarlo si se encuentran en cantidades suficientes, previniendo su acceso a
otros tejidos (Barrionuevo, 2018). En este mismo estudio, la vacunacion estimulo el
desarrollo de una respuesta madura de anticuerpos séricos con titulos elevados de
IgG1l e 1gG2, niveles basales de IgM y una avidez mayor al 60%. La posterior
infeccién oronasal generd respuestas secundarias rdpidas tanto a nivel sistémico
como en mucosas, con numeros de CSA (Células Secretoras de Anticuerpos)
predominantes para IgG1, seguidas de IgG2 e IgM, y un aumento del indice de
avidez de los anticuerpos sistémicos alcanzando casi el 100% luego de 6 dias post
infeccién (Barrionuevo, 2018).

Se ha demostrado que los anticuerpos sistémicos son incapaces de asociarse a la
replicacion primaria del Virus de la Fiebre Aftosa en la nasofaringe y su
diseminacion a tejidos pulmonares que le permiten acceder a la circulacion
sanguinea (Arzt, Pacheco y Rodriguez, 2010). Sin embargo, si pueden hacerlo en
sangre, eliminandolo de la circulacion (McCullough et al., 1992), disminuyendo el
namero de particulas virales infecciosas capaces de infectar tejidos distales.

Considerando estos antecedentes y los resultados de esta tesis, la vacunacion
contra QIB por via sistémica probablemente esté asociada con una disminucion en
la severidad de los signos clinicos o duracion de la enfermedad, pero no impediria la
replicacién primaria de M. bovis en el globo ocular. Asociado a esto, la presencia de
enfermedad en todos los grupos evaluados en esta tesis (vacunados y control), sin
diferencias significativas entre los mismos, es reflejo de que la infeccion de los
animales no se pudo prevenir con las vacunas. Podemos afirmar que las vacunas
comerciales evaluadas generan una respuesta inmune en los animales, ya que se
detectaron niveles crecientes de anticuerpos sistémicos luego de la vacunacion.
Pero la eficacia de esta respuesta inmune se pone en duda cuando constatamos
grados clinicos de QIB de igual manera en el grupo control que en los grupos
inmunizados.

Por otro lado, la composicién de las vacunas es un factor determinante en la
respuesta que generan los animales. Ya que, como se mencioné anteriormente, M.
bovis es una bacteria con una gran variedad de factores de virulencia y capacidad
de mutacion, y la mayoria de las vacunas se producen en base a cepas de
referencia fimbriadas, que no necesariamente coinciden con las cepas de campo.
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A su vez, en un estudio anterior, se extrajeron Proteinas de Membrana Externa
(PME) de cepas de M. bovis y M. bovoculi y se evalud la reactividad de las mismas
frente a sueros y lagrimas de bovinos no infectados e infectados con Moraxella spp.,
donde se constatd una reaccion de anticuerpos tanto en animales sanos como en
los enfermos (Aquistapace, 2014). La presencia de anticuerpos contra Moraxella
spp. en animales sanos puede estar debida a antecedentes de exposicion previa o a
la presencia del microorganismo como parte de la microbiota ocular normal (Pugh et
al., 1986; O’connor et al., 2012 citados por Aquistapace, 2014), lo que consideramos
un potencial factor implicado en la respuesta inmune que desarrollan los animales
cuando son inmunizados.

Otra practica ocasionalmente utilizada en nuestro pais para la prevencion de QIB
son las autovacunas o vacunas autdgenas, las cuales son realizadas a partir de
aislamientos de agentes obtenidos de muestras tomadas en un predio problema.
Esto apunta a que la respuesta inmune se dirija especificamente hacia los agentes
existentes en ese rodeo. En este sentido, estudios previos revelaron que, ante dos
grupos, uno inmunizado con una autovacuna y otro inmunizado con una vacuna
comercial, el grupo correspondiente a la vacuna autégena mostré6 una menor
incidencia de enfermedad clinica de QIB y menor necesidad de re tratamientos,
aunque estadisticamente no fue significativo (Hille et al., 2022).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en cuanto a la presencia de signos
clinicos en animales vacunados y no vacunados, podemos concluir que en este
ensayo en particular, los animales que fueron vacunados, independientemente de la
vacuna comercial que se utilizo, se enfermaron al igual que los animales que no
fueron inmunizados. Este resultado permite que nos cuestionemos la eficacia de las
vacunas que se utilizan hoy en dia a campo para la prevencién de la enfermedad,
sus vias de administracion, composicién, y medidas de manejo asociadas a la
inmunizacién, entre otros factores que pueden estar asociados en la respuesta
inmune de los animales.

Teniendo en cuenta la ausencia de datos estadisticamente significativos en
referencia a la presencia de sintomas entre los distintos grupos, y la interrogante
gue genera en cuanto a la eficiencia de las vacunas, al momento consideramos que
el manejo integral temprano de la enfermedad es clave para la prevencion de la
QIB. Este manejo incluye un conjunto de acciones que acompafian la vacunacion,
ya que esta Ultima no es la Unica medida a tomar frente ala QIB.

La inmunizaciéon de los animales es una herramienta para la prevencion de la
enfermedad, y a la que se debe este estudio. Es importante que la misma se realice
previo al destete o cercano al mismo, momento en el cual los animales se enfrentan
a condiciones estresantes y disminuyen su inmunidad, y que a su vez se asocia
muchas veces a la época méas prevalente de QIB (verano). Es importante que el
manejo de los animales se realice evitando en la mayor medida posible el estrés y
traumatismos especialmente en esta etapa. Que los mismos tengan acceso a
sombra y siempre acompafiar con una buena nutricion y sanidad del rodeo. El
pastoreo de los animales debe realizarse sobre campos limpios, evitando
potenciales agresores como el forraje grosero y pastos encafiados. A su vez,
debemos integrar dentro de las medidas de manejo, el control de la mosca, ya que
la misma es considerada un vector mecénico activo en la transmision de la
enfermedad. Por otro lado, el manejo diferencial en la época de aparicion de
enfermedad, el reconocimiento y aislamiento precoz de animales con sintomatologia
compatible con QIB y el tratamiento de los mismos, también son fundamentales
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para el control. Debemos evitar el contacto estrecho entre animales enfermos y
sanos, y realizar un tratamiento precoz de los enfermos (en etapas tempranas de
QIB). Para el tratamiento de los animales, la administracion de antibidticos por via
subconjuntival puede ser una herramienta util a aplicar con mayor frecuencia en los
rodeos afectados, considerando que con estos las concentraciones del farmaco a
nivel ocular son mayores (George, 1990), aunque también existen otras alternativas
como tratamientos tépicos con colirios, polvos, aerosoles o unguientos, o la
utilizacion de antibi6ticos sistémicos.

La utilizacion de razas mas resistentes a la infeccion también es considerada una
medida para la prevencion de QIB.

Por ultimo, consideramos que es importante estudiar el rol de las autovacunas para
QIB mediante el aislamiento del agente en el predio, ya que éstas representan una
herramienta util y accesible para los productores de nuestro pais. Actualmente no
existen estudios a campo en Uruguay que brinden informacion certera sobre la
eficacia de las mismas frente a la QIB. Pero teniendo en cuenta estudios
internacionales, y el fundamento por el cual se realizan las autovacunas, la
utilizacion de las mismas en predios con QIB endémica podria significar un aumento
en la resistencia de los animales a la infeccion, y por tanto, una disminucién de las
pérdidas econdmicas debidas a esta enfermedad.
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12. CONCLUSIONES

A tiempo 130, se observé una diferencia significativa en el nUmero de animales
enfermos entre los grupos inmunizados con las vacunas A y C, (menos animales
con signos) con el grupo Testigo. Sin embargo, la vacuna B no presento diferencias
con el grupo Testigo.

La vacunacion contra QIB no se asocié con una menor incidencia de la enfermedad
a tiempo 180.

Las vacunas con mayor titulo de anticuerpos no estan asociadas a una menor
presentacion de enfermedad clinica en el rodeo. Los animales enfermaron de igual
manera, independientemente de su condicién de vacunados o no vacunados.
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