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Introduccion

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) es una de las entidades mas importantes que
afecta a bovinos en la etapa de crecimiento (Kelly and Janzen 1986; Costa y col., 2003;
Schunicht y col., 2007, Galvan y col., 2014) y causa importantes pérdidas econdmicas por
disminucién en la ganancia diaria de peso, incremento en dias hasta llegar a peso de
faena, disminucion en la calidad de la carcasa y pérdidas por muerte (Thompson y col.,
2006).

La ERB resulta de una compleja interaccién entre agentes infecciosos, estrés y
susceptibilidad individual (Radostits y col. 2002). Esta ampliamente aceptado que el
estrés es la condicion sine qua non para la aparicion de la ERB. En el inicio del periodo de
engorde a corral (EC) y la etapa de cria/recria en explotaciones de lecheria, se presentan
numerosos factores considerados estresantes; como la reorganizacién social del grupo de
animales que comparte cada corral/potrero (Cusack y col., 2003), transporte (Johnson,
1985), cambio de dieta (Cusack y col., 2003) y variaciones en el manejo (Irwin, 1979)
entre otros.

Entre los agentes infecciosos involucrados en la ERB se incluyen virus y bacterias.
De los agentes virales mas comunmente reportados destacan virus respiratorio sincitial
bovino (BRSV), virus parainfluenza 3 bovino (PI-3), herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) y
virus de la diarrea viral bovina (VBDV). Al conocimiento actual, se reconoce que los tres
primeros afectan los mecanismos de defensa del sistema respiratorio (Doherty y col.
2001; Keita y col., 2007), mientras que al ultimo se le atribuye un efecto inmunodepresor,
con disminucion de la respuesta humoral, menor atraccion quimiotactica de monocitos y
alteracion del sistema mieloperoxidasa en los polimorfonucleares neutrdéfilos (Roth y col.,
1981). Entre los agentes bacterianos mas comuinmente asociados a cuadros clinicos de
ERB se incluyen Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus spp. y
Mycoplasma spp. (Keita y col., 2007, Rice y col., 2007) entre otros. De todos ellos, P.
multocida y M. haemolytica son los microorganismos mas frecuentemente aislados de los
hisopados nasofaringeos y de las muestras obtenidas en las necropsias (Cusack y col.,
2003, Keita y col., 2007, Rice y col., 2007, Dabo y col., 2007, Fazzio y col 2010, Fazzio y
col. 2015).

Mannheimia haemolytica es considerada un habitante normal -comensal- de la
nasofaringe bovina y un patdgeno oportunista en enfermedades del tracto respiratorio
inferior. Esta bacteria, cumple un rol muy importante en la ERB, debido a su alta

capacidad para expresar factores de virulencia tales como adhesinas, polisacaridos



capsulares, fimbrias y una leucotoxina especifica para rumiantes considerada esencial en
la patogénesis de la enfermedad, ademas de ser la responsable de la mayor parte del
dafo pulmonar (Singh y col. 2010).

El desafio experimental con M. haemolytica en bovinos estimula el desarrollo de
respuestas tanto locales, por parte del tejido pulmonar (Singh y col. 2010), como
sistémicas. Asi, se describen variaciones en las concentraciones séricas o plasmaticas de
las proteinas de fase aguda como la haptoglobina, amiloide sérico A (SAA) y fibrindgeno, entre
otros (Hanzlicek, G. A., y col, 2010; Ganheim y col., 2003) y cambios en los valores
hematolégicos en la etapa aguda de la infeccion (Mike y col., 1987; Ganheim y col., 200;
Taylor, 2000).

En este contexto el analisis de sangre, resulta de utilidad no solo para evaluar
trastornos hematolégicos, sino también para caracterizar enfermedades que afectan
diversos drganos o procesos patoldgicos sistémicos. Ademas, aporta valiosa informacién
en el diagndstico y prondstico respecto del futuro y de la progresion de una enfermedad
en un individuo o poblacién (Leonie Ronald y col, 2014).

El presente trabajo se propone como objetivo conocer las variaciones de los
parametros hematoldogicos en terneros desafiados experimentalmente con M.

haemolytica.



Material y Métodos

Todos los procedimientos realizados en el presente ensayo fueron aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Universidad Nacional de La Plata. Registrado en el Protocolo para el Uso de Animales de
Investigacion Cientifica (Identificacion interna N° 55-2-18P).

Establecimiento y animales:

El estudio experimental, se realizd en instalaciones del Hospital Escuela de
Grandes Animales de la FCV-UNLP, e incluyd 10 terneros machos, raza Holando
Argentino de entre 67 y 80 dias de vida, con un peso promedio de 68 + 9 kg.
Identificacién:

Al momento del arribo, los animales se identificaron con caravana numerada individual,
que se adoso al collar de cada animal.
Alojamiento y periodo de adaptacion:

Al llegar los animales a las instalaciones del Hospital Escuela, permanecieron en
un potrero especialmente preparado para recibirlos, en sistema de estaca individual, con
balde de alimento y de bebida durante el dia.

Criterio de inclusién al estudio:

Previo al comienzo del ensayo se realizé la evaluacién clinica y la extraccion de
sangre de cada animal encontrandose tanto los parametro clinicos como los
hematolégicos dentro de los valores de referencia segun edad y especie (Love y col.
2016,
https://www.vetmed.wisc.edu/dms/fapm/fapmtools/8calf/calf respiratory scoring_chart.pdf
; Kramer, 2000).

Alimentacion:

Los animales recibieron heno de alfalfa y alimento balanceado comercial racionado
al 2 % de su peso corporal sobre base seca que se les suministré dos veces por dia: el
60 % de la racién diaria a las 8.00 h mientras que el 40 % restante a las 15 h. La

composicion centesimal del alimento balanceado se presenta en la Tabla 1.


https://www.vetmed.wisc.edu/dms/fapm/fapmtools/8calf/calf_respiratory_scoring_chart.pdf
https://www.vetmed.wisc.edu/dms/fapm/fapmtools/8calf/calf_respiratory_scoring_chart.pdf

Tabla 1: Composicion del alimento balanceado suministrado en los dias previos y durante

el ensayo*.

Componente % Minimo Componente % Maximo
Extracto etéreo 1,8 Fibra cruda 20
Proteina bruta 17 Humedad 18

Calcio 0,58 Minerales totales 15
Fosforo 0,55 Fosforo 2

* Ajustado al 2 % del peso corporal de cada animal en base seca.

Diseno experimental:
Formacién de grupos e inoculaciéon experimental:

Los 10 animales se dividieron en dos grupos, completamente al azar. Un grupo
recibié el indculo bacteriano (GIl, n=5) mientras que el otro grupo, permanecié como
control (GC, n=5) y recibié solucion fisiolégica estéril.

La inoculacion experimental (considerado como “dia 0” del ensayo) se realizé a las
08:00 am, con una cepa de M. haemolytica. (aislada de un caso de campo), a una
concentracion de 4,56 x10° colonias por mililitro, en fase logaritmica de crecimiento, en
medio de cultivo liquido (8 ml totales). El indculo se introdujo mediante endoscopio y se
descarg6 a la altura de la bifurcacion de la traquea (4 ml en bronquios derecho e izquierdo
respectivamente).

Evaluacion clinica:

El examen clinico de los animales luego de la inoculacién experimental se realizd
segun los criterios propuestos por el “Método Wisconsin para diagnéstico de Enfermedad
Respiratoria en bovinos de leche”. El mencionado método, utiliza el registro/observacion
directa de temperatura corporal rectal, secreciones nasales y oculares, posicion de las
orejas y reflejo tusigeno, para determinar la condicion de enfermo (SI/NO). La puntuacion
de la enfermedad respiratoria resulta de la suma de puntos de las 5 categorias de signos
clinicos, con valores crecientes que representan severidad progresiva. El puntaje
registrado alcanza un valor minimo de 0 y un maximo de 13 (Love y col. 2016).

La evaluacion clinica se realizé en la hora 0 (previo a la inoculacion experimental)
y 9, 24, 48, 72, 96 y 120 post inoculacién (Pl). Se tom6 como punto de corte el score 5.
De este modo, aquellos terneros con valores de 5 o superior fueron considerados

clinicamente enfermos.



Estudio hematoloégico:

Se obtuvieron muestras de sangre para hemograma mediante venopuncion
yugular, en tubos acondicionados especialmente con &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) como anticoagulante. Las extracciones se realizaron en la hora O (previo a la
inoculacion experimental) y 9, 24, 48, 72, 96 y 120 horas Pl. Una vez recolectadas las
muestras, cada tubo se identificod individualmente y se conservéd a 4°C hasta su
procesamiento dentro de las 6 horas post extraccion.

El recuento de glébulos blancos (GB) se realizé por el método manual a través de
la camara cuenta glébulos de Neubauer, utilizando acido acético glacial al 3 % con una
gota de azul de metileno. Se realizé un frotis sanguineo que se tind con metanol/Giemsa,
(I6vine y Selva, 1985) y se observé, usando aceite de inmersion, con el objetivo de 100X,
realizando el recuento diferencial de 100 células. (Meyer y Harvey, 2000).

La medicion del hematocrito se llevd a cabo mediante la técnica manual
(microhematocrito), a través de un microcentrifuga, durante 5 min a 12000 rpm, por medio
de tubos capilares de vidrio, y los resultados se interpretaron en el lector de hematocrito
(abaco).

Anidlisis estadistico:

Para el analisis de datos se utiliz6 un modelo mixto del programa estadistico SAS
(Académico). El modelo incluyd el efecto aleatorio del animal (unidad experimental), y los
efectos fijos del tiempo (0 vs. 9 vs. 24 vs. 48 vs. 72 vs. 96 vs. 120 horas), tratamiento (Gl
vs. GC), y la interaccion correspondiente (tiempo x tratamiento). En los casos en que se
observo diferencia en los efectos principales, se utilizé la opcion SLICE (dentro del mismo
programa estadistico) para determinar diferencias en cada uno de los tiempos. Se
considero estadisticamente significativo al valor de p < 0,05, mientras que el valor de p <

0,10 se lo valoré como tendencia.



Resultados

No se registraron animales muertos. Durante el ensayo se obtuvieron las muestras
y se registraron los parametros preestablecidos de todos los animales.

El score clinico evidencié diferencias entre los grupos Gl y GC. El Gl presenté
marcado aumento del score clinico (enfermedad clinica) observandose diferencias

significativas (p < 0,008) en los distintos momentos del ensayo (Figura 1).

Figura 1. Score clinico en terneros del grupo inoculado y grupo control, durante el ensayo

(120 h, n=10)
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Grupo inoculado: animales inoculados experimentalmente con una cepa de M.haemolytica. (8 ml. totales a
una concentracién de 4.56 x10° colonias por mililitro, en fase logaritmica de crecimiento, en medio de cultivo
liquido) por via endoscopica (n=5).

Grupo control: animales inoculados experimentalmente con 8 ml de solucion fisiologica estéril por via
endoscopica (n=5).

--- valor considerado limite para tratamiento terapéutico. (Método Wisconsin para diagndstico de Enfermedad
Respiratoria en bovinos de leche).

* p<0,05; ** p< 0,001 entre grupo (opcion SLICE, SAS)

En el recuento de GB se observo diferencia entre los grupos en el recuento total
de leucocitos a las 9y 24 h Pl, p =0,002 y p =0,001 respectivamente (Figura 2). En el
mismo sentido el recuento de neutrdéfilos en banda y segmentados, mostré diferencias
significativas entre los grupos a las 9 y 24 h PI (p =0,0001), observandose neutrofilia con
desvio a la izquierda (Figura 2). Los valores de neutrdéfilos en banda se mantuvieron por

encima de los valores normales (valores de referencia: 0-120 células/pl de sangre) entre



las 48 y 72 h PI. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
(Figura 2). En el caso de los neutrofilos segmentados, disminuyeron luego a las 48 h Pl
quedando dentro del rango considerado normal y de referencia (Figura 2).

En la lectura del frotis sanguineo, el Gl evidencié cambios toxicos en los
neutréfilos (al menos un 10 % de neutrdfilos con citoplasma vacuolado/espumoso) en
diferentes momentos (9, 24 y 48 h PI). No se identificaron cambios tdxicos en los
neutrofilos en el GC (Tabla 2).

En el recuento de linfocitos, monocitos, eosindfilos, basoéfilos y en el valor de
hematocrito no se observaron diferencias entre los grupos (p> 0,05). Los valores se
mantuvieron dentro de los rangos considerados normales y de referencia durante todo el
ensayo.

La férmula leucocitaria relativa se vio modificada solamente en el Gl, en las

primeras 24 h PI, con valores de 49 y 51 %, para neutrdfilos y linfocitos respectivamente.



Figura 2. Leucocitos totales, neutrofilos en banda y neutrofilos segmentados en terneros

del grupo inoculado y control durante el ensayo (120 h, n=10).
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Grupo inoculado: animales inoculados experimentalmente con una cepa de M. haemolytica. (8 ml. totales a
una concentracién de 4.56 x10° colonias por mililitro, en fase logaritmica de crecimiento, en medio de cultivo
liquido) por via endoscopica (n=5).

Grupo control: animales inoculados experimentalmente con 8 ml de solucion fisiologica estéril por via
endoscopica (n=5).

Flecha momento de inoculacidn, via endotraqueal, dia 0.

--- valores considerados normales y de referencia para la edad y especie animal.

* p<0,05; ** p< 0,001 entre grupo (opcion SLICE, SAS)



Tabla 2. Cambios toxicos observados en neutréfilos durante el ensayo (120 h, n=10)*.

Horas
0 9 24 48 72 96 120
Grupo 0/5 3/5 5/5 2/5 0/5 0/5 0/5
Inoculado
Grupo 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Control

Grupo inoculado: animales inoculados experimentalmente con una cepa de M.haemolytica. (8 ml. totales a
una concentracion de 4.56 x10° colonias por mililitro, en fase logaritmica de crecimiento, en medio de cultivo

liquido) por via endoscopica (n=5).

Grupo control: animales inoculados experimentalmente con 8 ml de solucion fisioldgica estéril por via

endoscopica (n=5).

* El numerador indica la cantidad de animales con recuento mayor al 10 % de cambios toxicos en neutréfilos/

el denominador indica la cantidad de animales evaluados por grupo.



Discusion

Los parametros leucocitarios al igual que el score clinico de enfermedad
respiratoria bovina sufrieron modificaciones luego de la infeccion experimental con M.
haemolytica. Dicha infeccion modific6 el valor de leucocitos totales, en banda y
segmentados. En las primeras 9 y 24 h Pl se observé un significativo, pero transitorio,
aumento de los neutrdéfilos segmentados y en banda (neutrofilia con desvio a la izquierda),
propio de la fase aguda de infeccion. A las 48 h PI, los neutréfilos segmentados
evidenciaron un marcado descenso a valores considerados dentro del rango normal,
mientras que el numero de neutréfilos en banda descendié mas lentamente persistiendo
por encima de los valores normales hasta casi el final del periodo experimental. Al
observar comparativamente el recuento de neutrdfilos y los valores del score clinico
resulté evidente que, en el momento en que los animales manifestaron mayor score
clinico (48 h PI), el numero de neutrdéfilos segmentados en sangre disminuyé y alcanzo
valores de normalidad. Es probable que el rapido descenso de la neutrofilia se haya
debido al secuestro de neutrdéfilos en el parénquima pulmonar, sitio de la infeccion y lugar
de actuacion de estas células en el desarrollo de una respuesta inflamatoria, la que se
tradujo en signos clinicos de enfermedad. Similares resultados fueron obtenidos por
investigadores que realizaron infecciones experimentales con la misma bacteria (Mike y
col., 1987; Ganheim y col., 2005). Sin embargo, otro autor (Taylor, 2000), observd
neutropenia en las primeras horas Pl, como consecuencia de un reclutamiento de
neutréfilos desde la sangre al sitio de inflamacién y una movilizacion mas lenta de
glébulos blancos desde la médula ésea. En general, durante la infeccion y la inflamacion,
es esperable que la produccion de neutréfilos aumente en respuesta a las citoquinas y
factores de crecimiento que se producen en los tejidos afectados (Valli y col 2016). En
estas circunstancias, si la demanda tisular de neutrofilos excede el pool de
almacenamiento, la médula ésea libera neutréfilos en banda inmaduros, metamielocitos y
otras formas inmaduras llevando a la neutrofilia con desvio a la izquierda, que es lo que
se observo en nuestra experiencia. El grado de desvio a la izquierda es proporcional a la
magnitud y al curso agudo de la inflamacién (Valli y col 2016). Por otro lado, debe tenerse
en cuenta que los bovinos poseen una capacidad mas limitada de almacenamiento y de
movilizacion de neutrdfilos desde la médula 6sea que las especies no rumiantes (Valli y
col 2016). Y esto hace que en un cuadro de inflamacion aguda grave de origen
bacteriano, la respuesta primera sea la de una neutropenia, como la observada por Taylor

2000, mas que neutrofilia. En nuestro trabajo, a diferencia de lo realizado por Taylor, se



utilizé un menor volumen de indculo y de UFC por mililitro para la infeccion experimental
con lo que probablemente la respuesta inflamatoria inducida haya sido menor y la
transitoria neutrofilia con desvio a la izquierda observada haya resultado suficiente para
aportar neutrofilos al sitio de infeccién (parénquima pulmonar).
Los cambios téxicos en los neutréfilos son probablemente las alteraciones morfologicas
mas frecuentes detectadas en frotis de sangre, y representan ademas la severidad o
grado de alteracion. Estos cambios celulares son el resultado de una granulopoyesis
aberrante e indican un efecto sistémico inflamatorio sobre la médula 6sea. Los cambios
mas severos se observan principalmente en animales con sepsis, endotoxemia o necrosis
tisular (Zabolotzky y Walker, 2014). En el presente ensayo, los cambios toxicos se
observaron solo en las 9, 24 y 48 horas Pl en el Gl, y consistieron en neutréfilos con
citoplasma de aspecto espumoso con vacuolas definidas, dando una apariencia similar a
burbujas. Este cambio es indicativo de toxicidad sistémica grave y se considera el
resultado de la formacion anormal de lisosomas vy liberacién intracelular de enzimas
autoliticas (Zabolotzky and Walker, 2014). Otros cambios téxicos descriptos, son los
cuerpos de Dohle, basofilia citoplasmatica, granulacion téxica y neutrdéfilos gigantes, entre
otros (Zabolotzky and Walker, 2014; Meyer and Harvey JW, 2000). Ninguno de estos
ultimos cambios fue observado en el presente ensayo.

En cuanto a los linfocitos presentes en sangre, no se encontraron diferencias
entre muestreos y grupos durante todo el ensayo. Sin embargo, otros autores en
condiciones experimentales similares, observaron linfopenia a las 6 horas Pl (Mike y col.,
1987; Ganheim y col., 2005). La linfopenia a menudo acompana a las infecciones
bacterianas, virales y sistémicas graves debido a la liberacién de corticoides endégenos
(Meyer y Harvey, 2000). Se conoce que los linfocitos son secuestrados en la médula
Osea, en los ganglios linfaticos y en el bazo por accién de glucocorticoides enddégenos o
exogenos (Meredyth y col. 2007). Del mismo modo que lo mencionado para la
neutropenia, posibles razones que expliquen estas diferencias podrian ser que, en estos
ensayos experimentales, se utilizé mayor volumen de inéculo y una mayor cantidad de
UFC por mililitro que en nuestro ensayo. En este sentido Mike y col (1987) utilizd un Unico
indculo de 25 ml de 1,2-2,6 x10° UFC por mililitro, mientras que Ganheim y col. (2005)
utilizé dos inoculaciones, una de 10 ml de 5x10” UFC por mililitro y luego de 2 h una
segunda inoculacién de 15 ml de 5 x108 UFC por mililitro. Esta mayor cantidad de ml y
UFC podria haber producido una mayor liberacion de corticoides enddgenos, y como

consecuencia, la referida linfopenia.



La formula leucocitaria se modifico a las 9y 24 h Pl (51 % de linfocitos/49 % de
neutrofilos). Sin embargo, no se observé una inversion de la formula leucocitaria como
sucede generalmente en infecciones agudas (Meyer y Harvey, 2000). Es de destacar que
tanto previo a la infecciéon (0 h) como en los muestreos posteriores a las 48 h y hasta las
120 h Pl la férmula se conservd dentro de los rangos de normalidad (70/30 % para

linfocitos y neutrdéfilos respectivamente) (Kramer 2000).



Conclusion:

La infeccion experimental de terneros por Mannheimia haemolytica, bajo las
condiciones del presente ensayo, causo variaciones en los parametros hematolégicos a
las 9 y a las 24 h PI con neutrofilia y presencia de neutréfilos en banda y segmentados.
Transcurridas las 48 h Pl los parametros hematoldgicos retornaron a valores normales

pese a la presencia de signos clinicos de enfermedad en los animales infectados.
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