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| RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuen-
cia de terneros infectados congénitamente por el virus de
la leucosis bovina (VLB). Se colectaron muestras de san-
gre y suero de 75 terneros/as al nacer, previo al consumo
de calostro. Se realizé recuento de linfocitos, y deteccion
y cuantificacién de VLB por gqPCR en sangre. En aquellos
terneros positivos por gPCR se realiz6 ELISA anti-VLB en
suero. Ademas, se evalud retrospectivamente el registro
de resultados hematoldgicos, serologicos y moleculares
para VLB de las madres de los terneros que resultaron
positivos a VLB. Se obtuvo por gPCR una frecuencia de
8% (6/75) de terneros positivos con carga proviral entre
1,31x10* y 1,03x10° copias provirales/ml de sangre. Se
detectaron anticuerpos anti-VLB en 1/6 (16,6%) terne-
ros, indicando una respuesta inmunitaria humoral fetal
a la exposicion intrauterina al VLB. Con respecto a las
madres de los seis terneros positivos, cuatro presentaron
diagndstico previo de seropositividad contra el VLB y tres
de ellas fueron gPCR positivas con cargas provirales ele-
vadas. Concluimos que el VLB se transmiti6 congénita-
mente con una frecuencia relativamente baja. Sin embar-
go, con cargas provirales moderadas, lo que no minimiza
el posible riesgo que esta categoria puede representar en
la transmisién precoz del virus.

| summarY

The objective of this study was to determine the fre-
quency of calves congenitally infected with bovine leuke-
mia virus (BLV). Blood and serum samples were collected
from 75 calves at birth prior to colostrum consumption.
Blood samples were processed for lymphocyte count,
and detection and quantification of BLV by qPCR. qPCR
positive calves were also analyzed for, anti-VLB serum
antibodies by ELISA. In addition, the health record of the
dams that delivered VLB-positive calves were screened
retrospectively for results of lymphocyte counts, BLV ELI-
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SA and qPCR. A frequency of 8% (6/75) of positive cal-
ves with a proviral load between 1,31x10* and 1,03x10°
copies/ml of blood was obtained by gPCR. Anti-BLV anti-
bodies were also detected in 1/6 (16.6%) calves, sugges-
ting a fetal humoral immune response to intrauterine BLV
exposure. Of the six positive mothers, four had a previous
diagnosis of seropositivity against BLV, three of which
were qPCR positive with high proviral loads. We conclu-
de that BLV was congenitally transmitted with a relatively
low frequency. However, moderate proviral loads, which
does not minimize the possible risk that this category may
represent in early transmission of the virus.

| INTRODUCCION

La leucosis enzoética bovina (LEB), causada por el vi-
rus de la leucosis bovina (VLB), es una enfermedad infec-
tocontagiosa, linfoproliferativa y crénica con distribucion
mundial y altas tasas de prevalencia (Polat et al., 2017)
an oncogenic member of the Deltaretrovirus genus, is clo-
sely related to human T-cell leukemia virus (HTLV-l and II.
Afecta principalmente al ganado lechero generando pér-
didas debido a impactos negativos en la salud, produc-
cion animal y también al comercio exterior (Kuczewski et
al., 2021; OIE, 2018).

La transmisién del VLB ocurre principalmente por el
intercambio de linfocitos infectados entre un bovino po-
sitivo y otro susceptible, lo que puede suceder de forma
horizontal por contacto directo, via iatrogénica y dipteros
hemato6fagos, y/o vertical ya sea congénita (in utero) o
postnatal (calostro y leche) (Kuczewski et al., 2021).

Estudios epidemioldgicos reportan que la transmision
vertical del VLB es frecuente, con 10,8% de terneros que
pueden nacer infectados y 7,7% que pueden infectarse
en el canal del parto (Mekata et al., 2015)129 calves born
to BLV-infected cows in a herd in Japan were tested for in-
fection immediately after birth and again at one month of
age using nested PCR. Twenty-four calves (18.6 per cent.
Los terneros positivos en la primera semana de vida son
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importantes diseminadores precoces del VLB debido que
la carga proviral aumenta durante el primer afio de vida
(Gutiérrez et al., 2014). En Uruguay un estudio realizado
en 30 tambos comerciales reportd una prevalencia de 9%
de terneros neonatos ya calostrados, positivos al virus
con cargas provirales relativamente altas y distribuidos
en 47% de los predios estudiados (Silveira et al., 2022).
Conocer las vias de transmision de la LEB en Uru-
guay es el primer paso para el desarrollo de alternativas
de control, factibles y efectivas para el pais. El objetivo
de este trabajo fue determinar la frecuencia de terneros
infectados congénitamente por el VLB en condiciones na-
turales en un establecimiento lechero de Uruguay.

| MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de sangre entera y suero, co-
lectadas en el afio 2021 de 75 terneros/as inmediatamen-
te luego de nacer, previo a la ingestion de calostro. Los
terneros pertenecian a un establecimiento lechero del de-
partamento de Colonia, Uruguay, que contaba con ~500
bovinos y tenia una seroprevalencia de VLB de 82% en
vacas en ordefie. A partir de las muestras de sangre se
realizé recuento de linfocitos en un analizador hematolé-
gico veterinario automatizado (Mindray BC 5000) y ex-
traccion de ADN total mediante kit comercial (PureLink®
Genomic DNA Mini Kit), seguida de una qPCR duplex
direccionada al gen pol del VLB (Rola-tuszczak et al.,
2013)a more sensitive real-time polymerase chain reac-
tion was required and developed to detect proviral Bovine
leukaemia virus (BLV 'y al gen de B-actina (control interno)
para la deteccion y cuantificacion absoluta de la carga

proviral (Wernike et al., 2011)a major pathogen of cattle,
are the detection of outbreaks and vaccination with glyco-
protein E (gE.

A los terneros que resultaron positivos al VLB por
qPCR se realizd ELISA indirecto (CelQuest BLV Suero,
ATGen) para la deteccién de anticuerpos séricos an-
ti-gp51 del VLB. Se revisaron retrospectivamente los
registros de los resultados hematolégicos, seroldgicos
(ELISA) y moleculares (qPCR) de LEB de muestras que
habian sido colectadas respectivamente en noviembre
de 2019 y 2020 de las vacas y vaquillonas madres de los
terneros que resultaron positivos. Se realizé un analisis
descriptivo de los resultados.

| RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé una frecuencia de 8% (6/75) de terneros
que nacieron positivos al VLB por qPCR. Este resulta-
do es concordante con lo ya descripto, y refuerza que
la transmision vertical congénita puede representar una
importante ruta para la propagacion precoz del virus en
rodeos lecheros (Mekata et al., 2015).

De los seis terneros positivos, en cinco fue posible
cuantificar la carga proviral, que estuvo entre 1,31x104 y
1,03x105 copias provirales/ml de sangre. En un ternero
no fue posible la cuantificacion por presentar carga por
debajo del limite de confianza de la técnica. Segun estu-
dios previos, neonatos infectados con VLB presentan una
carga proviral baja; sin embargo, esta puede aumentar
méas de 10 veces en solamente 30 dias (Gutiérrez et al.,
2011). La presencia de animales positivos al nacer con
cargas provirales que pueden aumentar progresivamen-

Tabla 1: Diagnéstico de LEB en madres y terneros recién nacidos en un establecimiento lechero en Uruguay.

ID madre 4698 19036 19054 137131 141621 153103
Edad al muestreo (afios) 45 1,7 1,6 6,7 57 46
Diagnéstico de LEB (madres)
ELISA + - - + + +
qPCR + - - - + +
Carga proviral (copias/ml de sangre) 2,30x108 NA NA NA 6,96x10* 1,11x10°
N° de linfocitos (x10%L de sangre) 14,9* 6,13* 7,1 427 3,17 55
Sexo del ternero M M M H H M
Diagnostico de LEB (terneros)
ELISA +
gPCR + + + + + +
Carga proviral (copias/ml de sangre) 4,29x10¢ 3,53x10* 1,03x10° 2,77x10* 1,31x10* NC
N° de linfocitos (x10%L de sangre) 1,94 3,12 2,96 2,95 2,91 2,87

NA: no aplica por ser gPCR negativos; M: macho; H: hembra; NC: no cuantificable; *: linfocitosis.
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te podria contribuir a las altas prevalencias e incidencias
que ascienden a 45% y 39% respectivamente, en vaqui-
llonas Holstein de Uruguay (Puentes et al., 2016). La LEB
es una barrera importante en Uruguay para la exportacion
de vaquillonas Holstein, dado que los animales positivos
son rechazados por los mercados. Generando un doble
perjuicio ya que los productores se ven obligados a rete-
ner los animales positivos. Esta situacién hace alin mas
relevante la realizacion de estudios acerca del rol de los
terneros en la propagacion temprana de la enfermedad.

El porcentaje de seropositividad por ELISA entre los
terneros positivos por gPCR fue de 16,6% (1/6). Como
la toma de las muestras ocurri6 previo a la ingestion del
calostro, esto indica una respuesta inmunolégica humoral
fetal a la exposicidn al VLB en el utero. Sin embargo, la
mayoria de los terneros infectados fueron seronegativos
al nacer. Esto ha sido discutido por otros autores, quienes
resaltaron la necesidad de realizar estudios mas amplios
en torno de la inmunidad fetal contra patégenos (Sajiki et
al., 2017).

La evaluacién retrospectiva de los resultados de las
seis madres revel6 que cuatro eran seropositivas y tres
de ellas eran ademés qPCR positivas con cargas provira-
les elevadas (Tabla 1). Esto ultimo resulta interesante, y
confirma la fuerte correlacion descripta entre nacimientos
de terneros infectados naturalmente y madres con carga
proviral alta (Mekata et al., 2015). Ademas, tres madres
presentaban linfocitosis, siendo una de ellas positivas por
ELISAy gPCR (Tabla 1).

En conclusion, el VLB se transmitié congénitamente
con una frecuencia relativamente baja. Sin embargo, no
minimiza el posible riesgo que estos animales pueden
representar en la transmision precoz del virus, ya que
desde su nacimiento presentan cargas provirales mo-
deradas. La deteccion temprana de terneros infectados
deberia ser considerada en futuros planes de control de
esta enfermedad en Uruguay. Esta estrategia podria ser
una herramienta de utilidad donde permitira 1) criar so-
lamente terneras negativas como “un rodeo limpio” con
la intencion de lograr una reposicién con vaquillonas ne-
gativas y 2) reducir al menos en parte, las altas tasas de
incidencia de la LEB en establecimientos lecheros.
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