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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la dinamica de
la infeccién por el virus de la Leucosis Bovina Enzodtica
en establecimientos de la cuenca lechera de Salto, a
finde disponer de informacién epidemioldgica, establecer
los factores de riesgo mas importantes involucrados en
el contagio de la enfermedad y promover medidas de
control. Durante 1997-2000 se estudiaron 4
establecimientos con un total de 534 animales de la raza
Holando, a los que se realizaron 1231 muestreos
sanguineos. A estas muestras se les efectuaron las
siguientes determinaciones: por ELISA:1231 muestras,
por Recuento Leucocitario Total (RLT): 741 muestras,
por Recuento leucaocitario diferencial (RLD): 215 muestras
y por PCR: 86 muestras. Fueron positivos 238 animales
(45%) al ELISA, por lo menos en un muestreo. La
proporcion de animales seropositivos fue
significativamente diferente entre los tambos (p<0.001)
La media del RLT fue significativamente mayor en las
muestras positivas por ELISA (P<0.001) La media del
nuimero de linfocitos de las muestras positivas fue mayor
a las negativas. (p<0.001). De las muestras que se
realizaron PCR 24 % fueron positivas. En suma, los
resultados muestran la dinamica de la enfermedad en
el tiempo, asi como posibilidad de implementar medidas
de control basadas en la combinacién de estudios
serologicos y hematolégicos.

INTRODUCCION

La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) es una enfermedad
contagiosa del ganado bovino, producida por un
Oncornavirus tipo C (2,6). Como resultado de la infeccion
la mayoria de los animales presentan una seroconversion
como uUnica respuesta. La LBE constituye una
enfermedad sujeta a control o erradicacién en muchos
paises y puede llegar a constituir una importante barrera
comercial (6). El logro de una significativa disminucion
en la incidencia de la enfermedad, en base a una
estrategia de descarte selectivo de aquellos animales
potencialmente mds peligrosos para el contagio, que
estarian representado especialmente por aquellos
animales con alteraciones hematolégicas y seroldgicas
constituye una alternativa de interés. El objetivo de
este trabajo fue estudiar la dindmica de la infeccién por
el virus de la Leucosis Bovina Enzoética en
establecimientos de la cuerica lechera de Salto, a fin
de disponer de informacién epidemiolégica, establecer
los factores de riesgo méas importantes involucrados en
el contagio de la enfermedad y promover medidas de
control .

MATERIALES Y METODOS

A)Establecimientos y Animales:

El estudio se realizé durante 1997-2000 en 4
establecimientos de la cuenca lechera de Salto. La
poblacién estudiada fue de 534 animales, raza Holando
comprendiendo 380 vacas, 39 vaquillonas y 115 terneras.
A todos los animales se realizaron extracciones de
sangre mediante puncién de la vena coccigea o yugular.
La sangre extraida fue colocada en dos tubos, uno sin
anticoagulante para serologia y otro con anticoagulante
(EDTA) para estudio hematoldgico. Las muestras una
vez identificadas fueron transportadas hasta la Facultad
de Veterinaria a temperatura ambiente. Las destinadas
a hematologia fueron procesadas el mismo dia y las
destinadas a serologia fueron centrifugadas, y los sueros
se congelaron a —20° ¢ hasta su procesamiento.
Durante dos afos se recolectaron 1231 muestras de
sangre a los 534 animales en forma seriadas segun los
resultados serolégicos y hematolégicos distribuidos de
la siguiente forma: a 177 animales se muestrearon una
solavez, a 172 animales se realizaron dos muestreos,
a 103 se realizaron 3 muestreos, a 37 animales se
realizaron 4 muestreos, a 23 animales 5 muestreos y a
23 animales 6 muestreos.

B)Técnicas de laboratorio:

Técnica de ELISA: 1231 muestras fueron analizada
por ésta técnica segun Guarino y col (1989) utilizando
un kit comercial Instituto Pourquier, Mopntpollier, Francia
de ELISA indirecto.

Hematologia: Se realizo RLT a 741 muestras, segln la
técnica convencional de contaje en camara de Neubauer
y 215 RLD comprendiendo las muestras que presentaron
RLT igual o mayor que 10000, asi como un porcentaje
representativo de las menor de 10000. E| estudio de la
morfologia de las células de la linea blanca se efectué
en lamina por el método de tincién rapida Laboratorio
QCA Tarragona, Espaia, estableciéndose un porcentaje
sobre 100 células.

PCR: Se analizaron 86 muestras de sangre entera para
extraccién de ADN utilizando un kit comercial ( Puregene,
Gentra inc.). Los ADN extraidos fueron amplificados
por la técnica de PCR utilizando secuencias conservadas
de la regién pol y gag del genoma viral.

C) Analisis estadisticos:

Se realizaron chi cuadrado de homogeneidad de las
distribuciones de : a) resultado serolégico segin
categoria, b) resultado seroldgico segun tambo, c)
variacion de resultado positivo segin tambo y un test
chi cuadrado de independencia de la distribucién del RLT
y resultado de ELISA.

Se efectuaron testt de diferencia de medias: a) RLT
entre seropositivas y seronegativas, b) RLT entre
seropositivas y seronegativas para los recuentos mayores
de 10000 leucocitos por mm3, c) recuento linfocitario
entre positivos y negativos .
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En todos los test se empleo nivel de significacién 0,05.
Los restantes resultados fueron presentados en forma
solo descriptiva.

RESULTADOS

El resultado del estudio serolégico demostré que 238
animales (45%) presentaron en algunos de los muestreos
realizados, anticuerpos para el virus de la Leucosis bovina
enzodtica.

Se present6 en los 209 animales considerados como
positivo, variacién en los resultados serologico (en la
categoria vacas y vaquillonas). Esto llevo a establecer
dos grupos: uno sin variacion, aquel grupo que en todos
los muestreos fueron positivos y otro grupo con variacion,
aquel que present6 diferencias (positivo o negativo) en
los sucesivos muestreos.

Porcentajes similares a los obtenidos en animales se
observaron cuando se analiza el total de las muestras,
585 de las muestras(48%) fueron positivas.

En el estudio de ambas poblaciones se distribuyeron
los resultados en base al criterio establecido de RLTn
(normal) y RLTa (anormal), tomando como base el limite
de los 10000 leucocitos /mm?. Como resultado de ello
se observa que la frecuencia de muestras con RLTa
significativamente mayor en individuos seropositivos en
relacién a sus congéneres negativos, lo que ratifica el
efecto de la infeccién por el virus de LBE sobre el
hemograma. Con relacién a los estudios de PCR se
observa una concordancia de resultados con respecto
al ELISA del 58% ( 50/86).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en éste estudio coinciden con
los observados por otros autores relacionado a latasa
de infeccidn por el virus de la Leucosis bovina enzodtica
en el 45% de los animales estudiados (5). La tasa de
infeccion varié con los diferentes tambos estudiados,
67% en rodeos donde la tasa de prevalencia es mas
alta que en aquellos que tienen menor prevalencia
donde la tasa de infeccién solo alcanzo el 28% de los
animales. Esta relacion también fue observada a nivel
de muestras. Esto confirma lo descripto por otros autores
que la transmisién natural se produce en forma mas
rapida en establecimientos con alta prevalencia (3).

La variabilidad de los resultados serolégicas observadas
en el 30 % de los casos positivos, permiten confirmar la
necesidad de varios muestreos para considerar el animal
negativo o positivo. Algunas de estas variaciones puede
estar relacionadas a la seroconversion que se presenta
un mes antes del parto descripta por numerosos autores
(9). La cantidad de animales que presentaron variaciones
seroldgicas fue mayor en el tambo 1 (45%) que en los
otros tambos (21%, 30 %, 15 %). Alteraciones
hematolégicas se observaron relacionadas a la condicion
serolégica de los animales, un 65% de los animales

seropositivos presentaron leucocitosis mayora 10000 y
solo se encontré en un 15 % de los seronegativos. Un
RLT elevado es orientativo en relacién con la infeccién,
este adquiere importante significacién cuando se asocia
al aumento de linfocitos, circunstancia que se observa
especificamente en individuos seropositivos.

Los animales con RLT elevados presentaron una
linfocitosis mayor del 60 %, lo que no suceden en los
que no presentaron RLT aumentado.

En lo que refiere a posibles sugerencias para el eventual
empleo de la hematologia dentro de una estrategia de
control, es posible proponer como grupo a prestar
especial atencion aquel que presenta RLT superior a
10000 mm?® y mas de 69% de linfocitos.
Considerando que la técnica de ELISA detecta
anticuerpos y PCR deteccién viral, no en todos los
animales que tienen una respuesta inmune , podemos
detectar el virus en sangre circulante. La técnica de PCR,
por ser una técnica mas sensible detectaria la infeccién
viral antes de la reaccién inmunoldgica de los animales,
lo que explicaria la presencia de los tres animales
negativos a ELISA y positivos a PCR.

El estudio realizado permitié cumplir con los objetivos
propuesto generandose en nuestras condiciones
informacién objetiva y experimental respecto al efecto
que produce la LBE en los establecimiento relacionados
ala produccion lechera, y sirve de base para podertomar
medidas a fin de controlar la enfermedad, ya que
guedaron en evidencia en nuestras condiciones factores
negativos que estan permitiendo que el virus se propague
dentro y fuera de un establecimiento. También se
demostré la necesidad de la utilizacion de varias
técnicas de diagndstico para poder determinar los
posibles animales diseminadores de la enfermedad.
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SUMMARY

The objective was to study the epidemiological dynamic
of enzootic bovine leukosis virus (BLVv) infection on dairy
farms in Salto, Uruguay to establish de most important
risk factors involved in the dissemination of the disease
and promote BLV control programmes. A total of 534
Holstein cows belonging to four dairy farms, were studied
during 1997— 2000. 1231 samples were analysed by
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA ), 7410of
these samples by LTC (total leucocyte count), 215
samples by LDC (differential leucocyte count) and 86
by PCR. The data showed that 238 (45%) animals
were seropositive for ELISA in at least one of the samples.
The proportion of seropositive animals was significantly
different between the 4 dairy farms p< 0,001). The mean
of LTC was significantly higher in ELISA positive samples
(p< 0,001). The mean of total count of lymphocyte in
positive samples was higher than in negatives (p<0,01).
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Tabla 1: Distribucion de los animales seropositivos y seronegativos seguin el tambo

Grupo TOTAL TAMBO1 |[TAMBO2 [TAMBO3 |[TAMBO 4

n % n % n % n - % n %
Negativa 296 | 55 | 53 | 33 | 85 | 70 | 78 | 77 | 80 | 52
Positiva 238 | 45 [ 105 | 67 | 37 | 30 | 23 | 23 | 73 | 48
TOTAL 534 | 100 | 159 | 100 | 121 | 100 | 101 | 100 | 153 | 100

%°=60.47 (P<0.001) La proporcién de animales seropositivos difiere significativamente entre los tambos.

Tabla 2: Distribucién de los animales seropositivos (pos) y negativos (neg)segun categoriay él tambo

Grupo TOTAL TAMBO 1 TAMBO 2 TAMBO 3 TAMBO 4
Pos. |Neg. |Pos. |Neg. |Pos. |[Neg. [Pos. [Neg. |Pos. |Neg. |
\‘:::L?iﬁgnas 200 | 210 | 88 | 37 | 34 | 59 | 20 | 51 | 67 | 63
Terneras 29 86 17 17 3 25 3 27 6 17
TOTAL 238 | 296 | 105 | 54 | 37 | 84 | 23 | 78 | 73 | 80
Tabla 3: Distribucion de los resultados positivos con y sin variacién segun él tambo
Grupo TOTAL TAMBO 1 TAMBO 2 TAMBO 3 TAMBO 4
n % n % n % n % n %o
Sin variacion 146 | 70 48 55 27 79 14 70 57 85
Con variacién 63 30 40 45 i 4 21 6 30 10 15
TOTAL 209 | 100 | 88 | 100 | 34 | 100 | 20 100 67 | 100
¥*= 18.65 (P<0.001) La proporcién de animales con variacién difiere significativamente entre los tambos. o
Tabla 4: Recuento Leucocitario Total segtin condicion serolégica
Grupo N¢ de muestras  |Media Desvio st, Maxima Minima
Negativa 139 8142 1766 13500 4500
Positiva 543 9207 3136 19800 3800
{=3.88 (P<0.001) La media de RLT es significativamente mayor en las muestras positivas.
Tabla 5: Nivel de leucocitos en animales con RLTa segun condicién serolégica
Grupo RLT>10000/mm* ]
N° de muestra Media Desvio st. II
Negativo 21 11121 1044 i
Poéﬂivo 105 14420 3044 |

t=4.90 (P<0.001) La media de RLT es mayor en las muestras positivas que las negativas.
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Tabla 6: Porcentaje de Linfocitos en seropositivos y seronegativos

Grupo N® de muestra Media Desvio st. Maxima Minima
Negativa 55 57.8 8.67 75 45
Positiva | 188 | 6343 12,03 95 30

1=3.25 (P<0.001) Las muestras positivas presentan mayor media de linfocitos que las negativas.

Tabla 7: Distribucion de las muestras de PCR segun resultado y el tambo

PCR TOTAL TAMBO 1 ‘ TAMBO 2 TAMBO 3 TAMBO 4

Negativo _ 65 34 10 4 17 ‘
Positivo _ 21 13 2 3 3 ‘
TOTAL ' 86 a7 o 12 7 | 20 vl

Tabla 8: Relacidon de resultado de ELISAy PCR

ELISA PCR
Total Negativo Positivo :
Negativo 35 32 3
Paositivo 51 33 18
Total 86 S 21

24% of all the samples analysed with PCR method
were seropositive. Results show the dynamic of BLVv
in dairy farms in  Salto and the possibility of
implementing control methods based on combined
serological and haematological studies.
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