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RESUMEN

La Leucosis Enzodtica Bovina (LEB) es una enfermedad de caracter enzodtico y de alta
transmisibilidad, causada por un virus de la familia retroviridae que afecta a bovinos de todas
las edades y genera un alto impacto econémico especialmente en la ganaderia de leche, por
los altos costos en tratamientos sintomaticos, muertes prematuras, reemplazo de animales
enfermos, decomisos en frigorificos, disminucion de la produccion lactea y restricciones en
la exportacion (Erskine et al., 2012). Tradicionalmente se estima que un 60 al 70% de los
animales infectados s6lo expresan anticuerpos; alrededor de un 30% de los infectados
presentan linfocitosis persistente (LP) y un 2 al 10% pueden llegar a presentar linfosarcomas.
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los cambios en el leucograma de animales
naturalmente infectados por el virus de la leucosis bovina (VLB) en bovinos de la raza
Holando Argentino. Para ello, se seleccionaron 143 animales de 4 establecimientos lecheros
ubicados en las provincias de Cérdoba y Santa fe. A los animales muestreados se les extrajo
sangre con Yy sin anticoagulantes para evaluar su leucograma y realizarles una prueba de
ELISA indirecto, respectivamente. Se observé que el 100% de los establecimientos
presentaban al menos un animal positivo y dentro del total de bovinos muestreados, 120
(84%) estaban infectados. Con respecto al leucograma, de los 120 animales infectados 28
(23%) presentaron linfocitosis, en cambio, en el grupo de los animales no infectados solo 1
(4%) presentd linfocitosis. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una prevalencia
de LEB mayor y una proporcion de bovinos infectados con linfocitosis menor a lo esperado.
Ademas, estos resultados se basan en una Unica muestra, por lo que es esperable que de
haber repetido el leucograma para corroborar la persistencia de la linfocitosis el porcentaje
final seria menor a 23%, debido a que algunos animales pueden estar cursando una
linfocitosis debido a causas ajenas a LEB. También, se observo una marcada diferencia en la
poblacion leucocitaria y principalmente linfocitaria entre animales infectados y no infectados
por VLB. El hecho de que existan animales no infectados por el virus de VLB que presentan
linfocitosis y bovinos infectados que no presentan linfocitosis muestra que es importante
continuar aportando datos sobre estas esta enfermedad y su dindmica en las poblaciones

leucocitarias.



INTRODUCCION
Generalidades de la enfermedad

La Leucosis Enzodtica Bovina (LEB) es una de las enfermedades neoplasicas mas
importantes de los bovinos presentandose con mayor frecuencia en animales mayores a 2

afios y més en rebafios lecheros que en los de carne (Trono, 2011).
Etiologia

La LEB es producida por un virus (virus de la leucemia bovina -VLB-), que
pertenece a la familia Retroviridae. Es un delta retrovirus tipo C que afecta principalmente a
los linfocitos B (Della Libera et al., 2012), integrando su genoma al de la célula
hospedadora, pudiendo alterar la morfologia de la célula (Schwartz y Levy, 1994; Murakami
etal., 2011).

El virus es muy poco resistente a las influencias exteriores, por lo que tiene escasa
viabilidad (menos de cuatro horas fuera del animal). Los rayos ultravioleta, la congelacion-
descongelacién repetidas y la pasteurizacion inactivan el virus, al igual que los

desinfectantes utilizados habitualmente (Orloff et al., 1993).
Importancia

El impacto de la enfermedad radica en la limitacion que genera la infeccién para la
exportacion de vacunos y la comercializacion de semen y embriones, las pérdidas por
aumento de los reemplazos, menores ingresos por decomisos de carcasas a causa de los
linfomas, disminucion de la eficiencia reproductiva y de la produccién de leche (Erskine et
al., 2012).

Por otro lado se generan pérdidas indirectas, derivadas del efecto del virus en el
sistema inmune. Debido a los cambios que se producen en las poblaciones linfocitarias,
disminuye la capacidad del animal enfermo de resistir al desarrollo de otras enfermedades, o
de generar una inmunidad adecuada post inmunizacion. Esto fue demostrado en un estudio
desarrollado sobre la respuesta a la vacunacion con E. coli j5 (Erskine et al., 2011); ademas
permite inferir que podria afectar la respuesta a otros inmundgenos. En 2011, Azedo et al.,
realiz6 una evaluacion funcional in vitro de monocitos de bovinos categorizados en
infectados por VLB con linfocitosis persistente (LP), infectados sin LP y no infectados. Los
monocitos de animales con LP mostraron los indices més bajos de viabilidad, de fagocitosis

y también una menor produccion de H202 que los no infectados y los de animales sin LP.
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El efecto del virus sobre el sistema inmune es debido a los cambios que se
producen en las poblaciones leucocitarias, o que no permite calificar al BLV como
inmunosupresor, pero si muestra una vulnerabilidad funcional, principalmente en
animales con LP (Azedo et al., 2011).

Patogenia

La llegada del virus a un individuo susceptible se realiza mediante la
transferencia de células de un individuo infectado, las cuales contienen el genoma viral.
Una vez ingresado al organismo el objetivo del virus son los linfocitos B que expresan
la IgM. La infeccidn viral es seguida por una expansion policlonal (SPC) de una gran'y
diversa poblacion de linfocitos portadores de uno a cinco provirus integrados (Gillet et
al., 2007).

El aumento de la carga viral en el animal infectado ocurre principalmente por la
mitosis de las células huésped infectadas. La forma de infeccion de nuevas células a
través de viriones o por el ciclo replicativo normal del virus ocurre casi exclusivamente
durante un pequefio periodo de tiempo después de la inoculacion viral (también llamada

infeccion primaria) (Gillet et al., 2007).

Durante el primer mes post infeccion las células infectadas son detectables en
sangre alrededor de las 2 semanas, alcanzan un pico en la tercer semana y luego
decrecen rapidamente, lo que sugiere que el virus estd entrando a nuevas células
huésped en otros tejidos (Fulton et al., 2006). Lo que ocurre inmediatamente después no
esta del todo claro. La primera indicacion de la infeccion es la aparicion de la respuesta
inmune humoral dentro de las 8 semanas post inoculacion. Los anticuerpos reconocen
antigenos virales y son liticos para las células productoras del virus. Casi al mismo
tiempo de la seroconversion temprana aparecen linfocitos T citotdxicos en sangre
periférica. Esta respuesta persiste y se amplifica durante la vida del animal, indicando

que el sistema inmune es estimulado permanentemente por el virus (Gillet et al., 2007).

Sobre la patogenia de los tumores se puede observar que en el comienzo del
periodo de cronicidad de la enfermedad el genoma de la célula huésped evidencia
modificaciones genéticas: hiperdiploidia, pequefios cromosomas adicionales, trisomias,
traslocaciones y reacomodamientos isocromaticos (Kettmann et al., 1982; Dequiedt,
1997). Es importante destacar que el perfil genético del genoma huésped predispone el
desarrollo de los tumores. El factor mas importante en la progresion clinica de la
enfermedad es el complejo mayor de histocompatibilidad. Los tumores se producen a

causa de la infiltracion de linfocitos B transformados que se acumulan en tejidos tales
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como bazo (que es una de las mayores manifestaciones clinicas de LEB), higado,

corazdn, ojos, piel, pulmones y ganglios linfaticos (Gillet et al., 2007).

En relacion a la exposicion al virus, el animal puede responder de las siguientes
formas: sin desarrollo de infeccion por probable resistencia genética, desarrollando la
infeccion con niveles de anticuerpos detectables, desarrollando la infeccion con LP y
como animales infectados que desarrollan linfosarcoma (figura 1) (Johnson y Kaneene,
1992).

Exposicién

@ No infeccl'én: Resistencia
genética
Infeccion l
@ Infeccion persistenta: Sin LP,

= SPC. Resistencia
Seroconversion

Linfocitosis persistente
Desarrollo de tumores (30%)

Linfosarcoma (<5%)

I |

Figura 1. Posibles respuestas a la exposicion con VLB (Benavides y Laverde, 2012).

Epidemiologia

Se considera que el virus infecta naturalmente a los bovinos, bufalos y capibaras
(OIE, 2008) y en forma inducida a los ovinos. Actualmente hay evidencia de la
posibilidad de infeccion natural en humanos, como lo observado por Ochoa Cruz et al.
(2006), donde encontraron que en un 7% de muestras de carcinomas caniculares, estuvo

presente una proteina viral de VLB.

En nuestro pais, trabajos de investigaciéon realizados por el laboratorio del
Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CNIA) del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) ponen de manifiesto que alrededor del 10 % de los
animales nacen infectados, y que no hay progresion de la infeccion hasta los 12 meses
de edad. A partir de entonces, el nivel aumenta paulatinamente hasta alcanzar el 24 %

de animales infectados a los 2 afios de edad, para luego elevarse abruptamente al 60 % a
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los 30 meses, coincidiendo con el ingreso a la lactancia. Esto muestra que el periparto y

el ingreso al tambo son puntos criticos en la evolucion de esta infeccion (Trono, 2011).

El virus se transmite en forma horizontal y vertical, siendo la primera la méas
importante. El contagio se produce por la inoculacion de linfocitos que contienen el
virus desde animales infectados a animales suceptibles. Estos linfocitos, se encuentran
en sangre, calostro, leche, saliva, secreciones nasales, semen y orina. Son un factor
clave para el contagio las maniobras tales como la extraccion de sangre, vacunaciones y
tacto rectal, en las cuales se trabaja con un elevado nimero de animales utilizando el
mismo instrumental repetidamente (imagen 1) (Johnson y Kaneene, 1992; Gillet et al.,
2007; Trono, 2011).

En aquellos lugares donde la carga de insectos chupadores es alta se considera
gue éstos pueden contribuir a la expansién de la enfermedad. (Johnson y Kaneene,
1992; Gillet et al., 2007; Panei et al., 2019).

La transmision vertical puede ocurrir durante la gestacion o en el posparto. La
infeccion de terneros en el Gtero se ha reportado en frecuencias variables que oscilan
entre 3.8 a 26%, segln las condiciones naturales o experimentales utilizadas (Schwartz
y Levy, 1994). Se comprobd que el riesgo es mayor en los casos donde la madre
desarrolla linfocitosis persistente o linfosarcoma (Benavides y Laverde, 2012). En el
posparto, la transmision puede ocurrir por la ingestion de calostro y leche de madres
infectadas, aunque esta relacién ain no es clara, ya que se sugiere un mayor riesgo de
infeccion en terneros que ingieren calostro infectado (Johnson y Kaneene, 1991); por
otro lado, se ha demostrado que los anticuerpos calostrales son protectivos para la

infeccion neonatal por VLB (Johnson y Kaneene, 1991).

A su vez, cuando se estudian los niveles de infeccion en sangre o carga proviral,
se detecta que hay una fraccion de los animales, alrededor del 30 %, que tiene niveles
muy bajos de virus en sangre, lo que lleva a inferir sobre su menor potencial de
contagio. El resto, los de alto nivel, serian los responsables de transferir eficientemente

la infeccidn a todos aquellos animales con quienes cohabitan (Trono, 2011).
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MECANISMOS DE TRANSMISION LEUCOSIS BOVINA

Bovino Infectado

1.— Contacto directo.

2.— Contacto indirecto por agujas, material
Quirlrgico y otros.

3.— Insectos hemato6fagos.

4.— Transmision transplacentaria .

5.— Calostro y leche.

Imagen 1. Mecanismos de transmision del VLB (Castelli et al., 1999).
Sintomas

Los sintomas se aprecian mayoritariamente después de los 2 afios de edad vy el
periodo de mayor frecuencia es entre los 5 y 8 afios. En estudios realizados en ganado
lechero, la mayor frecuencia de presentacion del linfosarcoma (LS) fue entre las edades
de 6 a 10 afios (Chamizo Pestana, 1997). La mayoria de los sintomas son inespecificos y
variables, puesto que van a responder a la ubicacion de las formaciones neoplasicas y
segun el grado de afectacion de los 6rganos. Se ha descripto anemia, emaciacion e
infertilidad, entre otras. También se han reportado momificaciones por tumoraciones en
las paredes del Utero y cuernos uterinos. El signo mas frecuente que lleva a pensar en la
enfermedad es el agrandamiento bilateral y mas o menos simétrico de los ganglios
explorables (Schell et al., 2004). La exoftalmia por degeneracion del tejido retro ocular
y/o de las estructuras internas del ojo, es bastante especifico como signo de la
enfermedad (Malatestinic, 2003). La presencia de deformaciones o masas tumorales

subcutaneas en varias partes del cuerpo, también es indicativo de la enfermedad.
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Linfocitosis Persistente

Tradicionalmente se estima que un 60 al 70% del total de animales infectados
solo expresan anticuerpos antiVLB, alrededor de un 30% de los infectados presentan LP
y un 2 al 10% pueden llegar a presentar LS (Ferrer et al., 1978; Hamilton et al., 2003).

La LP ha sido definida por el Comité Internacional de Leucosis Bovina (1968)
como “un incremento en el nimero absoluto de linfocitos de tres o mas desviaciones
estandar sobre la media normal determinada para la raza respectiva y el grupo etario de
animales en un rebafio libre de leucosis. Este concepto debe ser aplicado al incremento

de linfocitos circulantes que persisten por mas de tres meses (Chamizo Pestana, 2005).

Para considerar que un bovino tiene LP se requieren 2 muestras pareadas con un

intervalo de 90 dias, donde se repita el aumento de linfocitos (Chamizo Pestana, 2005).

En los bovinos la LP no se debe a un aumento de la produccion de los linfocitos
B, sino a una disminucion en la tasa de recambio de los mismos debido a la reduccién
de la apoptosis, la cual es inhibida de alguna manera por la accién del virus (Baruta et
al., 2011).

La mayor parte de las células involucradas de los animales con LP son
morfoldgicamente linfocitos normales, aunque también se han descripto células atipicas
y anormales, lo cual se ha considerado como indicativo de un estado pre-leucémico
(Levkut et al., 1994). El incremento en el conteo de linfocitos corresponde con el

incremento en los linfocitos B (Beyer et al., 2002).

Se ha observado que de un cuarto a un tercio de linfocitos B en estos casos se
encuentra afectado por el virus. Los bovinos con LP presentan titulos méas elevados de

anticuerpos especificos que aquellos infectados sin LP (Ferrer et al., 1978).
Patologia macroscopica

Con respecto a las lesiones macroscopicas, la principal afeccion se encuentra
localizada en los ganglios linfaticos describiéndose como generalizada (76 a 100 %),
diseminada (26 a 75 %) y localizada (1 a 25 %). Los mismos aparecen aumentados de
tamano; externamente su aspecto es liso o nodular, sin adherencias con los tejidos
circundantes, consistencia blanda o edematosa o bien firme, turgente y friable (imagen
2). Al corte se pierden los detalles de la estructura anatémica por infiltracion de tejido
lardaceo. En algunos casos se pueden observar hemorragias o pequefios focos de

necrosis de color amarillento (Chamizo Pestana, 1995).
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Imagen 2. Ganglios linfaticos normales (derecha) y ganglios linfaticos aumentados de

tamafio compatibles con LEB (izquierda). Fuente: Dr. Gabriel Magnano, grupo sanidad
de rumiantes, Facultad de Agronomia y Veterinaria (FAV-UNRC).

La médula 6sea puede aparecer infiltrada por un tejido color blanco grisaceo
reemplazando el color rojo normal que se observa en la médula hematopoyética.
Hematol6gicamente se debe distinguir leucemia de linfocitosis persistente. La leucemia
hace referencia a la presencia de células tumorales o anormales detectadas en la
corriente sanguinea indicando transformacion neoplésica de la médula dsea (Ferrer et
al., 1978).

El bazo puede presentar un ligero aumento de tamafio o una esplenomegalia
tumoral; la superficie de corte seca y con nddulos blanquecinos diseminados por todo el
parénquima (imagenes 3 y 4). En el corazén, como se observa en la imagen 5, pueden
aparecer nodulos o areas infiltrativas, difusas de color blanquecino (Chamizo Pestana,
1995). El espesor de las paredes uterinas puede estar engrosado por la aparicion de
tejido lardaceo de color blanco grisaceo (Chamizo Pestana, 2005). En rifiones aparecen
lesiones infiltrativas que producen hemorragias en la superficie del 6rgano, o bien
nodulos que resultan en atrofia del parénquima renal (imagen 6) (Chamizo Pestana,
1995).
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Iméagenes 3 y 4. Bazo aumentado de tamafio y con lesiones nodulares (flechas)

compatibles con LEB. Fuente: Dr. Gabriel Magnano, grupo sanidad de rumiantes, FAV-
UNRC
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Imagen 5. Corazon con lesiones nodulares (flechas) y areas infiltrativas (puntas de
flecha) compatibles con LEB. Fuente: Dr. Gabriel Magnano, grupo sanidad de
rumiantes, FAV-UNRC.

Imagen 6. Rifion con lesiones nodulares (flechas) compatibles con LEB. Fuente: Dr.

Gabriel Magnano, grupo sanidad de rumiantes, FAV-UNRC.
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Dentro del sistema digestivo los principales érganos afectados son el abomaso,
que aparece infiltrado por tejido tumoral, incrementando el grosor de su pared y en
algunas ocasiones presencia de Ulceras; el intestino, donde se encuentran lesiones
similares con mayor predisposicién de UGlceras en la mucosa; y el higado. La afeccion
hepatica es mas significativa en los animales adultos que en los jovenes con un aumento
de tamafio, consistencia blanda y coloracion palida difusa del 6rgano (Chamizo Pestana,
1995).

También puede verse afectado el tejido retro-ocular y provocar con su
crecimiento protrusion del globo ocular o exoftalmo; ademéas puede observarse
infiltracién tumoral en la cornea y la aparicién de tumores en la camara anterior del ojo
(Chamizo Pestana, 1995). En el pulmén las lesiones son raras, pudiéndose presentar en

la forma infiltrativa, difusa y nodular (Chamizo Pestana, 1997).
Citologia

En la citologia la caracteristica morfoldgica méas destacada es la presencia de LS
correspondiendo a una neoplasia de linfocitos B. El tejido neoplésico crece en forma
difusa 0 mas raramente nodular en todos los 6rganos afectados (imagenes 7, 8 y 9),

particularmente en los ganglios linfaticos.

Al inicio del desarrollo neoplasico, las células tumorales de la sangre periférica
se acumulan en el area del centro marginal del ganglio, proliferan, infiltran el tejido y

presionan los foliculos, desarrollando asi, los signos clinicos del LS.
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Imagenes 7, 8 y 9. Corte histopatol6gico de linfosarcoma en nervios raquideos en 50x, 100x
y 400x, respectivamente. Se observa infiltrado linfocitico entre el endoneuro y el epineuro.
En la imagen 7 también se observan nucléolos prominentes (puntas de flechas), nucleos
pleomorficos y algunas figuras mitoticas (flechas). Fuente: Dr. Gabriel Magnano, grupo
sanidad de rumiantes, FAV-UNRC.
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Diagnostico

El diagndstico de la infeccion por VLB es un factor importante en el control y
erradicacion en poblaciones de bovinos infectados (Ruppaner et al., 1983).

Las pruebas serologicas mas utilizadas para el diagnostico de LEB son:
seroneutralizacion (SN), radioinmunoensayo (RIA), inmunodifusion en gel de agar (AGID)

y Enzyme-Linked Immunosorbent Assay indirecto (ELISA) (Gonzalez et al., 2001)

. La AGID ha sido por muchos afios la prueba de eleccién por su alta especificidad y
aceptable sensibilidad, ademas de ser menos costosa y mas facil de realizar. En cambio, las
pruebas RIA y ELISA son mas sensibles que la prueba AGID (Gonzalez et al., 2001).

Recientemente se han desarrollado distintos equipos comerciales de ELISA para ser
utilizados en muestras de suero y/o leche. Ademas, la prueba ELISA resulta mas ventajosa

para realizar el diagndstico a un gran nimero de animales (Gonzalez et al., 2001).

PCR es una prueba conveniente para detectar DNA proviral en muestras de sangre,
suspensiones de Organos y material tumoral, siendo un método sensible que permite un

diagndstico rapido y temprano (Ballagi-Pordany et al., 1992).
Antecedentes en Argentina y en el mundo

La enfermedad esta reportada en casi todo el mundo. En América en general se
considera que la enfermedad esta presente en forma clinica (OIE, 2008), en tanto que en la

Union Europea si bien existe, se encuentra en proceso de erradicacion. (Gillet et al., 2007)

En Argentina, Trono, K. (2001) encontr6 que un 84% de los predios presentaban al
menos un animal positivo y 32,8% de los individuos eran positivos; Lovera et al. (1997)
determinaron una prevalencia de 42% para establecimientos de la cuenca de Moldes; 29%
para la cuenca de Canals; 20% para la cuenca de Ucacha y 6% para la cuenca de Carlota.

Este estudio involucré un total de 3.989 animales y de los cuales el 33% resulté positivo.

Animales infectados con LEB también se encontraron en pequefias producciones de
agricultura familiar. En un estudio realizado por Schneider et al. (2005) en la provincia de
Misiones, de 357 bovinos, el 4,2% fueron positivos y de los 148 establecimientos un 8,1%

presentaron al menos un animal reaccionante.

Macio et al. (2019), realizaron un muestreo en 24 tambos ubicados al sur de la
provincia de Cdrdoba donde encontraron que el 78% de la totalidad de los bovinos
muestreados eran positivos a LEB y que todos los establecimientos tenian al menos un

animal infectado.
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Leucograma

Leucograma es el conjunto de pruebas de laboratorio que informan sobre la
cantidad y calidad de los glébulos blancos circulantes en sangre. En hematologia constituye
una herramienta imprescindible para tipificar infecciones e inflamaciones, pues permite
diferenciarlas en agudas y crénicas, brindando también pistas sobre probables etiologias
toxicas, neoplésicas, metabdlicas, alérgicas, parasitarias y endocrinoldgicas (Scaglione,
2006).

Segin Weiss et al. (2010), de 5.000 a 11.000 leuc./ul de sangre seria el rango
normal de leucocitos en bovinos mayores de 2 afios. Es importante tener en cuenta que
existen factores fisioldgicos y ambientales que modifican estos valores como: edad, sexo,

estado fisiolégico, estrés, sistema productivo, temperatura, hidratacién y parasitismos.

En el bovino, la leucocitosis generalmente es la consecuencia reactiva de una
infeccion viral o bacteriana, localizada o generalizada. Por lo general, el aumento de
leucocitos se mantiene en valores inferiores a 20.000/ul de sangre, incluso pese a la
existencia de procesos purulentos graves (peritonitis purulento-icorosa, pulmonia
abscedante), s6lo se comprueba leve reaccidn leucocitica (con o sin desvio a la izquierda).
En cambio, el vuelco de agentes bacterianos al torrente sanguineo en general cursa con

leucocitosis notable (Swenson y Reece, 1999).

Con respecto a los linfocitos, el rango normal en bovinos mayores de 2 afios va
desde 3.000 a 6.500 linf./ul de sangre. Al igual que los leucocitos, los valores normales de
los linfocitos también se ven afectados por factores fisiologicos y ambientales (Weiss et al.,
2010)

En los terneros recién nacidos los linfocitos son escasos, situacién que perduraria
hasta los 7 dias de vida. El predominio de los neutr6filos se revertiria luego de la primera
semana debido al ascenso de los linfocitos, para ser los glébulos blancos méas abundantes
durante el resto de la vida del bovino. Es por esto que, comparado con los leucogramas de
otras especies, el leucograma bovino se caracteriza por su elevado componente linfocitario
(Scaglione, 2006).
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Hipotesis

Aproximadamente un 30% de bovinos de tambo infectados con el VLB presentan

un aumento en el recuento total de linfocitos (linfocitosis).
Objetivo general

Evaluar los cambios en el leucograma de animales infectados con VLB.
Objetivos especificos

o Clasificar animales en infectados y no infectados por VLB mediante una técnica de
ELISA indirecto.

e Discriminar animales positivos a VLB segun presenten o no linfocitosis.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo estuvo incluido en un proyecto marco denominado “Estudio de
campo para investigar la relacion entre Leucosis Enzo6tica Bovina y Tuberculosis Bovina
(TBB) en rodeos con altas prevalencias”. Para el mismo se seleccionaron 4 tambos, 3
ubicados en la zona de Arroyo Cabral (Cérdoba) y el restante ubicado en la localidad de
Suardi (Santa Fe). Todos los establecimientos presentaban una prevalencia de TBB mayor al
10% vy, con respecto a LEB, se contaba con antecedentes de altas prevalencias en todas las

cuencas lecheras.

Para el proyecto marco, en cada uno de los establecimientos, se utilizé la técnica de
Intradermorreaccion (IDR) para determinar la situacion sanitaria frente a TBB de todos los

bovinos mayores de 6 meses.

Por cada animal positivo a TBB se seleccion6 un animal negativo de la misma
categoria. Bajo este criterio, se seleccionaron 43 bovinos del establecimiento “A”, 39 del
“B”, 42 del “C y 19 del “D”. En total, se seleccionaron 143 muestras, se les realiz6 la técnica
de ELISA indirecto y se evalué su leucograma.

Todos los bovinos muestreados pertenecian a la raza Holando Argentino.

Imagen 10. Poblacion de donde se tomaron las muestras. Fuente: Grupo sanidad de
Rumiantes FAV-UNRC
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A los animales seleccionados se les extrajo sangre sin anticoagulante (imagen 11)

para evaluar la respuesta humoral contra el VLB mediante la técnica de ELISA indirecto

(IDEXX Leukosis Serum Screening X2 Ab) que detecta anticuerpos frente a proteinas
virales, con una sensibilidad (SE) de 97,2% y especificidad (SP) de 97,5% (Trono K. 2001).

Esta técnica se realizd en el area de virologia del INTA Castelar.

Imagen 11. Muestras de sangre para serologia. Fuente: Grupo sanidad de rumiantes FAV-
URNC.

Al mismo tiempo, a esos mismos animales, se les extrajo sangre con una gota de
anticoagulante (EDTA) para realizar un hemograma con el cual se determiné la presencia o
ausencia de linfocitosis. Las muestras de sangre extraidas se procesaron en el Departamento
de Patologia Animal de la FAV-UNRC.

El recuento total de leucocitos se realiz6 en un laboratorio privado mediante el
equipo Abacus Junior.

Los recuentos diferenciales, en cambio, se realizaron en la FAV-UNRC. Para ello,
se hizo un extendido de una gota de sangre sobre un portaobjetos, se fijo con metanol y se

tind con Giemsa.

La observacion microscopica se realizd en las siguientes etapas: en 100x se
examiné la calidad global del frotis; en 400x se seleccioné la zona correcta del extendido
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donde los eritrocitos estaban superpuestos de 2 a 3, pero que la mayoria estaban separados
entre si, y finalmente en 1000x, se contaron y clasificaron 100 leucocitos y se informaron

como porcentajes (valores relativos).

Para obtener el valor absoluto de linfocitos, monocitos, neutrofilos, eosinéfilos y

basofilos; se calcul6 valor relativo de estos por el recuento absoluto leucocitario.

Segln la leucometria se considerdé a los animales con leucocitosis cuando el
recuento supero los 11.000 leucocitos/ul y con linfocitosis cuando el recuento fue mayor a
9.000 linfocitos/ul (Schalm, 1974).

Por ultimo, los resultados obtenidos se cargaron y procesaron con el programa
Excel.
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RESULTADOS

Serologia LEB

M Infectados (n=120) [ No infectados (n=23)

Gréfico 1. Resultados de la serologia de todos los animales muestreados (n= 143).

Imagen 12. Técnica de ELISA indirecto. Fuente: Grupo sanidad en rumiantes FAV-UNRC.
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Establecimientos Serologia Total
n %
Inf. 38 88
A 43
B 39
C 42
Inf. 15 79
D 19
Total 143

Tabla 1. Resultados de la serologia totales (n) y en porcentajes (%) de cada

establecimiento.

Leucograma de animlaes infectados

M Con linfocitosis (n=28) = Sin linfocitosis (n=92)

Grafico 2. Clasificacion de los animales infectados por VLB (n= 120), segun si
presentaron linfocitosis o no.
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Leucogramas por establecimiento

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Est. A Est. B Est. C Est. D

B Con linfocitosis ™ Sin linfocitosis

Gréfico 3. Clasificacion de los animales muestreados de cada establecimiento,

infectados por VLB, en animales con y sin linfocitosis.

ELISA LEB
143

Linfocitosis
28

Linfocitosis
1

Linfocitos normales
15

Linfocitos normales
2

Figura 2. Clasificacion de animales en infectados y no infectados por VLB, y su
distribucion segun si presentan o no leucocitosis y/o linfocitosis.
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Valores abs. de leucocitos y linfocitos

45,000
40,000
35,000
30,000
25,000
20,000

N° de cél./ul

15,000
10,000
5,000
0

Leucocitos

Linfocitos

Infectados

Leucocitos

No infectados

Linfocitos

s Maximo

25,780

23,099

37,380

24,297

Minimo

1,950

660

3,730

869

—&—Promedio

10,734

6,018

9,768

4,426

Gréfico 4. Valores absolutos de leucocitos y linfocitos en sangre (N° de cél/p)

maximos, los minimos (columnas) y los promedios (linea) de bovinos infectados y no

infectados por VLB.
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Imagen 13y 14. Extendido de sangre de una muestra con linfocitosis en 100x y 400x,

respectivamente. Se observa gran cantidad de linfocitos por campo.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una prevalencia mayor a la
consultada en la bibliografia, detallados en el gréafico 1y en la tabla 1, donde se observa que
el 84% de animales eran positivos y el 100% de los establecimientos tenian al menos un

animal positivo.

Segun lo demostrado por Macio6 et al. (2019), y por los resultados aqui obtenidos, se
podria estimar que la prevalencia puede haber aumentado en este Gltimo tiempo, en
comparacion a las obtenidas por Trono, K. (2001) y Lovera et al. (1997), a tal punto que
todos los establecimientos de nuestras cuencas lecheras pueden estar infectados y dentro de

ellos, casi la totalidad de los animales.

Considerando el efecto de esta enfermedad en la merma de la produccion de leche
y el aumento de decomisos (Erskine et al. 2012) y que, al ser la prevalencia intra-predial

muy alta, es importante investigar sobre nuevas herramientas de diagnostico y de control.

La estrategia de erradicacion de la enfermedad a través de la eliminacion de
animales positivos deberia ser descartada, ya que si se usara, los tambos se verian obligados

a cerrar por la incompatibilidad de la misma con la produccion.

Con respecto a los animales que presentaron linfocitosis, la hipdtesis que se plante6
fue que aproximadamente un 30% de los bovinos infectados por el VLB presentan
linfocitosis como lo observado por Ferrer et al. (1978) y Hamilton et al. (2003). Los
resultados obtenidos (grafico 2) muestran una menor proporcion que la esperada, ya que
solo se observo en el 23% del total de animales. Dentro de cada predio el porcentaje fue

similar (gréfico 3).

Cabe aclarar que por motivos logisticos y presupuestarios del proyecto estos
resultados se basan solo en una Gnica muestra, por lo que es esperable que de haber repetido
el leucograma para corroborar la persistencia de la linfocitosis, el porcentaje final sea menor
a 23% ya que algunos animales pueden estar cursando una linfocitosis debido a causas
ajenas a LEB como en infecciones virales, tripanosomiasis e inflamaciones crénicas;

liberacion de epinefrina o en leucemias linfociticas (Weiss et al., 2010).

Es interesante resaltar también que, como se observa en la figura 1, un solo bovino
serolégicamente negativo presentd linfocitosis. Esto se puede deber a otra causa que no sea

por VLB, como las ya mencionadas, 0 a la SE y SP de la técnica ELISA.

Existen marcadas diferencias en las poblaciones leucocitarias entre animales

infectados y no infectados, como se observa en el grafico 4 y figura 2, donde 28 de los 12
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animales infectados (23%) presentaron linfocitosis mientras que solo 1 animal de los 23 no
infectados (4%) presento linfocitosis. EI hecho de que existan animales negativos al virus de
VLB con linfocitosis muestra que es importante continuar aportando datos sobre estas
poblaciones y sus dinamicas.
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