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RESUMEN

En el presente trabajo se analizé la presencia de anticuerpos
especificos anti-VLB durante el periodo de periparto en vacas
Holando en produccion. Para ello se realizo el diagnostico sero-
logico de LEB a un grupo de vacas prefladas mediante un ELISA
comercial. A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron
tres grupos de cinco vacas cada uno caracterizados como nega-
tivo, positivo leve y positivo fuerte. Los animales se sangraron
cada 20 dias desde el dia -50 al +50 (O=parto). Las muestras
fueron procesadas por ELISA y las densidades dpticas se anali-
zaron por ANOVA de medidas repetidas en el tiempo. El grupo
positivo fuerte permanecid con diagndstico positivo en todas
las observaciones del ensayo. El grupo negativo también perma-
necid negativo. Sin embargo, en el grupo de positivos leves las
densidades opticas del ELISA descendieron entre 40% y 60%
de los niveles iniciales y todos los animales pasaron de un diag-
nostico positivo en el preparto a negativo alrededor del parto.
Se demostro la existencia de un descenso en los anticuerpos
especificos anti-VLB alrededor del parto, que en el grupo de
positivos leves implicé falsos negativos desde el dia —20 al +60,
indicando que debe evitarse tomar muestras para diagnostico
serologico de LEB en este periodo.

Palabras clave: Leucosis Enzodtica Bovina, diagndstico, ELISA,
anticuerpo, periparto

SUMMARY

The goal of this work was to characterize the evolution of spe-
cific anti-BLV antibody titers during the peripartum period in
dairy Holstein cows. The experimental design involved 3 groups
of 5 cows each characterized as negative, slight positive and
strong positive. All animals were bled every 20 days, from -50
to +50 days (0 = calving), and serum samples were analyzed by
a commercial ELISA test. The strong positive group remained
with a positive diagnosis along all test observations, as the
negative group remained as negative. However, in the slight
positive group the ELISA optical densities decreased between
40% and 60% of the initial levels and all the animals that were
initially positive became negative in the peripartum period.
Overall these results show that in the peripartum the physiolo-
gical decrease in specific anti-BLV antibodies in the slight posi-
tive group may produce false negative results from day -20 to
+60, indicating that sample extraction should be avoided for
serologic diagnosis of EBL during this period.

Key words: EnzooticBovine Leukosis, diagnosis, ELISA,
antibody, peripartum

INTRODUCCION

La Leucosis Enzodtica Bovina (LEB) es una enfermedad infec-
ciosa de caracter cronico producida por un retrovirus denomi-
nado Virus de la Leucosis Bovina (VLB). Este virus es un miem-
bro oncogénico del género Deltaretrovirus de la familia Retrovi-
ridae, infecta preferencialmente a los linfocitos B y causa una
transformacion maligna que puede concluir en una leucemia cro-
nica o linfosarcoma (Ferrer, 1980). La mayoria de los animales
infectados (60%) no presentan signos de infeccion y se vuelven
portadores asintomaticos del virus de por vida. Aproximada-
mente un tercio de los bovinos infectados desarrolla una linfoci-
tosis persistente caracterizada por una expansion policlonal no
maligna de los linfocitos B y solo entre 5% a 10% de los anima-
les infectados desarrolla linfoma o linfosarcoma maligno (Kett-
mann y col., 1994; Burny y col., 1988; Llames y col., 2001).

La LEB tiene un impacto significativo desde el punto de vista
sanitario y econémico, la alteracién del sistema inmune provo-

cado por la infeccidn viral puede aumentar la incidencia de otras
patologias afectando a la produccion de leche y originando pér-
didas directas por mortandad (Trainin y col., 2005). En ausen-
cia de vacunas efectivas, numerosos paises han implementado
campaiias de control y/o erradicacion de esta enfermedad. Por
ejemplo, la Union Europea luego de muchos afios ha logrado que
12 de los 15 paises originales del bloque se encuentren actual-
mente libres de LEB (Rodriguez y col., 2011). Asimismo, puede
detectarse el ADN proviral integrado en el genoma de linfocitos
infectados con VLB en productos carnicos y lacteos presentes
en el mercado (Felmer y col., 2006), por lo que la exigencia libre
de Leucosis para la exportacion de ganado en pie establecida
por algunos mercados podria potencialmente extenderse a estos
productos.

La deteccion de anticuerpos (Ac) especificos contra las protei-
nas virales gp51 y p24 en suero bovino, mediante inmunodifu-
sion en gel agar (IDGA) y mas recientemente por ensayo por
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inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA), constituyen los pro-
cedimientos de rutina mas utilizados para la identificacion de
animales infectados asintomaticos (Martin y col., 2000; Tro-
noy col., 2001; Rola y Kuzmak, 2002; Gutierrez y col., 2009).
Recientemente hemos demostrado que el IDGA detecta 72 % de
los positivos detectados por ELISA (Rama y col., 2010). En
tanto, existen metodologias mas sensibles como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), aunque implican mayor equipa-
miento y son mas laboriosas (Fechner y col., 1996; Martin y
col., 2000; Trono y col., 2001; Felmer y col., 2006; Camargos y
col., 2007; Ramay col. 2010).

Generalmente, los métodos diagndsticos seroldgicos comercia-
les utilizan una Unica dilucién de suero y frecuentemente no
contemplan, al momento de extraer la muestra, las variaciones
de la concentracion total de Ac circulantes relacionada con el
estado fisioldgico o reproductivo del animal. En el modelo bovi-
no, se conoce desde hace mas de 50 afios que los niveles de
varias globulinas séricas disminuyen en sangre durante el peri-
parto (Larson y Kendall, 1957). En particular, durante la calos-
trogénesis existe un descenso en la concentracion de inmunoglo-
bulinas (Ig) totales (principalmente IgG) en la sangre circulante
maternal, ya que la mayoria de las inmunoglobulinas presentes
en el calostro no son sintetizadas en la glandula mamaria sino
que provienen directamente de la sangre materna (Larson, 1958).
Este descenso de la concentracion de Ac totales podria aumen-
tar la presencia de falsos negativos en el periparto (Ferrer, 1979,
Burridge y col., 1982; Hiibner y col., 1996, Erverman y
Jackson, 1997).

Por otro lado, los Ac maternos presentes en el calostro atravie-
san el epitelio intestinal del ternero pasando directamente a su
circulacion sanguinea, por lo que el diagndstico dentro de los
primeros 6 meses de edad puede aumentar la deteccion de falsos
positivos y sobreestimar la transmision viral por via vertical
(Thurmond y col., 1982; Johnson y col., 1987, Lazausset y
col., 1990).

La investigacion respecto de la dinamica de los titulos de Ac
contra VLB en el periparto es escasa. Se ha reportado la detec-
cion de un mayor porcentaje de falsos negativos utilizando IDGA
como método de diagnostico en vacas que se encuentran cerca-
nas al parto (Burridge y col., 1982; Hiibner y col., 1996, Tekes
1994), por lo que se ha propuesto que para el diagndstico de la
infeccion por VLB se utilicen métodos serologicos en un perio-
do comprendido entre 2 semanas antes y un mes después del
parto. Tekes (1994) reportd que esto no ocurre cuando el
ELISA es utilizado como método de diagnostico.

La hipotesis de trabajo plantea que en el periparto el descenso
de la concentracion total de Ac en la sangre materna podria
llevar al diagnoéstico de falsos negativos en animales infectados,
aun utilizando un kit de diagndstico de ELISA comercial (VMRD)
aprobado por el Departamento de Agricultura de Estados Uni-
dos (USDA) y que es utilizado en nuestro pais. Para testear la
hipoétesis, nos proponemos como objetivo analizar la concen-
tracion de Ac especificos anti-VLB en funcion del tiempo du-
rante el periodo de periparto en vacas Holando en produc-
cidn con diagndsticos positivos y negativos realizados en el
preparto.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Se realizé un primer diagndstico serologico de LEB a un grupo
de 60 vacas de raza Holando pertenecientes a un tambo del
departamento de Paysandu mediante el uso de un kit de ELISA
comercial disefiado para detectar Ac especificos anti-VLB. De
acuerdo a lo recomendado por el fabricante del kiz, el punto de
corte entre resultados negativos y positivos se determin6 para
cada placa mediante el analisis por triplicado de la densidad
optica (D.0.) de un control positivo diluido y estandarizado
para tal fin.

De este grupo se seleccionaron cinco vacas serolégicamente ne-
gativas (con valores de D.O. por debajo del punto de corte),
cinco vacas positivas fuertes (con valores de D.O. mayores al
doble del punto de corte) y cinco vacas positivas leves (con
valores de D.O. menores al doble del punto de corte). Por otro
lado, estas 15 vacas también fueron seleccionadas segtin fecha
de parto prevista (otofio 2009).

A este grupo de 15 vacas se les extrajo sangre mediante veno-
puncidn coccigea en tubos BD Vacutainer® (BectonDickinson,
NJ, USA) cada 20 dias, se abarco un rango desde el dia 50
previo al parto hasta el dia 50 posterior al parto. Las muestras
de sangre se almacenaron a 4 °C y se centrifugaron durante
10 min a 2000 rpm antes de las 48 h de la colecta. El suero
sealmacend a -20 °C hasta su procesamiento. El total de las
muestras (n=90) correspondientes a los 15 animales se analiza-
ron en una misma placa de ELISA perteneciente a un kif comer-
cial para Ac contra VLB para suero bovino.

Para estudiar el efecto en la D.O. en funcidn de la variacion de la
concentracion de Ac especificos contra VLB se realizaron dos
diluciones seriadas (relacion 1:2) de un suero positivo fuerte
(con alta D.O.) a partir de la dilucioén 1/25 hasta 1/1600.

ELISA.

Se utilizo un kit comercial para la deteccion de Ac contra VLB
para suero bovino con 98% de sensibilidad y 100% de especifi-
cidad (Laboratorio VMRD, cod. 5505.20, WA, USA), aproba-
do por el USDA. Las muestras se procesaron de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, utilizando 50 pl de suero diluido a
1/25. La lectura se realiz6 en un espectrofotometro de rango
visible a 620 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Se utili-
zaron los tres controles positivos del kit comercial por placa,
que poseen una baja concentracion de Ac contra el virus estable-
ciéndose la linea de corte para cada placa a partir del promedio
de sus D.O.

Analisis estadistico

Los datos de D.O. se procesaron con un analisis de medidas
repetidas en el tiempo (procedimiento mixto, software SAS,
SAS Institute Inc. 2000, Cary, NC, USA). El periodo se incluyd
como variable categoérica y se definieron periodos respecto al
parto con una duracidn aproximada de 20 dias: periodo -40 (dia
-50 al -31), periodo -20 (dia -30 al -18), periodo -10 (dia -17 al
0), periodo 10 (dia 1 al 20), periodo 30 (dia 21 al 40) y periodo
50 (dia 41 al 70). El modelo estadistico incluyé como efectos
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fijos el periodo, la categoria (positivos fuertes, positivos leves
y negativos) y sus interacciones. Se consideré P<0.05 como
significativo y valores entre P>0.05 y P<0.10 como tendencia.

RESULTADOS

En la Figura 1 se observan los valores de absorbancia de los
cinco animales de cada grupo normalizados mediante el cociente
de la D.O. con el valor establecido como linea de corte para esa
placa de ELISA.

Por otro lado, se determiné por ELISA la variacion de la D.O. en
funcioén de la concentracion de Ac especificos anti-VLB a partir
de dos diluciones seriadas de un suero positivo fuerte. En la
Figura 2 se representa la curva de titulacion obtenida en la cual
la D.O. disminuye de forma logaritmica en relacion a la dilucion
del suero.

Se analizaron por ELISA los sueros provenientes de los tres
grupos de animales obtenidos en diferentes tiempos, antes y
después del parto (Figura 3). La categoria y el periodo afecta-
ron la D.O (P<0.001 ambos). Para los animales positivos fuer-
tes los valores de D.O. disminuyeron del dia -40 y -20 al dia -
10, previos al parto (P<0.01, Figura 3A); la D.O. aument6 del
dia -10 al 30 y 50 posparto (P<0.05). Para los animales positi-
vos leves se detecta una disminucion de la D.O desde el dia -40
que no es recuperada en todo en ensayo. Se observé una tenden-
cia a disminuir entre el dia -20 al -10 (P=0.10) y una tendencia
al aumento del dia -10 al 50 posparto, aunque no a niveles
comparables al dia -40 (Figura 3B). La D.O. de los animales
negativos disminuy¢ del dia -40 al -10 (P<0.05), no existiendo

1,2 1
-
«
a
1,0 1 v
0,8 1
*
0,6
0,4 — P
¥ Linea de corte
0,2 N
A
*
0,0 } t }
Negativos Positivos Leves Positivos Fuertes

Figura 1. Caracterizacion seroldgica por ELISA de cada uno de
los grupos de animales: Negativos, Positivos Leves,
Positivos Fuertes. En el eje de la izquierda se expresan
los valores de absorbancia obtenidos por medida
espectrofotométrica de las placas de ELISA, y en el
eje de la derecha como Unidades Arbitrarias que
corresponden al cociente de la absorbancia para cada
una de las muestras, dividida la absorbancia de los
controles positivos utilizados por el kit para
determinar el punto de corte que discrimina entre
positivos y negativos.

mas diferencias entre los demas dias. En el Cuadro 1 se mues-
tran los resultados de D.O. normalizados de cada animal perte-
neciente a los tres grupos en los distintos periodos relativos al
parto.

En la Figura 4 se muestran los resultados individuales para cada
uno de los cinco animales que integraban el grupo de positivos
leves. La D.O. de los mismos disminuyo a medida quese acerca-
ba el momento del parto. Es importante destacar que en este
descenso del titulo de Ac especificos para VLB cercano al par-
to, los animales positivos leves presentaron valores por debajo
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Figura 2. Valores de absorbancia promedio en funcion de dos
curvas de dilucion seriada de un mismo suero positivo
a VLB (el valor 0,04 corresponde a una dilucién del
suero 1/25, las diluciones consecutivas se hacen en
una relacion 1:2.; rango de dilucion 1/25 — 1/1600).
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Figura 3. Estudio seriado en el tiempo de la respuesta de
anticuerpos anti-VLB para el promedio del periodo
del grupo positivo fuerte (A) y positivo leve (B). (a
vs b vs cP£0.05, x vs y P£0.1) En ordenadas UA,
Unidades Arbitrarias de absorbancia (+SEM) y en
abscisas Dias, siendo 0 el dia del parto.
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Cuadro 1. Densidades opticas normalizadas al control positivo del kit VMRD para el diagndstico de la Leucosis Enzodtica Bovina
durante el periparto, para todos los animales del ensayo (negativos, positivos leves y positivos). Los periodos se
definieron con una duraciéon aproximada de 20 dias: periodo -40 (dia -50 al -31), periodo -20 (dia -30 al -18), periodo -
10 (dia -17 al 0), periodo 10 (dia I al 20), periodo 30 (dia 21 al 40) y periodo 50 (dia 41 al 70).

Periodos respecto al parto
Grupo Identificacion -40 -20 -10 10 30 50
Negativos 543 0,789 0,416 0,488 0,605 0,628 0,580
Negativos 319 0,564 0,443 0,435 0,445 0,492 0,424
Negativos 324 0,768 0,713 0,778 0,375 0,451 0,571
Negativos 526 0,411 0,712 0,490 0,563 0,486 0,643
Negativos 353 0,844 0,457 0,683 0,587 0,834 0,407
Positivos Leves 139 1,381 1,100 0,846 0,912 0,990 1,152
Positivos Leves 259 1,152 0,568 0,624 0,640 0,765 0,731
Positivos Leves 264 1,032 0,661 0,662 0,761 0,852 0,731
Positivos Leves 350 1,111 0,584 0,454 0,706 0,744 0,881
Positivos Leves 223 1,339 0,857 0,681 0,818 0,815 0,821
Positivos 221 2,580 2,844 3,241 3,466 3,420 3,407
Positivos 328 3,477 3,881 3,819 3,898 3,676 4,015
Positivos 416 3,833 3,941 3,771 3,927 4,063 4,036
Positivos 505 4,052 4,006 3,410 3,879 3,460 4,156
Positivos 529 3,717 3,792 3,327 4,047 3,775 3,645

del punto de corte fijado para este ensayo. Por lo tanto, pasa-
ron de un diagndstico seroldgico positivo a un resultado negati-
vo. La caida de la D.O. alrededor del parto varid entre un rango
de disminucion del 40 al 60 %. Solo uno (# 139) de los cinco
animales positivos leves presentd D.O. comparables a un diag-
noéstico positivo al mes posparto, el resto mantuvo D.O. nega-
tivas hasta aprox. los 50 dias posparto (Figura 4).

DISCUSION

Este es el primer reporte que demuestra que en el periodo alre-
dedor del parto los titulos de Ac especificos anti-VLB determi-
nados por el kit ELISA VMRD(utilizado en nuestro pais), se
modifican en forma importante. Los animales con altos titulos
de Ac anti-VLB mostraron una tendencia a disminuir sus titulos
en el periparto pero continuaron siendo positivos. Sin embargo,
aquellos animales que fueron diagnosticados por ELISA como
positivos leves, presentando titulos bajos de Ac especificos
anti-VLB, resultaron seronegativos por ELISA en el periodo del
periparto. Estos resultados concuerdan con lo que se observa
en la curva de titulacion en donde la misma variacion en la con-
centracion de Ac especificos anti-VLB en un animal positivo
fuerte y uno leve no significa el mismo valor en términos de
D.O. Los animales positivos fuertes presentan concentraciones
de Ac (D.O. cercanos a uno) que se encuentran sobre o proximas
a los valores de saturacion del sistema. En los animales positi-
vos leves, la disminucion en la concentracion de Ac debido al
parto, represent6 un mayor descenso del valor de D.O. que los

positivos fuertes, y en estos ejemplos alcanzo6 valores por de-
bajo de la linea de corte establecida por el kiz.

La produccidn eficiente de leche requiere que la vaca lechera
pase por una gestacion y un parto cada afio. La transicion desde
el estado de prefiez sin lactancia al estado de no-prefiez con
lactancia involucra un cambio dramdtico para la vaca (Goff'y
Horst, 1997). Usualmente las vacas se secan al séptimomes de
gestacion, lo cual genera una involucion de la glandula mamaria
donde el epitelio secretorio mamario sufre apoptosis y la glan-
dula es remodelada y renovada preparandose para un nuevo
ciclo de lactancia (Strange y col., 1995).

La actividad del sistema inmune de la vaca estd fuertemente
deprimida alrededor del parto. Se ha descrito la existencia de
una leucopenia transitoria después del parto causado por un
importante pasaje de neutrdfilos hacia el tracto reproductivo.
Estos neutréfilos presentan una capacidad fagocitica anti-bac-
teriana aumentada pero una actividad bactericida (estallido
respiratorio) disminuida (Kehrli y col., 1989a; Detilleux y col.,
1995). La capacidad de los linfocitos para responder a mitoge-
nos y la produccion de Ac se ve también afectada alrededor del
parto (Kehrli y col., 1989b). Aun desconocemos el mecanismo
fino que determina la depresion del sistema inmunologico en el
periparto pero se acepta que factores enddcrinos y nutriciona-
les estarian fuertemente involucrados (Goff'y Horst, 1997; Van-
groenweghe y col., 2005; Lamote y col., 2006). Por otro lado,
también ha sido demostrado que el tratamiento con corticoides
y prolactina en combinacidn con insulina estimula la expresion

14

Veterinaria (Montevideo) 48 (185) 11-17 (2012)



Analisis del descenso de anticuerpos en el periparto

139

_Xinea de corte

0 \
—

\—

Absorbancia (UA)
[=]

o
)
|

0.4

_‘
ES
)

259

_‘
N
L

Linea de corte

-

Absorbancia (UA)
o
[e-]

T

06 A "
0.4
1,4 1
223
1,2 1
§ 10 Linea de corte
g \
o]
[=
§ v \./. ] ]
0.6 1
0.4 T T T T T T
-60 -40 -20 0 20 40 60
Dias

1,44
264

1,24

Linea de corte

B /./ N

1,0 L)

0,8

Absorbancia (UA)

0,6

04

1.4 4
350

1.2 4

1,0 \

Linea de corte

0,8

Absorbandia (UA)
[ ]

0.6

\ T T T T

-20 0 20 40 60

Dias

0.4

-60 -40

Figura 4. Estudio seriado en el tiempo de la respuesta de anticuerpos anti-VLB para cada uno de los animales caracterizados como
positivos leves: 139, 259, 264, 223 y 350. En ordenadas UA, Unidades Arbitrarias de absorbancia y en abscisas Dias,

siendo 0 el dia del parto.

de VLB en ensayos con lineas celulares en cultivo (Niermann y
Buehring, 1997) y ambas hormonas aumentan alrededor del par-
to.

Asimismo, también ha sido demostrado que los niveles de IgG e
IgM totales en el suero caen alrededor del parto y que la con-
centracion presente en el calostro, es equivalente a la concentra-
cion que desaparece de la sangre circulante en el momento de la
calostrogénesis (Dixon, y col., 1961; Larson, 1958). En un tra-
bajo reciente Herr y col (2011) han reportado una disminucion
dramatica de los niveles séricos totales de IgG e IgM en el pe-
riodo entre la semana 8 previa al parto y la cuarta semana post-

parto. El nivel de IgG se recuperd en la cuarta semana posterior
al parto y el grado de reduccion de la IgG sérica total se correla-
ciono significativamente con secrecion de IgG en el calostro.
Por otra parte, una correlacion directa entre los niveles de IgG y
el recuento de linfocitos también fue detectada. Esto podria
explicar también la alta incidencia de enfermedades infecciosas
durante este periodo (Herr y col., 2011). La disminucidon de los
titulos de Ac especificos anti-VLB se podria explicar entonces
por el pasaje de los mismos desde la sangre hacia el calostro, y/
o por el estado de inmunosupresion generado en la vaca en el
periodo del periparto.
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En un trabajo reciente, Gutiérrez y col. (2011) analizan la pro-
gresion de la infeccion por VLB desde el nacimiento hasta la
primera lactancia en un rodeo con mas de 85% de prevalencia.
Reportan que aun realizando medidas para evitar la transmision
via sanguinea no encontraron cambios en la prevalencia después
de 3 afios. Esto indicaria que otras vias de transmision podrian
jugar un rol en condiciones naturales. En particular encuentran
que la poblacién pasa de aproximadamente 10% de prevalencia
antes del primer parto a mas de 60% posterior al mismo. Estos
resultados permitirian plantear que la inmunosupresion genera-
da en el periparto podria activar infecciones virales controladas
por los animales y no detectadas por los métodos diagnosticos
usualmente empleados.

En suma, el diagnostico de VLB por ELISA debe realizarse te-
niendo en cuenta el estado reproductivo del animal en el mo-
mento de obtener la muestra. El diagnostico en los momentos
cercanos al parto aumenta la probabilidad de falsos negativos y
por este motivo algunos autores proponen no utilizar métodos
serologicos en un periodo comprendido entre dos semanas an-
tes y un mes después del parto (Burridge y col., 1982; Hiibner
y col., 1996). Acorde a nuestros resultados este intervalo al
menos para este kit comercial debe ser mayor, ya que no debe-
rian realizarse diagnosticos para LEB desde los 40 dias antes
del parto, hasta los 50 dias posparto, o incluso mas, debido a

que cuatro de los cinco animales positivos leves no habian recu-
perado los niveles de D.O. a los casi dos meses posparto. Sin
embargo, la realidad nacional marca que debido a la planifica-
cion de la sanidad de los tambos (momentos puntuales o Ginicos
en la toma de muestra para el diagnodstico de enfermedades in-
fecciosas a todo el rodeo), como al manejo reproductivo de los
rodeos lecheros en nuestro pais (partos todo el afio), producto-
res y técnicos frecuentemente no visualizan que un resultado
negativo no implica que ese animal sea verdaderamente negati-
vo.

Como perspectiva consideramos que seria importante estudiar
la evolucion de la carga proviral de la madre durante el peripar-
to, ya que debido a la inmunosupresion existente en este perio-
do el animal podria perder la capacidad de controlar al virus,
reactivando la infeccion y originando como consecuencia un
aumento de su carga proviral.
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