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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion participaron 76 fincas lecheras especializadas,
localizadas en las principales zonas lecheras de Costa Rica, en las provincias de San Josg,
Cartago, Heredia, Alajuela y Guanacaste. La poblacién total bovina muestreada fue de
8518 animales, de diferentes razas y edades (lactancias). Se determiné una
seroprevalencia de la LBE del 41,0% a nivel de animales y de 97,4% a nivel de hatos
lecheros, en donde se determinaron seroprevalencias desde 0,0% hasta 90,7%. Se
determiné una alta seroprevalencia y riesgo del VLVB en la raza Holstein a diferencia de
las demas razas lecheras. Se determind que la seroprevalenciay riesgo de la LBE
aumenta, conforme aumenta el nimero de lactancias en las vacas. Se determinaron que
los factores asociados a la positividad al virus fueron: la no desinfeccion del equipo de
identificacion, el no utilizar un guante y aguja individual, el no utilizar Gnicamente I.A,
el comprar animales a otras fincas, el no calentar el calostro, el no utilizar reemplazador
y el no separar fisicamente las vacas con mastitis. Los resultados obtenidos muestran un
alto porcentaje de animales y hatos infectados con el VLVB y que el porcentaje de
positividad al VLVB se encuentra asociado a practicas inadecuadas de manejo que
favorecen su diseminacion dentro de los hatos lecheros.

ABSTRACT

The following investigation presents the results obtained from 76 dairy farms located in
the main zones of dairy production, in the provinces of San José, Cartago, Heredia,
Alajuela y Guanacaste of Costa Rica. The total bovine population sample was from 8518
animals form different breeds and ages (lactancies). The results obtained showed a
seroprevalence to bovine leukosis virus (BLV) of 41,0% at animal level and a
seroprevalence to BLV of 97,4% at herd level, ranging from 0,0% to 90,7%. According
to breed, it was determined that Holstein cows had a higher seroprevalence and risk to
BLYV infection than the other breeds analyzed. Also with increasing number of lactancies,
the seroprevalence and risk to BLV infecting the cows tended to increase. It was
demonstrated that, the risk factors associated to the positivity of BLV in the herds were:
not disinfecting the equipment for calf identification, not using of an individual
obstetrical sleeve or needle, not using only artificial insemination in reproduction, not
having a close herd (buying foreign animals), not heating the colostrum or not using milk
replacer in calves and not separating animals with mastitis from the herd. The results
obtained in the present study determined a high percentage of infected animals and
farms with BLV in Costa Rica, and this was associated to inappropriate management
practices in the farms which contribute to disseminate the virus.

1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes
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1.1.1. Descripcion de la Leucosis Bovina

El concepto de leucosis se utiliza para definir un trastorno patologico que se caracteriza
por una proliferacion o crecimiento descontrolado del tejido formador de leucocitos (Jiménez,
1990). La leucosis bovina fue reportada por primera vez en Alemania en 1871 por Leisering, el
cual describié la presencia de unos ndédulos amarillentos en el bazo agrandado de una vaca. Dos
tipos de leucosis bovina pueden ser diferenciados con base en su epidemiologia: la leucosis
bovina enzoodtica (LBE), una enfermedad causada por un retrovirus Ilamado el virus de la
leucosis viral bovina (VLVB) y la leucosis bovina esporadica, la cual no es transmisible (Gillet
et al., 2007; Radostits et al., 2002).

La leucosis bovina esporadica afecta a animales menores de 3 afios de vida y comprende
tres manifestaciones:

e Una forma juvenil en terneros menores de 6 meses de vida, caracterizada por un aumento
de tamafio de multiples ganglios linfaticos.

e Una forma timica en reses menores de 2 afios, caracterizada por una tumefaccion del
cuello que provoca inflamacion y edema.

e Una forma cutanea en reses de 1-3 afios, caracterizada por el desarrollo de ndédulos y
placas en la piel.

El VLVB no puede cultivarse a partir de muestras obtenidas de animales afectados por la
leucosis bovina esporadica y estos animales tampoco desarrollan anticuerpos contra el virus.
Hasta la fecha no existen pruebas de que estas formas de leucosis bovina esporadica se deban a
un agente infeccioso (Radostits et al., 2002).

1.1.2. Descripcion del agente etiologico de la leucosis bovina enzootica
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Desde 1961, Olson y Enke plantearon la sospecha de un agente infeccioso involucrado
en la LBE. Sus sospechas se basaban en la ocurrencia de tumores en ciertos hatos después del
uso de sangre fresca como inmunizante contra la piroplasmosis (Babesia bovis) en el ganado. La
sangre utilizada provenia de una vaca, en la cual se report6 simultaneamente el desarrollo de una
leucosis linfatica, y por consiguiente se sospechd de la transferencia de un agente infeccioso a
través de esta practica (Johnson y Kaneene, 1991a). En el afio 1969 se identificd por primera vez
el VLVB mediante microscopia electrénica, en donde se observaron particulas retrovirales tipo-
C en linfocitos cultivados de vacas con linfosarcoma (Kahrs, 1981).

El VLVB es un oncovirus que pertenece a la familia Retroviridae, género Deltaretrovirus
e infecta sobre todo linfocitos B en bovinos (Dinter et al., 1990). Los viriones del VLVB son
esféricos, de 80-100nm de didmetro, y su estructura esta organizada en tres capas: la envoltura
con proyecciones (glicoproteinas) que recubre la capside icosahédrica de 60nm de didmetro, la
cual contiene el complejo genoma-nucleoproteina de simetria helical (Radke, 1999). EI genoma
viral estd compuesto por dos moléculas de acido ribonucleico (ARN) de una hebra positiva que
son idénticas, las cuales son traducidas en acido desoxirribonucleico (ADN) por accion de la
enzima transcriptasa reversa (TR) (Monti, 2005). EI ADN formado puede ser integrado en el
genoma de ciertas celulas huesped (provirus) produciendo infeccion persistente del animal
afectado (Fields, et al., 1996).

El genoma viral contiene los genes gag, pro, pol y env, que son comunes para todos los
retrovirus con replicacion competente (Radke, 1999). A diferencia de la mayoria de virus que
producen tumores, el VLVB no contiene oncogenes celulares, no se integra en sitios especificos
del genoma del huésped, ni tampoco transforma las células por medio de la activacion de

secuencias especificas transformadoras ubicadas cerca del sitio de integracion (Van der Maaten
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y Miller, 1990). EI VLVB contiene el gen tax, el cual codifica para una proteina reguladora de la
transcripcion de la expresion viral, la cual es capaz de activar genes celulares, que controlan el
crecimiento celular, a cierta distancia de su sitio de integracion y por lo tanto conlleva a la
transformacion maligna (Van der Maaten y Miller, 1990; Gillet et al., 2007). La region gag del
genoma viral codifica para las proteinas estructurales internas no-glicolisadas, que son: la
proteina de matriz (p15), la proteina de capside (p24) y la proteina de nucleocéapside (p12). Estas
proteinas estan involucradas en la formacién de la capside viral. La proteasa se deriva de la
region pro que esta en medio de gag y pol. La region pol codifica la TR y una integrasa. La
envoltura viral esta compuesta por una bicapa lipidica derivada de la célula hospedera, en la cual
se insertan las glicoproteinas derivadas de la region env. Estas son las proteinas de
transmembrana (gp30) y de superficie (gp51), las cuales se adhieren mediante puentes de
disulfuro. La gp51 es el ligando que se fija al receptor celular (Monti, 2005) y es un potente
antigeno, principal responsable de la respuesta humoral del huésped (Gonzéles et al, 2001). Se
cree que los anticuerpos contra la gp51 son responsables de la mayor actividad neutralizante
contra el virus (Van der Maaten y Miller, 1990). Las proteinas p24 y gp51 son de especial
interés, porque son usadas para fines de diagnostico. Los anticuerpos anti gp51 se detectan
generalmente con titulos mas altos, que aquellos dirigidos contra la proteina p24 (Gonzales et al,
2001).

La replicacion del VLVB es como la de muchos retrovirus, las proteinas en la envoltura
viral se fijan a la superficie de las células blanco, luego el virion penetra mediante fusion o
endocitosis, en donde enzimas digestivas remueven la capside del virus (desnudamiento). La TR
produce en el citoplasma ADN doble hebra y secuencias reguladoras transcripcionales virales

Ilamadas repeticiones largas repetidas (LTR), ésto a partir de la cadena simple de ARN, las
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cuales se integran en el nucleo de la célula hospedera (provirus). Una vez integrado, LTR utiliza
los mecanismos de replicacion de la célula para producir ARN viral y las proteinas de envoltura,
capside y TR. Los viriones son ensamblados y geman de la célula, dando como resultado
viremia e infeccion de otras células. A diferencia de otros retrovirus, en donde la viremia ocurre
rapidamente y puede persistir, la viremia del VLVB ocurre solamente en etapas tempranas de la
infeccion (Monti, 2005).

El virion es muy fragil en el medio ambiente, se inactiva por exposicion a rayos
ultravioleta, calor durante 30 minutos a 56°C o por 1 minuto a 60°C y por pasteurizacién. La
envoltura viral estd conformada por lipidos, haciéndola susceptible a solventes organicos. El
VLVB no persiste en el medio ambiente durante un periodo significativo de tiempo. En el
laboratorio su infectividad disminuye considerablemente a causa de manipulaciones de rutina
como ultracentrifugacion y sometiéndolo a ciclos de congelacion y descongelacion (Van der

Maaten y Miller, 1990).

1.1.3. Epidemiologia de la LBE

Después de la Segunda Guerra Mundial surgieron varios reportes de la LBE en varios
paises de Europa. A finales del siglo XIX el ganado europeo, posiblemente infectado con el
VLVB, fue exportado desde Europa hacia Estados Unidos. La infeccion se ha esparcido en el
ganado estadounidense y canadiense; hoy en dia es altamente prevalente en muchos hatos
lecheros de estos paises. El ganado canadiense y estadounidense infectado con el VLVB pudo
haber contribuido a la diseminacion del agente al ganado de otros paises de América Central y

Ameérica del Sur (Johnson y Kaneene, 1991a).
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Se calcula que la infeccion con el VLVB afecta en Estados Unidos a por lo menos al
20%, en Canadé al 6-11%, en Francia al 27% y en Venezuela al 37% de la poblacion adulta de
vacas lecheras (Radostits et al., 2002). En la actualidad, la Comunidad Europea ha declarado
libres de LBE a paises como Bélgica, Irlanda, Noruega, Austria, Alemania, Suecia y Holanda
(Idexx, 2006).

En Costa Rica, la LBE se diagnostic6 por primera vez en 1976 en la Escuela de
Medicina Veterinaria, Universidad Nacional (EMV-UNA), basandose en hallazgos clinicos e
histopatoldgicos (Jiménez et al., 1995). En 1980, Rodriguez y colaboradores realizaron
investigaciones sobre el VLVB, determinando un 39% de seroprevalencia en hatos lecheros del
Valle Central de Costa Rica (Rodriguez et al., 1980). En 1995, los resultados de un estudio
casuistico realizado por el Laboratorio de Virologia, EMV-UNA, con sueros recolectados entre
1983 a 1993, hallaron que de 22463 sueros procesados, 4153 (18.4%) tuvieron una reaccion
positiva a la prueba de inmunodifusion en gel de agarosa (AGID). Estos sueros provenian de
1867 hatos, encontrandose en 953 hatos (51.0%) reactores positivos al VLVB (Jiménez et al.,
1995). En una investigacion realizada por Mora en 1997, se encontrd una seroprevalencia del
VLVB de 38% en 15 fincas utilizando una prueba de inmnunoensayo enzimatico (ELISA)

(Mora, 1997).

1.1.4. Vias de transmision del VLVB

La transmision del VLVB ocurre principalmente por via horizontal (80-95%), siendo
necesaria la transferencia de células infectadas (linfocitos B) para una infeccion efectiva. Los
principales materiales biologicos infecciosos son la sangre y la leche (Fuente, 1989). El hecho,

de que el VLVB se encuentra infectando persistentemente los linfocitos, hace que la sangre de
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animales infectados se considere como la principal fuente de infeccion. Los procedimientos
rutinarios de manejo dentro del hato, tales como inyecciones, transfusiones de sangre, toma de
muestras de sangre, descornes, tatuajes, muesqueados Yy rectopalpacion, entre otros, en los que
se usan materiales y equipos para mas de un animal sin una adecuada desinfeccién e higiene
(transmision iatrogénica) se consideran las principales rutas de infeccion (Chapizo, 2005).

La transmision a través de insectos picadores ha sido reportada, especialmente por
mordeduras de insectos pertenecientes a la familia Tabanidae (Monti, 2005). Sin embargo, la
transferencia de sangre por insectos no parece tener relevancia en condiciones naturales
(Chapizo, 2005), debido a que el virus puede ser parcialmente inactivado en el intestino del
insecto dando como resultado una dosis infectiva final baja (Monti, 2005). La eficiencia de la
transmision del VLVB por estos vectores mecanicos es mas una funcién de la prevalencia de la
infeccion dentro del hato, que una funcion de la habilidad propia del vector de transmitir el virus
(Johnson y Kaneene, 1991b).

El calostro de madres seropositivas contiene anticuerpos contra el VLVB, los cuales
proveen proteccion contra la infeccion durante los primeros 4 a 7 meses de vida. Se ha
reportado, que el riesgo de infeccion a través del consumo oral de calostro es significativo, solo
si la madre es una novilla de primer parto con un calostro de mala calidad (Johnson y Kaneene,
1991d).

Con respecto a la leche, es probable que la infeccion con el VLVB ocurra, si la leche de
una vaca positiva se usa en la alimentacion de una ternera sin defensas contra el virus o si una
gran cantidad de linfocitos es administrada despuées de que las terneras pierden su proteccion

materna (anticuerpos). Se recomienda tener precaucion con la leche proveniente de vacas
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seropositivas que presentan mastitis clinica o subclinica, porque esta leche contiene gran
cantidad de linfocitos y por consiguiente puede ocasionar infeccion (Yoshikawa et al., 1996).

La saliva, el semen, la orina, las heces y las secreciones nasales, bronquiales y oculares
pueden jugar un papel en la transmision del VLVB, pero, sin duda, son de menor importancia
(Fuente, 1989).

También el contacto fisico prolongado entre el ganado es un factor de riesgo para la
transmision de la LBE. La etapa del periparto puede ser un periodo, donde el riesgo de
transmision del VLVB aumenta en las vacas y las novillas lecheras (Hopkins y DiGiacomo,
1997). A la hora del parto, los animales son confinados a lotes o apartos maternos para la
paricion y el cuidado posparto. Durante el confinamiento materno, existen mas oportunidades
para su exposicion a sangre (Gatei et al., 1989), tejidos, y fluidos uterinos de otras vacas en el
area. Ademas, los anticuerpos circulantes contra el VLVB disminuyen; inclusive hasta niveles
no detectables por las pruebas serolégicas (Hopkins y DiGiacomo, 1997). Por lo tanto, la
expresion viral puede estar aumentada en las vacas infectadas con el VLVB, incrementando su
potencial de infectividad (Monti, 2005).

Otra via de contagio es la transmision del VLVB a los terneros por via intrauterina (5-
20%). Tanto el virus como los anticuerpos son detectados en los terneros recién nacidos, lo cual
indica que éstos son infectados durante la segunda mitad de la gestacion. La transmision
transplacentaria ocurre principalmente cuando la madre se encuentra en el estado de linfocitosis
persistente (Monti, 2005) o con linfosarcoma (Agresti et al., 1993). Un reporte demostro
ademas, que la infeccion intrauterina es mas comdn en machos nacidos de madres positivas

(Thurmond et al., 1983). Sin embargo, a pesar de que las infecciones intrauterinas pueden
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perpetuar el VLVB de una generacidén a otra, ésta no es considerada la ruta principal de

transmision del agente (Van der Maaten y Miller, 1990).

1.1.5. Patogénesis de la LBE

Las células blanco del VLVB son sobre todo los linfocitos B; sin embargo,
recientemente se reportd también la infeccion de linfocitos T y células epiteliales de la ubre,
aunque se desconoce su importancia en la patogénesis de la enfermedad (Trainin y Brenner,
2005).

La viremia solamente es detectable en las primeras 2 semanas post infeccidn; después el
animal monta una respuesta inmune principalmente contra las proteinas gp51 y p24 (Van der
Maaten y Miller, 1990). Se ha reportado que los anticuerpos especificos contra el VLVB son
detectables 2 a 4 semanas post infeccion experimental, pero en infecciones naturales puede
durar mas tiempo, especialmente cuando son transferidas pequefias cantidades de virus (Radke,
1999). En el animal infectado, el VLVB se encuentra en forma de linfocitos infectados y no
como viriones libres (Van der Maaten y Miller, 1990).

Los cuatro posibles resultados tras la exposicion natural de una vaca al VLVB son:

e Que el animal no se infecte, probablemente debido a su resistencia genética.

¢ Que el animal presente una infeccion persistente con desarrollo de niveles detectables de
anticuerpos (seropositivos y fuente de contagio).

e Que el animal presente una infeccion persistente (seropositivo) y ademas desarrolle una
linfocitosis persistente (LP), un proceso linfoproliferativo benigno (Radostits, et al.,

2002). Alrededor del 30% de los animales infectados desarrollaran LP (Chapizo, 2005).
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e Que los animales persistentemente infectados, con o sin LP, desarrollen tumores
malignos (linfosarcoma) (Radostits, et al., 2002). Dependiendo de factores hereditarios,
aproximadamente un 10% del ganado infectado desarrollard linfosarcoma (Jimenez,
1990).

La probabilidad de que un animal se infecte o desarrolle cualquiera de las distintas
formas de la enfermedad dependerd de su constitucion genética. El resultado final depende
ademas del estado de inmunidad del animal y la dosis infectiva del virus (Radostits, et al.,

2002).

1.1.6. Signos clinicos de la LBE

Como otros retrovirus, la infeccion con el VLVB resulta en una alteracion del sistema
inmunoldgico del hospedador, tanto a nivel humoral como a nivel celular (Trainin y Brenner,
2005). A pesar de que se ha reportado, que el VLVB puede persistir en otros tipos de células, la
célula blanco por excelencia para el virus son los linfocitos B, que expresan en su superficie la
inmunoglobulina M (IgM) (Gillet et al., 2007). La respuesta primaria de defensa en vacas
infectadas esta alterada; debido a que producen menos anticuerpos IgM activos, observandose
una reduccion de células productoras de IgM en el bazo y linfonodos (Trainin y Brenner, 2005).
Alrededor del 80% de los animales con linfosarcoma presenta una disminucion notable de las
inmunoglobulinas IgM (Radostits, et al., 2002).

El 30% del ganado infectado desarrolla LP, en donde el conteo linfocitario absoluto esta
significativamente aumentado con respecto a los valores promedios para la edad y la raza
(Radke, 1999). La mayoria de las celulas involucradas en LP son desde el punto de vista

morfolégico linfocitos normales (Chapizo, 2005). Se define como LP una linfocitosis que
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persiste por al menos 3 meses consecutivos y en la que no se determinan manifestaciones
clinicas debido a lesiones neoplésicas linfoproliferativas (Johnson y Kaneene, 1991a).

La enfermedad inicia con la manifestacion clinica del linfosarcoma y los sintomas se
deben al desarrollo de linfosarcomas multicéntricos, los cuales pueden ser detectados entre 1 a 8
afios post infeccion y ocurren en un 5 a 10% de la poblacion infectada (Monti, 2005). Los
tumores se desarrollan con rapidez produciendo una gran variedad de signos y sintomas,
dependiendo de la localizacion u 6rgano afectado (Radostits, et al., 2002). En la Figura 1 se
muestra la frecuencia de los signos predominantes de la LBE. El desarrollo de tumores es
invariablemente fatal y la muerte ocurre usualmente 3 a 6 meses después de la aparicion de los
sintomas clinicos (Trainin y Brenner, 2005).

En la vaca adulta, las lesiones pueden aparecer en casi todos los 6rganos, pero son mas
frecuentes en abomaso, corazon y ganglios linfaticos viscerales y periféricos. EI compromiso de
la pared abomasal afecta el apetito y causa alteracion de la digestion con diarrea persistente
(Radostits, et al.,, 2002). Otro de los Organos frecuentemente afectado es el corazon,
especialmente el atrio derecho (Van der Maaten y Miller, 1990). Cuando las lesiones se
encuentran en la pared de las auriculas, se produce una insuficiencia cardiaca congestiva
derecha. En el 75-90% de los casos se produce un aumento de tamario de los ganglios linfaticos
superficiales, con frecuencia un hallazgo clinico inicial. EI aumento de tamafio de los ganglios
linfaticos viscerales es frecuente, pero no suele producir manifestaciones clinicas, salvo que
compriman a otros organos, como el intestino o un nervio. En el tejido nervioso, la lesion
primaria afecta las raices de los nervios periféricos y se propaga a lo largo del nervio hacia las
meninges y los nervios raquideos, lo cual induce el desarrollo progresivo de una paralisis

posterior.
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La piel, el aparato reproductor (Gtero) y los tejidos periorbitarios son asimismo
localizaciones frecuentes de la enfermedad. En la forma cutanea se produce un engrosamiento
intradérmico, por acumulacion de linfocitos neoplasicos, que persiste sin provocar ruptura del
epitelio. La infiltracion de los tejidos periorbitarios suele provocar exoftalmos (Radostits, et al.,

2002).

Cardiovasculares
Exoftalmos unilateral
Estrefiimiento |
Diarrea |
Exoftalmos bilateral |
I

Afectacion respiratoria

Fiebre ——

Paresia posterior |

Adenopatias internas |

Pérdida del apetito |

Adenopatias externas I

Disminucion de la produccion de leche

Adelgazamiento #‘
T

20 40 60 80 100

o

Porcentaje (%)

Figura 1. Frecuencia de los signos predominantes de la LBE determinados en 1100 casos
clinicos (Radostits, et al., 2002).
1.1.7. Diagnostico de la LBE
El diagnostico de la infeccion es importante para controlar o erradicar la infeccion con el
VLVB en el ganado bovino (Chapizo, 2005). El diagnostico definitivo depende del estudio
analitico del animal. Existen varias técnicas diagndsticas aplicables y es importante seleccionar

la mas adecuada para cada fase concreta de la enfermedad:
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e EI diagnostico de la infeccion viral se realiza mediante técnicas seroldgicas o técnicas
directas.

e La LP seidentifica mediante el estudio hematoldgico (leucograma).

e Los tumores neoplasicos (linfosarcoma) se diagnostican mediante las manifestaciones

clinicas y el estudio histologico de las muestras de biopsia (Radostits, et al., 2002).

Las pruebas serologicas o métodos indirectos (AGID, ELISA y “western blotting”)
buscan la deteccion de anticuerpos contra el VLVB (Moreno y Dolz, 1990). Las dos pruebas
seroldgicas comUnmente usadas son AGID y ELISA (Chapizo, 2005).

La prueba de ELISA tiene alta especificidad y sensibilidad (Moreno y Dolz, 1990) y ha
sido adaptada para detectar anticuerpos en el suero o leche de un individuo o de un grupo de
individuos (Monti, 2005). Esta prueba consiste en absorber antigenos a una placa de microtitulo
de poliestireno, agregar el suero de los animales y hacer una reaccion de “sandwich” usando un
conjugado enzimatico (ejemplo un anticuerpo de conejo anti-anticuerpos de vaca, el cual esta
ligado a una enzima), el que se une a los anticuerpos bovinos que reaccionan con los antigenos
virales de la placa. Finalmente el ensayo se revela usando el sustrato especifico para la enzima,
el cual da una reaccion de color medible en un espectrofotometro de luz. Por su alta
sensibilidad, relativa simplicidad, rapidez, facilidad de procesar un gran nimero de muestras,
lectura objetiva y automatizacion, el ELISA es considerado como la prueba mas adecuada para
futuros muestreos y programas de control en Costa Rica (Dolz y Moreno, 1999). La desventaja
del ELISA es que pueden aparecer resultados falsos positivos, sobre todo cuando se esta
iniciando un programa de control (Straub, 1990).

Las pruebas directas para el diagnostico del VLVB incluyen métodos donde se detecta la

presencia del virus o algun producto del virus, ya sea una enzima, una proteina o el genoma del
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virus. Dentro de los métodos directos se reportan: la microscopia electrénica (ME), que fue la
primera técnica en utilizarse (Moreno y Dolz, 1990), la actividad de la TR, el “dot-blot”
(deteccion del provirus) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual consiste en
amplificar varios millones de veces el genoma del virus en las células infectadas (Chapizo,

2005).

1.1.8. Control y erradicacion de la LBE

Los programas de erradicacion de la LBE se han basado en 3 diferentes estrategias de
accion (Chapizo, 2005). En la primera estrategia, los animales infectados con el VLVB son
identificados mediante pruebas serologicas como AGID o ELISA. Los bovinos seropositivos
son descartados y destinados al sacrificio, pagando una indemnizacién al ganadero (Digiacomo,
1992). El remover todos los animales seropositivos del hato reduce rapidamente la prevalencia
del VLVB (Johnson y Kaneene, 1991d). La ventaja es que la infeccion se logra eliminar en
varios meses, inclusive en hatos con alta prevalencia. La desventaja es el gran impacto
econdmico, por lo que se recomienda solamente para hatos con bajas prevalencias (Digiacomo,
1992).

Una segunda estrategia se basa en la realizacion de pruebas serologicas y segregacion de
animales seropositivos de negativos. Las vacas seropositivas se conservan pero se mantienen
separadas. El éxito de este programa depende de la distancia fisica entre el ganado infectado y el
no infectado (Digiacomo, 1992). Estudios previos demostraron, que una distancia minima de al
menos 200m entre los grupos es suficiente para evitar la transmision del virus (Monti, 2005). La
ventaja de este método es que el ganado infectado no se descarta prematuramente del hato. Las

desventajas son, que se necesitan instalaciones adecuadas para mantener separados los dos
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grupos y que se requiere un muestreo frecuente de los animales. Dependiendo de la prevalencia
inicial y distribucion de la infeccidn, puede tomar afios en eliminar la infeccion del VLVB del
hato (Digiacomo, 1992).

La tercera estrategia para eliminar la infeccion del VLVB es a través de pruebas
serologicas y el uso de medidas correctivas de manejo (Digiacomo, 1992). Esta opcién es
recomendada para hatos cuya prevalencia del VLVB es considerada muy alta para descartar los
animales seropositivos (Johnson y Kaneene, 1991d). La ventaja es el impacto econémico
relativamente bajo en el hato, con respecto a las dos estrategias mencionadas con anterioridad.
Las vacas seropositivas no tienen que ser descartadas o segregadas, sin embargo deben
implementarse cambios en el manejo de la finca y se requieren sangrados periddicos.
Dependiendo de la prevalencia y distribucion de la infeccion, la eliminacion de la infeccién del
VLVB puede tomar afios. Para prevenir la transmisién del VLVB dentro de un hato se debe
evitar la transferencia de células (linfocitos B) de animales infectados a animales no infectados
(NYSCHAP, 2007). Algunas de las medidas de manejo recomendadas son:

1. Usar una aguja individual (Mora, 1997).
2. Lavar y desinfectar cualquier instrumento potencialmente contaminado con sangre,
como equipo de tatuaje, areteadoras, nariceras, renetas y equipo quirargico(NYSCHAP,

2007).

3. Realizar el descorne preferiblemente con la descornadora eléctrica en edades tempranas,

en lugar de usar sierra o cuchilla, ya que ambos causan hemorragias (Johnson y

Kaneene, 1991d; NYSCHAP, 2007).

4. Usar un guante individual (Mora, 1997).

5. Usar inseminacidn artificial (IA) con semen negativo (NYSCHAP, 2007).
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6. Usar toros seronegativos (Mora, 1997).

7. Limpiar el aparto de maternidad después de cada parto o usar un aparto diferente, para
que la sangre de la vaca recién parida no pueda infectar animales susceptibles
(NYSCHAP, 2007).

8. Criar las terneras en corrales separados (Mora, 1997).

9. No utilizar leche de vacas seropositivas al VLVB ni leche mastitica en la cria de terneras
(Mora, 1997).

10. Si es un area problematica por gran densidad de insectos, entonces instaurar un programa
de control de vectores que sea eficiente; especialmente controlar la poblacién de tabanos
(Johnson y Kaneene, 1991d).

11. Separar animales con bronconeumonias o mastitis (Mora, 1997).

12. Realizar analisis periodicos de sangre para detectar el virus en los animales del hato, a
partir de los seis meses de edad (Johnson y Kaneene, 1991d).

13. Realizar el examen serol6gico a animales comprados (Mora, 1997).

1.2. Justificacion

Las implicaciones de la LBE son multiples. Por un lado, el VLVB disminuye las
defensas de los animales infectados, con lo cual se predispone a la presentacion de otras
enfermedades, ya sea de tipo parasitario, bacteriano o viral, que repercuten negativamente en la
produccion y la reproducciéon de esos animales, ademas obligan al ganadero a desembolsar
recursos en servicios veterinarios especializados y tratamientos adecuados. Otra consecuencia
importante de esta enfermedad es la muerte de animales, que puede oscilar entre un 10% y 20%

por afio en un hato, siendo estos animales generalmente de alto valor genético y productivo.
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Finalmente restricciones en la exportacion, disminuyen la entrada de divisas a nuestro pais y el

decomiso de carcasas contaminadas en el matadero (Jiménez, 1990).

El presente trabajo pretendio determinar la prevalencia actual del VLVB a nivel de

animal, finca, raza y edad en hatos lecheros especializados de Costa Rica; ademas determinar

los factores asociados a la seropositividad del VLVB, para recomendar medidas de manejo que

reduzcan su propagacion dentro de los hatos lecheros y asi procurar el bienestar animal y

méaxima productividad.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Investigar la epidemiologia de la LBE en hatos lecheros especializados de Costa Rica.

1.3.2. Objetivos especificos

X/
o

X/
°

DS

*

X/
°

Determinar la seroprevalencia de la LBE a nivel de finca y a nivel de animal en 76 hatos
lecheros especializados de Costa Rica mediante la prueba de ELISA.

Determinar la seroprevalencia de la LBE a nivel de nimero de lactancia (novillas, vacas
de 1 a 3 lactancias y vacas de méas de 3 lactancias) y en diferentes razas bovinas.
Determinar mediante una encuesta los principales factores asociados a la seroprevalencia
del VLVB en los hatos participantes.

Recomendar medidas correctivas de bajo costo y faciles de realizar para disminuir la

propagacion del virus dentro las fincas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccion de hatos

Para la investigacion se seleccionaron un total de 76 fincas lecheras especializadas,
Cuyos propietarios estuvieron anuentes a participar en el proyecto y cumplieron con los
siguientes requisitos: debian tener y utilizar el programa VAMPP Bovino, contestar una
encuesta para obtener informacion sobre el manejo general de la finca y enviar una muestra de
sangre representativa de los animales del hato mayores de 6 meses. La ubicacion geogréafica de

las fincas no fue relevante, debido a que el virus es endémico en Costa Rica.

2.2. Tamafio de la muestra y ejecucion del sangrado

El ndmero total de 76 fincas resultd de la aplicacion de la férmula para calcular el
tamafo de muestra necesaria con una poblacion base de 1600 fincas lecheras, y asumiendo un
90% de prevalencia, 5% error aceptado y 90% confianza, segin Noordhuizen et al., 1997

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Formula para calcular el tamafio de muestra para estimar una proporcion
(Noordhuizen et al., 1997).

n=Zo> * DE?
|_2

En donde:

- n=numero de animales a muestrear

- Za = se determina con el valor de confianza y con éste se determina el nimero
correspondiente (Z) de unidades de desviacion estandar (DE)

- DE = desviacion estandar para una distribucion binominal, la cual es p * (100-p)
cuando se calcula en porcentaje

- L = intervalo, en donde con una probabilidad X% el verdadero promedio de la
poblacidn se va a encontrar dentro del intervalo del promedio + L.
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Dentro de cada finca se muestre6 un nimero de animales suficiente para comprobar una
prevalencia minima esperada del 10%, 5% error aceptado y 95% de confianza, segun la formula
de célculo de muestra para una distribucion binominal (Cuadro 1). Para la toma de las muestras
se dividio el hato en tres grupos representativos: el grupo de novillas mayores de seis meses, el
grupo de vacas con tres lactancias 0 menos y el grupo de vacas con mas de tres lactancias. Las
muestras de sangre de los animales se tomaron de manera aleatoria y equitativa en cada grupo
tomando en cuenta la totalidad de vacas presentes en el hato (Cuadro 2), ésto con el fin, de que

la prevalencia fuera lo mas cercano a la realidad del hato.

Cuadro 2. Numero de animales a muestrear por finca, para determinar la prevalencia de VLVB
dentro de cada hato (10% prevalencia esperada, 5% error aceptado y 95% confianza).

N° animales en el hato N° animales requeridos
<30 28
30-39 28-35
40-49 36-42
50-59 43-49
60-69 50-56
70-79 57-63
80-89 63-68
90-99 69-74
100-119 75-85
120-139 85-94
140-159 95-103
160-179 103-111
180-199 111-118
200-229 119-128
230-259 128-137
260-289 137-145
290-320 145-152
320-370 152-162
370-450 162-176
> 450 176
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Las muestras fueron tomadas de la vena coccigea media para facilitar el proceso y
minimizar el estrés de los animales, con previa desinfeccion del sitio de sangrado, mediante
torundas de yodo-alcohol, y con vacutainer. Las muestras se depositaron en tubos al vacio sin
anticoagulante, debidamente identificadas y se transportaron en condiciones de refrigeracion al

Laboratorio de Virologia de la EMV-UNA.

2.3. Procesamiento de las muestras (ensayo serolégico)

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas durante 10 minutos a 4000 rpm con el fin
de separar el suero de la sangre y luego ser analizadas para detectar anticuerpos contra el VLVB
mediante las pruebas de ELISA de las casas comerciales VMRD® y Svanova, siguiendo las
instrucciones que las comparfiias recomiendan. En el caso del ELISA de VMRD®, el
procedimiento consistia en agregar a la placa con antigeno (gp51) 50 ul de los sueros a analizar
y sueros controles diluidos 1:25 en buffer de dilucion e incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Luego se realiz6 el lavado de la placa, agregando 200 pl de solucion de
lavado a cada pocito, repitiendo 3 veces. Seguido, se agregaron 50 ul del conjugado
(anticuerpos de cabra contra inmunoglobulinas de vaca conjugados con peroxidasa) a cada
pocito de la placa, previamente diluido 1:100 en solucién de lavado, y se volvio a incubar
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se repitio el procedimiento de lavado de la placa
descrito anteriormente, se agreg6 a cada pozo 50 ul de solucién de sustrato (TMB) y se volvié a
incubar por 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se agregd 50 pl de la
solucion de parado a cada pocito y se determind la densidad optica (DO) de cada pocito a 620
nm en un espectrofotometro. El promedio de los controles negativos tenia que mostrar una DO

menor de 0.200 y la DO promedio de los controles positivos debia de caer en el rango entre >
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0.250 y < 2.000 para poder validar los resultados. Las muestras que mostraron una DO mayor o
igual al promedio de la DO de los controles positivos se debian de considerar positivas al
VLVB, muestras con una DO menor al promedio de la DO de los controles positivos se debian
de considerar como negativas al VLVB. Sin embargo, en el presente estudio se consideraron
como sospechosas muestras con DO £ 0.200 con respecto al promedio de los controles positivos
y se volvieron a muestrear y analizar 15 dias después. La compafiia VMRD® reporta un 98% de
sensibilidad y un 100% de especificidad para esta prueba (VMRD, 1999).

La prueba de Svanova también fue disefiada para detectar anticuerpos especificos contra
la gp51 del VLVB en suero y en leche. El procedimiento consistié en colocar 100 pl del buffer
de dilucién en cada pozo de la placa con antigeno (gp51), luego se agregd 4 pl de suero de las
muestras y de los controles (por duplicado) y se incub6 en una cdmara a 37°C durante 60
minutos. Se realizé el lavado de la placa con 200 ul de buffer de lavado por pocito, repitiendo 3
veces, luego se agregé 100 pl del conjugado (anticuerpos monoclonales anti 1gG bovina
conjugados con peroxidasa) a cada pozo y se volvié a incubar durante 60 minutos a 37°C. Se
repitio el lavado de la placa como descrito arriba, se le agregé 100 ul de la solucion de sustrato
(TMB) y se incubd durante 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se le
agrego a cada pozo 50 pl de la solucion de parado (&cido sulfurico) y se determino la DO de
cada pocito a 450 nm en un espectrofotometro. La prueba fue valida, si el promedio de la DO de
los controles positivos era mayor a 1.0 y la DO promedio de los controles negativos era menor a
0.1. Los resultados se reportaron como porcentajes de positividad (PP), multiplicando la DO de
la muestra o del control negativo por 100 y dividiéndolo entre la DO promedio de los controles

positivos. Si el PP de la muestra era <10% se considerd negativa y muestras con PP >10% se
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consideraron positivas al VLVB. La compafiia reporta un 100% de sensibilidad y 99.7% de

especificidad para esta prueba (Svanova, 2007).

2.4. Recoleccion de datos
2.4.1. Resultados de las pruebas seroldgicas (ELISA)

Los resultados obtenidos en las pruebas seroldgicas, se transfirieron a una hoja en Excel
en la cual se generd la base de datos llamada estatus, donde estaba recopilada la siguiente

informacién: finca, animal, estatus y fecha de sangrado.

2.4.2. Recoleccion de datos del VAMPP

Otra base de datos que se utilizd fue la del programa VAMPP existente en el Centro
Regional de Informatica en Produccién Animal Sostenible (CRIPAS) de la EMV-UNA. La base
de datos de CRIPAS fue utilizada para extraer algunos datos (animales por finca, identificacién

de la vaca, raza y lactancia) y crear otra base de datos.

2.4.3. Aplicacion de la encuesta (variables)

Al propietario o encargado de la finca se le entrevisto para obtener informacion relevante
sobre las practicas de manejo en la misma. La encuesta fue disefiada de forma que fuera facil de
entender, practica y rapida de contestar (Anexo 1). Las preguntas de la encuesta se basaron en
recopilar informacion bésica de la finca e informacion sobre las practicas de manejo realizadas
en las diferentes fincas, que representan un riesgo en la transmision del VLVB. La encuesta
estaba estructurada de la siguiente manera:

¢ Informacion de la finca (altitud, nimero total de animales).
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X/

¢+ Conocimiento acerca de leucosis (si realizaban examenes seroldgicos, implementaban
medidas de control).

X/

++ Reproduccion (si utilizaban monta natural, realizaban palpaciones rectales).
¢+ Manejo de terneras (si utilizaban calostro de vacas positivas y leche mastitica).

%+ Manejo de los animales (desinfeccidn de equipo quirurgico, inyectables).

¢+ Manejo de vectores (tabanos, vampiros).

+¢+ Historia clinica de la finca (mastitis).

++ Comentarios (para alguna anotacién extra).

Los resultados de la encuesta fueron codificados, pasando las respuestas a numeros, para
realizar el andlisis estadistico. A partir de ésta se generd un archivo ASCII con las variables

(précticas de manejo) en estudio, el cual fue procesado utilizando los paquetes de coémputo que

se detallaran posteriormente.

2.5. Analisis estadistico
2.5.1. Estadistica descriptiva e inferencial
La estadistica descriptiva se realizd mediante distribucion de frecuencias y medidas de
tendencia central y de dispersion, utilizando el proceso PROC FREQ del paquete estadistico
SAS/STAT® (ver 8.01), para determinar la prevalencia del VLVB a nivel de animales
(absoluta), de finca, de grupos por lactancias, de razas y de variables (factores de riesgo).
Asimismo, se utilizé el programa Epilnfo 6.0, donde se utilizd el muestreo simple
aleatorio para calcular los limites superior e inferior (binomio exacto 95% IC) de los datos. Los
resultados son estadisticamente significativos si los datos y sus limites respectivos no se

entrecruzan entre si.
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Se hizo una categorizacion de la prevalencias, tomando como referencia la prevalencia
absoluta determinada. Las categorias fueron prevalencia muy alta (81%-100%), alta (61%-80%),
media (31%-60%), baja (11%-30%) y muy baja (0%-10%); también se determind la prevalencia

por provincias.

2.5.2. Determinacion de los factores asociados con la prevalencia al VLVB

Para evaluar la relacion de la positividad al VLVB con los factores de riesgo intrinsecos
y extrinsecos (caracteristicas de las vacas y los factores asociados a la transmision del VLVB,
respectivamente), por medio del estudio de casos y controles, se utilizd la regresion logistica
(LR) con efecto aleatorio, utilizando el programa EGRET®, siendo la variable estatus la que
confiere el efecto. El procedimiento logistico consistio de dos fases: un andlisis univariado y un
analisis multivariado, que buscaron la determinacion de las razones de probabilidad (Odds
Ratios) crudos y ajustados, respectivamente.

En el anélisis univariado, se determind la magnitud y la direccion de la asociacion de
cada variable independiente con la variable dependiente, mediante el célculo de los Odds Ratio
(OR).

En el andlisis multivariado se tomaron las variables que en el andlisis univariado
presentaron un valor de p <0.25. El proceso de exclusién-inclusion de cada variable en el
modelo multivariado permitio la evaluacion de la presencia de confusion y modificacion de
efecto por comparacion de los coeficientes estimados en el nuevo modelo, con los coeficientes
estimados y la razon de verosimilitud (likehood ratio) del modelo precedente. Se estimé que una
variable es confusa cuando el coeficiente de alguna variable de exposicion cambié mas de 0.1

(si el coeficiente tuvo un valor entre -0.4 y 0.4) o si al menos un coeficiente cambio méas de un
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25% (si el coeficiente tuvo un valor <-0.4 o >0.4). Finalmente, las variables que fueron
excluidas en la primera fase fueron revisadas para determinar la existencia de colinearidad con
las variables presentes en el modelo final por medio del calculo de correlaciones simples. Si la
correlacion fue superior o igual a 60% y el valor de p < 0.05 se estim0 que ambas variables
tuvieron similar direccion y magnitud en la asociacion con la positividad al VLVB. Las
variables confusoras se mantuvieron en el modelo final, y las que producieron modificacion del
efecto de las variables de exposicidn fueron analizadas desde la interaccion.

Se calculé ademas la fraccion atribuible en los expuestos y la fraccion atribuible en la
poblacién, para determinar los factores con mayor efecto y priorizar las medidas de intervencion

a recomendar.

2.6. Recomendacion de medidas correctivas

Una vez analizados los resultados, tanto del estudio seroldgico como de la encuesta, se
procedié a comunicar a los propietarios o encargados acerca de las medidas correctivas a
ejecutar en la finca para disminuir la transmision del VLVB, ademéas se les entregd a los
productores un documento, en el cual se les dieron algunos consejos practicos para controlar la
transmision del VLVB dentro del hato (Anexo 2). Es importante recalcar que quedd a criterio
del propietario si deseaba seguir las recomendaciones y no se controld la implementacion de las

mismas en las fincas.
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3. RESULTADOS

Se recolecto6 un total de 8518 sueros en 76 fincas lecheras especializadas entre enero del
2006 hasta diciembre del 2007. Los resultados obtenidos muestran, que de las 76 fincas
analizadas, 74 poseian al menos un animal positivo al VLVB, obteniéndose una prevalencia de
97,4% hatos positivos al VLVB. Unicamente en 2 fincas (2,6%) no se encontraron reactores
positivos. Una de estas fincas pertenecia a un médico veterinario, que inicié con un programa de
control y erradicacion de la LBE en su finca hace aproximadamente 15 afios. En la otra finca se
determind la utilizacion de medidas de manejo adecuadas aunado a la realizacién de examenes
serologicos periddicos para el control de la LBE. De este total de 8518 sueros analizados
mediante ELISA, 3496 animales resultaron positivos, determinandose una prevalencia absoluta
del VLVB del 41,0% en hatos lecheros especializados de Costa Rica.

La distribucion de las prevalencias determinadas en las 76 fincas se muestra en la Figura
2. Las prevalencias del VLVB a nivel de fincas no mostraron tendencia a un valor en comdn y
se distribuyeron dentro de un amplio rango, desde un 0% (minima) hasta un 90,7% (maxima).

Los resultados de las prevalencias determinadas en cada finca se detallan en el Anexo 3.
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Figura 2. Distribucion de 76 fincas lecheras especializadas de Costa Rica segun la prevalencia
del VLVB y nimero total de animales presentes en cada finca.
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La clasificacion de las 76 fincas participantes en las 5 categorias, segun las prevalencias
obtenidas, determiné un 10,5% de fincas con prevalencia muy baja, un 18,4% con prevalencia
baja, un 27,6% con prevalencia media, un 39,5% con prevalencia alta y un 4,0% con prevalencia

muy alta (Figura 3).
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Figura 3. Categorizacion segun las prevalencias al VLVB determinadas en 76 fincas lecheras
especializadas de Costa Rica.
Las fincas participantes se encontraban ubicadas en las principales zonas lecheras del
pais y distribuidas por provincias de la siguiente manera: 44 en Alajuela, 14 en Cartago, 10 en
Heredia, 7 en San José y 1 en Guanacaste. Las prevalencias determinadas a nivel de provincias

se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Seroprevalencia del VLVB en diferentes provincias de Costa Rica.

Provincia Fincas Animales %
Positivas / Total Positivos / Total

San José 717 270 /503 53,7

Guanacaste 1/1 39/74 52,7

Alajuela 44 [ 44 2398 /4781 50,2

Heredia 9/10 417 / 1409 29,6

Cartago 13/14 372/1751 21,3

TOTAL 74176 3496 /8518 41,0
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Los 8518 sueros bovinos analizados se distribuyeron por razas de la siguiente manera:
2174 Holstein, 1900 Jersey, 315 Holstein x Jersey (Chumeca) y 4128 otras razas o cruces. Los
resultados de la prevalencia del VLVB obtenidos a nivel de razas se muestran en el Cuadro 4. Se
determind una alta prevalencia del VLVB en animales de la raza Holstein (50,6%) y una baja
prevalencia en la raza Jersey (23,1%). Se establecieron Unicamente diferencias significativas
entre la prevalencia del VLVB de la raza Jersey con respecto a las demas razas analizadas
(Cuadro 4).

La prevalencia del VLVB determinada en los diferentes grupos etarios fue un 21,2%
para el grupo de las novillas, un 42,7% para el grupo de 1-3 lactancias y un 52,9% para el grupo
de > 4 lactancias. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la prevalencia
del VLVB en el grupo de novillas, con respecto a las prevalencias en los otros dos grupos de

vacas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Distribucion de los casos de seropositividad al VLVB y limites, segun los factores
intrinsecos de 76 fincas lecheras especializadas de Costa Rica.

Variable Estrato N Casos % LI LS
Razas Holstein 2174 1099 50,6 48,4 528
Jersey 1900 438 23,1 212 250
Holstein x Jersey 315 149 473 41,7 53,0
Otras 4128 1810 439 423 454
N° de lactancias 0 lactancias 1347 286 21,2 19,1 235

1-3 lactancias 2273 971 427 40,1 448
> 4 lactancias 1075 569 529 499 559

* N: nimero total de animales muestreados, LI: limite inferior, LS: limite superior

El analisis de factores de riesgo asociados a seropositividad del VLVB se realiz6 con

datos de 55 fincas (6287 animales), ésto debido a que no se pudo obtener encuestas del total de
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los 76 productores participantes. En el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos en el
analisis descriptivo de los factores de riesgo extrinsecos al animal en la transmision del VLVB
determinado en estas 55 fincas. Fincas que realizaban medidas de manejo como la no
desinfeccion del equipo de identificacion de las terneras, el no utilizar un guante por animal
durante la palpacién, el no utilizar una aguja por animal, el no utilizar unicamente I.A en la
reproduccion, el no realizar exdmenes serologicos a los machos reproductores, el no tener un
hato cerrado (comprar animales), el no calentar el calostro para las terneras, el no utilizar
unicamente reemplazador en terneras y el no separar fisicamente las vacas con mastitis,
mostraron porcentajes de seropositividad del VLVB mas altos que fincas que no realizaban estas
medidas de manejo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion de la seropositividad del VLVB segun factores de riesgo extrinsecos

(medidas de manejo) en la transmision del VLVB en 55 fincas lecheras
especializadas de Costa Rica.

Respuesta Si NO

Factor de riesgo N Casos % #Fincas N Casos % #Fincas
Desinfectan equipo de 4573 1504 32,9 37 1536 919 59,8 16
identificacion

Utilizan guante individual al palpar 4646 1565 33,7 38 1641 977 59,5 17
Utilizan aguja individual 5137 1913 37,2 43 952 543 57,0 9
Utilizan Gnicamente I.A 3709 1193 32,2 31 2578 1349 52,3 24
Compran animales a otras fincas 892 459 51,5 12 5395 2083 38,6 43
Calientan el calostro 683 121 17,7 3 5604 2421 43,2 52
Utilizan reemplazador 3257 1208 37,1 28 2658 1154 434 24
Separan fisicamente vacas con 343 63 18,4 2 5466 2333 42,7 47
mastitis

Machos reproductores tienen 637 305 47,9 4 2113 1111 52,6 21
examen VLVB

Alimentan leche mastititica a 2885 1254 43,5 25 2268 942 41,5 20
terneras

Presencia de murciélagos 3883 1475 38,0 31 2404 1067 444 24
Presencia de tdbanos 1612 547 33,9 17 4577 1995 43,6 37

* N: numero total de animales muestreados
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El analisis estadistico inferencial de estos factores de riesgo, en donde se calcularon
limites, determind las siguientes variables como estadisticamente significativas: la no
desinfeccion del equipo de identificacién, el no utilizar un guante y aguja individual, el no
utilizar unicamente I.A, el comprar animales de otras fincas, el no calentar el calostro, el no
utilizar reemplazador y el no separar fisicamente las vacas con mastitis. Las demas variables no

resultaron estadisticamente significativas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Factores de riesgo extrinsecos, positividad al VLVB vy limites, en 55 fincas lecheras
especializadas de Costa Rica.

Variable Estrato (%) LI LS
Desinfectan equipo de identificacion Sl 32,9 31,5 34,8
NO 59,8 57,3 62,3
Utilizan guante individual al palpar Sl 33,7 32,3 35,1
NO 59,5 57,1 61,9
Utilizan aguja individual SI 37,2 35,9 38,6
NO 57,0 53,8 60,2
Utilizan Gnicamente LA SI 32,2 30,7 33,7
NO 52,3 50,4 54,3
Compran animales a otras fincas Sl 51,5 48,1 54,8
NO 38,6 37,3 39,9
Calientan el calostro Sl 17,7 14,9 20,8
NO 43,2 41,9 44,5
Utilizan reemplazador Sl 37,1 35,4 38,8
NO 43,4 41,5 45,3
Separan fisicamente vacas con mastitis SI 18,4 14,4 22,9
NO 42,7 41,4 44,0
Machos reproductores tienen examen VLVB Sl 47,9 43,9 51,8
NO 52,6 50,4 54,7
Alimentan leche mastititica a terneras Sl 43,5 41,6 45,3
NO 41,5 39,5 43,6
Presencia de murciélagos SI 38,0 36,5 39,5
NO 44,4 42,4 46,4
Presencia de tabanos Sl 33,9 31,6 36,3

NO 43,6 42,1 45,0

* LI: limite inferior, LS: limite superior
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Los resultados del andlisis univariado por medio de regresion logistica de los factores
intrinsecos (raza y lactancia) y extrinsecos (medidas de manejo) se muestran en el Cuadro 7.
Con respecto a las razas se determind, que la raza Jersey tiene 3.4 (IC95%: 3.0 — 3.9) veces
menos probabilidades de ser seropositiva al VLVB que la raza Holstein, que el grupo demas
razas (OR 1.3, 1C95%: 0.9-1.5) y que el grupo media raza Holstein x Jersey (OR 1.1, 1C95%:
0.9-1.5) (Cuadro 7).

Respecto a las lactancias se pudo determinar, que el riesgo de ser seropositivo al VLVB
aumenta con el numero de lactancias. ElI grupo de vacas de 1-3 lactancias tiene 2.8 veces
(IC95%: 2.4 — 3.2) méas probabilidades de ser seropositivo al VLVB, y en vacas de > 4
lactancias (OR 4.2, 1C95%: 3.5 — 5.0) esta probabilidad es casi el doble, con respecto al grupo
de las novillas.

En relacién con los factores de transmisidn extrinsecos, se determiné que las vacas de las
fincas en donde no hay desinfeccion del equipo de identificacion, no se usa guante individual al
palpar y no se utiliza aguja individual por animal tienen méas probabilidades (OR 3.0, 1C95%:
2.7—-3.4,0R 2.9, 1C95%: 2.5 -3.2, OR 2.2, IC95%: 1.9 — 2.6, respectivamente) de ser positivas
al VLVB.

En cuanto a la reproduccion se determino que los bovinos de fincas en donde se utiliza
MN (ya sea solo MN o MN + IA), tienen un riesgo aumentado de ser seropositivos al VLVB
comparado con vacas de fincas donde se utiliza Gnicamente 1.A (Cuadro 7).

En el caso de fincas que no poseen el sistema de hato cerrado, se pudo determinar que
tienen un OR de 1.7 (1C95%: 1.5 — 1.9), lo cual se traduce en més probabilidades de que estos

hatos presenten animales positivos al VLVB.
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En el manejo de terneras se determino que el no calentar el calostro de vacas positivas al
VLVB vy el no usar reemplazador, conlleva a un riesgo mas alto de positividad al VLVB
(Cuadro 7). En contraste, el uso de la leche de vacas con mastitis no resultd ser una préactica de
riesgo significativa en la diseminacién del virus.

En relacion a la separacion fisica de las vacas con mastitis, se determind un riesgo
aumentado (OR 3.3, IC95%: 2.5 -4.4) en los que no separan las vacas con mastitis de animales
sanos.

Finalmente se determindé que la importancia de los vectores mecanicos (murciélagos y
tabanos) en la transmision del VLVB no es significativa, debido a que su presencia o ausencia
conlleva a un riesgo mas alto de positividad al VLVB en los animales (Cuadro 7).

En el analisis multivariado se determind que dentro de los factores extrinsecos, las
variables de no desinfeccion del equipo de identificacidn, no uso de guante individual al palpar,
no uso de aguja individual por animal, no uso Unicamente de I.A, no tener un hato cerrado, no
calentamiento del calostro de vacas positivas al VLVB y no separacion fisica de las vacas con
mastitis del resto del hato fueron los factores de riesgo para la transmision del VLVB. En
general, las magnitudes y direcciones de las asociaciones entre las variables de estudio con la
variable positividad al VLVB que se observaron en el andlisis univariado se mantuvieron
durante el analisis multivariado. Las variables de alimentacion de terneras con leche de vacas
con mastitis y presencia de murciélagos, continuaron siendo no significativas. Las variables de
presencia de tabanos, machos usados en reproduccion tienen examenes al VLVB vy utilizacion
de reemplazador en la cria de terneras salieron del modelo, pues perdieron significancia

estadistica (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Determinacion de los factores de riesgo intrinsecos y extrinsecos relacionados a la

seropositividad al VLVB en 55 fincas lecheras especializadas de Costa Rica,

determinado mediante andlisis univariado.

1C 95%

Variable Estrato N OR LI LS p
Razas Holstein 2174 -

Jersey 1900 03 03 03 <0.001

Holstein x Jersey 315 09 07 11 0.3

Otras 4128 08 07 08 <0.001
N° de lactancias 0 lactancias 1347 -

1-3 lactancias 2273 28 24 32 <0.001

> 4 lactancias 1075 42 35 50 <0.001
Desinfectan equipo de identificacion Si 4573 -

No 1536 30 27 34 <0.001
Utilizan guante individual al palpar Si 4646 -

No 1641 29 25 32 <0.001
Utilizan aguja individual Si 5137 -

No 952 22 19 26 <0.001

Aveces 198 13 1.0 1.7 0.08
Utilizan Gnicamente .A LA 3709 -

MN 216 40 30 55 <0.001

LA+ MN 2362 22 20 25 <0.001
Compran animales a otras fincas Si 892 -

No 5395 06 05 07 <0.001
Calientan el calostro Si 683 -

No 5604 35 29 44 <0.001
Utilizan reemplazador Si 3257 -

No 2658 1.3 12 14 <0.001

Aveces 372 15 1.3 2.0 <0.001
Separan fisicamente vacas con mastitis Si 343 -

No 5466 33 25 44 <0.001

Aveces 396 1.3 09 19 0.1
Machos reproductores tienen examen VLVB Si 637

No 2113 1.2 1.0 14 0.04
Alimentan leche mastititica a terneras Si 2885 -

No 2268 09 08 10 0.2

Aveces 1134 0.6 0.5 0.7 <0.001
Presencia de murciélagos Si 3883 -

No 2404 1.3 12 14 <0.001
Presencia de tdbanos Si 1612 -

No 4577 15 13 17 <0.001

* N: nimero total de animales muestreados, OR: razones de probabilidad, LI: limite inferior, LS: limite superior
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Cuadro 8. Resultados del analisis multivariado de los factores de riesgo extrinsecos asociados a
seropositividad al VLVB en 55 fincas lecheras especializadas de Costa Rica.

IC 95%

Variable Estrato N OR LI LS P
Desinfectan equipo de identificacion Si 4573 -

No 1536 2.0 17 23 <0.001
Utilizan guante individual al palpar Si 4646 -

No 1641 25 20 30 <0.001
Utilizan aguja individual Si 5137 -

No 952 04 03 05 <0.001

Aveces 198 220 85 56.7 <0.001
Utilizan anicamente LA LA 3709 -

MN 216 34 24 47 <0.001

IA+MN 2362 18 16 20 <0.001
Compran animales a otras fincas Si 892 -

No 5395 16 14 19 <0.001
Calientan el calostro Si 683 -

No 5604 20 16 25 <0.001
Separan fisicamente vacas con mastitis ~ Si 343 -

No 5466 23 1.7 3.2 <0.001

Aveces 396 0.1 0.0 0.2 0.1
Alimentan leche mastititica a terneras Si 2885 -

No 2268 08 0.7 0.9 0.005

Aveces 1134 0.6 05 0.7 <0.001
Presencia de murciélagos Si 3883 -

No 2404 1.6 14 18 <0.001

* N: nimero total de animales muestreados, OR: razones de probabilidad, LI: limite inferior, LS: limite superior
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4. DISCUSION

La prevalencia a nivel de animales (41,0%) estd en concordancia con los resultados
reportados previamente en Costa Rica por Rodriguez (39%) en 1980 y Mora (38%) en 1997,
pero contrasta con los resultados reportados por Jiménez et al. en 1995, donde se reporté una
prevalencia del VLVB del 18,4%. La diferencia en los resultados se puede deber, a que la
mayoria de sueros analizados por Jiménez y colaboradores provenian de hatos de ganado de
carne, que fueron remitidos al Laboratorio de Virologia (EMV-UNA) para su diagnostico con
fines de exportacion. Como se reporta en la literatura, el ganado lechero en explotaciones
intensivas se mantiene durante mas tiempo en el hato y en contacto mas cercano con otras vacas,
lo que aumenta el riesgo de la transmision del VLVB vy por lo tanto su prevalencia (Jiménez et
al., 1995). Es importante también recalcar, que se tratd de un reporte casuistico de laboratorio,
que aunque refleja los resultados obtenidos en un periodo de 10 afios (1983-1993), representa un
estudio sesgado y no representativo de la realidad del ganado lechero especializado, ademas se
utilizaba la inmunodifusion en gel de agar (AGID) como prueba diagnostica. Sin embargo,
concuerda con lo descrito ahi, donde predice que la infeccion del VLVB aumentaria en afios
futuros, debido a la ausencia de un control oficial y una regulacion en el movimiento de
animales infectados con el VLVB dentro de Costa Rica (Jiménez et al., 1995).

En relacion a las prevalencias encontradas a nivel de fincas, donde un total de 40 fincas
(52,6%) se ubicaron con prevalencias superiores a la prevalencia absoluta determinada; la
literatura describe que la prevalencia del VLVB es influenciada sobre todo por tres factores: a)
prevalencia inicial dentro del hato, b) incidencia de tasa de infeccion (debido al conocimiento de
la enfermedad, medidas de manejo realizadas e interés del productor en controlar la LBE) y ¢)

tasa de segregacion de animales sero-positivos de sero-negativos (Pollari et al., 1993; Pollari et
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al., 2003). Durante la realizacion del presente trabajo de investigacion se brind6 informacién y
charlas sobre la LBE a los productores participantes y se determind, que un alto porcentaje no
conocian de la enfermedad y mucho menos de su modo de transmisién. EI conocimiento de los
factores de riesgo, en la transmision de una enfermedad infecciosa es crucial para el control y la
erradicacion de la misma (Johnson y Kaneene, 1991b).

Es importante analizar cuidadosamente la informacion obtenida de las seroprevalencias a
nivel de provincias. Por un lado, se tratd de un andlisis descriptivo y por otro lado, la
prevalencia del VLVB en un hato depende mas de las practicas de manejo que de factores
ecologicos (Pollari et al., 2003). En Guanacaste, por ejemplo se muestred Unicamente una finca,
obviamente los resultados obtenidos en ésta no representan a la provincia. La prevalencia mas
alta se determind en la provincia de San José (53,7%), debido probablemente a que los hatos
muestreados eran pequefios (20 a 50 animales). Lo que concuerda con lo descrito por
DiGiacomo (1992) que hatos pequefios (menos de 50 vacas) tienden a tener una proporcion mas
alta de animales infectados con el VLVB que hatos méas grandes. Las razones son, por un lado
que en hatos pequefios es mas probable el contacto directo entre una vaca positiva y una
negativa al VLVB, que en hatos donde existe gran cantidad de animales. Por el otro lado,
probablemente es resultado de un manejo diferente en la separacion de los animales con
respecto a su edad. En fincas pequerfias los animales jovenes, inclusive las novillas prontas, son
mantenidas en los mismos apartos con vacas adultas en lactacion y ademas el area disponible es
reducida comparada con el area mas amplia que poseen los hatos grandes (Trainin y Brenner,
2005). En la provincia de Alajuela (50,2%) también se determind una alta prevalencia del

VLVB, aunque la mayoria de los hatos eran grandes (100-200 animales). Sin embargo, en estas
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fincas se determind, mediante la encuesta realizada, un alto porcentaje (75%) de
desconocimiento de la LBE y su modo de transmision.

La alta seropositividad y riesgo determinada en vacas de la raza Holstein posiblemente
se deba, a que esta raza Holstein es mas susceptible a desarrollar LP al contraer la infeccion con
el VLVB (Trainin y Brenner, 2005). Los linfocitos provenientes de bovinos infectados con el
VLVB y padeciendo LP, son mas infectivos a dosis menores que los linfocitos de bovinos
infectados con el VLVB y sin haber desarrollado LP (Kettmann et al., 1980). Por consiguiente,
la transmisién del virus ocurre mas facilmente en hatos donde estan presentes animales con LP
(vacas Holstein o cruces con Holstein), ya que poseen una carga mas alta de linfocitos
infectados, representando asi las principales fuentes diseminadoras del virus en el hato. Por el
otro lado, es posible que la raza Jersey sea genéticamente mas resistente a la infeccion con el
VLVB vy a no desarrollar LP. Segun se describe en la literatura, vacas seleccionadas por su alta
habilidad de transmitir grasa mas proteina, tienen un riesgo mas bajo de ser seropositivas al
VLVB y solamente ciertas razas como Holstein-Friesian son susceptibles a desarrollar LP y
tumores linfoides en varios érganos (Detilleux et al., 1991; Burgu et al., 1990). Lo que
concuerda con los resultados obtenidos en la presente investigacion la asociacion determinada
con la media raza (Holstein x Jersey) fue la méas débil, posiblemente porque estos animales
tienen la mitad de la composicion genética de la Jersey, lo cual les confiere cierta resistencia
genética en comparacion con las demés razas, de las cuales no se determino la proporcion
genética de Holstein presente.

Los resultados obtenidos a nivel de grupos de lactancias, demuestran por un lado, lo
reportado en la literatura sobre el aumento significativo de la prevalencia del VLVB en el

ganado a partir de los 24 meses de edad, que es aproximadamente la edad en que los bovinos
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ingresan al hato en produccién. La incidencia aumenta con la edad de los animales, ya que son
sometidos a un manejo mas intensivo, el cual conlleva a un riesgo de infeccién, ya sea por
aumento de la intervencién humana (transmision iatrogénica) o por contacto directo y
prolongado con animales infectados (transmisidn horizontal). El contacto fisico cercano, asi
como las practicas intensivas de manejo, son factores importantes en la transmision del VLVB
al ganado joven. Por otro lado, confirma lo que se ha reportado repetidamente en la literatura,
que las infecciones prenatales con el VLVB ocurren en bajos porcentajes del 6% al 10%
(Johnson y Kaneene, 1991a).

Los resultados obtenidos en los diferentes andlisis estadisticos realizados con factores
extrinsecos concuerdan con lo reportado en la literatura, sobre la importancia de la transmision
iatrogénica como principal ruta de transmision del VLVB, y que ocurre, cuando los animales
son manipulados sin el cuidado sanitario necesario (Monti, 2005). La no desinfeccion del equipo
de identificacién en terneras resultd estadisticamente significativo en el presente estudio y
concuerda con lo reportado por Johnson y Kaneene (1991b) y Thurmond (1991) que describen,
que los sitios (orejas y morro) usados frecuentemente para la identificacion de terneras son
altamente vascularizados y la presion aplicada durante el procedimiento puede facilmente causar
disrupcion de la integridad de los vasos sanguineos. El equipo puede actuar por consiguiente
como fomite en la transferencia de sangre o linfocitos infectados y debe de ser desinfectado
entre terneras.

Otro factor significativo determinado en la transmision del VLVB fue el no utilizar un
guante individual por vaca en la palpacion rectal. Durante la palpacion del ganado,
frecuentemente ocurren hemorragias por lesiones de los vasos sanguineos en la mucosa rectal,

esta sangre puede contaminar el guante del examinador, por consiguiente la palpacion rectal de
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rutina con un solo guante para todos los animales es una forma efectiva de diseminacion del
VLVB en el ganado susceptible (Johnson y Kaneene, 1991b; Hopkins et al., 1988). La variable
de no utilizar una aguja individual por animal también resulté significativa en el presente
trabajo. La transmision de volimenes tan pequefios como 0,005ml (1000 células) de sangre
mediante el uso de una aguja entre animales puede ocasionar la seroconversion de animales
negativos, ya que permite el paso de linfocitos infectados (Mora, 1997).

En cuanto a la reproduccién, se determiné que animales de fincas en donde se utilizaba
Unicamente I.A tenian prevalencias y riesgo mas bajo que fincas donde se utilizaba monta
natural (MN) o los 2 métodos juntos (MN + I.A). Esto se debe por un lado, a que la mayoria de
los casos se desconoce el estatus sanitario de los toros utilizados en MN. El uso de toros
seropositivos en la monta natural favorece la transmision del VLVB por contacto fisico directo
del toro con vacas seronegativas (Jiménez, 1990). ElI VLVB no se disemina en el semen de un
toro positivo sano, sin embargo, si este toro posee seminitis vesicular o alguna enfermedad
reproductiva, el semen puede estar contaminado con linfocitos infectados con el VLVB (Choi et
al., 2002; NYSCHAP, 2007). Por lo tanto el riesgo de transmitir el VLVB durante la I.A es
limitado, si el equipo no se contamina con linfocitos infectados (Choi et al., 2002).

Las vacas de fincas donde compran animales tuvieron un porcentaje y riesgo de
seropositividad més alto, debido probablemente a que estas fincas adquieren animales cuyo
estatus sanitario es desconocido (Mora, 1997). Esto concuerda con lo citado por la literatura,
donde se reporta una asociacion significativa entre la introduccion de animales nuevos al hato y
brotes de LBE (Sargeant et al., 1997).

En fincas donde no calientan el calostro y no utilizan reemplazador en la crianza de

terneras se determin0 un porcentaje y riesgo de seropositividad mas alto. El calentar el calostro
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destruye la infectividad del virus, idealmente se debe de alimentar a las terneras solamente con
reemplazador o con leche de vacas seronegativas (Sprecher et al., 1991; Thurmond, 1991).

La variable de no separacion fisica de las vacas con mastitis resulté con un mayor
porcentaje de seropositividad y riesgo. La razén es, que dependiendo del grado de mastitis la
leche inclusive puede contener sangre, lo cual aumenta el nimero de linfocitos infectados en la
leche, los cuales pueden ser transmitidos a otros animales por contacto fisico (Mora, 1997). Una
practica de manejo que se recomienda para disminuir la transmision del VLVB, es aislar las
vacas infectadas con el VLVB con infecciones exudativas, en especial cuando esta condicién
puede resultar en exposicion a otras vacas, sobre todo vacas con mastitis (DiGiacomo, 1992).

La transmision del VLVB por medio de vectores no resultd ser significativa, ésto
concuerda con lo reportado en la literatura, donde los contagios por insectos hemat6fagos se han
demostrado posibles en el terreno experimental, pero no en condiciones naturales o son de poca
importancia (Johnson y Kaneene, 1991b).

Se determind un alto porcentaje de fincas y animales positivos al VLVB en la poblacién
bovina lechera de Costa Rica. Esta situacion actual se pudo asociar positivamente a incorrectas

medidas de manejo en las fincas y desconocimiento de la enfermedad y su forma de transmision.
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CONCLUSIONES

>

>

Se determino una seroprevalencia de la LBE del 41,0% a nivel de animales.

Se determino una prevalencia de la LBE del 97,4% a nivel de hatos lecheros.

Se determinaron seroprevalencias de la LBE desde 0,0% hasta 90,7% a nivel de
fincas lecheras especializadas.

Se determind una alta seroprevalencia de la LBE y riesgo en la raza Holstein en
contraste con las demas razas lecheras analizadas.

Se determind que la seroprevalencia de la LBE vy el riesgo aumenta conforme
aumenta el nimero de lactancias de las vacas.

Se determinaron que los factores de riesgo asociados a la positividad del VLVB
fueron: la no desinfeccion del equipo de identificacion, el no utilizar un guante y
aguja individual, el no utilizar Unicamente LA, el comprar animales a otras
fincas, el no calentar el calostro, el no utilizar reemplazador y el no separar

fisicamente las vacas con mastitis.
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RECOMENDACIONES

1. Utilizar medidas de manejo correctas (aguja y guante por animal, desinfeccion del
equipo de identificacion, etc.) para disminuir la incidencia de la LBE en las fincas.

2. Manejar adecuadamente los animales jovenes, para asi evitar su infeccion con el VLVB
y tener reemplazos seronegativos al VLVB.

3. Realizar examenes seroldgicos a los toros que se van a utilizan en MN.

4. Realizar examenes serologicos a los animales que se van a comprar.

5. Realizar examenes serologicos a todos los animales mayores de seis meses e ir
descartando paulatinamente los animales positivos al VLVB.

6. Educar e informar a los productores acerca de la transmision de la LBE mediante charlas
informativas y asi reducir su transmision en los hatos lecheros.

7. Recomendar a los productores empezar con un programa voluntario de control y
erradicacion de la LBE para mejorar el estado sanitario de su hato.

8. Poner en vigencia un reglamento para el control y erradicaciéon de la LBE en todos los
hatos lecheros de Costa Rica.

9. Realizar estudios sobre la importancia de bovinos positivos con LP como principales

diseminadores de la enfermedad.
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ANEXOS
ANEXO 1
Encuesta realizada a los productores.

ENCUESTA RELACIONADA AL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA

Informacién de la finca.

1. Nombre del asociado:

2. Nombre de la finca:

3. Localizacion de la finca:

Provincia Cantdn Distrito
4. ;Cudl es la altitud de la finca? msnm.
5. ¢Cual es el nimero total de animales en la finca?
6
7

. ¢ Cuéntos son animales mayores de seis meses?
. ¢ Que clases de razas son las que manejan en la finca?
(a) Holstein
(b) Jersey
(c) Otra:
. ¢ Cada cuanto son las visitas del veterinario a su finca?
9. ¢Cuenta la finca con un area de cuarentena?
(a) Si
(b) No
10.Utilizan el programa VAMPP Bovino en la finca:
(@) Si
(b) No

[}

Conocimiento acerca de leucosis.
11. ;Conocia o habia oido acerca del virus de la Leucosis Bovina?
(@) Si
(b) No
12. Ha realizado examenes a sus animales para determinar la presencia del virus (VLVB)
en el hato: (a) Si ¢Porqué?
(b) No ¢Porqué?
13. La condicion de seropositividad es razon para descarte de los animales:
(@) Si
(b) No
14. ; Cuales medidas de control se practican en su finca en relacion al VLVB?
(a) Descarte
(b) Separacion.
(c) Manejo
(d) Otro:
15. ¢Ha sido consciente usted o su veterinario de animales que presenten abultamientos
anormales en la finca?
(a) Si — ;Cuantos?
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(b) No

16. Ha tenido casos en la finca de animales que presenten tumores diagnosticados:
(a) Si — ;Cuantos?
(b) No

Reproduccion.
17. Para la reproduccion utilizan inseminacion artificial o monta natural:
@ LA
(b) Monta natural
18. En monta natural los toros son propios o son prestados de otra finca:
(a) Propios
(b) Otra finca
19. Si es propio, lo prestan a otras fincas:
(@) Si
(b) No
20. Los toros utilizados en monta natural tienen examenes del VLVB:
(a) Si —¢Hace cuanto se le realizo la prueba?
(b) No
21. ;Con qué frecuencia se palpan las vacas en la finca?
22. A la hora de la palpacion usa un guante diferente para cada animal:
(a) Si
(b) No
23. Si hay sangrado durante la palpacion:
(a) Utiliza otro guante
(b) Lava el guante
(c) No le toma importancia y sigue con el mismo guante.

Manejo de terneras
24. ¢ Cuanto tiempo pasan las terneras recién nacidas con sus madres tomando calostro?
(@) 0 horas
(b) 0-12 horas
(c) 12-24 horas
(d) 24-48 horas
(e) 48 horas 0 mas.
25. Calientan o pasteurizan el calostro antes de darlo a las terneras:
(@) No
(b) Si — ;Durante cuanto tiempo?
26. Las terneras reciben reemplazador:
(@) Si
(b) Aveces
(b) No
27. La leche de vacas mastiticas se utiliza en la cria de terneras:
(@) Si
(b) No
(c) Aveces
* — ¢ Calientan la leche antes de darla a las terneras? Si 0 No




28. Para la identificacién de los animales en la finca utilizan:
(a) Tatuaje
(b) Arete
(c) Otro:

— Desinfectan el equipo entre cada ternera: Si 0 No
29. Practican el descorne en la finca:

(a) Si

(b) No
30. ¢ Cuédl es el sistema de descorne que utilizan?

(a) Pasta

(b) Cirugia

(c) Eléctrico

(d) Otro:

Manejo de los animales
31. A la hora de usar equipo quirargico, se hace desinfeccion entre cada animal:
(@) Si
(b) No
(c) Aveces
32. A la hora de usar inyectables, utiliza una aguja diferente para cada animal:
(@) Si
(b) No
(c) Aveces
33. El reemplazo de animales se realiza solamente con animales propios:
(@) Si
(b) No
33.a) Estos animales de reemplazo tienen examenes de VLVB:
(a) Si — ¢Hace cuanto?
(b) No
34. ;Compran animales a otras fincas?
(@) Si
(b) No
34. a) Estos animales comprados tienen examenes de VLVB:
(a) Si — ;Hace cuanto?
(b) No
35. ¢ Cudl es el promedio de vida de los animales? anos

Manejo de vectores.

36. Hay murcielagos hematofagos en la zona donde se encuentra la finca:
(@) Si
(b) No

37. Existen tbanos y si es asi practican medidas de control en cuanto a los tdbanos:

(@) No
(b) Si — (Cuales?
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Historia clinica de la finca
38. ¢ Cada cuanto realizan pruebas para la deteccion de mastitis en la finca?
(a) Cada mes
(b) Cada dos meses
(c) Otro:
39. Las vacas con mastitis se separan del hato y se tratan inmediatamente:
(a) Si
(b) No
(c) Aveces
40. Las vacas con mastitis se ordefian de ultimo:
(a) Si
(b) No
(c) Aveces

Comentarios:
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ANEXO #2

Universidad Nacional de Costa Rica.
Facultad de Ciencias de la Salud.
Escuela de Medicina Veterinaria.

PROYECTO DE INVESTIGACION SOBRE

LEUCOSIS VIRAL BOVINA

Consejos Practicos para evitar la transmisién en su hato.

Recordar que la transmision es principalmente iatrogénica (causada por el ser humano).

Realizar periodicos analisis de sangre y pruebas de diagndstico cada afio para detectar el virus, ésto a
partir de los seis meses de edad de los animales.

Tratar de mantener un hato cerrado; en caso de introducir animales nuevos realizar exdmenes
serolégicos (minimo 2 exdmenes negativos en un intervalo de un mes).

Esterilizar el material quirdrgico, espéculos, pipetas y otros elementos luego de cada intervencion.
Utilizar un método de descorne que impida el contacto con la sangre del animal altamente contaminada.
Utilizar una aguja por animal a la hora de usar inyectables.

Para cada vaca usar un guante para el tacto rectal.

En caso de ordefiar, palpar, despalmar, hacerlo primero en vacas seronegativas y luego seropositivas.
Idealmente separar los animales que padezcan de bronconeumonia o afecciones que presenten
secreciones.

Evitar usar leche de vacas seropositivas 0 con mastitis para la crianza artificial de terneros (de no existir
otra alternativa pasteurizarla).

Si no es viable la creacion del banco de calostro, los teneros hijos de vacas positivas mamaran una sola
vez en cantidad suficiente en las primeras 6 horas de vida para garantizar la inmunidad que transfiere el
calostro, sin la cual no es viable su crianza.

No usar vacas seropositivas como vacas amas.

Intensificar el uso de la inseminacidn artificial con semen negativo o0 sino mantener un toro seronegativo
dentro del hato.

No usar vacas seropositivas como recipientes durante la transferencia embrionaria.

Mantener la higiene del aparto durante la época de partos.

Para cualquier informacidn, por favor comunicarse a los siguientes nimeros telefénicos:

562-4508 (UNA)
830-5964 (Gabriela Beita)



ANEXO #3

Cuadro 9. Seroprevalencia del VLVB en 76 fincas lecheras especializadas en Costa Rica.

FINCA POSITIVOS ANIMALES PREVALENCIA
10 36 212 16,98%
13 59 102 57,84%
19 67 172 38,95%
36 55 82 67,07%
37 37 50 74,00%
42 0 98 0,00%
48 93 149 62,42%
49 34 95 35,79%
50 47 122 38,52%
51 55 145 37,93%
52 10 55 18,18%
53 59 91 64,84%
54 16 36 44,44%
55 14 21 66,67%
56 15 42 35,71%
57 30 58 51,72%
68 93 141 65,96%
71 51 101 50,50%
74 15 26 57,69%
76 8 30 26,67%
77 20 40 50,00%
79 58 146 39,73%
80 14 34 41,18%
81 70 103 67,96%
82 136 198 68,69%

110010 36 151 23,84%

190008 105 216 48,61%

260002 1 63 1,59%

260007 99 131 75,57%

260023 26 208 12,50%

260102 8 149 5,37%

260106 41 88 46,59%

410001 0 248 0,00%

460001 27 115 23,48%

480003 114 155 73,55%

540001 167 255 65,49%

540004 112 125 89,60%

540005 74 90 82,22%
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Cuadro 9. Seroprevalencia del VLVB en 76 fincas lecheras especializadas en Costa Rica
(continuacién).

FINCA POSITIVOS ANIMALES PREVALENCIA
620001 5 218 2,29%
650001 86 117 73,50%
660001 11 106 10,38%
660002 28 107 26,17%
660003 4 96 4,17%
760075 23 77 29,87%
780001 53 93 56,99%
1100001 62 178 34,83%
1130001 34 121 28,10%
1170004 48 69 69,57%
1170026 58 125 46,40%
1290002 68 342 19,88%
1490003 105 171 61,40%
1570001 23 119 19,33%
1630001 52 67 77,61%
1700002 9 26 34,62%
1700003 57 253 22,53%
1700051 92 121 76,03%
1700113 6 18 33,33%
1700117 77 207 37,20%
1700120 57 115 49,57%
1770001 42 108 38,89%
1880009 21 45 46,67%
1890002 2 152 1,32%
1890004 5 100 5,00%
1910012 40 58 68,97%
1910034 15 49 30,61%
1930119 25 46 54,35%
1940029 82 131 62,60%
1960001 64 96 66,67%
1960004 25 39 64,10%
1960005 13 54 24,07%
1960006 34 70 48,57%
1960108 39 43 90,70%
2030001 56 101 55,45%
2300001 104 173 60,12%
2420001 30 90 33,33%
2450004 39 74 52,70%
TOTAL 3496 8518 41,04%
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