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INTRODUCCIO

Laleucosi bovina és un conjunt de malalties en qué es presenta una pro-
liferaci6 tumoral del teixit leucopoietic.

Laleucosi enzootica bovina és la que té més importancia epidemiologi-
caiecondmica; és produida pel virus de la leucosi bovina (VLB) 1 és objecte
actualment de nombrosos treballs d’investigaci6 en els paisos més avangats
d’entre els que en pateixen les conseqiiéncies (Alemanya, Bélgica, Estats
Units, Franga, Jap6). Aquest esforg esti justificat per les pérdues economi-
ques que suposa i pel perill potencial que la seva possible expansié represen-
ta.

Aquesta malaltia, juntament amb la tuberculosi, la brucel-losi, la glos-
sopeda, la rabia i la pesta porquina classica, té un interés prioritari a la
C.E.E.,, i tots els paisos que la intégren tenen un programa de lluita més o
menys intens (207). A causa de la nostra recent entrada ala Comunitat Eco-
nomica Europea, cal tenir molt en compte aquesta malaltia, ja que tard o
d’hora els altres paisos pressionaran per a I’establiment a Espanya d’un pro-
grama de lluita i control.

Bé que fins fa poc laleucosi era practicament ignorada en el nostre pais,
darrerament hom li esta concedint molta importincia, tant al nivell cienti-
fic, amb la publicacié de diversos treballs (6, 38, 71, 73, 152), com al nivell
politic amb P’establiment de certes mesures de control.

Al nivell politic, algunes comunitats autdnomes, entre elles la catalana
(vegeu 'annex I) dictaren durant el 1985 una série de mesures encaminadesa
controlar i a erradicar aquesta malaltia. Posteriorment, el mes de marg de
1986, es dictd una ordre d’abast estatal sobre campanyes de sanejament, en
la qual s’inclou la leucosi com a malatia a erradicar.

Nogensmenys, no havia estat dut a terme cap estudi en relacié a la si-
tuacié d’aquesta malaltia al nostre pais. El present treball constitueix doncs
una contribuci6 a I'estudi de les caracteristiques de la leucosi bovina, sobre-
tot en els seus aspectes epidemiologics, i alhora una valoracié de la seva im-
portancia actual a Catalunya, a través d’una investigacié del nivell d’infeccié
al Principat, necessari per a I’estudi i P’aplicacié d’un programa de lluita i
control de la malaltia que sigui realista i tingui possibilitats d’exit.






II

LES LEUCOSIS DELS ANIMALS

Les leucosis sén un conjunt de malalties neoplastiques produides per

una multiplicacié anormal de cél-lules limfatiques o hematopoittiques i que

s’han descrit en diverses espécies animals i en I’home. En ocasions es fa ser-

vir, sobretot per autors de llengua anglesa, el terme de “leucémia” com a si-

nodnim de leucosi, bé que aquest darrer terme esta molt més difos en la no-
menclatura veterinaria.

Les leucosis es poden dividir en les derivades dels teixits limfatics (leu-
cosis limfoides, limfomes, limfosarcomes) 1 les derivades de teixits hemato-
poiétics (leucosis mieloides, leucosis mieloproliferatives). En els animals
domaéstics les leucosis limfoides sén molt més freqiients que les mieloides i
seran doncs les que discutirem en aquest capitol.

Les leucosis limfoides sén tumors dels més freqiients a totes les espé-
cies domestiques. Malgrat aquesta relativa freqiiéncia de presentacid, enca-
ra desconeixem nombrosos aspectes d’aquests tumors.

Les leucosis de la gallina, del ratoli, del gat, de la vaca1d’algunes espé-
cies de primats s6n d’etiologia virica, en concret degudes al virus de la subfa-
milia Oncovirinae (inclosa a la familia Retroviridae). La malaltia de Marek,
una leucosi de les gallines, estd provocada per un Herpesvirus. La resta de
les leucosis limfoides dels animals domeéstics (gos, porc, ovella) sén d’etio-
logia desconeguda.

En relaci6 a llur presentacié clinica, les leucosis limfoides dels animals
domaéstics es poden agrupar en quatre formes cliniques diferents, que sén
les segiientes:

a) Forma multicéntrica. S’afecten la gran majoria de ganglis limfatics, la
melsa o els drgans no limfitics (per ex., fetge, ronyd, budell).

b) Forma timica. El timus és el princial, i en ocasions, I’inic drgan afec-
tat.

c) Forma digestiva. Les lesions predominants es localitzen en el tracte
gastrointestinal i en els ganglis mesentérics.

d) Formes extranodals o atipiques. Aquesta forma es caracteritza per
I’afeccié d’6rgans no limfatics, com la pell, el quall o el cor.

A part d’aquestes generalitats, les leucosis tenen caracteristiques dife-
rents en les diverses espécies. La leucosi limfatica del gos és un dels tumors
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més freqilents d’aquesta espécie. Es de causa desconeguda, bé que es sospita
la participacié d’algun virus en I’etiologia. Acostuma a presentar-se en ani-
mals de 5 a 11 anys d’edat; generalment el procés presenta la forma multi-
ceéntrica, i en ocasions amb un increment notable del nombre de limfocits
circulants. El diagndstic sempre és fatal, i la mort es produeix en un temps
de 6 2 12 mesos.

En el gat la leucosi limfoide és el tumor que s’observa més sovint.
L’etiologia d’aquest procés és virica, essent-ne el responsable un Retrovi-
rus. La forma clinica usual és la digestiva i en menor freqiiéncia la timica. El
limfosarcoma del gat sol presentar-se en animals joves (de menys de 5 anys) i
també acaba, en un breu periode de temps, amb la mort de ’animal.

En el cavall i Povella la leucosi limfoide és un tumor poc corrent,
d’etiologia desconeguda i presentacié multicéntrica.

En el porc les leucosis limfoides es presenten més freqlientment que en
les espécies anteriors, bé que les caracteristiques del procés s6n semblants.

Les aus doméstiques poden patir diversos tipus de leucosi; les més fre-
quents i importants son la malaltia de Marek i el complex leucosi-sarcoma.
La primera d’elles és produida, com ja hem dit, per un Herpesvirtus, i nor-
malment es presenta amb la forma extranodal. El complex leucosi-sarcoma
és produit per un Retrovirus; normalment s’afecta la bossa de Fabrici i tam-
bé altres 6rgans. Aquest virus també pot provocar, bé que amb menor fre-
quiéncia, leucosi dels teixits hematopoiétics i sarcomes.
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LA LEUCOSI BOVINA

La leucosi bovina és un conjunt de malalties caracteritzades per la pro-
liferacié tumoral del teixit leucopoiétic, és a dir, els centres productors de
les cél-lules blanques de la sang (ndduls limfatics, melsa, medul-la dssia i
eventualment altres drgans). Sovint s’acompanya d’un augment en el tor-
rent circulatori de les céllules afectades més o menys madures. Cal diferen-
ciar una leucosi de presentacié enzodtica amb diferents casos en els ramats
afectats, i una altra de tipus esporadic.

Adoptarem la terminologia proposada per Ferrer (52) i Theilen i Made-
well (200), en qué hom reserva els noms de leucosi i leucémia a les prolifera-
cions malignes del teixit limforeticular, sense incloure-hi per tant la limfoci-
tosi persistent ni la simple infeccié pel virus de la leucosi bovina.

Aquesta malaltia també és coneguda amb els noms de leucémia bovina,
leucosi limfitica bovina, limfosarcomatosi 1 limfosarcoma bovi.

Fent un breu repis historic, trobem que la primera descripcié de leuce-

. mia fou realitzada en I’home I’any 1845 per Virchow i per Bennet. Uns anys
més tard (1874), Bollinger escriu un treball sobre la “leucémia bovina” a
Alemanya.

El terme de leucosi fou proposat el 1934 per Dobberstein. Gotze i

col-laboradors, I’any 1954 (80), descobriren que la malaltia consta de dues
ases: una de caracteritzada exclusivament per un augment del nombre de
limfocits i I’altra de tipus tumoral.

Bendixen establi nou anys més tard les caracteristiques epidemiologi-
ques de lamalaltia, tot diferenciant la leucosi enzodtica de la leucosi espora-
dica que agrupa les formes juvenil, timica, cutiniaiuna formaadultade pre-
sentacid no enzootica.

El descobriment dels Oncornavirus de tipus C com a agents etiologics
d’algunes leuceémies en altres espécies animals féu pensar en el possible pa-
per d’un virus semblant com a causant de la leucosi bovina. Fou I’any 1969
quan Miller i col. (144) observaren la preséncia regular del virus en cultiu de
limfocits d’animals afectats de leucosi o de limfocitosi persistent. Aquest
descobriment inauguri un nou periode en les investigacions d’aquesta ma-
laltia, que ha repercutit d’una manera molt acusada en els sistemes de diag-
nostic i de lluita.
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II1.1. LES FORMES ESPORADIQUES DE LEUCOSI

Les formes esporadiques de limfosarcoma sén de presentacié rara i
comprenen tres tipus clinicament i patologicament ben definits: la leucosi
juvenil, la timica i la cutania (fig. 1). Aquests tipus de leucosi no tenen cap
relacié epizootioldgica amb I’existéncia de leucosi enzodtica. Llur etiologia
és encara avui fosca, bé que es descarta que estiguin produides pel virus de la
leucosi bovina, ja que tots els intents que s’han fet per a aillar el VLB o els
seus anticossos en animals amb algun tipus de leucosi esporadica han estat
infructuosos (24, 34, 43, 71, 111, 125, 161, 172).

1. Leucosi juvenil

Afecta els vedells de menys de sis mesos d’edat, ocasionalment els ani-
mals acabats de néixer, 1 és més freqiient en les races de llet que en les d’apti-
tud carnica (29).

Es caracteritza per una tumoracié simétrica i generalitzada de tots els
ganglis limfitics externsiinterns, que presenten una grandaria de 3 a 8 vega-
des superior a la normal (71). Normalment també hi ha una infiltracié de la
medul-la dssia i dels organs interns. El fetge i la melsa estan afectats més so-
vint que en els animals adults.

Les céllules neoplistiques d’aquest tipus de leucosi, aixi com de la leu-
cosi timica, presenten unes caracteristiques citoquimiques i enzimatiques
similars, que suggereixen que s’han originat a partir dels limfocits T (228).

Possiblement el procés comenga ja en la vida intrauterina, ja que els
animals bessons solen estar afectats de manera igual (193). Diversos intents
de transmetre experimentalment aquesta malaltia han tingut resultats con-
tradictoris.

Fig. 1. Formes juvenil, timica i adulta de leucosi bovina (Theilen i Madewell, 1979).
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El quadre leucocitari és leucémic en aproximadament el 50% dels casos
1 mostra predominantment cél-lules immadures (194); també es pot presen-
tar anémia hipoplistica, deguda a I’afeccié de la medul'la 6ssia; tanmateix,
en molts casos el quadre hemitic resta invariable.

La simptomatologia clinica depén dels drgans que sén afectats primer i
és molt variable. La palpacié ens mostra uns ganglis limfitics de consistén-
cia ferma, llisos, mobils i indolors (100).

2. Leucos: timica

Se sol presentar entre els sis mesos i els dos anys d’edat i es caracteritza
per la proliferacié infiltrant de cél-lules de tipus limfoide del timus cervical 1
toracic. Els ganglis limfitics estan afectats d’'una manera irregular, a vegades
hi ha limfocitosi, perd a diferéncia de la leucosi juvenil, no presenta afeccié
de la medulla dssia (200).

El percentatge de limfocits T esti fortament augmentat, fet que fa pen-
sar que aquestes son les cél-lules originaries de les tumorals, a diferéncia de
la leucosi enzodtica, en qué les cél-lules tumorals deriven dels limfocits B
(109).

Els simptomes sén els d’una compressié al nivell del coll: dispnea, res-
piracié rapida, distensié de la jugular, sorolls cardiacs esmorteits, edema de
papada i en molts casos timpanisme i dificultats de deglucié (100).

Es possible que es produeixi I’afeccié d’altres 6rgans per via metastisi-
ca, la qual cosa condicionari el quadre simptomatic i el curs de la malaltia
(74).

El diagnostic diferencial s’ha de fer amb la pericarditis traumatica, els
abscessos en la zona i la amiloidosi (aquesta presenta també proteiniria i
baixa densitat de ’orina).

3. Leucosi cutania

Es una altra forma de leucosi esporidica, molt més rara que les ante-
riors. Es presenta en animals adults (193, 194, 200), bé que es pot donar en
animals més joves, i fins i tot algun autor les considera més propies d’aquest
tipus d’animals (100).

L’etiologia de la leucosi cutinia resta indeterminada. Lange i col. (111)
han observat al microscopi electronic particules viriques semblants a les del
tipus C, perd sense relacié genética ni serologica amb el VLB. Els autors
conclouen que s’han de fer altres estudis per a establir la importincia
d’aquest virus en I’etiologia de la leucosi cutinia.
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El quadre clinic es caracteritza per I’aparicié per tot el cos d’alteracions
dela pell, inicialment de tipus urticariforme, que creixen fins a poder tenir la
mida d’una ma. Son zones alopéciques i que presenten sovint hemorrigies
degudes a irritacions mecaniques. Juntament amb aquestes lesions de la pell
es presenta tumoracid d’un o més ndduls limfatics i/o drgans.

Les alteracions cutinies poden desaparéixer temporalment, perd en un
periode variable entre alguns mesos i dos o tres anys reapareixen. El quadre
sanguini és leucémic en un terg dels casos.

El diagnostic diferencial es fara amb la dermatofilosi (per analisi mi-
croscopica de la pell), la urticiria i amb els mastocitomes i papilomatosi.

4. Altres formes
Alguns autors han citat altres formes de leucosi com la leucosi espori-

dica monocitoidal o la leucosi esporadica de mastocits (193), pero llur pre-
sentacié és excepcional.
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LA LEUCOSI ENZOOTICA BOVINA.
CARACTERISTIQUES GENERALS

La leucosi enzodtica bovina (LEB o EBL en la literatura anglosaxona)
és una malaltia neoplastica maligna del teixit reticuloendotelial, que afecta
animals d’ambdés sexes i de totes les races, especialment les d’aptitud llete-
ra. La malaltia té dos estadis: un de limfocitosi persistent, en el qual els ani-
mals estan clinicament sans, i I’altre, a vegades posterior a aquest, de limfo-
sarcoma o leucosi propiament dita amb manifestacions cliniques i patologi-
ques variables. L’agent etiologic és el virus de la leucosi bovina (VLB), un
virus ARN de la familia Retroviridae. El periode d’incubacié és llarg (entre
200 dies i 7 anys). La transmissié de la malaltia és horitzontal, bé que també
és possible la transmissié vertical.

IV.1. EnioLoGia

Durant molt de temps I’etiologia de la leucosi bovina fou una incogni-
ta. Wiesner (226) resumeix les teories existents fa uns anys: un possible
agent infeccids, factors ambientals (grandiria de I’explotacié, clima, ali-
mentacid, substincies carcinogenétiques) i possibles factors genétics.

L’any 1964 s’observaren unes particules viriques en la llet concentrada
d’animals de ramats amb casos de leucosi, particules que no pogueren ésser
detectades en mostres de llet d’animals pertanyents a ramats lliures de la ma-
laltia (45).

Altres autors feren observacions semblants, i finalment Miller i col.
(144) aconsegueixen aillar el virus en cultius de limfocits preparats a partir
de vaques amb limfosarcoma, vaques pertanyents a ramats amb casos de
leucosi i animals inoculats experimentalment. Les particules descobertes
eren similars als virus de tipus C productors de leucémia en altres espécies.

L’any 1976 hom reconeix oficialment que el VLB és essencial en I’etio-
logia de la leucosi enzodtica bovina (91).
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1. Classificacié del virus

Els virus amb propietats oncogeéniques poden ésser virus DNA (malal-
tia de Marek i limfomes malignes en ocells i primats) i virus RNA;
d’aquests, només els oncornavirus tenen propietats oncogéniques (produc-
tors del complex leucémia-sarcoma en ocells, rates, gats, vaques 1 alguns
primats) (200).

Els retrovirus amb poder cancerés reben el nom d’oncornavirus (sub-
familia Oncovirinae), que a la vegada es poden diferenciar en tres tipus (ve-
geu el quadre I).

Quadre 1. Classificacié del virus (segons Rolle 1 Mayr, 183)

Familia Retroviridae
Subfamilies: Oncovirinae
Lentivirinae: Virus Visna-Maedi
Virus de [’artritis encefalitis de la cabra
Spumavirinae: Virus sincitics
No classificats: Anémia infecciosa equina

Oncovirinae. Geéneres:
® Oncovirus B — Productors d’adenocarcinomes
¢ Oncovirus C — Subgéneres
x Aviaris
- reticuloendoteliosi aviaria
~ complex leucosi-sarcoma
x Reptils: sarcoma de I’escurgd
x Mamifers:
— Leucosi felina, bovina
— Complex leucémia-sarcoma del ratoli, de
les mones.

Després de dur a terme experiéncies d’hibridacié molecular, encamina-
des a detectar seqliencies del genoma del VLB en altres espécies amb resultat
negatiu, hom arriba a la conclusié que el VLB no esti fortament relacionat
amb una série de virus tipus C provats (33). Tampoc no s’han trobat rela-
cions antigéniques amb altres oncornavirus (43, 56), de manera que hom
pot considerar el VLB inclds en un grup propi dins la familia Retroviridae
(153).
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2. Propietats del VLB

En relacié a la morfologia, les particules viriques productores de la leu-
cosi bovina sén gairebé esferiques, amb un nucléol opac als electrons 1 pos-
siblement d’estructura helicoidal, col-locat en el centre del virus i rodejat per
un embolcall de doble membrana (43, 144), en alguns casos s’ha detectat la
preséncia de petites espxcules que es projecten de la superficie del viurs. Al-
guns autors citen ’existéncia d’'una membrana intermédia addicional que
cobreix el nucléol (153).

El virus mesura entre 85 1 120 nm de diimetre, i el nucléol uns 75-85
nm.

Els oncornavirus tenen un coeficient de sedimentacié de 600 - 700 S i
llur densitat en gradient de sacarosa és de 1,15-1,18 g/ml (52, 116).

Quimicament, el virid esta compost d’un 60% de proteina, 35% de li-
pids, 2,2% d’acids nucleics (dels quals el 0,04% és DNA)iun 0,5% d’hi-
drats de carboni (153).

El VLB conté una cadena simple d’ARN amb una constant de sedi-
mentaci6 de 60-70 S, i una ADN-polimerasa ARN-dependent o transcrip-
tasa reversa com els altres oncornavirus, bé que la del VLB té la propietat de
mantenir una activitat maxima en preséncia d’ions Mg** (153). La inhibicié
de P’activitat d’aquest enzim es pot utilitzar com a meétode de deteccié del
VLB en sobrenedants de cultius cel-lulars.

S’han identificat diverses estructures proteiques en el virié (14, 82, 116,
145, 154), les més importants de les quals sén dues proteines amb propietats
antigéniques lap-241lagp-69. Altres estructures d’interés que s’han trobat
en el VLB s6n la p-65 (diferent de la gp-69) i la p-15.

El virus de la leucosi bovina és inactivat rapxdament per solvents lipi-
dics (éter, cloroform...) a causa de la composicié del seu embolcall. Segons
Lucas i Roberts (118) la pasteuritzacié inactiva el virus. La particula viricaes
destrueix en poques hores a temperatura ambient si esta fora de cél-lules vi-
ves (200); la temperatura de 56° C durant 30 minuts destrueix la infectivitat,
sense afectar els anticossos neutralitzants (52). Els raigs UV I’inactiven en 30
minuts, ’hidroxid sédic al 0,5% necessita també mitja hora, mentre que el
formol al 0,05% ia 37° C ’inactiva en 8 hores (5).

Bé que el VLB té moltes propietats morfoldgiques, bioldgiques i biofi-
siques en comud amb virus leucémics d’altres espécies, les seves propietats
antigéniques son diferents, ja que els antigens coneguts sén immunologica-
ment diferents de proteines anilogues d’altres oncornavirus (52).

La primera estructura amb propietats antigéniques que hom obtingué
fou la proteina interna del virid, detectada per immunofluorescéncia en pre-



20 CONTRIBUCIO A L’ESTUD! DE LA LEUCOSI BOVINA

paracions de virus tractades amb &ter (140). Aquesta proteina té un pes mo-
lecular de 24.000-25.000 daltons 1 hom la designa com a p (pohpeptld) 240
p-25.

L’altra estructura antigénica important és una glicoproteina sensible a
I’éter 1 que esta situada en la paret externa del virié, concretament en les pro-
minéncies que aquesta presenta (200). El seu pes molecular és de 51.000-
70.000 i normalment hom la designa com a gp-51 o gp-69.

També s’ha aillat una estructura proteica anomenada p-15, d’un pes
molecular de 14.800 daltons i contra la qual s’han detectat anticossos preci-
pitants en animals infectats amb el VLB (153). Finalment unaaltrapy *-*~a
d’un pes de 65.000 i éter resistent (per tant diferent de la gp-69) fou desco
berta per Gupta i Ferrer (82). Aquesta proteina té determinats antigénics
comuns amb les proteines p-15 i p-25, o sia que podria ésser-ne un pre-
cursor.

D’aquests antigens el més important pel seu valor diagnostic és la glico-
proteina, ja que la taxa d’anticossos en animals infectats és més alta que I’ob-
tinguda amb la p-24.

En relacié ala produccié de particules viriques en cultius cel'lulars, s’ha
vist que els cultius de limfocits bovins no s6n un substrat gaire interessant,
ja que produeixen una quantitat baixa de virus, per curt espai de temps iamb
excessives restes cel-lulars. S’utilitzen en canvi diverses linies cel-lulars en
queé el VLB es replica de manera abundant i constant. Les linies més empra-
des s6n les de rony6 de fetus ovi (FLK-fetal-lamb-kidney), la de melsa de
fetus ovi (FLS) i una a base de cél-lules de pulmé de rat penat (Tb 1 Lu).
Aquesta ultima esta lliure de contaminants, mentre que les altres poden es-
tar contaminades amb el virus del BVD (52). També s’han emprat altres ti-
pus de céllules en qué el virus es multiplica més lentament (cél-lules de bovi,
ovi, cabra, gos, primats i home) (153).

La infeccié d’un cultiu no produeix efecte citopatic del cultiu, peré pot
produir en determinats cultius (c&llules de gat infectades amb el virus del
sarcoma CC 81, cél-lules de pulmé d’embrié huma...) un efecte de formacié
de sincitis, efecte en el qual es basa un dels métodes de diagnostic directe.

Per passades rapides en cultius no s’aconsegueix una variacié en la viru-
léncia del virus, perd si una disminucié del temps d’incubacié.

Segons la relacié genética amb I’hoste, els oncornavirus han estat classifi-
cats en dos grups: els enddgens i els exogens. Els virus enddgens sén aquells
els genomes dels quals s’inclouen en ’ADN de les cél-lules somatiques o
germinals i es divideixen amb aquestes, de manera que es poden transmetre
de pares a fills. La formacié del virié6 complet es pot produir espontania-
ment o per induccid. En els virus exdgens, per contra, no es produeix la in-
tegracié del genoma en la cél-lula i per tant aquests virus no es poden trans-
metre per la mitosi ni per la meiosi (o sia que no pot haver-hi transmissié de
pares a fills per via germinal).
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Callahan i col. (33), utilitzant técniques d’hibridacié d’acids nucleics,
arribaren a la conclusié que el VLB és un virus exogen, fet que ja se sospitava
en base a les investigacions epidemioldgiques.

IV.2. RELACIO ENTREEL VLBI L’HOSTE

1. Relacié entre el VLB i la leucosi

Laleucosi bovina1ilainfeccié pel VLB no sén sinonims, siné que aque-
lla, aixi com la limfocitosi persistent, son respostes poc freqiients a la infec-
cid virica.

Per tant una part dels animals clinicament i hematologicament sans
d’un ramat sén portadors del virus; segons Venker i Rossler (219) i Ferrer i
col. (60) aquests animals representen entre el 28 1 el 33% dels animals hema-
tologicament normals pertanyents a un ramat amb casos de leucosi (aquests
valors s6n perd molt variables segons els ramats). D’altra part, no tots els
animals que presenten limfosarcomes estan afectats de limfocitosi: de 20 ca-
sos amb lesions histopatoldgiques examinats per Chander (34), només 15
foren positius hematologicament, 4 foren dubtosos 1 un negatiu.

Els treballs realitzats per Ferrer i col. (60) mostren que només un 29%
dels animals infectats presenten limfocitosi persistent, i la limfomatosi enca-
ra és més rara, ja que el nombre d’animals positius amb tumors és menor al
5% altres autors donen percentatges encara més baixos, inferiors al 3%
(100) 1 fins del 0,85% (165).

D’altra banda, més del 90% dels animals amb LP 0 amb tumors presen-
ten anticossos fluorescents contra el VLB (57). Es possible que els animals
restants representin una baixa temporal d’anticossos, o que la técnica utilit-
zada no tingui prou sensibilitat. A la figura 2 s’han representat esquematica-
ment aquests percentatges.

Limtfocitosi
persistent

5% (34)
93 7 10-30
% (57) 29% (183‘)% 85% (51)
(60)
90% (57)
Infeccié Limfosarcoma
< 5% (60); < 3% (100);
0,85% (165)

Fig. 2. Relacions entre VLB, LP ileucosi. Les fletxes indiquen la probabilitat que es presentila
patologia.



22 CONTRIBUCIO A L’ESTUDI DE LA LEUCOSI BOVINA

Sense excloure que altres factors (dosis diferents de virus, stress, de-
pressié 1mmunolog1ca, ...) puguin fer evolucionar els animals infectats cap a
la presentacié de LP o de leucosi, s’ha comprovat que els factors genétics hi
tenen un paper important. Hofirek (86) observa que la LP es presenta més
sovint en vaques filles d’altres que també sofreixen limfocitosi persistent 1
que en la descendéncia d’un determinat brau la incidéncia de la LP fou més
elevada que a la resta del ramat (36% 1 15,3% respectivament). En un altre
treball es comparen vedells descendents de families i ramats amb alta inci-
déncia de LP amb altres descendents d’animals amb baixa incidéncia: bé que
I’index d’infeccié és forga semblant (92% 1 82%), la presentacié de LP és
molt més elevada en el primer grup (88% i 21% respectivament) (60). Re-
sultats molt semblants obtenen Ernst 1 Shishkov (46).

L’aparicié de limfosarcomes també esti lligada a una predisposicié ge-
nética: de 73 casos histoldgicament comprovats de leucosi en un ramat amb
alta incidéncia, tots excepte un s’han produit en membres de families ben
definides (52); és per aixo que alguns autors recomanen seleccionar el bes-
tiar bovi de cara a obtener genotips resistents a la leucosi. També sembla que
existeix un efecte genétic sobre la resisténcia a la infeccié, car s’ha observat
una relacié entre la resisténcia al VLB i la freqiiéncia dels al-lels W51 W ,, bé
que la prova s’ha realitzat sobre un nombre massa petit d’animals per a treu-
re’n conclusions definitives (21).

2. Relacié immunologica amb I’hoste

La preséncia del VLB a ’organisme produeix en aquest una reaccié im-
munoldgica amb produccié d’anticossos que reaccionen especificament
amb els antigens p 15, p 24igp69.

L’ apancxo dels primers anticossos després de la infeccié, detectables
per la técnica del RIA, es produeix entre els quinze dies i els 30 dies (172) o,
en algun cas excepcional, al cap d’uns mesos (100). Si s’utilitza ’AGID la
resposta serologica es produeix més tard. Milleri col. (146), després d’infec-
tar experimentalment 17 vaques, observaren que en 9 la seroconversié es
realitza al mateix temps i en la resta I’interval entre la deteccié d’anticossos
amb el RIA i amb I’AGID fou de menys de 10 dies. En altres experiments
realitzats sobre animals infectats naturalment, la diferéncia és més grossa,
entre un i tres mesos en el 50% dels casos (85), o en el 30% dels casos (146);
aixd pot ésser perque en els animals infectats experimentalment la infeccié
es produeix més ripidament, ja que les quantitats de virus administrades sén
més altes que si es tracta d’una infeccié natural.

Els animals infectats presentaran tota la vida anticossos al plasma.
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La resposta immunoldgica dels animals amb LP o amb leucosi és més
elevada que en animals infectats sense cap simptomatologia (57, 106, 219);
la taxa d’anticossos en animals amb LP és normalment més baixa que en va-
ques amb tumors (57), perd vuit o nou vegades més alta que en els portadors
asimptomatics (219); aquestes variacions també s’han observat en altres tu-
mors produits per oncornavirus, 1 podrien estar relacionades amb un aug-
ment de la produccié del virus (219).

Els animals joves poden adquirir una immunitat passiva per la ingestié
de calostre procedent de vaques positives. La taxa d’anticossos dels vedells
mostra una correlacié directa amb el nivell d’anticossos en el serum de llurs
mares (107); segons els mateixos autors la vida mitjana dels anticossos calos-
trals és d’uns 20 dies. Thurmond (203) per la seva banda I’estableix en 27,1
dies.

La taxa d’anticossos va baixant fins a ésser inapreciable per la técnicade
’AGID entre les 6 1 les 22 setmanes (104), entre els 2 i els 6 mesos (amb una
mitjana de 3,8 mesos) (30), i entre 4 1 6 mesos (217). La técnica del RIA, que
és molt més sensible, permet detectar els anticossos durant un periode 2,2
mesos més llarg que amb ’AGID, fins als 4-9 mesos (30). Aquestes dades

s’han de tenir en compte en aplicar técniques seroldgiques en animals
d’aquesta edat, ja que es poden donar resultats falsament positius.

Immunosupressid. El VLB afecta invariablement els limfocits: aixd ha
fet pensar a alguns autors que el virus potinfluir en I'activitat del sistema im-
munitari i provocar una minva de la capacitat de resposta immunologica.
Altres virus leucémics, com per exemple el virus de la leucémia felina, po-
den produir una forta immunosupressié (40).

Ressang i col. (177), després d’una série d’experiéncies en qué compa-
ren bovins indemnes 1 animals infectats clinicament sans, arribaren a la con-
clusi6é que no hi ha cap alteraci6 del sistema immunitari humoral, perd si
de la immunitat cellular, que baixa d’una manera significativa en els ani-
mals infectats. Altres autors no han trobat variacions significatives en el
titol d’anticossos normals, d’immunoglobulines G i M ni d’heterohema-
glutinines entre els animals infectats i no infectats (110).

S’ha estudiat també la possible relacié entre mastitis i infeccié pel VLB,
sense resultats significatius, o sia que no es detecta que els animals infectats
presentessin una deficiéncia immunitaria que afavoris la presentaci6 de ma-
mitis (62); tampoc no s’observen variacions significatives en el nivell d’anti-
cossos entre un grup d’animals seropositius i un de seronegatius després de
vacunar de glossopeda (151).

En animals amb limfosarcoma es presenta sovint (80% dels casos) una
abseéncia total o parcial d’IgM del serum, mentre que altres immunoglobuli-
nes mantenen els nivells sérics normals (209).
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3. Persisténcia del virus

El virus apareix en els limfocits circulants dels animals infectats experi-
mentalment al cap d’una o dues setmanes de ’encomanament (182, 214). Es
interessant destacar que aquests animals encara tardaran dues o tres setma-
nes a presentar anticossos circulants, o sia que durant aquest periode els ani-
mals poden encomanar la malaltia tot 1 que ells siguin serologicament nega-
tius (182).

Els animals infectats resten en aquest estat durant tota la vida. Hom ha
suggerit la possibilitat d’infeccions temporals pel VLB, pero no s’ha realit-
zat cap estudi que demostri que els animals infectats puguin realment que-
dar lliures del virus (52); en canvi, amb els estudis fets en diversos grups
d’animals, tant infectats abans com després del naixement, tots ells han res-
tat infectats durant tot el periode en qué han estat sotmesos a observacié
(59, 170).

IV.3. PaTOGENIA

La malaltia es caracteritza per un periode d’incubacié molt llarg, com-
pres entre 200 dies 1 set anys, temps durant el qual els animals s6n portadors
asimptomatics del virus.

En un trebal de Van der Maaten 1 Miller (214), consistent a infectar ve-
dells experimentalment i sacrificar-los a intervals regulars entre els 8 1 els 55
dies, els autors observaren que als 8 dies només pogueren aillar el virusen la
melsa; als 14 en la melsai els leucocits de sang circulant i més tard en ganglis
eventualment al plasma. No s’aillaren en cap moment del timus. Aquests re-
sultats indiquen el paper important de la melsa en els principis de la replica-
ci6é del VLB. Robertsicol. (182) aillen el virus en sang circulant als 7, 101 14
dies segons que la dosi inoculada sigui de 107, 10°1 10* limfocits provinents
d’animals infectats.

Durant e] periode preclinic, els virus estan en els limfocits de forma re-
primida.

Posteriorment es pot presentar una limfocitosi persistent, caracteritza-
da per un augment del nombre de limfocits entre un 55iun 71% (63); aquest
augment correspon als limfocits B, ja que els T estan més aviat disminuits.
La produccié d’immunoglobulines també esti alterada, ja que les IgM estan
significativament disminuides; els nivells d’Ig G11 Ig G2 no presenten va-
riacié (192).
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Aquesta resposta benigna pot durar uns quants anys, fins ala mort dels
animals o fins a la presentacié del limfosarcoma.

El limfosarcoma és un procés tumoral de conseqiiéncies fatals. Els lim-
focits sofreixen una transformacié neoplastica i es multipliquen en ganglis i
altres teixits; les causes d’aquesta transformacié no sén conegudes, pero se
sap que els factors genétics hi tenen un paper important.

IV.4. QuADRE cLiNIC

1. Limfocitosi persistent

La limfocitosi persistent (LP) és ’'augment anormal en el nivell de lim-
focits de la sang, determinat sobre dues mostres sanguinies recollides en un
interval de tres mesos o més (100).

Gotze i col. (80) observaren que en els ramats afectats de leucosi hi ha-
via una part dels animals amb LP i establiren que aquest és un estadi previa
I’aparici6 de la leucosi bovina, o sia que la LP és un estadi preleucosic de la
malaltia.

Actualment no es considera la limfocitosi persistent com un estat pre-
leucémic o una formasubclinica de la LEB, siné com una proliferacié limfo-
citaria benigna i deguda al virus de laleucosi bovina (52). Aquest mateix au-
tor indica que és possible que la presentacié de LP i de limfosarcoma esti-
guin sota control de factors genétics independents, ja que només una petita
part dels animals que presenten LP desenvoluparan posteriorment tumors i,
contririament, un 30% d’aquests animals no han presentat limfocitosi per-
sistent prévia.

La LP cursa sense simptomes clinics, lesions macroscopiques, ni min-
ves en les produccions. Els animals afectats amb LP presenten un quadre he-
matoldgic qualitativament normal; a cops s’observen limfocits de morfolo-
gia atipica, perd aquesta troballa no té cap significacid, ja que també es pre-
senta en la sang d’animals normals (60). L’augment del nombre de cél-lules
és degut exclusivament a ’augment del nombre de limfdcits B, que estan en
una quantitat molt superior a la dels animals sans o amb leucosi (106, 220).

Aquesta resposta de ’organisme al virus es pot establir en un temps
molt variable (normalment entre els tres mesos i els dos anys) després del
contacte amb |’agent etiologic, i dura generalment forga anys, fins alamort
de I’animal o la presentacid de limfosarcomatosi.

El diagnostic de la LP s’estableix a través de les anomenades claus he-
matoldgiques, de les quals parlarem més endavant, que foren molt usades
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fins fa uns anys, ja que eren I’inic métode conegut de diagnostic de la
leucosi.

El diagnostic diferencial de la LP s’ha d’establir amb la limfocitosi tran-
sitdria per causes inflamatdries i amb la limfomatosi deguda al pas a la sang
de limfocits neoplastics o aneuploides, que es presenta en un terg (60) oenla
meitat (200) dels casos de limfosarcoma.

s interessant remarcar que els animals amb leucosi esporadica no pre-
senten limfocitosi persistent en un sentit estricte; ja que, bé que en alguns
casos s’hi observa una leucocitosi, aquesta sempre cursa amb variacions
qualitatives de les cél-lules i acompanyant la presentacié de tumors (115).

2. Limfosarcoma

El limfosarcoma afecta els animals de més de dos anys d’edat, prefe-
rentment els de 5-6 anys. La seva presentacié és enzodtica, és a dir, afecta
animals pertanyents a ramats infectats pel VLB. La incidéncia del limfosar-
coma és relativament baixa, ja que menys d’un cinc per cent dels animals in-
fectats patiran aquest procés (60); segons Kahrs (100) el limfosarcoma afecta
anualment menys del 3% dels animals pertanyents a un ramat infectat.

Es tracta d’un procés de presentacié lenta amb proliferacié tumoral
dels ndduls limfatics 1 dels 6rgans. Es produeix de manera lentai pot passar
desapercebut durant unes setmanes o alguns mesos, en els quals no es pro-
dueixen alteracions que repercuteixin en una disfuncid.

En els primers estadis, la simptomatologia es limita a un creixement
dels ganglis limfitics diagnosticable per palpaci6 dels ndoduls accessibles ex-
ternament o per exploracid rectal.

La figura 3 ens mostra quins sén aquests ganglis i la manera de palpar-
los.

L’augment de mida (el doble o el triple de la normal) de més d’un
d’aquests ganglis, sense cap simptoma de procés inflamatori que en pogués
ésser la causa, es pot considerar com una lesié tumoral. Si 'increment de
mida és menor que el citat, es considerara un simptoma de sospita de limfo-
sarcoma (193).

En la leucosi enzoodtica ’augment de mida dels ganglis no és generalit-
zat, 1 en moltes ocasions es asimétric.

Els nodduls limfatics afectats presenten una fermesa o tensié moderada
(en comptes de la consisténcia normal elastica-tova), sén indolorsien la ma-
joria dels casos desplagables en relaci6 als teixits veins; al mateix temps estan
tumefactes els ndduls limfatics accessoris normalment inapreciables.

De 439 casos de leucosi limfatica estudiats per Stober (193, 194), només
un 35% presentaren augment de mida dels ganglis palpables externament i
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un 48% del dels explorables per via rectal. D’aix0 resulta que només un
58% dels casos poden ésser diagnosticats per palpacié. O sia que molts dels
animals afectats per aquest procés només es poden diagnosticar en el se-
glient estadi, quan es produeixen disfuncions d’6rgans veins degudes a la
compressid (per ex. els ganglis mesentérics dificultats en el passatge intesti-
nal, els mediastinics o retrofaringis dificultats en el remugament i en I’eruc-
te, etc.) 0 quan algun drgan que presenta metistasi no compleix adequada-
ment la seva funcié.

En el quadre IT hom pot veure la freqiiéncia de tumors en relacié als or-
gans afectats i les alteracions funcionals d’aquests.

Fig. 3. Palpaci6 dels ganglis limfatics accessibles: 1) submaxil-lars; 2) subparotidis; 3) retrofa-
ringis; 4) preescapulars; 5) precrurals; 6) supramamaris; 7) iliacs interns i 8) de la bifurcacié de
I’aorta (aquests dos per exploracié rectal) (segons Stdber, 193).
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Quadre II. Freqiiéncia de tumors en diversos drgans i llurs repercussions
funcionals en la leucosi bovina enzodtica (en %).

Alteracions macroscopiquesi  Alteracions  Alteracions

histologiques macroscopiques funcionals

Organ (Theilen i Madewell-200) (Stober-193)
Melsa 40 10 2
Cor 87 80 >50
Pulmé 1 <5 <1
Seroses parietals - 20 <1
Preestémacs - 20 <10
Quall 92 80 60
Budells 48 40 <1
Fetge 16 10 <5
Oment - 60
—Ronyé 45 25 }
—Ureéters - 20 5
—Bufeta - 20
Matriuivagina 54 33 <5
Esp. epidural de

medul-la espinal 52 40 15
Miiscul 36 15 <1
Medul-la ossia 15 -
Noduls limfatics 95
Espai retrobulbar 10 20

Tal com queda reflectit al quadre II, les alteracions funcionals poden
afectar diversos organs; per tant, la simptomatologia produida és molt va-
riable i en molts casos inespecifica (quadre III).

Les alteracions del quadre sanguini consisteixen en un increment dels
limfdcits immadurs o anormals, a causa del pas a la circulacié general de
cél-lules tumorals. L’anémia que es presenta en part dels animals és de tipus
normocitic 1 normocromic, i no és deguda a una afectaci6 de Peritropoiesi
sin6 que té origen hemorragic (normalment per hemorragies de quall 0 més
rarament per ruptura de melsa).

Independentment de la simptomatologia presentada, el curs de la ma-
laltia sempre és fatal. Es produeix debilitat progressiva, pérdua gradual de
pes, anoreéxia en grau variable, que condueixen a la mort o al sacrifici d’ur-
gencia. Ocasionalment la mort es pot presentar de forma rapida, per raé de
la infiltraci6 limfocitaria del mudscul cardiac, dessagnament per ruptura es-
plénica (100, 193) o peritonitis per ruptura de la paret del quall (200).

Schlam (189) cita un cas de remissié temporal de la simptomatologia
amb recuperacié de la mida normal dels noduls limfatics afectats, perd als 11
mesos es produi una davallada de I’animal amb conseqiiéncies fatals.
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Quadre III. Freqiiencia de simptomes clinics (Stober, M. 194).

Augment de mida de més d’un gangli limfatic accessible 58%
—externament 35%
—per exploracié rectal 48%

Variacions en el quadre sanguini 64%

Simptomes circulatoris 64%

Anémia hemorragica 52%

Indigestié per tumors i ilceres de quall 62%

Sobrecirrega o timpanisme de rumen 19%

Exoftilmia (amb lesions secundaries de ’ull) 9%

Tumors de matriu, vagina o teixit perivaginal 33%

Paralisi o paresia del terg posterior 16%

Tumoraci6 de la melsa (per percussid) 9%

IV.5. LEsioNs

1. Lesions macroscopiques: Poden presentar-se aillades o bé de forma
generalitzada en el teixit limforeticular. Els ganglis limfatics estan augmen-
tats de mida amb superficie llisa i consisténcia ferma. A la seccié sén de co-
lor blanc mat o gris brut uniforme; en ocasions poden presentar taques ro-
ges corresponents a focus hemorragics i zones de reblaniment degudes a ne-
crosi (63).

Diversos 6rgans poden presentar també una infiltracié limfocitiria di-
fusa o masses tumorals. El cor i el quall sén els més afectats, perd també es
poden trobar a la melsa, al rony®é, a les seroses, a la paret intestinal... Els or-
gans afectats prenen un aspecte nodular o hipertrofiat. En aquests focus me-
taplastics també es pot presentar reblaniment i necrosi.

2. Lesions histologiques: El procés neoplastic es presenta en els drgans
afectats com una proliferacié infiltrant massiva de cél-lules de tipus limfoi-
de, possiblement originades a partir dels limfocits B, ja que gran part de les
céllules neoplastiques presenten activitat ATPasa, com les arees depen-
dents dels limfocits B en els ganglis limfatics normals (228).

Les céllules tumorals poden ésser limfocits madurs, prolimfécits o
limfoblasts. Normalment un d’aquests tipus cel-lulars predomina sobre els
altres (200); també s’hi observen ocasionalment elements histio-reticulars.
Es freqiient ’observacié d’anisocitosi i de mitosi, i en aquestes un alt per-
centatge s6n anormals.

Els ganglis limfatics afectats presenten una morfologia monotona per
proliferacié cellular massiva i per la desaparicié de les estructures ganglio-
nars normals, de manera que és impossible diferenciar la cortical de la me-
dullar. El teixit neoplastic pot estar mancat d’una trama fibrilar de sosteni-
ment o bé pot disposar de fibres reticulars neoformades (131).
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Unes poques cél-lules limfoides dels animals infectats presenten estruc-
tures nuclears en forma de bossa; hom ha suggerlt que llur preséncia pot aju-
dar en el diagnostic de la leucosi bovina, perd I’existéncia d’aquestes estruc-
tures en limfocits d’animals sans les invalida per al diagnostic de la infeccié
per VLB (105); de tota manera, aquestes estructures tenen relacié amb la
leucosi, ja que sembla que una proporcié elevada de cél-lules amb aquestes
estructures comporta una major infectivitat de la sang (224).

IV.6. TRANSMISSIO EXPERIMENTAL

Ja abans del descobriment del VLB i dels métodes de diagnostic, es fe-
ren gran nombre d’estudis inoculant teixits neoplastics o sang de vaques leu-
cosiques en animals de diverses espécies (200). No parlarem de tots aquests
experiments, atés que llur interpretacié actualment és dificil perqueé no-es
podia saber si I’animal infectat tenia préviament el virus, i perqué el fet d’ha-
ver d’esperar I’aparicié de simptomatologia clinica podia induir a error.

En un estudi consistent a inocular 41 vedells experimentalment amb el
virus purificat, al cap de cinc anys d’estudis s’observaren sis animals amb
leucosi i tres amb limfocitosi persistent; en tots els animals, s’hi evidencii el
virus (162).

Mammerickx i col. (125) infectaren vedells administrant-los sang
d’animals positius per via oral i intradérmica; la primera resposta serologica
al RIA es produi entre els 15 i els 30 dies, sense diferéncies entre les dues
vies. Altres investigadors (180) no aconsegueixen de transmetre la leucosi a
quatre vedells d’un any als quals s’administraren 5 - 10¢ leucécits en vaques
infectades per via oral, perd si a d’altres a les quals s’administra la mateixa
quantitat per via intratraqueal (4 vedells), subcutaniai intradérmica. Per via
uterina només s’infecta un animal dels quatre inoculats. En tots els casos po-
sitius s’ailla el virus o foren positius per la prova de ’AGID a les tres setma-
nes de la inoculacié.

Es considera el bestiar ovi com un bon model experimental per a I’estu-
di de la leucosi bovina. La primera transmissié a una ovella data del 1929.
Els xais acabats de néixer inoculats amb el VLB presenten una proporcié
alta de limforsarcoma: 4 de 5 animals infectats entre els 12 1 24 mesos (169),
9 abans dels 22 mesos (199), dos de sis entre els 24 i 34 mesos (76), un 50-
58% en un periode de tres anys (52). En aquests estudis tots els animals pre-
senten anticossos contra el VLB.

Hom ha observat que després de passar el virus per I’ovella continua es-
sent infeccids per a la vaca (125) i per a 'ovella (77).

També s’han inoculat céllules infectades amb el VLB en altres espécies
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animals: en el porc, el conill doméstic, el gati el cabirol es presenta una reac-
ci6 immunologica persistent; en el gos i la rata s’observaren anticossos du-
rant un periode curt de temps. No es demostraren anticossos en el ratoli,
I’esquirol, la gallina, el conill, el bestiar porqui i la guatlla, ni en xais inocu-
lats amb cultius cel-lulars provinents d’aquests animals (11).
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METODES DE DIAGNOSTIC

V.1. METODES DIRECTES

Es basen en la detecci6 del virus o dels seus antigens en els limfocits de
la sang periféricai requereixen el cultiu in vitro d’aquestes cél-lules. Aquests
meétodes tenen gran interes cientific, perd poca importancia practica per al
diagnostic de rutina, ja que sén complicats i cars. Llur interes practic radica
principalment en el fet que permeten de discernir entre un animal infectat i
un animal portador d’anticossos calostrals; per tant, aquestes proves (so-
bretot la basada en I’efecte sincitic) s6n les recomanades en casos d’animals
de menys de sis mesos (58).

1. Observacié del virus amb microscopi electronic. Aquest métode pre-
senta forga inconvenients per a la detecci6 del virus, ja que és massa compli-
cat, lent i relativament poc sensible; a més, no és especific, jaque el VLB pot
ésser confds amb diverses estructures subcel-lulars.

2. Meétodes immunologics. Tracten de descobrir I’antigen en els cultius
cel-lulars a partir d’anticossos existents en sérums d’animals infectats.

El primer métode immunoldgic emprat fou la immunofluorescéncia
directa (56).

També s’ha usat I’assaig radioimmunologic, que ha demostrat ésser
una técnica molt sensible (52), la immunodifusié i PELISA.

3. Observacié de efecte sincitic. Hom ha fet nombrosos estudis per a
determinar les alteracions citoldgiques produides en cél-lules de noduls lim-
fatics o en limfocits de sang periférica infectades amb el VLB, i no s’ha de-
mostrat mai I’existéncia de cap efecte sobre la cél-lula infectada atribuible a
la infecci6 del VLB, perd si que s’ha demostrat que el cocultiu de determina-
des linies cellulars amb limfdcits procedents d’animals leucdsics provoca un
efecte sincitic, és a dir, la produccié de cél-lules multinucleades. S’ha de-
mostrat que aquest efecte és especific del VLB (52, 153).

Els cultius que presenten formacié de sincicis en contacte amb cél-lules
infectades pel VLB s6n els de cél-lules embrioniries pulmonars humanes o
bovines, els de cél'lules embrioniries de melsa bovina (EP-BESP), i els de
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céllules felines infectades pel virus del sarcoma del ratoli (CC-81). Les
céllules s’han d’incubar conjuntament durant quatre-vuit dies per a donar
temps a I’aparicié dels sincicis. Aquest métode és més sensible i menys cos-
t6s per a la detecci6 del VLB que el microscopi electronic i que la immuno-
fluorescencia (52, 54).

4. Altres métodes. S6n la comprovacid de I'activitat de la transcriptasa
reversa i les proves d’infectivitat, aquestes darreres consistents en la inocu-
laci6 del material sospités en animals sensibles (bovins o ovins); pel seu cost
i per la durada de la prova, només s’utilitza amb finalitats cientifiques.

V.2. METODES SEROLOGICS

La deteccié d’anticossos especifics en serums és un dels métodes més
prictics 1 més usats en el diagnostic de les infeccions virals. Per a establir la
validesa d’aquest metode és necessari, perd, demostrar que tots els animals
seropositius sén hostes del virus i que els seronegatius no, o establir en qui-
nes condicions aixo es compleix. Aquest aspecte referent a la leucosi bovina
ha estat estudiat en diversos treballs (59, 82) en qué s’ha constatat que en els
animals de més de sis mesos d’edat els métodes serologics sén totalment va-
lids (91).

Respecte a possibles variacions temporals del nivell d’anticossos, Mat-
thaeus i Straub (136), no detectant cap minva del nivell d’immunoglobulines
sériques en els moments propers al part, esmentaren només que en alguns
animals el titol era més elevat abans del part que després. Posteriorment s’ha
comprovat que es poden produir oscil-lacions capaces d’afectar el resultat de
proves relativament poc sensibles. Aquestes minves de la taxa d’anticossos
es produeixen sobretot en els moments propers al part, entre les 8 setmanes
d’abans del part i les 12 de després, i provoquen en un 18% dels animals in-
fectats uns resultats debilment positius o negatius a ’AGID en algun mo-
ment (12); uns altres autors estableixen un periode més curt (entre 15 dies
abans i 15 dies després del part), peré amb major incidéncia sobre el bestiar
ja que un 40% hi reaccionaren negativament (78).

També s’ha d’evitar de prendre mostres just després d’una vacunacid,
ja que pot haver-hi una petita minva del nivell d’anticossos: un de 16 animals
vacunats de glossopeda per Straub (197) presenti una minva del titol d’anti-
cossos el quart dia de la vacunacié.

Es interessant també de tenir en compte, sobretot en escollir el métode
de diagnostic, que en animals que ja estan en procés de sanejament el titol
d’anticossos és més baix que el dels animals d’explotacions que s’analitzen
per primera vegada (130).
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En els animals de menys de sis mesos d’edat es poden donar resultats
falsament positius deguts a una immunitzacié passiva adquirida a través dels
anticossos materns presents en el calostre de les vaques seropositives, i cal
doncs realitzar el diagnostic en aquests animals per métodes directes.

A més de llur sensibilitat, els métodes serologics tenen ’avantatge que
sén practics i que permeten la investigacié de grans quantitats de mostres
d’una manera rapida i fiable.

1. Immunodifusié en gel d’agar

Aquesta técnica fou realitzada per primera vegada, com a prova diag-
nostica de la leucosi, per Miller i Olson (140) i es basa en la difusi6 concur-
rent d’un antigen i un anticds a través d’un medi semi-sdlid. Quan coinci-
deixen les dues molécules es forma un immunoprecipitat que queda atrapat
en el gel i es fa visible en forma de linia o banda de precipitacid.

La composici6 de I’agar varia segons els autors. Sol contenir una con-
centraci6 alta de clorur sddic per a afavorir la formaci6 del precipitat.

Es fon I’agar i es posa en plaques de Petri, en les quals es fan quatre
grups de forats; cada grup té un forat central on es posa I’antigen i sis de late-
rals equidistants en els quals es posen els sérums problemai els controls (dos
o tres segons els autors). A continuacié s’incuba a temperatura ambient.

La prova es llegeix a les 24 i 48 hores, bé que en alguns casos (8%) cal
esperar a les 72 hores, per a poder aclarir els resultats que eren dubtosos a les
48 hores (93).

Diversos autors han comparat els diferents antigens de la particula viri-
ca per a establir quin d’ells és més fiable.

D’un total de 263 sérums analitzats per Miller i col. (145), hi hagué un
36% de discordances entre I'antigen glicoproteic i el p-24, totes degudes a
un resultat positiu al primer i negatiu en aquest; uns altres autors obtenen un
25% de diferéncies, també degudes exclusivament a resultats positius a la
gp-69 i negatius ala p-24 (121). En unaltre treball hom cita un cas de positi-
vitat a I'antigen proteic i resultats negatlus a la glicoproteina; d’altra banda,
de 24 animals positius a aquesta només 7 ho foren a la p-24 (187). Holmen-
Andersen (88) només obté 44 animals positius a’AGID p-24 mentre que 79
ho foren amb |’antigen glicoproteic.

Altres autors han aconseguit també millors resultats amb la glicopro-
teina: un 17,6% d’animals positius contra un 7,4% en un total de 984 mos-
tres (225), un 80% contra un 46% d’un ramat de 89 animals amb alta inci-
déncia de leucosi (169), un 81,5% contra un 0,6% en 307 animals positius
(210) i un 38,8% d’animals gp-positius i p-24 negatius d’un total de més de
10.000 proves realitzades per Forschner (64). Frenzel i col. (69) també obte-
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nen resultats evidentment millors amb la glicoproteina. Aquests autors
també estudien els resultats de la immunodifusié amb p-15, que sén millors
que els obtinguts amb la p-25, perd forga inferiors als de la gp-69 (9 animals
positius a la p-15, 2 a la p-251 60 a la gp-69).

En conclusid, es recomana doncs Iiis de la glicoproteina en la prova de
la immunodifusid, ja que la proteina interna del viri6 és poc sensible i fins i
tot doni resultats negatius en casos amb expressié clinica de leucosi (121,
187). A pesar d’aixd, s’ha vist que existeix una correlacié entre la preséncia
d’anticossos contra J’antigen p-24 i la presentacié de limfosarcoma, i fins
s’ha proposat com a métode indicador de la possible preséncia de tumors
(137).

Alguns autors, basant-se en I’aparicié en alguns casos de mostres posi-
tives a la p-24 i negatives a P’antigen glicoproteic, recomanen la utilitzacié
d’un preparat amb els dos antigens barrejats (72); pero, tenint en compte
que la proporcié d’animals positius a la p-24 i negatius a la gp-69 és molt bai-
xa, es considera totalment vilid treballar només amb I’antigen glicoproteic,
que és el que es comercialitza.

S’ha descrit una prova d’immunodifusié indirecta, doble i enriquida
amb icid tanic; segons els autors és vuit vegades més sensible que ’AGID
normal, i, bé que més laboriosa i lenta, es pot utilitzar amb avantatge sobre
la técnica convencional adhuc en diagnostics a gran escala (222).

Un dels inconvenients de la immunodifusi6 és que la interpretacié dels
resultats és subjectiva. Lorenz i Straub (117) estudiaren les diferéncies entre
els resultats obtinguts per 11 persones diferents: els resultats que donaren
als serums amb titols alts foren unanimement positius, pero en sérums de
baixa titulacié d’anticossos i en sérums negatius s’observaren variacions en-
tre les persones; hi havia una forta correlacié inversa entre els percentatges
obtinguts per cada observador de resultats falsament positius i falsament ne-
gatius. Uns altres autors comparen els resultats obtinguts per 55 laboratoris
sobre 20 mostres; només un 45,5% coincidiren en tots els resultats; la majo-
ria dels errors, com en el treball anterior, consistiren a donar com a negati-
ves mostres feblement positives (157).

Autors alemanys (16,17, 65), després de comparar la immunodifusié i
PELISA, arriben a la conclusié que els sérums que reaccionen de manera
“dubtosa” o “positiva debil” a la primera d’aquestes proves sén positius a
PELISA, o sia que realment s6n sérums portadors d’anticossos contra el
VLB i es poden considerar positius.

L’AGID és una prova senzilla 1 automatitzable, per tant és apta per a
analisis de gran quantitat de mostres (67). Actualment és la prova més utilit-
zada en la prictica, ja que és economica (72), simple (121, 141), especifica i
sensible, perd té alguns inconvenients: la interpretacié dels resultats és sub-
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jectiva; en no presentar unasensibilitat gaire elevada es poden obtenir resul-
tats falsament negatiusen animals infectats recentment o bé en époques pro-
peres al part, i finalment la consecucié dels resultats és lenta ja que cal espe-
rar tres dies per a poder confirmar la negativitat dels sérums. Es |*anica pro-
va reconeguda actualment per les reglamentacions de la C.E.E. (*)

2.ELISA

La prova I’ELISA (Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay) fou des-
crita per primera vegada I’any 1971 i des de llavors ha estat aplicada a multi-
tud de disciplines (patologia infecciosa i parasitiria, immunopatologia, en-
docrinologia, estudi d’hormones i farmacs, agricultura, ...).

Hi ha tres tipus basics de proves d’ELISA: el métode competitiu, sem-
blant a I’utilitzat normalment amb el RIA, el métode de doble anticos o de
“Sandwich”, i el métode indirecte, que és el més utilitzat per a diagnosticar
la leucosi bovina.

El métode indirecte consisteix basicament (figura 4) en la fixacié de
I’antigen del VLB, normalment la gp-69, en el suport solid (generalment
microplaques de material plastic) (vegeu la fig. 4.a). A continuacié es renta
per eliminar I'antigen que no s’ha absorbit i s’hi afegeix el sérum, ja sigui
problema o control (b), i es deixa en contacte un cert temps a una tempera-
tura determinada, per tal que, en cas d’haver-hi anticossos en el sérum,
aquests s’uneixin a I’antigen.

El segiient pas (c), després de rentar la placa, consistira en I’addicié
d’una antummunoglobulma que reaccionara amb ’anticds (en cas que
aquest resti a la placa unit aI’antigen). Aquesta proteina esti conjugada amb
un enzim (normalment peroxidasa o fosfatasa alcalina).

Finalment s’hi afegeix un substrat sobre el qual actuara I'enzim (d); el
substrat és incolor, i en reaccionar s’obté un producte colorat, de manera
que es pot observar el canvi a simple vista i es pot quantificar amb un colori-
metre.

Com hem pogut observar, la base del métode consisteix, igual que en la
immunofluorescéncia i en I’assaig radioimmunolodgic, en la unié del reactiu
immunoldgic amb un marcador (en aquest cas de tipus enzimatic); d’aques-
ta manera s’obtenen una sensibilitat i una especificitat molt més elevades.

Els primers que aplicaren la prova d’ELISA al diagnostic del VLB fo-
ren Ressang i col. (176); aquests autors obtingueren el mateix nombre de
positius i negatius que amb la immunodifusié, amb una discordanga del
0,5%. Posteriorment obtenen uns resultats semblants i recomanen la utilit-

(*) Des de 1988 també es reconeix 'ELISA.
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Fig. 4. Principi de la t¥nica d’ELISA.
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zaci6 de ’ELISA en els casos en qué s’obté una reaccié dubtosa a la immu-
nodifusié (178).

Altres autors que han emprat aquesta técnica la consideren tots ells més
sensible que la immunodifusié (9, 15, 20, 129, 134, 139, 206, 221). Behrens 1
col. (15) afirmen que el 70% dels animals infectats naturalment presenten
anticossos a la prova d’ELISA abans que a la immunodifusié; en alguns ca-
sos, I'interval entre la positivitat d’ambdues proves pot arribar a ésser de 12
setmanes.

Aquest mateix equip (16) determina que totes les mostres amb titula-
cions superiors a 1:128 a I’ELISA sén positives a I’AGID i contrariament,
les que oscil-len entre 1:8 i 1:128 s6n normalment negatives o com a maxim
dubtoses a aquesta darrera prova.

Autors belgues (126, 171) han modificat aquesta técnica, per a poder
utilitzar un anticds monoclonal especific contra laglicoproteina; I’anticos es
fixa ala placaies fareaccionar amb antigen, de manera que aquest queds fi-
xat, encara que indirectament, a la placa. D’aquesta manera, s’aconsegueix
disminuir la resposta inespecifica i per tant augmentar la sensibilitat.

Posteriorment, aquests mateixos autors (127, 128) han aplicat aquesta
prova abarreges de serums, i els resultats obtinguts han estat realment bons,
sempre que no es barregin més de 75 sérums per cada determinacié per tal de
detectar taxes d’infecci6 superiors a '1% (127).

Aquesta modificacié permet de reduir despeses i treball de laboratori,
aixi com una uniformitat del tractament i una centralitzaci6 dels resultats,
fins i tot en el cas d’estudis de poblacions grosses, sempre que la taxa d’in-
feccié sigui baixa, ja que si és elevada, Ieficacia és menor.

Altaner i col. (1) modifiquen la fase solida, canviant les microplaques
per uns tubs de polistiré, de manera que lalectura es pot realitzar amb un co-
lorimetre normal, o ddhuc a simple vista, amb uns resultats molt satisfacto-
ris segons els autors.

La major sensibilitat de la prova I’ELISA en relacié6 a la immunodifu-
si6 permet detectar les noves infeccions més precogment (i per tant poder fer
extraccions de sang més seguides i aconseguir d’aquesta manera |’eradica-
cié de la malaltia més rapidament), utilitzar la llet com a material de recerca
per a la deteccié d’animals positius (apartat 5) i fins i tot utilitzar barreges
de sérums. L’inconvenient més gran n’és el preu, ja que es tracta d’una pro-
va més cara que PAGID.

Enrelaci6 alaimmunofluorescénciaial RIA, cal dir que tenen una sen-
sibilitat semblant, perd aquestes presenten uns inconvenients que no té
I’ELISA: la IF és molt laboriosa i la seva lectura és subjectiva, i el RIA pre-
senta els inconvenients d’haver de treballar amb isdtops radioactius de ma-
neig dificil i amb una problematica complexa i de necessitar aparells molt
cars (223).
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3. Assaig radioimmunologic

L’assaig radioimmunoldgic (RIA) consisteix en el marcatge del reactiu
immunologic amb una substincia radioactiva (normalment, [,,), 1 la seva
incubacié amb el serum problema, per tal de determinar a continuacié lara-
dioactivitat del precipitat format amb un comptador de raigs gamma. Hom
sol utilitzar el métode competitiu.

Aquesta técnica té forga avantatges: dades quantitatives, alta sensibili-
tat i capacitat d’automatitzacié (73, 175); els inconvenients més grossos s6n
I'alt preu dels aparells necessaris, que el fan prohibitiu per a molts laborato-
ris, i els problemes que suposa I's de material radioactiu.

Un dels punts a tenir en compte per al desenvolupament de la técnica és
la determinacié del grau minim de precipitacié atribuible a anticossos espe-
cifics. Bex i col. (19) consideren positius els sérums capagos de precipitar el
50% del maxim precipitable, amb una sensibilitat semblant a la prova de
’AGID. Altres autors consideren ja positius uns titols del 20% (43, 85), del
15% (146) o del 10% (114), amb la qual cosa la prova guanya sensibilitat,
sense perdre en canvi especificitat.

En aquesta técnica s’han usat tant ’antigen glicoproteic com el proteic:
tots els treballs en qué s’han comparat els dos antigens han demostrat que la
glicoproteina és més sensible que la p-24 (19, 85, 114, 146).

Zajaci Altaner (229) descriuen la técnica del RIA en fase sélida, 1 consi-
deren que, amb la mateixa sensibilitat i especificitat que el RIA classic, el
meétode és més simple.

Forga autors han estudiat comparativament els resultats obtinguts amb
el RIA i amb la immunodifusié; els primers de fer-ho foren Devare i col.
(43): d’un total de 46 animals amb titols alts ala técnica del RIA, tots, excep-
te 3, foren positius a I’AGID, i dos que eren positius a aquesta prova foren
negatius al RIA, fet que expliquen els autors per la preséncia en aquests ani-
mals de gp-69 perd no de p-24 ; les conclusions dels autors sén que el RIA és
una mica més sensible i que té I’avantatge d’ésser quantitatiu.

Uns altres autors consideren ’AGID més prictic, ja que aproximada-
ment presenta la mateixa sensibilitat (o més i tot, si es compara amb el RIA
p-24) 1 és més senzill, perd cal tenir en compte que es consideren uns titols
del RIA molt elevats, que baixen per tant la sensibilitat de la prova (19).

GuptaiFerrer (83, 85) en dues experiéncies diferents estableixen que el
RIA p-24 és un 10% més sensible que PAGIP gp-69, sobretot a causade la
menor sensibilitat d’aquesta dltima prova en els primers estadis de la infec-
cié. Altres autors consideren, després d’obtenir uns resultats semblants,
que I’AGID és totalment valid per a la detecci6 de ramats infectats, perd no
per a la de casos aillats (72). Miller i col. (146) obtenen 12 sérums falsament
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negatius de 188 positius al RIA, que corresponen als que tenen titols més
baixos en la prova radioimmunoldgica; el percentatge més elevat d’errors es
déna en animals infectats recentment i en els moments propers al part.

En un estudi realitzat sobre la preséncia d’anticossos calostrals compa-
rant les dues tecniques s’obté que el RIA és molt més sensible, ja que detecta
anticossos als 9 mesos d’edat i I’AGID només fins als sis mesos.

Els anticossos precalostrals sembla que també es detecten millor amb el
RIA: de tres animals positius obtinguts per Jacobsen i col. (93), un fou ne-
gatiu a la ID i dos mostraren una reaccié positiva molt feble, possiblement
perque els animals infectats in #tero tenen uns titols menors.

4. Altres métodes serologics

Fixaci6 del complement. Aquesta técnica té I'inconvenient que molts
sérums tenen activitat anticomplementaria, particularment si les mostres
han estat extretes sense cura (52), i en la prictica no s’utilitza. Els estudis que
s’han fet comparant-la amb I’AGID han donat uns resultats pitjors que amb
aquesta prova, ja que a part del treball de Paulsen i col. (169), que obté uns
resultats lleugerament millors per la fixacié del complement, els altres con-
sideren que I’AGID és més sensible en un 15% (141, 145), un 16% (81) iun
17% (121).

Immunofluorescéncia. Es un métode sensible i especific per a la detec-
cié d’anticossos contra el VLB; tot i el seu interés en examens especials, no
és practic en el treball de rutina ni en el diagnostic a gran escala (153). Els mi-
llors resultats s’aconsegueixen amb la IF indirecta 1 amb la anticomplemen-
taria (97). La reaccié de fluorescéncia és deguda sobretot a la preséncia de la
proteina interna del virié (p-24). Es, de tota manera, una prova menys sen-
sible que ’AGID (210).

Immunoperoxidasa indirecta. Aquesta técnica s’aplica al diagndstic de
la leucosi bovina per primera vegada I’any 1976. Es considera que té una
sensibilitat semblant a la immunofluorescencia. Segons Musgay i Kaaden
(153) avantatja aquesta técnica en el fet que es pot avaluar amb un microsco-
pi optic normal 1 perqueé les preparacions es poden guardar a temperatura
ambient durant forga temps.

Seroneutralitzacié. També anomenada inhibicié de I’efecte sincitic. Es
basa en la capacitat del VLB de produir la formacié de sincicis en determi-
nats cultius cel-lulars. Sihom administra un sérum problema amb anticossos
contra el VLB, aquests neutralitzaran el virus i s’inhibira I’efecte sincitic.
Aquest métode és molt sensible, perd requereix un periode d’incubacié de 5
a 7 dies. Modificant la técnica amb I’ds d’un pseudotipus de Rhabdovirus,
hom pot obtenir resultats en 24-36 hores (52).
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Inhibicié de la transcriptasa reversa. Alguns serums de vaques leucdsi-
ques tenen una fraccié d’IgG sériques que actua inhibint Pactivitat de la
transcriptasa reversa; aquesta propietat ha estat aprofitada per a establir una
técnica diagnostica. La seva sensibilitat és forga baixa, bé que Rossler i col.
(185) després de modificar-la obtenen uns resultats bons.

Immunoelectroforesi. Es basa en els mateixos principis que I’AGID,
pero es realitza en un camp eléctric, amb la qual cosa s’aconsegueix d’escur-
gar el temps necessari per a establir el diagnostic fins a les 2-4 hores; té I’in-
convenient de necessitar una técnica més acurada (135, 171).

Hemoaglutinacié indirecta. S’obtenen uns resultats pricticament
iguals a la immunodifusié, amb ’avantatge d’ésser semi-quantitativa, i els
resultats s’obtenen més ripidament, perd, en contrapartida, és una técnica
més delicada, que exigeix més temps que ’AGID (88).

5. La llet com a substrat del diagnéstic serologic

Com que a moltes explotacions de vaques lleteres es fan controls perid-
dics sistematics de la llet per a avaluar la produccié i la qualitat d’aquesta, di-
versos autors han estudiat la possibilitat de realitzar el diagnostic de la leu-
cosi bovina sobre aquest material, car aixi hom podria reduir les despeses
dels estudis epidemioldgics i de les possibles campanyes d’erradicacié.

Straub i col. (198) foren els primers de comparar el métode d’immuno-
difusié en sérum i en llet, i obtingueren en aquesta percentatges d’animals
positius molt més baixos; desaconsellaren per tant la utilitzacié de mostres
de llet en I’estudi de la leucosi. Nougayrede i Gayot (156), que obtenen uns
resultats semblants, també estudien la preséncia d’anticossos en el sérum
lacti, sense trobar diferéncies significatives amb els resultats obtinguts a les
mostres de llet. Uns altres autors no detecten anticossos, utilitzant aquest
mateix meétode, en la llet de cap dels 360 animals seropositius estudiats (50).

Bex i col. (19) comparen mostres de llet i sérum procedents de nou ani-
mals positius analitzades amb la técnica del RIA, i bé que les mostres de llet
sén positives, els titols sén molt més baixos (en una “ratio” dels titols sé-
rum/llet que oscil'la entre 117 i 4, usant I’antigen gp-69). Atribueixen els
baixos titols en la llet a la menor concentracié d’immunoglobulines en
aquesta secrecié que en el serum. Ban i col. (7) consideren que és un substrat
apte, perd que la reproductivitat de les proves és baixa a causa de les interfe-
réncies produides pel greix de la llet.

La prova d’ELISA aplicada a la llet ha estat utilitzada darrerament per a
dlagnostlcar la leucosi amb uns resultats interessants, ja que ha demostrat
ésser més (9, 129, 130, 221) o com a minim tan (208) sensible com la immu-
nodifusié en sang; pot ésser per tant una prova interessant en la practica. Els
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titols que s’obtenen utilitzant la llet com a substrat s6n unes 10 0 15 vegades
menors als obtinguts en sérum sanguini (7, 130, 208).

Havent-se estudiat també la possibilitat d’aplicar aquesta prova a una
mostra de llet de tota ’explotaci, s’han obtingut uns resultats positius si el
10% de la llet total és d’animals seropositius (9).

Altres autors (174, 208) obtingueren resultats semblants, i adhuc una
mica millors, perd observaren, d’altra banda, que algun ramat amb una taxa
d’infeccié superior, fins i tot del 40%, donava resultats negatius.

Si els animals pertanyen a granges que ja estan en procés de sanejament,
aquesta prova no té cap fiabilitat, ja que el percentatge d’animals infectats i
llurs titols d’anticossos solen ésser baixos (130).

El calostre és capag de provocar en els vedells acabats de néixer una im-
munitat passiva (cap. 4.2.2.), car és molt ric en anticossos i per tant pot ser-
vir per a diagnosticar els animals positius ddhuc mmangant la prova de
’AGID (12, 78). Cal tenir en compte aquesta circumstancia, ja que pot és-
ser molt itil en un periode en qué, com ja hem vist, baixa molt el titol d’anti-
cossos en el serum sanguini.

V.3. METODES HEMATOLOGICS

Bé que actualment estan en desis, durant molt anys els meétodes hema-
tologics foren els Unics de que es disposava per al diagnostic i la lluita contra
la leucosi.

Aquests métodes es basen en el diagnostic dels animals amb un quadre
hematic alterat, o sia dels que tenen limfocitosi persistent, i donen per tant
com a negatius els animals portadors que no presenten variacions hemati-
ques, que en un ramat infectat poden representar el 28-33% dels efectius
(60, 219).

Després d’una série d’examens hematologics anuals a Alemanya, hom
constati que les pérdues per tumors baixaren clarament, per6 no el nombre
de ramats infectats, que resta practicament igual (64); no tingueren per tant
cap utilitat en I’eradicacié de la leucosi (67, 87, 104, 175).

Per a I’establiment d’un diagnostic es féu necessari definir els valors
pels quals es considerava que un animal era positiu o dubtés a la leucosi;
aquests valors es reuniren sota la forma de “claus hematologiques”. Totes
elles tenen en comii I’establiment d’un diagnostic (negatiu, dubtés o positiu
a la leucosi) segons I’edat i el nombre de limfdcits o leucdcits.

Les claus més usades han estat (36)

—de Goetze (Alemanya) éslamés antiga; tenia l’avantatge de referir-se
al nombre de limfocits, perd és poc precisa, ja que només designa dos tipus

d’edat.
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— de Bendixen (Dinamarca): és més precisa que P’anterior.

—de Géttingen (Alemanya): consta de dues taules, una relaciona ’edat
amb els leucocits i ’altra amb els limfocits.

— de Wusterhausen (R.D.A.): és semblant a la de Bendixen.

— de Rademacher i Kraus: és més tolerant que la de Gottingen, perd
s’assemblen forga.

- L’emprada a la URSS: és complicada.

- L’emprada a Franga: a diferéncia de les anteriors, es presenta en for-
ma de graficaamb el nombre de limfocits i leucocits ales ordenadesil’edat a
Peix d’abscisses.

—Ladela C.E.E.: I'any 1978 hom estudii comparativament els para-
metres de les diverses races europees i s’establi una clau oficial per als paisos

de la Comunitat (122) (quadre IV).

Quadre IV. Clau hematologica de la C.E.E.

Hematol. Valorsa Hematol.
Edat negatius reexaminar positius
Menysd’1 any 11.000 11.000 - 13.000 13.000
1-2anys 10.000 10.000-12.000 12.000
2-3anys 8.500 8.500-10.500 10.500
3-4anys 7.500 7.500- 9.500 9.500
4-5anys 6.500 6.500- 8.500 8.500
5-6anys 6.000 6.000- 8.000 8.000
més de 6 anys 5.500 5.500- 7.500 7.500

Els valors es refereixen al nombre de limfdcits per mm?.

Els animals considerats “dubtosos” (menys de 2.000 limfécits per sota de la linia de “positius™)
es tornen a examinar immediatament, i en cas de passar la barrera dels “positius” es consideren
com a tals.



VI

EPIDEMIOLOGIA

VI.1. EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA

1. Espécies susceptibles

El bestiar bovi és ’hoste natural del virus de la leucosi bovina; s’accepta
que les races de llet s6n més propenses a estar infectades pel VLB que les ra-
ces d’aptitud cirnica. En un estudi realitzat a Florida sobre més de 10.000
caps, s’observa un 47,8% de vaques de llet infectades, mentre que en les ra-
ces d’aptitud carnica el percentatge eradel 6,7% del total d’aquesta poblacié
(29). McGuireicol. (138) observen que entre els animals infectats el percen-
tatge de vaques d’aptitud lletera és molt superior al de la poblacié total de la
zona.

En relaci6 a altres espécies, Paulsen i col. (169) detectaren anticossos
reaccionants amb P’antigen del VLB i particules del virus C en un ramat
d’ovelles que havia presentat espontaniament 14 casos de limfosarcoma. Les
particules viriques aillades en aquests animals presentaven una relacié molt
estreta, sind total, amb les que es troben en el bovi.

També Marin i col. (132) a Veneguela obtingueren reaccions serologi-
ques positives en ovelles que pasturaven juntament amb un ramat de vaques
amb alta incidéncia de leucosi. Tanmateix no hi ha de moment evidéncia de
la transmissi6 horitzontal de la malaltia en I’espécie ovina (52, 118).

Marin i col. (133), després d’examinar seroldgicament 11.711 sérums
de diverses races de zebi (Bos indicus), trobant un 18,5% d’animals posi-
tius, alguns dels quals presentaven canvis histologics de tipus limfosarco-
matds, conclogueren que aquesta espécie pot patir la malaltia. També en bi-
fals (Bubalus bubalis) 1 en capibares (Hydrochoerus bidrocheris) detectaren
animals seropositius (85 de 1072 bifals i 9 de 120 capibares examinats);
aquesta darrera troballa té un interés especial per ra6 de la gran distancia fi-
logenética d’aquesta espécie amb els bovins.

Atribueixen Marin i col. aquests alts nivells d’infecci6 a ’especial eco-
logia dels tropics i a ’elevada poblaci6 d’insectes hematofags que poden ac-
tuar com a vectors en la transmissié de la malaltia.
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En els nombrosos estudis realitzats en ’lhome no s’han trobat anticos-
sos reaccionants contra |’antigen del VLB (52).

2. Freqiiéncia del limfosarcoma

En zones enzootiques la leucosi bovina pot ésser un problema greu, i
aixi, per exemple, durant els anys 1927 i 1928 a Saxonia (actualment a la
R.D.A.) suposa un 31% dels animals sacrificats per malaltia. En estadisti-
ques del 1934, en aquesta mateixa regié i a Brandenburg (també a Alema-
nya), el limfosarcoma afecta 108 i 177 / 100.000 animals sacrificats als res-
pectius escorxadors (226).

Altres zones europees amb alta incidéncia sén Polonia, el sud de Sue-
cia, algunes zones de Fran¢a, Holanda, etc. (226).

Als Estats Units suposa un 20 per 100.000 animals sacrificats i repre-
senta el 50% dels tumors observats en el bovi (52).

3. Freqiéncia i distribucié del VLB

El VLB és un virus que ha estat diagnosticat a gairebé tot el mén. Una
de les zones enzoodtiques de la malaltia ha estat, ja que actualment esta molt
controlada, el nord d’Europa.

A la Baixa Saxonia (nord d’Alemanya) en el primer any d’aplicacié del
diagnostic serologic, després de 15 anys de sacrifici dels animals hematolo-
gicament positius, s’observa un 13,5% de ramats infectats, amb una inci-
déncia sobre el total de la poblacié de I'1,9% (68). A Schleswig-Hostein
(també al nord d’Alemanya), el percentatge d’explotacions afectades sero-
logicament era del 16,2% (190).

Una altra zona enzodtica de la leucosi és el sud de Suécia, on Hugosoni
Brattstrom (89) trobaren un 27% d’animals serologicament positius.

A part d’aquests paisos, també ha estat diagnosticada, encara que amb
una incidéncia menor, a Finlindia (0,7% dels animals i 1% dels ramats)
(155), a Belgica (0,4% dels ramats en una provincia examinada) (123),
a Austria (2,4% dels ramats estudiats per Burki) (25), a Franga (més del 25%
del bestiar de la regi6 de les Landes) (165), a Txecosloviquia (87), a Iugosla-
via (32% dels ramats —94), a Itilia (11,5% dels efectius del Laci (2) 1 10,8%
dels de ’Emilia (75)), a Gran Bretanya (0,23 % dels animals —179), a Irlanda
(en animals d’importacié i els seus descendents —101) i a Portugal (39). Al-
tres paisos amb leucosi s6n Noruega, Holanda i Bulgaria (175). En canvi
Suissa esta virtualment lliure de la malaltia: un animal positiu de 95.000 exa-
minats (221).
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A Espanya les primeres comunicacions de la malaltia es presentaren en
el Congrés de Patologia Bovina del 1982: Badiolai col. (6) trobaren un focus
a Navarra, Cifuentes (38) detecta 3 animals seropositius en un ramat d’As-
tiries, Monge i col. (152) en 20 vaques d’un total de 104 pertanyents a dues
explotacions de la zona de Madrid i finalment en un estudi realitzat recent-
ment al Pais Basc s’ha trobat una prevaléncia del 0,95% dels ramats i de
1’1,22% dels animals (73).

A Nord-américa també és un problema important. Olson (159) afirma
que més de la meitat dels ramats d’algunes zones dels Estats Units presenten
animals seropositius. A Florida, Burridgeicol. (29) trobaren un 47,8% dels
bovins de llet positius. A Iowa el 22% dels 10.600 caps examinats fou posi-
tiu (149).

Al Canada la situacié és semblant a la dels Estats Units: segons Reed
(175), un 45% dels ramats delletiun 14% dels de carn contenen animals po-
sitius, 1segons Kellar (102) un 20% dels ramats i un 3,6% dels animals reac-
cionaren positivament a la immunodifusid.

Sud-ameérica tampoc no esta lliure de leucosi enzoodtica: 37,5% d’ani-
mals positius a Veneguela (132) i 50,2% en una provincia argentina (23).

Al Jap6, Onuma i col. (161) trobaren un 32,2% i un 3,3% d’animals
positius en dos districtes diferents. També s’ha diagnosticatala Xina(44)ia
Australia (37), mentre que Nova Zelanda resta de moment lliure (95).

La URSS és una altra zona amb problemes de leucosi: en una enquesta
citada per Burridge (29) sobre un total de 5.294 caps hom troba un 20%
d’animals positius.

VI.2. EPIDEMIOLOGIA ANALITICA

Per a estudiar I’epizootiologia de la leucosi enzodtica s’ha de tenir en
compte que la leucosi i la limfocitosi persistent només sén una punta d’ice-
berg, ja que representen una petita proporcié dels animals infectats pel
VLB, i que les leucosis juvenil, timica i cutania son de presentacid esporadi-
ca (100).

1. Factors intrinsecs i extrinsecs de receptivitat

Un dels factors extrinsecs a tenir més en compte és la intervencid de
’home: I’aparicié de nous focus de la malaltia va lligada a la introduccié
d’animals portadors del virus en ramats o zones indemnes.

Al nivell de paisos o regions, el moviment a gran distincia d’animals ha
estat la causa principal de I’expansié de la malaltia (per ex. les importacions,
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de les quals parlarem més endavant, o els moviments de bestiar després de la
segona guerra mundial) (212).

Entre els animals d’una mateixa zona, ’encomanament es produeix
majoritariament per transaccions comercials, per repoblament d’explota-
cions després del sanejament de brucel-losi i per factors associats a relacions
familiars entre propietaris de ramats (p. ex. pastures comunes, cessié de se-
mentals o altres animals, particié de ramats, ...) (123).

La grandaria de P’explotacié és un altre factor que té importancia, bé
que segons les condicions d’explotacié pugui afavorir en un sentit o I’altre:
en un estudi realitzat a la zona de les Landes, on dominen les explotacions
tradicionals 1 on la leucosi és enzobtica, les granges de menys de 15 vaques
tenen una taxa d’infeccié doble de la de les explotacions de més de 15 ani-
mals adults. Aixo és degut al fet que les explotacions petites son les de tipus
tradicional, i el tipus de gestié d’aquestes afavoreix la preséncia del VLB
(188).

En canvi, a Italia, que és una zona infectada recentment per importacié
d’animals, el percentatge de ramats infectats augmenta de manera directa-
ment proporcional a la grandiria de ’explotacid (2); aixd esta lligat al fet que
les explotacions més grosses sn les que han tingut més interés per a moder-
nitzar-se i han introduit animals, a cops d’importacid, per millorar la gené-
tica de la granja.

Altres factors que influeixen en la taxa d’infecci6 dels ramats sén ’anti-
guitat del focus, el stress (p. ex. el stress produit per la calor del tropic és se-
gons Martin 1 col. (132) una de les causes de la gran incidéncia de la malaltia
en aquestes regions), les condicions de maneig (pastura o estabulacid, pre-
sencia de materials contaminats) i la preséncia d’insectes hematofags; final-
ment, també cal tenir en compte, a I’hora de fer la valoracié, el métode diag-
nostic utilitzat.

Entre els factors intrinsecs tenim basicament els genétics 1 I’edat. Pel
que fa als factors genétics, Hofirek (86) compari la descendéncia de tres to-
ros i observa que la d’un d’ells tenia un percentatge més baix d’animals posi-
tius als 2-3 anys d’edat; ’autor en treu la conclusié que determinats factors
genétics poden dificultar o facilitar la incorporacié del DNA viral a la
céllula o possiblement la seva replicacié; d’altra banda, i sempre segons
aquest autor, la influéncia d’aquest factor és temporal, ja que després d’un
contacte llarg amb animals portadors es produeix gairebé sempre la infec-
cié. Els factors genétics també tenen importancia en puntala propensié dels
animals infectats a presentar limfocitosi persistent o leucosi (21, 52, 86).

La possible relaci6 entre ’edat 1 el nivell d’infecci6 ha estat un altre mo-
tiu d’interés, i els resultats obtinguts per diferents autors han estat a voltes
contradictoris.
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En general s’accepta que les edats més critiques son entre els dos i tres
anys, o sia quan I’animal entra a formar part del ramat adult i per tant en
contacte amb els animals infectats.

A partir dels quatre anys, el percentatge d’animals infectats continua
augmentant, perd d’una manera molt més lenta; aixi els animals més vells
s6n els més afectats, perd poc per sobre dels de tres o quatre anys; alguns au-
tors (68, 70), obtenen de totes maneres uns resultats diferents, ja que perells
’augment més alt és a partir dels 6 anys.

Els percentatges d’infeccid segons les edats citats pels diferents autors
s6n resumits al quadre V.

Un altre treball compara ’edat mitjana dels animals seropositius (5,4
anys) i d’un grup control (5,2 anys) sense obtenir diferéncies significatives;
aquestes dades no contradiuen, perd, les altres, ja que per exemple els resul-
tats citats per (47) i (170) tampoc no mostrarien possiblement variacions sig-
nificatives.

S’han publicat diversos treballs sobre la velocitat de transmissié entre
els animals d’un ramat. A Italia, Famigli i col. (48) repetiren la prova de la
immunodifusié en 1.410 vaques de diversos ramats positius; s’observa que
en el primer examen hi havia 147 vaques positives, mentre que al cap d’un
any foren 183, de les quals 97 havien estat negatives al primer control (s’ob-
tingueren també 61 animals positius en el primer examen i posteriorment
negatius).

Kaaden i col. (98) estudiaren ’evolucié de la malaltia en un ramat de
286 caps: els anys 1974-75 la incidéncia fou del 4,8%, el 1976 del 9,7%, el
1977 del 34,2% i finalment el 1978 del 52,6%. En una altra experiéncia rea-
litzada com I’anterior a Alemanya es passi en 27 mesos d’un percentatge del

Quadre V. Percentatge d’animals infectats segons les edats, recollits per di-
Versos autors.

nombre anys
Ref. d’animals  1-2 2.3 3.4 4.5 5.6 6-7 7-8 8-9 >9
29 7.768a 37 38 48 47 52 60 60 61 67
29 4.911b 1 2 1 8 7 5 6 8 7
47 323 13 27 33 27 20 23
49 765 - 43 72 - - - - - -
68 108.604 - 9 14 15 15 47
70 791 - -8 — -~ 22 — 45
36 175¢ 25 36 68 93 84 93 -— 100 ——"
133 1.072d 5 5 10 6 4 8 9 9 13
159 126¢ 6 31 53 65 80 100
170 52 56 100 - - - - - - -

a. races de llet b. races de carn c. % respecte als animals infectats d. biifals.



50 CONTRIBUCIO A L’ESTUDI DE LA LEUCOSI BOVINA

6,1% al 34,5% d’animals infectats, car el ramat ja tenia un llarg historial de
leucosi; els autors suposen que es tracta d’un increment de la virulencia del
virus (227). Olson (159) controla tres ramats durant set anys: en el primer es
passa del 54% al 79% (amb valors intermedis de 40% i 87%); en el segon,
del 53% al 71%, i en el darrer ramat del 24% al 22% (amb un valor interme-
di maxim del 31%). Finalment, Van der Maaten i Miller (215) en un ramat
de 53 vaques obtingueren 23 animals negatius; al cap de 7 mesos es féu una
nova analisi en qué 9 dels 16 animals que encara restaven en el ramat i que
originiriament eren negatius foren positius (un 56%).

D’aquestes dades es desprén que la leucosi és una malaltia que es trans-
met d’una manera més o menys lenta perd continua entre els animals del ra-
mat. La diversitat dels resultats obtinguts es pot explicar possiblement per
les variacions en el maneig dels ramats estudiats (164) i per les diferents con-
dicions de stress a qué estan sotmesos els animals.

VI.3. SISTEMES DE TRANSMISSIO NATURALS

Els sistemes de transmissié d’un agent infecci6s es poden dividir en dos
grans grups: la transmissi6 horitzontal i la vertical; la primera és aquella en
qué I’encomanament es produeix entre els animals d’una mateixa generaci6,
mentre que en la vertical, els animals d’una generacié encomanen la malaltia
als de la segiient, o sia que inclou la transmissié a traves dels gimetes, la
transplacentaria, per la ingesti6 de la llet i pel contacte entre pares i fills.

Alguns autors, aplicant el terme de transmissié vertical d’una manera
més restringida, el reserven exclusivament a la transmissié a través de cél-lu-
les germinals. Per evitar possibles interpretacions erronies nosaltres dividi-
rem les formes de transmissi6 en prenatals i postnatals.

El coneixement de les formes de transmissi6 és imprescindible per a es-
tablir mesures de control i d’eradicacié de qualsevol malaltia. Enelcas dela
leucosi aquest coneixement és molt recenti en alguns punts encara és impre-
cis, a causa del llarg periode d’incubaci6 de la malaltia i del fet que no s’ha
pogut investigar en aquest camp en profunditat fins que s’han posat a punt
els metodes seroldgics de diagnostic.

1. Transmissio prenatal

Durant molts anys s’ha cregut que la via més important d’infeccié erala
transmissi6 vertical per una particular disposicié hereditaria. La demostra-
cié que el VLB és un virus de caricter exogen ha fet perdre validesa a aquesta
teoria, ja que la transmissi6 pels gametes és exclusiva dels virus enddgens.
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La transmissi prenatal també es pot produir per via transplacentaria i
aquesta si que s’ha demostrat en el virus de la leucosi.

Thurmond i col. (205) observen en 120 vedells fills de mares positives
un 6,4% d’animals positius per la técnica del RIA abans de la ingestid de ca-
lostre. Altres autors (92), utilitzant la mateixa técnica, observen un 3,8%
d’animals infectats abans de néixer.

Piper i col. (170) estudiaren, en un ramat amb diversos casos de limfo-
sarcoma, la preséncia de virus o d’anticossos virals des del naixement fins a
P’estat adult. Es comprova que un 18% dels vedells fills de mares positives
presentaven particules viriques detectables per la prova d’inhibicié de
I’efecte sincitic abans de la ingestié de calostre. En aquests animals també es
detectaren anticossos (per la prova de neutralitzacid), fet que demostra que
la infecci es produeix més tard de 'adquisici6 de competéncies immunold-
giques per part del fetus (o sia a partir dels 3 mesos).

La taxa més elevada d’infecci6 prenatal és Iobservada per Kono i col.
(107): un 26% dels animals nascuts de mares positives sén positius a la técni-
ca de la virus-neutralitzacié; aquest percentatge elevat es deu al fet que en un
dels ramats el nivell d’infecci6 fou del 47%, perd hom desconeix la causa
d’aquest alt nivell de transmissié.

Segons Burridge i Thurmond (27) aquests casos amb alta incidéncia de
transmissi6 prenatal (més del 6%) podrien ésser deguts a una predlsposmo
genetlca Altres autors suggerelxen que aquests indexs elevats de transmis-
si6 placentiria podrien ésser deguts al fet que part de les mares no devien és-
ser només portadores del virus, sin a més afectades de lesions neoplasti-
ques (158).

En un experiment consistent a injectar sang d’animals amb leucosia 15
vaques prenyades lliures de leucosi, només uns vedells bessons foren posi-
tius en el moment de néixer (216, 218). Altres autors que han examinat ani-
mals abans de la ingestié de calostre obtenen de 23 fills de vaques amb
VLB, un de positiu (104), i cap de 59 examinats (55), bé que en aquest darrer
treball s’apunta la possibilitat que tres animals positius als 5 mesos fossin
infectats per via uterina amb poca quantitat de virus o just al final de la
gestacil.

En un estudi epidemiologic sobre la infeccid in utero hom observa que
aquesta és independent de la raga, de ’edat de la vaca i del moment de pro-
duir-se la infeccid (abans de la gestaci6 o durant aquesta). D’altra part, s’ob-
serva una possible relacié entre el sexe del fetus i la seva infeccid, ja que
aquesta és més freqiient en mascles que no en femelles (205).

El diagnostic dels animals infectats in utero té interés cara a aillar-los
dels indemnes per a evitar la infeccié d’aquests, perd I’extraccié de sang
abans de la ingesti6 del calostre en la practica és dificil; per aixd Kono i col.
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(107) suggereixen les segiients proves: a) analisi abans de la ingesti6 de calos-
tre; b) comparacié dels titols d’anticossos en dues mostres preses en un in-
terval d’un mes (si no hi ha descens vol dir que I’animal esta infectat); c) titol
d’anticossos als 5-6 mesos (han d’ésser baixos); d) prova als 7 mesos o més
tard.

2. Transmissié postnatal

De I’apartat anterior, hom pot treure la conclusié que la transmissié del
VLB es produeix generalment després de néixer I’animal. Les vies d’enco-
manament poden ésser a través de la llet o per contacte (directe, per vectors
o per objectes contaminats).

2.a. Transmissié per contacte directe

Hofirek colloca un animal infectat experimentalment en una quadra; al
cap d’un temps hi havia quatre animals més positius, tres d’ells just al davant
de I’animal introduit (a I’altre costat del passadis). També s’ha aconseguit
retardar la infeccié deixant un espai lliure entre els animals estabulats (86).

En una experiéncia realitzada en condicions lliures d’insectes i consis-
tent a mantenir en dues gabies 8 animals, tres d’ells infectats experimental-
ment, s’observa que al cap de tres mesos un dels animals s’havia infectat; els
altres quatre restaren negatius durant un any (107).

Uns altres investigadors comparen tres grups de vedells: aillats, par-
cialment aillats i en contacte amb vaques positives al VLB. Tots ells eren fills
de vaques positives i havien pres calostre de llurs mares. Només 6 dels 41 ve-
dells dels dos primers grups foren positius (els quals es pogueren infectar
per lallet, intra-uterinament o fins en els moments de contacte amb les seves
mares); en comparacio, tots els vedells que estaven en contacte amb animals
infectats reaccionaren positivament als dos anys d’edat o abans (55). En un
altre treball, després d’ajuntar vedells indemnes amb els animals adults
d’una ramat amb alta incidéncia de VLB s’observa un 24% de les vedelles in-
fectades al cap de tres mesos (204).

Per tant el contacte fisic sembla que és el requisit més important de la
transmissi6 de la leucosi i en conseqiiéncia la separaci6 de positius i negatius
sera la primera norma a prendre en la lluita contra la infeccié.

Segons Willesmith i col. (227) la malaltia es transmet especialment a la
primeria d’hivern, quan els animals estan estabulats, fet que Straub (195) ex-
plica pel stress produit pel canvi de régim de pastura a estabulacié i pel confi-
nament dels animals que afavoreix el contacte directe.
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Altres autors mantenen en canvi que la incidéncia és més alta a Iestiu
degut a les picades d’insectes (13); d’ambdues observacions es pot treure la
conclusié que hi ha una transmissié per contacte directe, encara que en algu-
nes zones pot quedar emmascarada per una transmissié quantitativament
més important deguda a insectes hematdfags.

La manera com es produeix aquesta transmissi6 és a través de I’orina, la
femta, els fluids amnidtics i les secrecions oculars i nasals d’animals infectats
(153). Gupta i Ferrer (84) observaren antigens del virus de leucosi en 1’orina
d’animals infectats naturalment. Roberts i col. (181) només aillaren el virus
de la secreci nasal d’una de 6 vaques infectades naturalment; en canvi, 6 de
9 vaques presentaren virus en la fracci6 cel-lular de rentats bronco-alveolars.

Straub (196) no aconsegueix detectar anticossos en xais inoculats al nai-
xement amb diverses secrecions i excrecions; de tota manera els resultats no
son fiables, ja que la técnica utilitzada fou I’AGID p-24, que és una prova
molt poc fiable.

La via d’entrada en el receptor no esta del tot determinada. Van der
Maaten i Miller (213) detectaren anticossos en animals infectats per viaoral i
respiratdria; Mammerickx i col. (125) també obtingueren resultats positius
en infectar experimentalment per via oral. Roberts i col. (180) en canvi no
aconsegueixen produir la infeccié en administrar 5- 10® leucocits infectats
per via oral, i si que obtenen resultats positius en administrar-los intratra-
quealment.

2.b. Transmissié per via oral

La possibilitat que el VLB es transmeti per la llet ja es planteja quan,
’any 1964, s’observaren particules viriques en llet de vaques d’un ramat
amb alta incidéncia de leucosi (45). Posteriorment s’han realitzat una série
de treballs encaminats a estudiar la incidéncia d’aquesta via d’encomana-
ment.

Parfanovich i col. (162) observaren en la llet particules dels tipus dels
oncornavirus antigénicament iguals al VLB. Posteriorment s’estudia la pre-
séncia del virus en la llet mitjangant la inoculacié en xais (61, 103): després
de la inoculaci6 de llet de vaques positives a xais es detecta la preséncia del
virus en els xais que havien estat inoculats amb la llet de 8 de les 16 vaques
utilitzades. En una segona prova el 91% dels xais inoculats exclusivament
amb el component cel-lular de llet infectada presentaren reaccions serologi-
ques positives i/0 s’identifica el virus.

Cal tenir en compte que la simple preséncia del virus en la llet no signi-
fica que en condicions naturals els vedells s’infectin al beure calostre ollet, ja
que hi ha certs mecanismes que dificulten aquesta possible infeccid, com
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s6n la capacitat de la mucosa intestinal d’absorbir macromolécules només
en les primeres hores de vida, o quan esta alterada.

Aquesta immunitat passiva es demostra en ’experiéncia realitzada per
Olson 1 Kaja (160), en que, dels 7 xais que havien rebut calostre d’ovelles in-
fectades 1 foren inoculats als 15 dies amb el VLB, 5 no s’infectaren, mentre
que en altres grups que foren inoculats als 4, 17 i 54 mesos tots els animals
foren positius.

Dels 70 vedells nascuts de mares positives, examinats per Ohsima i col.
(158), només 5 presentaren anticossos als 66 mesos, després d’haver pres el
calostre i d’haver estat separats de llurs mares abans de les 24 hores i mantin-
guts en els lots de pocs animals. D’aquests 5, un ja presentava anticossos
abans de prendre el calostre i un altre possiblement fou infectat de manera
horitzontal per algun dels altres vedells.

Segel i Morgan (191) comtrolaren dos grups de vedells: un alimentat
amb un pool de calostre de les vaques i I’altre privat de calostre: aquest grup
presenta un 4% d’animals positius als 15 mesos mentre que en el primer el
percentatge fou del 16% ; de tota manera, els resultats obtinguts no s6n esta-
disticament significatius.

També el grup GELB, format per investigadors francesos, ha observat
una major taxa d’infeccié durant el primer any en els vedells fills de mares
positives (13,5%) en comparaci6 als fills de vaques negatives (4,4%), a pesar
de no observar-se casos de transmissié prenatal (165). Tanmateix, cal tenir
en compte que almenys part dels animals infectats ho han estat per altres
vies, 0 sia que no es demostra el paper del calostre en la transmissié.

En el treball de Ferrer i Piper citat a l’apartat anterior (55), hom intenta
establir la importancia real de la llet i el calostre en la transmissié del VLB i
s’observa, bé que ’encomanament per aquesta via en condicions normals és
perfectament possible, que la seva importancia real és petita, molt menor a
la produida per la transmissi6 per contacte directe en els animals infectats.

S’ha suggerit la possible infeccié d’animals de fins a un mes d’edat en
beure llet de vaques amb mamitis o calostre a causa de la inhalaci6 de leuco-
cits en prendre-la (204).

Com es pot observar, aquest capitol no queda tancat i calen nous estu-
dis per a determinar la possible importincia del calostre i la llet en la trans-
missi6 del virus de laleucosi bovina als vedells i els factors que poden influir
en aquest tipus d’infeccié.

2.c. Transmissié a través del semen

La transmissi6 a través del semen pot tenir dos vessants: infectar lades-
cendéncia i infectar la femella.
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La transmissi6 vertical per cél-lules germinals, tal com hem indicat no
és possible, ja que es tracta d’un virus exogen. Baumgartener i col. (10), des-
prés d’estudiar 1180 caps, corroboren aquesta afirmacié, ja que no troben
variacions significatives entre els descendents de mascles positius i negatius;
tampoc no se’n detecten en comparar 81 femelles descendents de 2 braus
amb limfosarcoma 1 91 animals control.

La transmissié horitzontal és més debatuda, ja que els resultats exis-
tents en la literatura sén a voltes contradictoris. Lucas i col. (119) transme-
ten la malaltia a tres xais inoculats amb semen fresc d’un brau seropositiu,
perd posteriorment no aconsegueixen de transmetre la infeccié a xais inocu-
lats amb semen congelat del mateix brau (118).

Després d’instil-lar 1-2 ml de leucocits, corresponents a uns 40 ml de
sang entera, d’animals amb VLB en el tracte genital de 6 vaques, es produi la
infeccié en 4 d’elles (213). Un altre investigador, amb una quantitat sem-
blant perd afegint-hi 1 ml de semen, només pot infectar una de 4 vedel]es
instil-lades i cap dels 2 xais (180); aquests resultats suggereixen als autors la
preséncia d’un factor inhibidor, en el semen, que inactiva el VLB.

Per tant, s’ha de tenir en compte aquesta via, perd la seva incidéncia és
possiblement molt petita, ja que tot i la preséncia del virus en el semen, la
seva absorci6 en ’aparell genital és forga qiiestionable, a causa de la poca
quantitat del virus. Pot tenir una terta importincia en braus positius amb
inflamacions del tracte genital.

La inseminacié artificial, segons les dades de queé es disposa actual-
ment, no pot transmetre el VLB (8, 175).

Tampoc la transferéncia d’embrions sembla tenir importancia en la
transmissié del virus de la leucosi (166).

2.d. Transmissié per vectors

Diversos estudis experimentals han demostrat que la fraccié cel-lular de
la sang d’un animal infectat és virulenta fins i tot en poca quantitat. Van der
Maaten i Miller (213) observaren que 2.500 limfocits (equivalents a 0,5 pl de
sang entera) provinents d’un animal positiu inoculats intradérmicament sén
capagos de produir la infecci6 en ’animal receptor. Buxtoni col. (31) neces-
siten quantitats més elevades de limfocits: no obtenen cap eéxit després
d’inocular 1000 i 2000 limfocits en 18 animals, en canvi la inoculacié de 10*i
5.10* cél-lules equivalents a una mitjana de 0,7 i 7,3 pl de sang entera, trans-
meten respectivament la malaltia al 12% i al 62% dels efectius inoculats.
Aquests autors consideren que Van der Maaten i Miller aconseguiren uns
resultats excepcionals que no sén significatius de la quantitat del limfocits
necessaris en condicions normals per a transmetre la infecci6.
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La capacitat dels limfocits de transmetre la malaltia és més elevada si
I’animal presenta limfocitosi persistent i també si fa més de 2 anys que esta
infectat o si la seva edat és de més de tres anys (31).

2.d.1. Transmissid per artrdopodes hematofags

S’ha demostrat que aquests invertebrats s6n capagos de transmetre
d’un animal infectat a altres de sans malalties etioldgicament semblants a la
leucosi, com s6n I’anémia infecciosa equina i la leucémia del ratoli (52).
Aquest fet, junt amb els resultats obtinguts en les experiéncies que acabem
de citar, fa pensar que aquest tipus d’artrdpodes poden actuar com a possi-
bles vectors de la malaltia. Autors americans (13) observaren que 7 animals
joves posats en contacte amb el ramat a P’estiu, quan hi ha gran abundancia
de tavecs, presentaren tots la infecci6 als 4 mesos, mentre que si el contacte
es produia I’hivern, quan aquests insectes s6n practicament inexistents, no-
més un era positiu al VLB al cap de 6 mesos.

Una experiéncia realitzada en condicions lliures d’insectes obtingué
uns resultats semblants a aquest dltim, ja que s’infectd un animal dels 5 man-
tinguts en contacte amb tres vedells inoculats amb VLB (108).

S’ha pogut aillar el virus en limfocits obtinguts de tavecs (Tabanus ni-
grovitatus) que s’havien alimentat préviament de vaques infectades (13).

Una experiéncia, realitzada en rénecs de I’espécie Boophilus microplus
que afecten el bovi dels paisos tropicals, consisti a inocular en 4 ovelles una
suspensié de sang obtinguda d’artropodes d’aquesta espécie que s’havien
alimentat amb sang de vaques seropositives: dos dels animals presentaren
anticossos al cap d’un mes i durant els 15 que dura la prova; els altres dos
restaren negatius (184).

A Alemanya es realitza una altra experiéncia, també amb rénecs, en
aquest cas de espécie Ixodes ricinus, en qué es comprova que poden conte-
nir el virus en estat infecciés durant com a minim dues setmanes i que poden
transmetre per tant la malaltia a animals negatius per transmissié transesta-
dial (infecci6 en fase de nimfa i transmissi6 de la malaltia en ’estat adult). De
totes maneres els animals seronegatius infectats per aquests rénecs aconse-
gueixen produir una reacci6 seroldgica transitoria de 4-6 mesos. Els autors
conclouen que la transmissi6 de la malaltia pot ésser possible en cas d’infes-
tacions massives (99).

Finalment, cal parlar de les experiéncies dutes a terme per Buxton i col.
(32), ja que s6n possiblement les que permeten d’avaluar millor el potencial
dels insectes hematofags en la transmissié del virus de la leucosi. Aquests
autors inocularen subcutiniament en vedells i xais les parts bucals de mos-
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ques (Stomoxis calciltrans | Haematobia irritans) i tavecs (Tabanidae) que
s’havien alimentat préviament de sang de vaques afectades de LP. Per pro-
duir la infeccié en vedells feren falta entre 50 i 100 insectes segons les espe-
cies de mosques (en xais n’hi hagué prou amb 25), sempre que no passés una
hora entre la ingesti6 de sang i la disseccié de I’aparell bucal dels insectes. A
partir d’aquests resultats els autors discuteixen les possibilitats iles circums-
tancies en qué es poden donar aquestes condicions i conclouen que la trans-
missio del virus per aquesta via esta possiblement limitada a zones localitza-
des, amb una gran infestacié de mosques.

Marin i col. (132) atribueixen la gran incidéncia del VLB en el bestiar de
Veneguela, entre altres causes, a la gran abundincia d’insectes hematodfags a
les zones tropicals.

- A tall de conclusié podem dir que els artropodes hematofags poden ac-
tuar com a difusors de la malaltia i que caldria portar a terme nous estudis
per a determinar llur importancia rea] i la relaci6 entre la difusié de la malal-
tia i la quantitat d’artropodes hematofags.

2.d.2. Transmissi6 iatrogénica

Les transfusions de sang o injeccions de vacunes obtingudes a partir de
sang entera poden transmetre la leucosi. A Suécia es produi un augment de
la incidéncia de la leucosi després d’administrar vacunes contra la piroplas-
mosi elaborades amb sang entera contaminada amb el VLB (200).

Burki i col. (26), en proves seriades, obtingueren resultats estadistica-
ment significatius en comparar els animals recentment infectats veins d’un o
dos animals ja préviament infectats amb els que no estaven en contacte amb
animals positius. Altres autors amb un disseny semblant obtenen un major
nombre d’animals infectats prop d’altres també positius, encara que els re-
sultats no sén estadisticament significatius, a diferéncia d’una experiéncia
anterior dels mateixos autors, en la qual els resultats foren significatius
(227). Ambdos grups d’autors atribueixen aquest fet ala infecci6 a través de
’agulla en vacunacions seriades; tanmateix, aquestes observacions no de-
mostren que la transmissio sigui per causes iatrogéniques, ja que també pot
haver-se produit per contacte directe.

Thurmond (203) no troba cap relaci6 estadistica entre la vacunacié
contra malalties infeccioses i la taxa d’infeccié pel VLB.

En una granja amb alta incidéncia de leucosi, en la qual moltes vaques
eren tractades amb oxitocina per via endovenosa sense canviar I'agulla,
s’observa una diferéncia significativa (p < 0,025) entre el nivell d’infeccié de
les vaques tractades i el de les que no rebien oxitocina (22).
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Les extraccions rutiniries de sang amb finalitats diagndstiques també
s6n una font possible d’extensié de la malaltia. En un ramat de 22-24 vaques
en feren extraccions trimestrals de sang; en les tres primeres hom empra la
mateixa agulla per a tots els animals, i la taxa d’infecci passa de 8 a 15 ani-
mals; posteriorment es feren nou extraccions amb agulles individuals, i en
aquest interval de temps només s’infectd un animal (3).

També s’ha especulat sobre el possible paper de la prova de la tubercu-
lina en la transmissi6 de la malaltia. Lucasi Roberts (118) utilitzaren agulles
deliberadament contaminades per a realitzar la prova de la tuberculina en sis
animals que posteriorment presentaren la infeccié pel VLB, mentre que els
controls restaren negatius. En la practica, aquesta prova no sembla tenir gai-
re incidéncia en la transmissié de la leucosi, ja que la contaminacié de I’agu-
lla amb sang és poc freqiient i es produiria per la puncié accidental d’un ca-
pilar superficial (207).

També altres manipulacions com poden ser el tatuatge dels animals
amb pinga pot provocar la transmissié de la leucosi: després d’observar que
en condicions experimentals severes aixo era possible (167), s’ha observat
que en condicions naturals aquest tipus de tatuatge suposa un risc veritable,
ja que uns dos tergos dels animals tatuats amb una pinga que ha servit, im-
mediatament abans, per a tatuar un animal infectat pel VLB, es contaminen
(168).

En conclusi6, la via iatrogenica s’ha de tenir molt en compte en la trans-
missi6 de la leucosi; sobretot en relacié ales campanyes d’eradicacié de tu-
berculosi i brucel-losi que s’estan portant a terme actualment a Catalunya; ja
que, si bé la transmissié a partir de la tuberculinitzacié possiblement té una
importancia escassa, la realitzacié d’extraccions de sang sense observar unes
normes higiéniques estrictes pot afavorir la disseminacié de la malaltia en el
ramat; també poden contribuir al contagi determinades practiques terapéu-
tiques, sobretrot les injeccions endovenoses, si no s’observa una higiene
rigorosa.



VII

ASPECTES SANITARIS I ECONOMICS

VII.1. ASPECTES SANITARIS

La possible relacié entre la leucosi bovina i la leucémia humana ha
preocupat els investigadors des de fa molts anys, d’una banda perqué lallet i
la carn s6n components basics de la dieta humana i, de I’altra, perqueé certes
professions (ramaders, veterinaris, personal de laboratori) estan en contacte
amb animals portadors de VLB o amb llurs productes.

S’han realitzat un bon nombre d’estudis epidemioldgics encaminats a
estudiar ’existéncia d’una possible correlacié entre laleucosi bovinaila hu-
mana (vegeu-ne revisions als treballs 521 175), perd en cap d’ells no s’ha po-
gut trobar evidéncia d’una possible relaci6 entre ambdues malalties.

La deteccié d’anticossos anti-VLB en ximpanzés que havien estat in-
fectats experlmentalment per via parenteral féu pensar a alguns i investiga-
dors que I’ especne humana també podia reaccionar produint aquests anti-
cossos. Cal, perd, tenir en compte que la infecci6 fou experimental, possi-
blement amb una gran quantitat de material antigénic, i que dificilment es
poden extrapolar els resultats a les condicions que es donen en condicions
naturals (52); d’altra banda, no s’aconsegui aillar el virus en els ximpanzés
inoculats (175).

Diversos estudis realitzats en I’espécie humana no han aconseguit de-
tectar anticossos contra el VLB, tot i que s’han analitzat serums de pacients
cancerosos, de membres de families amb alta incidéncia de cancer, de perso-
nal de laboratori, de veterinaris, de ramaders, etc.

S’ha de tenir en compte que, bé que en el bovi i ovi adult la preséncia
d’anticossos és sinonim d’infeccid, en altres espécies es pot produir una re-
laci6 cél-lules infectades-VLB no productiva; per tant la no produccié d’an-
ticossos no és evideéncia suficient per a excloure la possibilitat d’infecci6 en
I’home (52). Tampoc no s’ha pogut evidenciar el virus en cultius cel-lulars de
persones afectades de leucémia exposades al VLB.

En resum, no s’ha pogut evidenciar la infeccié del virus de la leucosi
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bovina en I’home, bé que les dades de qué hom disposa actualment no s6n
suficients per a establir una conclusié definitiva.

VII.2. ASPECTES ECONOMICS

No s’han observat diferéncies entre la produccié lletera 1 la fertilitat
dels ramats amb leucosi i lliures de la malaltia (28, 79, 112).

Com que el VLB afecta els limfocits, o sia cél-lules del sistema immuni-
tari, s’ha plantejat que la infeccié pel VLB pot perjudicar la resisténcia dels
animals en relacié a altres malalties infeccioses per immunosupressié; perod
s’ha comprovat que aquesta no es produeix (vegeu I’apartat IV.2).

Per tant, es consideren només les pérdues produides per I’aparicié de
casos clinics de limfosarcoma. Al Canadi s’han estimat en 529.000 ddlars
anuals en el bestiar de llet i en 49.000 dolars en el de carn (102). A la Baixa
Saxonia (una de les zones més afectades d’Alemanya) les pérdues degudes a
limfosarcoma entre 1963 i 1976 foren de 53 milions de DM (212). Als Estats
Units, entre 1976 1 1978 foren d’uns 3,9 milions de dolars anuals (51).

S’ha de tenir en compte que, si aquestes quantitats no sén exagerada-
ment elevades al nivell estatal, si que poden ésser importants en granges
concretes.

Altres perdues que produeix aquesta malaltia en alguns paisos estan re-
lacionades amb I’exportacié, ja que molts paisos exigeixen tests seroldgics
negatius al VLB per a la importaci6 de vedelles i de semen bovi. Les pérdues
produides als Estats Units per la leucosi en I’exportacié de bovi sén més ele-
vades que les de qualsevol altra malaltia o infeccié (amb la possible excepcié
de la llengua blava —blue-tongue) (52).
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VIII.1. PRINCIPIS DE LA LLUITA I DEL CONTROL

Esta totalment acceptat que la leucosi es pot eradicar de ramats infec-
tats en base a proves serologiques i a determinades practiques de maneig, la
majoria d’elles comunes a qualsevol malaltia infecciosa.

Les prictiques de maneig necessiries per a evitar la contaminacié entre
ramats es basen a evitar la introducci6 de vaques provinents de ramats infec-
tats, o bé a tenir-los en quarentena durant tres mesos i integrar-los al ramat
en cas de resultats seroldgics negatius al final d’aquest temps. Actualmentes
considera que la inseminaci artificial no suposa cap perill.

El control dins el ramat es basa també a evitar el contacte entre els ani-
mals positius 1 negatius, consistent en la segregaci6 en grups o a eliminar els
infectats (49, 212, 215), a reduir les possibles causes de transmissié per
transferéncia de sang a través d’insectes hematdfags o d’instruments conta-
minats (8, 13, 51, 100), en la desinfeccié 1 a evitar el contacte entre animals
adults i les vedelles de recria (8). Ruppaner i col. (186), després d’observar
estrictament tots aquests punts, aconsegueixen disminuir fortament la in-
fecci6 de manera que en els animals de tres anys la taxa d’infeccié del ramat
és la meitat de la que presentaven els animals de la mateixa edat en el ramat
abans d’establir-se aquestes mesures.

Alguns autors (8, 49) recomanen d’alimentar els vedells amb calostre i
llet d’animals seronegatius, perd a la vista dels resultats obtmguts per
diversos autors (apartat IV.3.) sembla que aquesta mesura no és gaire im-
portant.

La segregacié dels animals en grups seropositius 1 seronegatius és una
mesura correcta, perd en moltes ocasions molt dificultosa, ja que provoca
seriosos problemes de maneig. Van der Maaten i Miller (215) aconsegueixen
bons resultats separant els animals posmus i negatius en corts i pastures di-
ferents i munyint aquests primer, perd sense mantenir cap altra mesura
especial.
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En determinades explotacions I’eradicacié del VLB és problematica i
lenta. Mammerickx (120) analitzi algunes d’aquestes explotacions i a totes
hi troba alguna causa que explicava aquests mancaments, com ara la desidia
o la poca col-laboracié d’algun dels estaments implicats en la lluita: rama-
ders (introduccié d’animals malalts, amagar animals, canvi del nombre
d’identificaci6 d’animals), veterinaris clinics (utilitzacié de la mateixaagulla
amb diversos animals, poca cura en ’elaboracié de llistes), laboratoris de
diagndstic i serveis oficials (lentitud, mala manipulacié de les mostres).

La importacié de bestiar és una porta d’entrada molt important de la
infecci6 als paisos indemnes. Aixi s’ha detectat que en llocs sense incidéncia
prévia de leucosi (Gran Bretanya, Irlanda, Txecoslovaquia), els primers ca-
sos s’han detectat en animals importats o en explotacions on han estat en
contacte amb aquests (35, 87, 101, 179) tres d’aquests treballs parlen en con-
cret d’animals importats del Canada. A Belgica, 6 dels 40 focus detectats
fins al 1977 foren deguts a la importacié de bestiar (123).

Per a importar animals no n’hi ha prou amb exigir un certificat que di-
gui que I'animal esta lliure de leucosi, ja que Miller (148) obté un 4,1%
d’animals destinats a I’exportacié (i seronegatius en el primer examen) que
presenten resultats positius en analisis posteriors.

Per tant la importaci6 és una via d’encomanament important i és essen-
cial ’examen serologic no sols de I’exemplar en qiiestié siné de tot el ramat
d’origen, i el seguiment posterior d’aquell (212).

Per al diagnostic d’animals infectats hom empra actualment les proves
serologiques. Cal perd ésser critics a I’hora d’interpretar els resultats obtin-
guts en una prova serologica, atés que hi ha una série de factors que condi-
cionen la resposta. Aquests factors sén I’edat de ’animal, el darrer contacte
amb una vaca infectada, etc. En el quadre VI, extret d’un treball de Toma i
col. (207), hi ha la interpretacié a donar en els diferents casos possibles.

Actualment la prova que hom empra rutiniriament per al diagnostic de
laleucosi és laimmunodifusié. Els avantatges d’aquesta prova sén la simpli-
citat, el cost baix i les possibilitats d’automatitzacié que permeten de fer un
gran nombre de proves diariament (67).

Diferents treballs ens parlen d’experiéncies d’eradicaci6 basades en el
sacrifici dels animals positius a la provade ’AGID. Es considera que amb la
collaboracié dels estaments implicats es pot aconseguir de sanejar els ra-
mats en dues 0 com a maxim tres proves realitzades cada cinc-sis mesos
(120, 124, 179, 215), és a dir, en mig any o un any.

Cal tenir en compte que la probabilitat d’eradicar la malaltia rapida-
ment va directament lligada amb el nivell d’infeccié 1 la grandaria del ramat.

Els titols d’anticossos contra el VLB en els moments que envolten el
part baixen de manera que es poden produir resultats falsament negatius en
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Quadre VI. Interpretacié dels resultats serologics en el diagnostic de la
leucosi bovina (207).

Resultat  Darrercont.

Edat serol. anim. infec. Interpretaci
<7 mesos + nascutde possibilitat d’anticossos calos-
mare infec. trals, reexaminar als 7 mesos
nascutde animal infectat
mare indemne
- < 3 mesos reexaminar als 3 mesos del darrer contacte amb
animals infectats
> 3 mesos animal sa
> 7 mesos + animal infectat
- < 3 mesos reexaminarals 3 mesos del darrer contacte amb

animals infectats

> 3 mesos animalsa

aquest periode; per aixd Bause 1 Schmidt (12) recomanen, sempre que sigui
possible, no extreure sang en aquest periode per a analitzar per la técnica de
la immunodifusié, o en cas contrari concentrar el serum quatre vegades o
treure també una mostra de calostre els primers dies de post-part; una altra
possibilitat és utilitzar amb aquests animals una prova més sensible.

Levy icol. (114) afirmen que la immunodifusi6 és una prova totalment
vilida per a establir una primera selecci6 de sérums en anilisi de rutina, perd
que la millor sensibilitat del RIA fa necessiria aquesta técnica en estudis més
precisos, iconvenient si es tracta de zones amb alta incidéncia. Ferrer també
és un defensor del RIA (51, 53), ja que permet [’automatitzacié i els resultats
s’obtenen més ripidament: dues proves en un interval de tres mesos sén su-
ficients per a eradicar la infeccié (mentre que amb I’AGID es necessiten tres
proves més separades, tres-sis mesos).

Un ramat no es pot considerar lliure de VLB fins que tots els animals
s6n seronegatius en una série de proves realitzades a intervals de tres-sis
mesos.

VIII.2. METODES DE LLUITA EN ALTRES PAISOS
Per ra6 de la importincia econdmica de la leucosi bovina, sobretot en

relaci6 al comerg internacional, diversos paisos han establert unes mesures
de control i eradicaci6 d’aquesta malaltia.
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El pais pioner en aquest tipus de mesures fou Dinamarca, que I’any
1962 ja establi unes mesures de control basades en les proves hematologi-
ques i en el sacrifici d’aquells ramats en queé algun animal presentés limfoci-
tosi persistent o limfosarcoma. Bé que aconseguiren de disminuir la inci-
deéncia de la malaltia, no pogueren eradicar-la. Indubtablement aixo fou de-
gut a la poca sensibilitat de les claus hematologiques; posteriorment han
emprat la prova de ’AGID amb éxit.

Alemanya estableix dos anys més tard una campanya voluntaria d’era-
dicaci6 consistent en el sacrifici de tots els animals amb LP o leucosi; a partir
del 1973 la campanya és obligatdria i els anys 1978-1979 el diagnéstic sero-
logic substitueix les claus hematoldgiques i se sacrifiquen tots els animals
positius 1 aquells que donen resultats dubtosos en dues proves seguides
(190).

La Repiblica Democritica Alemanya també ha comengat recentment
una campanya d’eradicaci6, consistent en la seva primera fase a sanejar tots
els ramats selectes (dels quals s’obtenen els animals per inseminacié artifi-
cial), els ramats de races carniques i les estacions de recria de mascles i d’in-
seminacié, mitjangant ’analisi seroldgica i la segregacié dels animals posi-
tius (113).

A Austria s’ha dut a terme una campanya voluntaria d’eradicacié de la
leucosi, i en vista dels bons resultats obtinguts i de la poca incidéncia de la
malaltia, s’esta preparant una llei que fara obligatori aquest control (26).

Franga ha establert un programa de lluita només obligatori en aquelles
explotacions en qué s’han dlagnostlcat clinicament o a I’escorxador casos de
leucosi, amb previsi6 de fer-lo més extensiu amb el temps (179).

La Gran Bretanya té un programa de control des del 1982, basat en el
sacrifici dels animals seropositius; pero a diferéncia dels anteriors, el rama-
der no rep cap compensaci6 economica de |’estat.

Un altre model de control voluntari és el que porta a terme Suécia, con-
sistent basicament en I’examen del ramat cada tres anys i en una quarantena
de quatre mesos i una posterior prova seroldgica dels animals de nova ad-
quisicid (90).

El Canadai els Estats Units no tenen programes de lluita i d’eradicacié,
ja que el VLB esta molt estés en la cabanya d’aquests paisos i el cost de les
possibles campanyes d’eradicacié no es justifica econdmicament en base a
les pérdues produides per tumors (51, 175, 215).

Davant I’exigéncia de molts paisos d’importar animals lliures del VLB,
als Estats Units s’ha establert un programa voluntari d’eradicacié de la ma-
laltia dels ramats al qual s’acullen aquells ramaders que estan interessats a
exportar bestiar a paisos on s’exigeix certificacié d’animals lliures del VLB
(143).
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VIII.3. CONSIDERACIONS PER A L'ESTABLIMENT D'UN PROGRAMA DE CONTROL

Per a ’establiment d’un programa de control i/o eradicacié de laleuco-
si bovina és essencial el coneixement de la freqiiéncia i la incidéncia de la in-
fecci6 a la zona (164).

Per a la determinacié d’aquests indexs és necessari coneixer, segons
Davies (41):

— Nombre i dimensié dels ramats infectats.

- Proporcié d’animals infectats en els ramats.

— Proporcié d’animals amb simptomatologia clinica.

— Velocitat de difusié de la malaltia.

També cal realitzar un estudi econdmic consistent a analitzar les per-
dues produides per la malaltia i degudes a sacrificis d’urgéncia, minva del
temps d’explotaci dels animals, decomisos a ’escorxador i efectes relacio-
nats amb I’exportacié d’animals.

A diferéncia de les malalties en curs de sanejament al nostre pais (tuber-
culosi i brucel-losi), la LBE no sembla presentar, amb les dades de qué hom
disposa actualment, un interés sanitari, ja que no és transmissible a I’home.

A aquesta informaci6 basica, s’hi ha de sumar un estudi econdmic del
cost d’endegar una campanya de sanejament, que consisteix biasicamenten:

+ cost de les analisis: extraccié de sang, despeses de laboratori.

+ cost de les subvencions pel sacrifici d’animals positius (en cas de sub-
vencionar-se).

+ perjudicis produits a ’explotacié.

A partir de totes aquestes dades s’ha d’elegir un sistema d’eradicacié.

a. Campanya obligatoria amb sacrifici de tots els animals d’aquells ra-
mats on hi hagi algun animal seropositiu.

b. Campanya obligatdria amb sacrifici dels animals positius i subven-
cié.

c. Campanya voluntiria basada en I’examen dels animals i sacrifici dels
positius amb subvencié.

d. fd., més campanya obligatoria en les explotacions amb casos clinics.

e. Com la modalitat ¢, sense subvencions.

f. Controls d’animals a la importacié i en canvis de ramats i localitzacié
dels focus a partir de casos clinics.

g- Reniincia a qualsevol mesura.

a) Aquest tipus de mesures és molt car i innecessari actualment atesa la
lentitud de transmissi6 de la malaltia i els métodes diagnostics existents.
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b) Pot tenir interés en paisos econdmicament forts, amb vocaci6 expor-
tadora i alta incidéncia de la malaltia. En un estudi econdémic d’aquests tipus
de campanya realitzat a Gran Bretanya es calcula que els beneficis serien de
4,8 milions de lliures, i el cost de 23,6 milions (41).

c) d) €) Sén interessants com a primer pas per a I’execucié d’un progra-
ma més ambici6s 1 en casos en qué la malaltia tingui una incidéncia menor o
interessi una menor despesa piblica. En aquesta modalitat és important el
marcatge dels animals i la prohibicié de la venda dels positius, ja que en el
cas contrari es pot afavorir la disseminaci6 de la malaltia (ramaders que es
venen els animals posmus per a sanejar la propia granja) (175).

f) Té interés en paisos amb poca incidéncia de la malaltia. Es important
en paisos com el nostre en qué s’esta repoblant en moltes explotacions en
procés de sanejament (123).

g) Aquesta decisi6 es pot prendre després d’un estudi econdmic ex-
haustiu de la malaltia i en funcié dels resultats obtinguts. Hugoson i Wold-
Troell en un estudi econdmic fet a Sucia consideren avantatjosa aquesta
mesura si menys de 25 ramats es dediquen a l’exportacié i la grandaria mitja-
na de I’explotacié és petita (menys de 18 caps) (90).

VIII.4. TRACTAMENT I VACUNA

1. Tractament. El limfosarcoma és un neoplasma maligne i de conse-
queéncies fatals, sense terapéutica especifica. Els animals afectats poden trac-
tar-se simptomaticament i per curts periodes mitjangant una bona alimenta-
ci6 i Pextirpacié quirdrgica dels teixits tumorals que provoquen disfuncions
per pressié sobre altres drgans (100). L ds de citostitics en bovins afectats
déna resultats positius (154), perd no s’empra en el bovi degut al seu cost ex-
cessiu (200).

2. Vacunacié. La preséncia d’anticossos en tots els animals infectats si-
multiniament al propi virus de la leucosi demostra una proteccié incomple-
ta o inexistent per part d’aquests anticossos (100); paral-lelament, no hi ha
cap correlacid aparent entre la resposta immunitiria i una hipoteética protec-
ci6 contra la leucosi (42).

D’altra part, els vedells fills de vaques positives presenten una immuni-
tat passiva adquirida a través del calostre i que persisteix durant uns mesos.

S’han fet diversos experiments encaminats a obtenir una vacuna. Miller
i Van der Maaten (142, 147) han provat una vacuna amb virus inactivats,
amb uns resultats discretament positius. Investigadors de la Universitat de
Califdrnia han vacunat amb suspensié de cél-lules limfoides no productores
del VLB, procedents d’un vedell amb limfosarcoma i han obtingut uns re-
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sultats preliminars interessants (201, 202). Aquesta vacuna tindria I'avantat-
ge de no produir anticossos contra el virus de la leucosi bovina en animals
vacunats, que és un dels inconvenients a tenir en compte en I’establiment de
campanyes de vacunaci6 en cas d’obtenir una vacuna eficag (96, 175). Au-
tors russos han obtingut també certs resultats inactivant el virus amb com-
postos aminometilats (163).

En conclusid, doncs, no hi ha actualment cap vacuna eficag, perd s’esta
investigant per a obtenir-ne una en un temps més o menys llarg.






IX

NIVELL D’INFECCIO A CATALUNYA

IX.1. INTRODUCCIO

Un dels passos previs a I’establiment d’un programa de control de la
leucosi bovina és el coneixement de la prevalenga d’aquesta malaltia a la
zona (41, 164).

Estd totalment acceptat que les importacions de bestiar s6n el factor
més importat de I’establiment de la infeccié a zones indemnes (123, 212).
Catalunya ha importat un bon nombre de vaques procedents de paisos amb
alta incidéncia de leucosi; per tant, és logic suposar I’existéncia del VBL en
el nostre bestiar.

No s’ha descrit, a pesar d’aixd, cap cas d’aquesta malaltia al Principat,
encara que si en altres zones de I’estat espanyol (38, 152).

La intencié d’aquest capitol és estudiar una mostra de la poblacié bovi-
na a Catalunya per a establir el nivell d’infeccié en el bestiar del nostre pais
del virus de la leucosi bovina.

IX.2. MATERIAL I METODE

1. Sérums. De la poblacié6 dels bovins en procés de sanejament ramader
existents a Catalunya s’ha examinat un total de 863 mostres sériques, extre-
tes entre ’octubre de 1983 i el juliol de 1984, procedents de 99 ramats (figura
5).

No s’ha considerat la poblacié bovina de les comarques de Tarragona i
del sud de Barcelona, atés que totes plegades només representen el 6,5% del
cens total catala (figura 6).

El tipus de mostreig emprat ha estat per conglomerats, consistent en
’examen d’una série de ramats obtinguts aleatdriament, dels quals s’ha ana-
litzat una submostra a ’atzar del 20 al 25% dels efectius.

Sérums control. Els sérums positius utilitzats com a controls, proce-
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Fig. 5. Situaci6 geogrifica dels ramats examinats i dels infectats.

dents de sang de vaques positives alemanyes, foren cedits pel Veterinirun-
tersuchungsamt de Hannover (Rep. Federal Alemanya).
2. Antigen. S’ha utilitzat el “Rinderleukose-Antigen Behringwerke fir
die Immunodifusion”, lot 418074A.
3. Métode. El diagnostic s’ha realitzat per la prova de la immunodifusié
en gel d’agar descrita per Forschner i col. (66).
— Preparaci6 de I’agar:
Per 1000 cc: 6,05 g sol. puffer Tris — Merck 8387
95 gdeClNa
0,01 gde NaN,
9 gd’agar-agar
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Fig. 6. Percentatge comarcal de bestiar bovi en relacié al total de Catalunya.

El pH s’ha fixat a 7,2 amb solucions normals de CIH i NaOH. S$’ha
mantingut 10-15 minuts en ebullicié (per una quantitat de 200-300 ml) i
posteriorment s’ha disposat en Plaques de Petri de manera que el gruix de
I’agar fos de 2,5 mm (15 cc d’agar per plaques de 88 mm de diametre).

— Preparaci6 de les cavitats.

S’han excavat en I’agar “rosetes” amb sis forats exteriors de 6 mm de
didmetre i un de central de 4 mm, tal com ho indica la figura 7. .

Els forats s’han fet amb un tub d’acer del diametre corresponent, con-
nectat a una bomba de buit per a aspirar I’agar sobrant (operacié que es com-
pleta posteriorment amb una punta de micropipeta connectada a la bomba

de buit).
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Fig. 7. Esquema i mides de les cavitats de la “roseta”.

— Emplenat de les cavitats.

Les cavitats estan destinades a sérums problemes (quatre), a controls
(dues) i a antigen (la central). S’omplen amb micropipeta fins que queden
enrasades amb P’agar, la qual cosa suposa una capacitat aproximada de 70 pl
les cavitats exteriors i 30 pl la interior.

— Protocol.

A cada placa, s’hi excaven quatre rosetes, els forats superior i inferior
de cada una de les quals es destinen a controls, de manera que s’obtenen 16
forats destinats a les proves.

Les plaques s’incuben a temperatura ambient (15-20°C), es fan les lec-
tures a les 24 i 48 hores, i s’anoten els resultats als fulls de protocol, tal com

s’indica a la figura 8.

OOO

Fig. 8. Interpretaci6 dels resultats 1 transcripcid als fulls de protocol.
——— banda clarament marcada
..... banda poc marcada (resposta feble)

..— resposta feble, només visible a les proximitats dels controls.
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Als fulls de protocol hi figuren:

— Les quatre rosetes amb les cavitats destinades a sérums problema nu-
merades horitzontalment de 1’1 al 16, 1 on s’escriuen les observacions fetes a
les 24 1 48 hores.

— A la part central, hi figuren el nombre de registre de ’explotacié, el
poble i la comarca, aixi com el color amb qué s’han marcat els resultats a les
24148 hores.

— A la zona inferior, s’hi escriu la referéncia de les 16 mostres i s’asse-
nyalen les positives.

Posteriorment, els resultats es passen a un altre full on consten les da-
des del quadre VII més el poble i el veterinari de ’explotacié.

L’examen estadistic s’ha realitzat amb un ordinador personal Texas
Instruments, model Ti 99/4A.

IX.3. RESULTATS

Del total de 863 mostres de sérums estudiades, procedents de 99 ra-
mats, 17 (2%) han donat resultats positius, procedents de 4 ramats (4%)
(quadre VII).

Al quadre VIIT hem agrupat aquests quatre ramats que tenen algun ani-
mal portador del virus.

Les explotacions afectades sén de les més grosses de la mostra estudia-
da, tal com es pot veure al quadre IX.

Per a determinar la proporcié d’animals infectats dins la poblacié estu-
diada, cal determinar I’interval de probabilitat.

Respecte als animals, I'interval de probabilitat per a = 0,05 estd com-
prés entre 0,012 0,031, o sia que la poblacié de bovins de Catalunya pre-
senta un mvell d’ 1nfecc1o pel virus de la leucosi bovina, acceptant un risc
d’error del 5%, que pot oscil'lar entre I'1,2 i el 3,1%.

En relacid als ramats, s’obté que la taxa d’infeccié de la poblacié estu-
diada se situa entre '1% iel 10% dels ramats, també considerant un interval
de probabilitat a = 0,05.
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Quadre VII. Explotacions examinades i resultats obtinguts.

%

Placa  Proves Caps  analitzat Comarca Referéncia Resultats
1- 2 7 30 23 Ripolles 2.721 -
1- 2 7 25 28 Ripolles 2.722 -
2-3 7 29 24 Gironés 2.736 -
4 7 30 23 Cerdanya 2.709 -
4 7 29 24 Ripollés 2.719 -
4-5 13 53 25 Cerdanya 2.707 -
5- 6 11 45 24 Cerdanya 2.708 -
6 9 36 25 Cerdanya 2.683 -
6a8 16 64 25 Ripolles 2.725 -
8 9 40 23 Ripolles 2.723 -
9-10 25 103 24 Gironés 2.745 13 4+ (52%)

10-11 5 21 24 Maresme 2.791 -

11 12 73 16 Cerdanya 2.797 -

12-13 14 55 25 Selva 2.794 -

13 3 12 25 AltEmporda 2,795 -

13 6 24 25 Baix Emporda 2.786 -

13 1 4 25 Baix Emporda 2.785 -

14 11 45 24 Baix Emporda 2.780 -

14-15 11 44 25 Ripollés 2.805 -

15-16 14 58 24 Alt Emporda 2.807 -

16-17 16 67 24 Girongs 2.800 1+ (6,5%)

17 11 44 25 AltEmporda 2.957 -

17-19 26 128 20 Baix Emporda 2.789 -

19-20 15 59 25 AltEmporda 2.891 -

20-21 8 33 22 Gironés 2.969 -

21 3 13 23 Garroxa 2.848 -

21 8 30 23 Gironés 2.974 -

21-22 5 19 26 Baix Emporda 3.026 -

22 13 54 24 Gironés 2.967 -

22 2 11 18 Garroma 2.845 -

23-24 19 83 23 AltEmporda 2.829 -

24 5 25 23 Selva 2.852 -

24 3 13 23 Gironés 2.985 -

24-25 8 52 16 AltEmporda 2.958 -

26 3 13 23 Osona 0-4 -

26 13 52 25 Osona 0-1 -

27 7 30 23 Vallés Oriental Vor-1 -

27 5 20 25 Osona 0-8 -

27-28 5 19 26 Osona 0-9 -

28 5 21 24 Garrotxa 3.033 -

28-29 10 40 25 Alt Emporda 3.003 -

29 8 34 24 Selva 3.017 -

30 5 20 25 Osona 0-3 -

30 5 19 26 Osona 0-5 -

30 6 24 25 Osona 0-6 -
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Quadre VII. Explotacions examinades i resultats obtinguts (continuacié).
%

Placa  Proves Caps  analitzat Comarca Referéncia Resultats
3 10 42 24 Osona 0-2 -
3 5 20 25 Berguedi Be-2 -
31-32 6 24 25 Berguedi Be-1 -
32 3 11 27 Bergueda Be-3 -
32 5 21 24 Osona 0-7 -
32-33 11 47 23 Garrotxa 3.058 -
33 4 18 22 Garrotxa 3.056 -
34 5 21 24 Vallés Occidental Voc-1 -
34 5 20 25 Osona 0-13 -
34-35 7 30 23 Osona 0-10 -
35 5 20 25 Vallés Oriental Vor-2 -
35 5 Valles Occidental Voc-2 -
36 7 Osona 0-11 -
36 4 Osona 0-12 -
36-37 8 33 24 Selva 3.108 -
37 4 17 24 Selva 3.088 -
38 16 62 26 Alt Urgell AU-A -
39 6 25 24 AltUrgell AU-B -
39-40 11 42 26 Alt Urgell AU-C -
40 11 44 25 AltUrgell AU-D -
40-41 15 62 24 Ale Urgell AU-E -
41-42 12 50 24 Noguera AU-F -
42-43 12 49 25 Alt Urgell AU-H 1+ (6,5%)
43-44 8 3 26 Al Urgell AU-I -
44 10 42 24 AltUrgell AU-J -
44-45 8 32 25 Al Urgell AU-K -
45 8 33 24 AltUrgell AU-L -
45-46 12 50 24 Segrii 224 2+ (16%)
46 4 14 29 Pallars Jussi 206 -
46 6 24 25 Pallars Sobiri 211 -
47 4 14 28 Pallars Sobira 220 -
47-48 4 15 27 Noguera 218 -
48 9 35 26 Pallars Sobira 210 -
48 5 19 26 Pallars Jussa 213 -
49 6 23 26 Pallars Sobiri 219 -
49 4 16 25 Segria 237 -
49-50 15 Osona 0-15 ) -
50-51 10 Osona 0-16 -
51-52 25 Osona 0-17 -
52-53 7 29 24 Selva -
53 7 26 27 Baix Empordi 3311 -
53 5 22 23 Baix Emporda 3.308 -
54 9 37 24 Bages V-213 -
54 6 24 25 Bages V-215 -
54-55 9 38 24 Valles Oriental Vor-5 -
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Quadre VII. Explotacions examinades i resultats obtinguts (continuacié).
%

Placa  Proves Caps  analitzat Comarca Referéncia Resultats
55-56 10 43 23 Vallés Oriental Vor-4 -
56 12 49 24 Vallés Oriental Vor-3 -
56-57 5 23 22 Bages V-214 -
57 3 15 20 Gironés 3.785 -
57-58 11 43 26 Baix Emporda 3.803 -
58 1 47 23 AltEmpordi 3.791 -
58-60 27 134 20 AltEmporda 3.790 -
60-61 10 41 24 Gironés 2.624 -
61 6 42 14 Baix Emporda 2.621 -

Quadre VIII. Ramats amb exemplars amb anticossos contra el VLB.

Caps % Referéncia
Comarca Caps examinats Positius positius explotacié
Gironés 103 25 13 52,0% $-2748 (+)
Gironés 67 16 1 6,2% $-2800(+)
AltUrgell 49 12 1 8,3% A.U.-H
Segria 50 12 2 16,7% P-224

(+) Les dues explotacions no tenen cap relacié de veinatge ni d’altre tipus.

QuadreIX. Resultats de’enquesta serologica segonslagrandariadels ramats.

Grandaria animals animals percentatge ramats ramats
ramats examinats positius infeccié examinats positius
1-30 261 - - 51 -
31-45 230 - - 24 -
>46 372 17 4,5 24 4

IX.4. DiscussiO 1 CONCLUSIONS

La mostra estudiada no correspon exactament a la poblacié bovina ca-
talana, siné a la poblacié bovina catalana en procés de sanejament, que in-
clou en general les explotacions més avangades, per tant aquelles que han
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tingut una inquietud de millorar la genética de I’explotaci6, en alguns casos
amb importacions de bestiar.

Ates el perill que suposen les importacions de bestiar (123, 212), es pot
considerar que la taxa d’infeccié de la poblacié total catalana és lleugera-
ment inferior a la determinada en aquest treball.

Les quatre explotacions que presenten algun animal amb anticossos
contra el VLB tenen una mitjana de 67,2 caps, forga superior a la mitjana de
la mostra (35,8); aquestes dades, juntament amb les que s’observen al qua-
dre IX, concorden amb les conclusions d’Ammadeo i col. (2), que el per-
centatge de ramats positius augmenta proporcionalment al nombre de caps
del’ explotacxo

Per ra6 del poc nombre de ramats estudiats i dels resultats obtinguts no
es pot constatar que hi hagi cap comarca ni irea més afectada que les altres,
ja que les dades obtingudes al Gironés no sén estadisticament significatives.

Els resultats obtinguts indiquen que la taxa d’infeccié a Catalunya és
baixa, cosa que permet dues formulacions totalment oposades:

A) Jaquelaincidencia és baixa, no suposa pérdues importants i per tant
no cal prendre cap mesura.

B) Ja que la incidéncia és baixa i és previsible que augmenti amb el
temps (98, 215), ara és el moment d’establir un pla d’eradicacié paral-lel al de
la brucel-losi.

El plantejament A, a la nostra manera de veure no és encertat, ja que:

- L’entrada a la C.E.E. (on es porten a terme programes de lluita i es
tendeix a ’eradicacié de la malaltia) suposari en un temps més o menys llarg
I’establiment d’aquest tipus de programes.

- L’augment d’incidéncia de la leucosi, lent perd constant, fa que la
lluita contra aquesta infecci6 resulti cada vegada més cara.

El plantejament B esta limitat per la capacitat econdmica i técnica, aixi
com per la voluntat politica de I’Administracié d’establir uns métodes de
lluita sens dubte cars i normalment impopulars.

Una mesura de compromis podria ésser I’establiment de mesures no-
més a la importacié, consistentsen I obligacié de certificats garantmt queels
animals importats estan lliures de leucosi i exigint la comprovacié als tres
mesos amb anilisi de sérums per la técnica de 'AGID. Acompanyat d’'una
divulgacié del coneixement de la malaltia i de la conscienciacié de ramaders i
técnics.
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COMPARACIO DE METODES DIAGNOSTICS

X.1. INTRODUCCIO

Per a I’establiment d’un programa de control contra qualsevol malaltia
cal determinar el métode diagnostic més apropiat a les condicions de camp
(sensible, especific, rapid, economic, ...).

Per al diagnostic de la leucosi bovina, les proves més emprades en I’ac-
tualitat, i les Uniques que s’utilitzen en el diagnostic rutinari, s6n la immu-
nodifusi6 en gel d’agar i PELISA.

En aquest capitol ens hem proposat de comparar aquestes dues técni-
ques i de determinar quina pot ésser més apropiada per a emprar-la com a
prova diagnostica per a grans quantitats de sérums.

Amb aquesta intencié hem comparat la immunodifusié i dues técni-
ques diferents d’ELISA, en concret els “kits” comercials Enzygnost de la
casa Behring i ’ELISA del laboratori Dr. Bommeli.

X.2. MATERIAL I METODE

Sérums. S’han emprar un total de 322 sérums de diverses procedéncies:

~ 36 sérums negatius corresponents a animals d’una explotacié contro-
lada en els darrers vuit anys sense que s’hi hagi enregistrat cap animal posi-
tiu.

- 36 mostres débilment positives obtingudes en barrejar els sérums an-
teriors amb una mostra positiva préviament titulada (titol 1:320); les barre-
ges s’han fet diluint la mostra positiva entre 1:511:16 en les negatives.

— 2 mostres positives préviament titulades (1:3201 1:1280).

— 248 mostres procedents de vaques de tres explotacions amb elevada
prevalenga de leucosi.
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Prova d’immunodifusié en gel d’Agar

S$’ha seguit el métode ja descrit en el capitol anterior. L unica diferéncia
introduida és el sérum control, ja que en aquest cas s’ha emprat un sérum
comercial (Behringwerke-Marburg (Alemanya)).

Prova d’Elisa

S’han emprat dos “kits” comercials d’Elisa: Enzygnost Rinderleukose
de Bering (Beringwerke AG, Marburg, Alemanya Federal) citat des d’ara
com ELISA-FA i Rinderleukose—Elisa dels laboratoris Dr. Bommeli (Ber-
na, Suissa) citat com ELISA-PO. Per a la realitzacié de les proves hom
ha seguit basicament les instruccions del fabricants, bé que s’hi han intro-
duit algunes petites variacions.

Meétode ELISA-FA

El fabricant subministra les plaques amb I’antigen ja fixat en tots els fo-
rats o només en els de les columnes senars (la resta sén controls sense anti-
gen); nosaltres hem emprat els dos tipus indistintament.

Normalment hem fet les proves dobles (dos forats per cara sérum). La
part superior de les dues columnes de I’esquerra de la placa s’han reservat
per als controls negatiu (4 forats), positiu (2 forats) 1 positiu i negatiu de la
firma Bommeli (2 forats respectivament).

Aquest métode empra antiimmunoglobulina bovina obtinguda en co-
nill i marcada amb fosfatasa alcalina, a la qual hom addiciona p-nitrofenil-
fosfat com a substrat cromogen (en les mostres positives pren un color
groc).

Hem fet la lectura amb un fotdmetre MR 600 Microplate Reader (Dy-
natech) a una longitud d’ona de 410 nm.

Meétode ELISA-PO

Les plaques de Bommeli estan preparades amb control de placa: els fo-
rats de les columnes parells contenen I’antigen fixat, perd els de les colum-
nes senars son lliures (no s’hi ha fixat cap antigen).

Els serums control s’han diluita 1:40 (com els sérums problema) mal-
grat que el fabricant recomana una dilucié d’1:160, ja que a aquesta dltima
dilucié s’obtenen uns valos molt baixos.
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La antiimmunoglobulina en aquest cas esti marcada amb peroxidasa, i
el substrat emprat és I’ ABTS diluit en tampé acetat i addicionat amb H,O,.
En aquesta prova, a diferéncia de ’ELISA-FA i de les propies instruccions
del fabricant, no aturem la reacci6 al cap d’un temps determinat siné quan
la densitat dptica del control positiu arriba a un valor d’absorbancia de
0,35-0,40 (en uns cinc minuts remenant-ho constantment), mesurat en un
fotometre Microelisa MR-590 (Dinatech).

Per a frenar les reaccions no hem emprat la solucié del fabricant sino
H,SO, (10%) (50 pl en cada forat). La lectura es fa de la mateixa manera que
en el métode ELISA-FA (també a 410 nm).

En lainterpretacié de la prova hom considera positives les mostres que
tenen una extinci6 neta (absorbancia de la prova amb antigen menys la del
control de placa) superior o igual al 115% del valor del control positiu, ne-
gatives les que sén menors del 85%, 1 la resta dubtoses.

En totes dues técniques, la dilucié de serums i la colocacié a les plaques
s’han fet amb micropipetes (10-100 pl 1 50-250 pl) canviant la punta per a cada
mostra, i ’emplenat de la placa amb el conjugat, el substrat i la solucié de
frenat amb pipeta multicanal (50-250 pl).

Tractament estadistic. Per al tractament estadistic s’ha emprat el pa-
quet de programes SPSS.

X.3. REesuLTATS
Immunodifusié en gel d’Agar

199 mostres (61,8%) han donat resultat positiu a la técnica d’immu-
nodifusié, mentre que les 123 mostres restants (38,2%) han estat negatives
(tigura 9).

Per comparar aquesta prova amb les altres hem establert uns valors se-
miquantitatius:

~ 0. Negatiu. No s’observa cap linia de precipitacié a les 48 hores (120
mostres).

~1. Dubtés. Petita zona de precipitacié que no es distingeix amb clare-
dat a’extrem de la linia del control. A efectes del comput total les conside-
rem negatives (3 mostres).

— 2. Positiu débil. Linia de precipitaci6 inexistent a les 24 hores i molt
ténue o incompleta a les 48 hores (20 mostres).

— 3. Positiu. Linia incompleta a les 24 hores o linia de precipitacié pri-
ma i propera al forat de I’anticos (27 mostres).

— 4. Positiu. Linia clarament marcada, ja a les 24 hores (152 mostres).
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ELISA-FA

De les 322 mostres analitzades amb la técnica d’ELISA segons el siste-
ma Fostatasa alcalina hem obtingut un total de 210 mostres positives
(65,2%) 1 la resta (123 mostres, 34 ,8%) negatives (figura 9).

A part de considerar la positivitat o negativitat de les mostres podem
estudiar els valors de ’absorbancia d’una manera quantitativa. Els termes
estadistics que ens defineixen els valors d’aquesta variable es poden observar
al quadre X.

Les mostres obtingudes a partir de la diluci6 d’un serum positiu en seé-
rums negatius (tres mostres per cada dilucié, repetides tres vegades) presen-
ten com és ldgic una disminucié de I’absorbincia en diluir el sérum positiu
en els serums negatius. A la figura 10 podem veure la mitjana dels valors per
cada dilucié. La linia que uneix aquests punts recorda una hipérbole.

Hem usat indistintament les plaques amb control de placa i sense, de
manera que, de les mostres, 117 les hem examinat en plaques amb control
sense antigen. D’aquestes, el 95% de les mostres ha provocat un color de
fons inespecific de menys de 0,14; les mostres amb valors superiors corres-
ponien a tres sérum negatius idos de positius; un d’aquests darrers era nega-
tiu a les altres dues proves i és per tant presumible que fos realment negatm

Amb ['objectiu de determinar la repetitivitat de la prova, 77 dels se-
rums s’han examinat dues vegades.

Considerant la variable com a dicotdmica (positiva o negativa) obser-
vem que només 2 dels 77 sérums repetits (2,6%) han donat resultats dife-
rents en les dues anilisis. La intensitat de relacid, en definitiva la repetitivi-
tat, mesurada pel parametre phi és de 0,930.

Quadre X. Absorbancia dels serums positius i negatius segons el métode
d’ELISA-FA.

Positives Negatives
Nombrede sérums 210,00 123,00
Mitjana 53,80 8,94
Variancia 204,71 14,96
Maxim 82,00 21,00

Minim 22,00 4,00
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Si portem a terme la comparacié considerant les absorbancies (figura
11) obtenim una correlacié (R) de 0,932, i una linia de regressié definida per

la seglient equacié:

Abs. Rep = 0,9 x Abs + 2,66

ELISA, Métode PO

S’han examinat 320 mostres amb la prova d’ELISA amb peroxidasa;
d’aquestes mostres, 183 (57,2%) han estat positives, 17 dubtoses (5,3%)
i 120 negatives (37,5) (figura 9).
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Fig. 9. Resultats qualitatius obtinguts amb cada una de les proves en examinar els 322 sérums
(320 a la prova PO).
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Quadre XI. Absorbincia dels sérums positius, dubtosos i negatius segons el
meétode d’ELISA-PO.

Positives Negatives
Nombre de serums 183 17,0 120,0
Mitjana 219 99,8 17,7
Variincia 5883 101,0 533,0
Mixim 487 113,0 82,5
Minim 116 87,0 -26,1

A partir dels resultats quantitatius, expressats en el percentatge d’ab-
sorbancia en relacié al control débil positiu estandarditzat, hem obtingut
els valors estadistics reflectits al quadre XI.

Les mostres obtingudes a partir de les dilucions presenten una dismi-
nucié de I’absorbancia en augmentar la dilucié semblant a la que obteniem
amb I’altre métode d’ELISA.

Jahedit al’apartat de material i métodes que aquesta casa comercialitza
les plaques amb controls sense antigen. Hem estudiat els valores inespecifics
d’absorbancia que es presenten en aquests forats control. Els resultats, que
es poden observar en I'histograma de la figura 12, indiquen que hi ha una
gran variabilitat individual, ja que el 95% dels valors d’absorbincia oscil-len
entre 0,1810,73 (mitjana de 0,38).

Amb la intencié de determinar la repetitivitat en termes quantitatius
obtenim una correlacié semblant (R = 0,820); la recta de regressié és defini-
da per la seglient equacié:

NBomm = 0,178 + 0,987 x ReNBo

Comparacié dels tres métodes

En comparar la immunodifusié6 i els dos métodes d’ELISA, hom ob-
serva que en 289 sérums (90,3%) hi ha una concordanga total, mentre que
en els 31 restants (9,7%) alguna de les proves d6na resultats diferents; nor-
malment, excepte en un cas, les diferéncies s6n degudes a una resposta posi-
tiva a la técnica ELISA-FA i un resultat negatiu o dubtds en alguna de
les altres proves. Els valors totals obtinguts es poden observar al quadre
XII11.
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En aquest quadre també es poden observar les dades recollides en con-
siderar els valors obtinguts en repetir la prova d’ELISA-PO per als sérums
dubtosos; la concordanga entre les proves augmenta en aquest cas fins al
94,0%.

Al quadre XIV hi ha agrupats els 31 sérums que donen resultats
diferents en alguna de les proves. A part de la referéncia de cada serum
hi ha representat el valor obtingut a les tres proves i a la repeticié de
’ELISA-PO.

Absorbancia(x 10?)
46
44
42
40
38
36

34 4

324

5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16

Dilucions™!

Fig. 10. Variaci6 de I’absorbancia en diluir sérum positiu en sérums negatius. Métode ELISA-
FA.
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Quadre XII. Resultats obtinguts en repetir la prova ’ELISA-PO en 218
mostres (entre paréntesis el percentatge en relacié al total).

ELISA-PO
Negatiu Dubtds Positiu
Negatiu 19(8,7) 2(0,9) 7(3,2)
Dubtos 703,2 2(0,9) 5(2,3)
Positiu 3(1,4) 13(6,0) 160(73,4)

Dos dels sérums (22432 i 2667) donen positiu débil amb ELISA-FA
1 clarament negatiu a les altres dues proves. Els sérums 62 i 1953 sén
dubtoses a les dues proves d’ELISA-PO i els 36, 38 1 1951 donen resultats
contradictoris en repetir aquest métode, bé que en el primer la primera
prova esta just al limit amb els dubtosos (13) en la primera prova d’ELISA-
PO donen en la segona un resultat més d’acord amb les altres dues proves.

També és interessant de notar que dos dels tres serums que hem definit
dubtosos amb el métode AGID sén positius debils amb les proves d’ELI-
SA.

Si en comptes de comparar els resultats de totes les proves estudiem no-
més els resultats de les proves de camp (quadre XV), podem observar que la
concordanga entre tots tres métodes es déna en el 91,2% dels casos (94,4%
en considerar la repeticié dels dubtosos amb la prova d’ELISA-PO).

En el grup de mostres que corresponen a dilucions (quadre XVI), els
resultats, com és ldgic, s6n més discordants: 61 sérums (87,1%) donen els
mateixos resultats amb les tres técniques, i en canvi 9 (12,9%) donen resul-
tats contradictoris. Aquestes discordances només es produeixen en les mos-
tres positives amb les dilucions més baixes (1:12 a 1:16).

Quadre XIII. Resultats totals obtinguts amb els tres métodes.

ELISA-PO ELISA-PO*
ELISA-FA AGID + dubtés - + -
+ 179(55,9)  12(3,8) 7Q.2) 188(59,1)  8(2,5)
+
+ - - - - -
- - 1(0,3)  110(34,4) - 111(34,9)

(*) ELISA-PO, considerant el valor obtingut en repetir les mostres dubtoses.
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Fig. 11. Representaci6 grafica de les absorbancies en repetir la prova d’ELISA-FA en 77 mos-
tres.

La intensitat de relaci6 entre els tres métodes a la mostra total i a les
dues submostres es pot observaral quadre XVII. En aquest quadre hi ha re-
presentats els termes estadistics que ens defineixen aquesta relacié (phi si to-
tes dues variables tenen dos valors i V de Cramer si almenys una en té més).

En tots els casos hom ha fet la prova del chi quadrat, i els resultats han
estat, en totes les proves, altament significatius (p < 0,00005).

87
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Analitzant cada una de les categories o grups en qué hem dividit la im-
munodifusié , observem que el grup dels negatius és significativament dife-
rent (alfa = 0,05) dels altres grups excepte el dels dubtosos. D’altra part, els
sérums clarament positius (grup 4) tenen uns valors d’absorbincia estadisti-

cament diferents de tots els altres grups (quadre X VIII).
Si comparem I’AGID amb el métode d’ELISA-PO obtenim uns resul-

tats practicament idéntics.
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Fig. 12. Absorbancia inespecifica dels forats de control d’antigen de la placa ’ELISA-PO.
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Quadre XIV. Serums que han donat resultats no coincidents a les tres pro-
ves (+ = positiu, d = dubtds, — = negatiu)

Niam. serum PO Repeticié PO FA AGID
15 0,93 d 1,49 + 35 + 0 -
20 0,88 d 1,15 + 28 + 2 +
26 0,90 d 0,70 — 62 + 4 +
28 0,95 d 0,95 d 33 + 3 +
36 0,83 - 1,58 + 44 + 4 +
38 0,75 - 1,24 + 30 + 0 -
73 0,34 - 1,04 d 33 + 3 +
86 0,66 ~ 1,06 d 28 + 2 +
62 0,77 - 0,98 d 37 + 4 +

1951 0,73 - 1,38 + 48 + 4 +

1952 1,08 d 1,51 + 45 + 4 +

1953 1,05 d 0,9 d 53 + 4+

1071 0,63 — 1,11 d 33 + 3 +

1893 0,93 d 1,32 + 39 + 4 +

2615 0,70 — 1,11 d 26 + 3 +

2377 1,13 d 2,90 + 75 + 4 +

2432 0,30 - 0,07 - 22 + 0 -

2626 0,87 d 1,37 + 33 + 3 +

2628 1,13 d 1,47 + 42 + 4 +

2638 . 1,09 d 1,73 + 32 + 3+

2667 0,70 - 0,53 - 32 + 0 -

3012 0,96 d 1,33 + 39 + 2 +

3030 1,27 + 1,24 + 43 + 1-

3031 1,53 + 1,77 + 41 + 0 -

3033 1,16 + 1,54 + 29 + 1-

3034 0,91 d 1,38 + 35 + 0 -

3039 1,26 + 1,95 + 34 + 0 -

3040 1,11 d 1,79 + 35 + 3+

3041 1,11 d 1,73 + 40 + 0-

3044 1,09 d 1,23 + 34 + 0 -

2604 0,87 d 0,53 — 19 + 0 -

Per comparar les absorbancies dels dos métodes d’ELISA hem cercat
el coeficient de correlacié (R) entre I’absorbancia total de 'ELISA-FA i
el percentatge d’absorbancia en relaci6 al control d’ELISA-PO és de 0,924
i la linea de regressi6 ve definida per I'equacié

FA = 10,92 + 19,91 x PO

Hom pot observar la linia de regressi6, juntament amb els valors de les
analisis, a la figura 13.
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Fig. 13. Representacié grafica dels valors obtinguts per cada sérum segons els métodes FA
i PO.
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X.4. Discussio

Immunodifusié en gel d’Agar

La valoracié semiquantitativa de I’AGID, tot i que no té gaire valor, ja
que hem fet unes divisions totalment arbitraries, ens permet d’observar que
el percentatge de serums dubtosos és molt baix (0,9%) i es presenta sobretot
(2 dels tres casos) a les mostres obtingudes en diluir sérum positiu en serums
negatius.

A aquests serums hom pot afegir-hi 20 serums més (6,0%) que presen-
ten una linia ténue o incompleta a les 48 hores i que, bé que es poden consi-
derar plenament positius, cal potser una certa experiéncia per a detectar-los.
La resta dels serums positius (93,1%) no presenten cap problema per al’es-
tabliment del diagnostic.

D’altra part el 90,5% dels sérums positius ja presenten una linia de pre-
cipitacid a les 24 hores.

ELISA-FA

La prova de ELISA segons el métode FA ha donat 210 casos positius,
o sia 11 més que la immunodifusié.

Les corbes que s’obtenen en representar graficament la disminucié de
I’absorbancia en relacié a la dilucié recorden una hipérbole, bé que amb
moltes irregularitats, degudes al fet que només s’han examinat tres negatius
per cada valor de dilucié, de manera que hi ha un fort component de variacié
individual entre els serums, que és el que provoca aquestes distorsions.

L’estudi de la reaccié inespecifica que es déna en els forats sense anti-
gen de les plaques FA ens permet d’observar que la majoria (95%) de les
mostres provoquen un color de fons practicament menyspreciable (menor
de 0,14).

També ens permet d’observar que un sérum (el 2432) que ha donat re-
sultat positiu a aquesta prova i negatiu a les altres dues ha presentat una reac-
ci6 inespecifica de 0,20 i en la prova amb I'antigen el valor de 'absorbancia
ha estat de 0,22 i per tant ja es considera positiu. Aixd, junt als resultats ob-
tinguts per PELISA-PO (30% i —7% en relaci6 al control) permet d’afir-
mar amb gairebé tota seguretat que es tracta d’un fals positiu.

A causa de la baixa freqiiencia d’aquest fenomen (0,9%), podem con-
cloure que les plaques sense forats de control on no s’ha fixat cap antigen es
poden utilitzar amb una garantia gairebé total.
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Quadre XV. Resultats obtinguts amb els tres métodes de camp (250 sérums)

ELISA-PO ELISA-PO*

ELISA-
FA AGID + dubtés - + -

+ 153(61,2)  10(4,0) 7(2,8)  160(64,5)  8(3,2)
+

- - 1 (0,4) 3 (1a2) 1 (0,4) 3 (1 ’2)

+ - - - - -

- - 1(0,4)  75(30,0) - 76 (30,6)

(*) ELISA-PO, repetint els dubtosos i considerant el valor obtingut de la repetici6.

També el serum 2667 (quadre XIV) pot ésser un fals positiu: en aquest
sérum no s’ha fet cap control de placa, perd els valors obtinguts amb les al-
tres proves s6n baixos (70% i 53% amb PO i negatiu amb immunodifusié.

Tanmateix, I’especificitat de la prova és molt elevada: 99,4% si assu-
mim aquestes suposicions.

La repetitivitat de FELISA-FA per la mostra estudiada és del 97,4%.
A causa de la mida relativament petita de la mostra només podem
afirmar que amb un interval de confianga del 95% la repetitivitat de la prova
oscil-la entre el 901 el 100%. Els valors de les absorbancies també presenten
una correlacié elevada. Per tant podem concloure que la repetitivitat de
la prova és bona.

ELISA-PO

El métode d’ELISA-PO ha detectat menys negatius i menys positius
que les altres dues proves, per qué aquesta prova considera una tercera
categoria de dubtosos.

La repetitivitat de ’ELISA-PO és menor que la de 'ELISA-FA, en
part a causa de la inclusié d’aquesta categoria de dubtosos. Ja en el
seu mateix concepte els dubtosos s6n aquells sérums que donen un resultat
just al limit, i per tant s’aconsella de repetir la prova. Des d’aquest punt de
vista la repeticié és 1til, ja que dels 17 dubtosos detectats a la primera anilisi
només 2 (12%) han restat dubtosos a la segon anilisi.

Deixant de banda doncs els sérums dubtosos, que ha calgut repetir per
a definir si sén positius o negatius, observem que 10 sérums (4,6%) donen
resultats contraris i 179 (94,5%) donen resultats iguals; la resta (0,9%) co-
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rrespon als que donen dubtés tant a la primera prova ’ELISA-PO com
a la seva repeticié.

La intensitat de relacid, detinida pel terme estadistic phi, entre els va-
lors de la prova en realitzar-la dues vegades és elevada, perd menor que la
ques’obteniaambelmétoded’ELISA-FA. Prenentlesdadesd’aquestamostra
i extrapolant-les a la poblacié general podem concloure que amb un interval
de confianga del 95% la repetitivitat oscil-la entre el 921 el 98%.

Aixi com amb les plaques ’ELISA-FA déiem que no calia emprar les
plaques amb control d’antigen, amb les plaques d’ELISA-PO és plenament
justificada la decisié del fabricant d’incloure forats de control sense antigen, ja
que la reaccié inespecifica és elevada i si no es tingués en compte provocaria
una disminucié important de ’especificitat o la sensibilitat de la prova.

Comparacié de métodes

En comparar les dades obtingudes amb tots tres métodes hom obté que
la repetitivitat és del 90,3% i que augmenta fins al 94,0% si repetim els se-
rums que han donat resultat dubtés amb PELISA-PO.

Al quadre XIII hom pot observar que els resultats contradictoris sén
deguts a 8 serums que donen negatiu a ’AGID i positiu a les dues proves
d’ELISA, a 8 més que s6n negatius segons la prova ’ELISA-PO i positius
segons les altres dues proves i a tres que sén positius només per Behring.

Aquests resultats semblen indicar que la prova ’ELISA-FA és més
sensible i menys especifica que les altres. Tanmateix, I’especificat, valorant-
la a partir dels resultats de les altres dues proves, sembla, tal com ja hem
dit, molt elevada (99,4%), ja que, dels tres sérums, dos s6n probablement

Quadre XVI. Resultats obtinguts amb els tres métodes en les mostres de di-
lucions (35 serums diluits i 35 de negatius)

ELISA-PO ELISA-PO*
ELISA-FA  AGID + dubtés - + -
+ 26037,1)  2(2,9) - 28(40,0) -
+
- 4(5,7) 3(4,3) - 7(10,0) -
+ - - - - -
- - - 35(50,0) - 35(50,0)

(*) ELISA-PO, considerant el valor obtingut en repetir els dubtoses.
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falsos positius (serums 2432 i 2667) mentre que Ialtre (sérum 38) és
possnblement positiu, ja que encara que a la primera prova ’ELISA-PO
és negatiu, a la segona déna positiu.

Aixi doncs, la sensibilitat de les proves d’immunodifusié i ’ELISA-
PO és menor mentre que Iespecificat segons les dades de qué disposem
sembla millor.

A continuacié discutirem els resultats de les proves realitzades en sé-
rums negatius als quals hom ha afegit una quantitat determinada de sérum
positiu. Aquestes proves tenen |’avantatge de permetre’ns de saber a priori
que es tracta de mostres positives debils i per tant ens permeten de determi-
nar la sensibilitat de les proves.

Hem pogut constatar, d’acord amb els resultats de tota la mostra, que
la prova més sensible és ’ELISA-FA, ja que ha considerat tots els sérums
positius, o sia que la seva sensibilitat ha estat suficient per a detectar una
mostra positiva diluida fins a 1:16 en una de negativa.

Les altres proves sén en canvi menys sensibles: el métode PO no
déna tampoc cap fals negatiu, perd en canvi 5 dels animals (un terg de les
dilucions entre 1:12 i 1:16) donen resultats dubtosos i cal repetir la prova
per a aconseguir-ne determinar la positivitat.

La 1mmunod1fus10, tal com ja han considerat diversos autors (9, 15, 20,
129, 134, 139, 206 i 221), és menys sensible que PELISA, sobretot en mos-
tres débilment positives; a la nostra prova, 7 de les 15 mostres fortament di-
luides (1:12 a 1:16) donen resultats falsament negatius.

Les proves de camp no permeten de treure tantes conclusions en la de-
terminaci6 de la sensibilitat de les proves, perd ens permeten d’extrapolar
els resultats a les condicions normals d’aplicaci6 de les proves. A més, tenint
en compte els resultats de la submostra anterior, considerem la prova ELI-
SA-FA com a patré, ja que la sensibilitat n’és més elevada que la de les
altres proves i la seva especificitat és forga elevada.

Els resultats que s’obtenen en aquesta submostra presenten unes certes
diferéncies amb els de la submostra de dilucions, ja que en aquest cas la pro-
va d’immunodifusié presente, en relacié a la prova d’ELISA-FA, una

Quadre XVII. Intensitat de relaci6 entre cada parella de proves.

Terme Mostra Submostra  Submostra
Proves comparades estadistic total camp dilucions
AGID-FA phi 0,929 0,964 0,778
AGID-PO V Cramer 0,902 0,923 0,850

FA-PO V Cramer 0,928 0,903 1,000
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Quadre XVIIIL Analisi de la variancia entre laimmunodifusié i I’absorban-
cia de la prova ELISA-FA.

significacié

nombre desviacié  interv.
GrupAGID  sérums mitjana estindard conf.95% neg. dub. +deb. + +fort

Negatiu 120 10,8 7,7 9,4a12,2
Dubtés 3 26,0 18,7 -20,4a72,0
Posit. debil 20 39,2 7,2 35,0a43,0
Positiu 27 42,3 10,0 38,0a46,0
Posit. fort 152 59,2 12,2 57,0a261,0 e ® ® ®
Total 322 38,2 24,4 35,0a41,0

® Parelles significativament diferents per a = 0°05.

major coincidéncia de resultats que la prova d’ELISA-PO (246 sérums,
98,4% 1 228 sérums, 91,2%, respectivament); adhuc en repetir aquesta
darrera prova per als animals dubtosos (236 sérums, 95,2%) s’obtenen
més casos de divergéncies que amb I’AGID.

En principi no hi ha cap explicaci6 logica que justifiqui aquestes dife-
réncies entre les mostres de camp i les dilucions en relacié6 a la sensibilitat de
les proves d’AGID i ELISA. Una possible explicacié és que en relacié a
’AGID els errors a les dilucions sén deguts a la menor sensibilitat per a de-
tectar nivells baixos d’anticossos (menys freqiients en les mostres de camp),
mentre que les variacions en la técnica d’ELISA-PO no anirien tant lligades
a les taxes baixes d’anticossos com a problemes d’altra mena relacionats
amb la realitzacié de la prova (errors per no colocar I’antigen en els forats
corresponents, reaccié inespecifica molt alta que emmascara una reaccié
positiva debil...).

En comparar el métode d’ELISA Fosfatasa alcalinailaimmunodifusié
s’observa que el terme estadistic phi, que mesura la intensitat de relacié,
és de 0,929. Si en comptes de comparar tota la mostra només prenem les
proves de camp, podem veure que aquesta relacié és molt més intensa
(phi = 0,964), ja que només un 1,6% dels sérums presenten resultats
negatius a I’AGID 1 positius a PELISA (quadre XIII).

Per tant podem concloure, tal com recomana Forschner (Com. perso-
nal Forschner 1987), que per amostres de camp es pot emprar la prova d’im-
munodifusié amb una garantia gairebé total. Dels 4 sérums que donen re-
sultats diferents, dos sén probablement d’animals infectats recentment o
que han presentat una baixa en el nivell d’anticossos (ja que I’absorbancia de
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les dues proves d’ELISA és baixa)i els altres dos sén els falsos positius que ja
hem comentat.

En altres tipus de treballs en qué calgui analitzar sérums amb taxes
d’anticossos baixes o mostres de llet no es pot en canvi emprar aquesta prova
ja que la seva sensibilitat no és suficient, com ho indica el fet que gairebé el
50% de les mostres diluides entre 1:12 1 1:16 s6n negatives amb aquesta pro-
va. Altres autors han arribat a les mateixes conclusions en diferents tipus de
treballs (12, 16, 50, 198).

Els dos métodes d’ELISA presenten una intensitat de relacié molt
semblant a ’existent entre ELISA-FA 1 PAGID. En aquest cas les diferén-
cies es produeixen a les proves de camp (en aquesta submostra a V de
Cramer és de 0,903, menor que el 0,964 que s’obtenia en el cas anterior),
i per tant no van lligades a la sensibilitat en el sentit de detectar nivells
baixos d’anticossos, siné a altres factors, tal com ja hem comentat.

Les dades obtingudes en comparar laimmunodifusié i el métode Bom-
meli ens indiquen que la intensitat de relaci és menor que en les altres dues
comparacions.

De totes aquestes dades hom pot concloure que la prova d’ELISA-
FA és la més sensible i la immunodifusié la menys sensible.

De I’anilisi de la variincia entre els valors quantitatius dels métodes
d’ELISA i PAGID valorat semiquantitativament es desprén que hi ha una
relaci6 altament significativa entre la reaccié colorimeétrica de les proves
d’ELISA i la formaci6 de bandes més o menys marcades a PAGID.

També és pot veure que el grup dels negatius i els de positius sén dife-
rents estadisticament i que el grup 1 (dubtosos)de laprova d’immunodifusié
només és diferent estadisticament del grup 4, perd no dels altres tres grups;
aix és perqué aquest grup és molt reduit i perqué part dels seus elements
son positius a les altres proves i un és negatiu.

Finalment també hi ha una correlacié forta (r = 0,923) entre les absor-
bancies dels dos métodes d’ELISA.



CONCLUSIONS

— L’elevat nombre de treballs d’investigacié publicats els darrers anys,
aixi com les mesures preses en diversos paisos per al control de la infecci6
pel virus de laleucosi bovina, posen de manifest ’extraordinaria importan-
cia de la malaltia produida per aquest germen.

- L’enquesta serologica realitzada a Catalunya ha mostrat una taxa
d’infeccié pel virus de la leucosi bovina que oscil-la (per a @ = 0,05) entre
1'1,2% i el 3,1% del cens bovi catala.

—Respecte als ramats, hom pot concloure que la taxa d’infecci6 (ramats
que presenten un o més animals positius) esta situada entre I'1% i el 10%
(per aa = 0,05).

—Lainfecci6 pel VLB afecta sobretot les explotacions grosses.

- Bé que la prevalenga de la leucosi bovina és relativament baixa en el
nostre pais, representa un perill real que cal tenir en compte, i és necessari
divulgar la seva incidencia i establir programes de control adequats.

—El programa de sanejament, atesa I'epidemiologia de la malaltia, hade
consistir immediatament i com a minim en el control dels animals im-
portats.

— Posteriorment caldria implantar un programa d’eradicacié adequat,
que en la nostra opini6 hauria de consistir en una campanya de control obli-
gatoria a les explotacions on s’ha diagnosticat el procés i voluntiria a la res-
ta. En una segona fase caldria estendre I’obligatorietat a tot el cens bovi de
Catalunya.

- Els sérums que presenten bandes ténues o incompletes a la immuno-
difusié també sén els que presenten unes absorbancies menors amb les dues
tecniques d’ELISA.

— La técnica d’ELISA és més sensible que la immunodifusié.

—L’AGID és la prova d’eleccid per a campanyes de control i eradicacié
de la leucosi bovina quan s’empra el serum com a substrat, ja que lasevasen-
sibilitat és suficient per a les proves de camp, és senzilla, barata i apta per a
grans quantitats de sérums.

— En estudis d’altre tipus (determinacié d’infeccions recents, estudis en
mostres de llet...) és més indicat emprar la prova d’ELISA.

— En la prova d’ELISA-FA es poden emprar les plaques en qué s’ha
fixat ’antigen en tots els forats, amb una garanua gairebé total.






ANNEXI

NORMATIVA DE LA GENERALITAT DE CATALUNYA

(Diari Oficial de la Generalitat de Catalunya. — Nim. 529. — 17-1V-1985)

ResoLucio
de 25 de febrer de 1985, sobre 'obligatorietat del sanejament contrala leuco-
sii peripneumonia en aquelles granges que ja el facin contra la tuberculosiila
brucel-losi.

Ates I’alt index de reposicié que, com a conseqiiéncia del sacrifici per
tuberculosi, es realitza a Catalunya;

Vistala Llei d’Epizooties de 20 de desembre de 1952 i el seu Reglament,
aprovat per Decret de 4 de febrer de 1955;

D’acord amb I'informe presentat pel Servei de Sanitat Animal,

HE RrEsoLT:

Primer.— Totes les granges que facin sanejament contra tuberculosi i
brucel-losi hauran de fer-lo, a més, contra la leucosi i la peripneumonia.

Segon.— En lliurar la targeta verda d’acord amb la legislacié vigent, s’hi
fara constar que I’estable ha donat negatiu a leucosi i peripneumonia, asse-
nyalant expressament la data de realitzacié de les proves de laboratori.

Tercer.— Tot animal que entri en una explotacié integrada en concert de
sanejament, a més de procedir de granges lliures de tuberculosi i brucel-losi,
haura de donar negatiu a les proves de leucosi i peripneumonia.

Quart.— El propietari d’un estable en sanejament comunicari a la Sec-
ci6 Territorial de Sanitat Animal corresponent I’entrada de noves vaques,
qualsevol que en sigui la procedeéncia, a fi que aquesta Seccié doni les ordres
oportunes per treure les corresponents mostres de sang i realitzar les proves
necessaries per comprovar que els animals estan lliures de leucosi i perip-
neumonia.

Cinqué.— Les vaques que, en fer el sanejament de I’estable, donessin
positiu a leucosi i/o peripneumodnia, seran marcades, aillades i sacrificades.
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En aquest darrer cas les indemnitzacions que puguin correspondre se satis-
faran d’acord amb els barems que regeixen en cada cas.

Sisé.— En els casos d’animals que donin resultats serologicament posi-
tius a la leucosi enzodtica bovina i a la peripneumdnia, sens perjudici d’al-
tres normatives aplicades sobre aquestes malalties, seran d’aplicacié en es-
pecial les normes segients: '

a) L’article nove de la Llei d’Epizooties (Llei de 20 de desembre de
1952), ja que es tracta de malalties infecto-contagioses de caracter exotic.

b) L’article 209 del Reglament d’Epizooties (Decret de 4 de febrer de
1955), en referéncia a la venda d’animals malalts o sospitosos.

c) L’article 153 de ’esmentat Reglament d’Epizooties, en referéncia al
pagament d’indemnitzacions per sacrifici obligatori.

Seté.— El Servei de Sanitat Animal adoptari les mesures adients per dur
a terme el que disposa la present Resolucié.

Barcelona, 25 de febrer de 1985.

Joro1 Perx 1 Massip
Director General de Produccié
1Industries Agro-alimentaries



ANNEXII

NORMATIVA DEL GOVERN ESPANYOL

(B.O.E. - Num. 52. — 1-111-1986)

5447 ORDEN de 28 de febrero de 1986 por la que se establecen normas
para el desarrollo de las camparias de saneamiento ganadero.

Iustrisimo sefor:

La Orden de 25 de noviembre de 1978, establecié las bases para la reali-
zacién de las campanas de saneamiento ganadero, que han alcanzado desde
aquélla fecha un amplio desarrollo y un apoyo generalizado por parte del
sector productor. La incorporacién de Espana a la Comunidad Econémica
Europea hace necesario adecuar la actual normativa a las Directivas 64/432
relativa a los problemas de policia sanitaria en materia de intercambios co-
munitarios de animales y 78/52 que fija los criterios comunitarios aplicables
alos planes nacionales para la erradicacién de brucelosis, tuberculosis y leu-
cosis.

Por todo ello y en virtud de lo dispuesto en el articulo 26 de la Ley de
Epizootias,

Este Ministerio ha tenido a bien disponer:

Primero.— A partir de la entrada en vigor de la presente disposicién se-
rin de obligado cumplimiento en Espaiia las Directivas comunitarias 64/432
y 78/52, en lo que se refieren ala lucha contra tuberculosis, brucelosis y leu-
cosis bovina.

Segundo.— Serin objeto de campaiias oficiales de saneamiento ganade-
ro y sometidas a planes nacionales de erradicacién, la tuberculosis y leucosis
enzodtica en los bovinos y la brucelosis en los bovinos, ovinos y caprinos.

El control diagnéstico en tuberculosis se extendera a los animales de
edad superior a las seis semanas; en brucelosis y leucosis bovina a os anima-
les de mis de doce meses y en brucelosis ovina y caprina a los de mis de seis
meses.
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Tercero.— Queda prohibido todo tratamiento terapéutico contra estas
tres enfermedades, asi como los tratamientos desensibilizantes frente a tu-
berculosis y la vacunacién contra leucosis y tuberculosis.

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Octavo.- para el diagnéstico laboratorial de leucosis enzoética bovina
se realizard la prueba seran sacrificados en un periodo méaximo de tres meses
después de la notificacién oficial. Excepcionalmente, los Servicios Oficiales
podrin conceder plazos mas amplios cuando los porcentajes de positividad
asi lo aconsejen y siempre que se establezca un programa de erradicacién a
fecha fija.

Noveno.- Todos los animales reaccionantes positivos a cualquiera de
estas enfermedades serin marcados obligatoriamente en la oreja izquierda
por los Servicios Oficiales, con una marca oficialmente aprobada en forma
deT.

En las explotaciones en las que se encuentren animales positivos se
mantendrd una vigilancia oficial, prohibiéndose todo movimiento de ani-
males de esa explotaci6n o hacia la misma, salvo las autorizaciones concedi-
das exclusivamente por los Servicios Oficiales para la salida de animales a
matadero.

Décimo.— Finalizado el sacrificio de los animales positivos se procede-
rd a la limpieza y desinfeccién de locales y utensilios bajo control de un Ve-
terinario oficial. :

Larepoblacién s6lo podra efectuarse con animales que hayan sido con-
trolados oficialmente con resultados negaticos a estas enfermedades y que
procedan de explotaciones calificadas sanitariamente.

Undécimo.— Los ganaderos a los que se les sacrifiquen animales como
resultado de las actuaciones llevadas a cabo en cumplimiento de esta dispo-
sicién, tendrin derecho a percibir la correspondiente indemnizacién de
acuerdo con los baremos aprobados.

Duodécimo.— Las importaciones de ganado se autorizarin exclusiva-
mente con destino a explotaqciones que hayan completado el saneamiento
de acuerdo con lo dispuesto en esta Orden.

Decimotercero.— Queda derogada cualquier disposicién de igual o in-
ferior rango que se oponga a la presente disposicién.

Decimocuerto.— Esta Orden entrari en vigor al dia siguiente de su pu-
blicacién en el “Boletin Oficial del Estado”.

Madrid, 28 de febrero de 1986.
RoMero HERRERA

Il.mo. Sr. Director general de la Produccién Agraria.
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ANEXO C
Diagnéstico leucosis bovina enzoética

1. El diagnéstico de leucosis bovina se efectuara mediante la realizacién
de la prueba de immunodifusion sobre placa de agar-gel.

2. El antigeno a utilizar debera contener glicoproteinas del virus de la
leucosis. El antigeno deberi ser estandarizado en comparacién con un suero
patrén, suministrado por el Statens Veteninaere Serum Laboratorium de
Copenhague.

3. En prueba podra ser leida a las veinticuatro y cuarenta y ocho horas,
pero el resultado final debera obtenerse a las setenta y dos horas de iniciada
la incubacién.

4. Criterios de interpretacién:

a) Un suero problema es positivo cuando forma unacurva de precipita-
cién especifica con el antigeno del virus de la leucosis bovina y si esta curva
coincide con la del suero control.

b) Un suero problema es negativo si no forma una curva de precipita-
cién especifica con el antigeno del virus de laleucosis y no desvia la curva del
suero control.

c) La reaccién no sera considerada como concluyente si:

i) Se desvia la curva del suero control hacia el pocillo del antigeno sin
formar una curva de precipitacién visible con el antigeno.

i1) Si no es posible interpretarla como negativa o positiva.

Para las reacciones no concluyentes, se puede repetir la prueba y utili-
zar suero concentrado.

5. El Laboratorio de Sanidad y Produccién Animal de Madrid actuara
como Centro Nacional de referencia para esta enfermedad.

(B.O.E. — Niim. 37. - 12-11-1987)

3803 ORDEN de 3 de febrero de 1987 por la que se establecen normas
complementarias para el desarrollo de camparias de saneamiento
contra leucosis bovina enzoética.

La Orden de 28 de febrero de 1986 (“Boletin Oficial del Estado” de 1
de marzo) establecié las bases para el desarrollo de las campanias de sanea-
miento ganadero, incluyendo a partir de su entrada en vigor a la leucosis bo-
vina enzodtica como enfermedad objeto de campana oficial.
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Ante el hecho de incluirse por vez primera dicha enfermedad en las
campaiias oficiales, se hace necesario dictar normas complementarias parala
unificacién de criterios de actuacién en todo el territorio del Estado.

Por todo ello, y en virtud de lo dispuesto en el articulo 26 de la Ley de
Epizootias.

Este ministerio ha tenido a bien disponer.

Primero.— Todas las explotaciones de ganado vacuno serin sometidasa
control para la deteccién de leucosis bovina enzoética de acuerdo con los si-
guientes criterios:

a) En las explotaciones calificadas como de Sanidad Comprobada, Di-
plomadas o inscritas en Libros Geneal6gicos, asi como en aquellas otras que
a juicio de los Servicios de Sanidad Animal se considere necesario, serin
controlados serolégicamente todos los animales de edad superior a doce
meses.

b) En el resto de las explotaciones el control serolégico se extenderi
como minimo a un 10 por 100 de los animales de edad superior a doce me-
ses, debiendo llegarse al 100 por 100 en caso de reacciones serolégicas posi-
tivas.

Segundo.~ En los casos que excepcionalmente los animales positivos
de una explotacion no sean sacrificados en el periodo maximo de tres meses
y de conformidad con lo dispuesto en la Orden de 28 de febrero de 1986 por
la que se establecieron las normas para el desarrollo de las campanias de sa-
neamiento ganadero, los Servicios Oficiales de Sanidad Animal podrin au-
torizar, siempre que existan garantias de separacion suficiente y de manejo
higiénico en las explotaciones afectadas, la segregacién de los animales sero-
légicamente negativos, considerindose este nicleo a todos los efectos como
una explotacién independiente y que podra acceder a la calificacién de ofi-
cialmente indemne de leucosis, una vez que supere las exigencias requeridas
para alcanzar la misma.

Tercero.— Esta Orden entrari en vigor al dia siguiente de su publica-
cién en el “Boletin Oficial del Estado”.

Madrid, 3 de febrero de 1987.
RoMErO HERRERA

Ilmo. Sr. Director general de la Produccién Agraria.
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NORMATIVA DE LA C.E.E.EN RELACIO A LA LEUCOSI I LA SEVA ERADICACIO*

(Consell directiu de 17 de maig de 1977 - 77/391/EEC)

Cuarter IV. Specific provisions relating to enzootic bovine leukosis.

Article 21. Pending the entry into force of Community rules, and wit-
hout prejudice to Article 4, third subparagraph of Directive 77/391/EEC,
national provisions on the detection of leukosis and on the classification of
herds with regard to leukosis shall apply.

Article 22. Member States shall ensure that, under a plan for the eradi-
cation of leukosis,

a) the presence and suspected presence of leukosis, and in particular tu-
mours of the lymphatic system and other organs of cattle, are compulsorily
and immediately notifiable to the competent authority;

b) therapeutic treatment or anti-leukosis vaccination of any kind is
prohibited.

Article 23. Notwithstanding any measures adopted pursuant to natio-
nal provisions in the event of leukosis being suspected, Member States shall,
when the presence of leukosis is officially confirmed in a herd, take appro-
priate measures to prevent any spread of the disease and shall ensure in par-
ticular that:

—any movement of animals from this herd is prohibited, unless autho-
rized by the competent authorities for the purpose of slaughter without
delay,

— the herd in question is isolated so that the cattle cannot come into
contact with cattle not belonging to this herd,

(*) S’esta preparant una nova normativa, que substituira aquesta.
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— milk from infected cows may only be fed to animals after suitable
heat treatment or delivered to a dairy to undergo such tréatment; feeding
animals with milk which has not undergone heat treatment may be authori-
zed for herds where all animals are to be slaughtered pursuant to Article 24,
point 1,

— carcases, half-carcases, quarters, pieces and offal from infected ani-
mals intended for use as feed for animals are prepared in such a way as to
avoid contamination,

— official regulations for the control of establishments such as carcase
disposal plants ensure that there is no danger of the material produced
spreading leukosis,

—the farmer notifies the official veterinarian of the death or emergency
slaughter of any cattle from his farm.

Article 24. Member States shall ensure that, within the framework of
the eradication plan,

1. where such plan provides for the slaughter of all cattle belonging to a
herd in which leukosis has been officially established, these animals are
slaughtered within a period to be set by the competent authorities;

2. where such plan provides for the slaughter of only those cattle in
which leukosis has been officially established and possibly those considered
by the competent authorities to bg infected, such slaughter takes place wit-
hin a period of 30 days after their owner or the person in charge has been of -
ficially notified of the result of the examinations and of his obligation, un-
der the eradication plan, ato slaughter the cattle concerned within this
period.

Article 25. Member States shall ensure that, in the event of slaughter
pursuant to Article 24, point 2,

—no cattle may leave the herd concerned unless authorization has been
given by the competent authorities for the purpose of slaughter without
delay,

— leukosis tests are carried out on the herd concerned to confirm that
the disease has been eliminated,

— only animals form herds considered by the competent authorities as
not infected with leukosis may be used to re-stock the herd.

Article 26. Member States shall ensure that:

1. after the slaughter of the cattle referred to in Article 24 and prior to
restocking, sheds and other herd quarters, and all containers, equipment
and other articles used for the animals are cleaned and disinfected under of-
ficial supervision, in accordance with the instructions given by the official
veterinarian;

2. all means of transport, containers and equipment are cleaned and di-
sinfected after the transport of animals or of materials from such animals or
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of materials or substances which have been in contact with such animals.
Loading areas for such animals are cleaned and disinfected after use;
3. the disinfectant to be used and its concentrations are officially
authorized by the competent authority of the Member State concerned.
Article 27. Member States shall ensure that cattle from a herd classified
as not suspect do not come into contact with cattle from herds which are not
so classified.

CHartER V. Final provisions.

Article 28. Before expiry of the three-year period provided for in Di-
rective 77/391/EEC, the Commission shall submit to the Council a report
on the application of the plans provided for in that Directive, accompanied
if necessary by proposals to achieve closer harmonization of national pre-
ventive measures.
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