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RESUMEN

El presente trabajo, fue realizado en el municipio de Zumpango, Estado de Meéxico,
con €l fin de detectar la presencia del virus de leucosis bovina (VLB) en dos unidades de
produccién : “San Francisco de Asis” y “Los Pirineos”. La prueba seroldgica utilizada para

detectar el VLB fue la de Inmunodifusion en Agar Gel (IDAG).

Se muestrearon al azar 50 vacas lactantes en cada una de las unidades de
produccion, en edades que fluctian entre los cuatro a los seis afios; el total de vacas

muestreadas fue de 100.

En la unidad de produccién “San Francisco de Asis”, de 50 vacas muestreadas, 38
resultaron positivas y doce negativas, con porcentajes del 76% ¥ 24% respectivamente. En
la unidad de produccion “Los Pirineos™, de 50 vacas muesireadas, 31 resultaron positivas y

19 negativas, con porcentajes del 62 % y 38 % respectivamente.

De las 100 vacas muestreadas en las dos unidades de produccién, 69 resultaron

positivas y 31 negativas, con porcentajes del 69% positivas y 31% negativas.
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L INTRODUCCION

Los estudios de deteccion y prevalencia de enfermedades infecciosas de! ganado
bovino han demostrado ser de gran utilidad en medicina veterinaria. Dichos estudios tienen
las siguientes funciones: 1) Proporcionar informacién sobre la deteccién, distribucion ¥
frecuencia de enfermedades infecciosas del ganado bovino, como es la leucosis bovina, lo
cual hace posible asignar prioridades a los programas de control e investigacion de
enfermedades; 2) Sentar las bases para evaluar el avance de los programas de control; 3}
Identificar los hatos de ganado con problemas infecciosos; 4) Proporcionar las bases para
evaluar el efecto socioecondémico y la posible repercusion de estas enfermedades en la salud
humana.

Este estudio realizado trata de proporcionar una visién real de la presencia de
leucosis bovina en la zona lechera del municipio de Zumpango, Estado de México, y podra
servir como modelo para otros estudios que eventualmente podran ser incluidos en un

programa continuo de reconocimiento de esta enfermedad.

La leucosis bovina (LB) es descrita como una enfermedad oncogénica que afecta al
ganado bovino y se puede considerar la enfermedad neoplasica maligna mas frecuente del
ganado bovino, aunque probablemente menos del 10 % del total de animales portadores
sanos asintomaticos desarrolla leucosis bovina y alrededor del 29 % presenta la forma
benigna de linfocitosis persistente (18). Esta enfermedad tiene cierta importancia
econdmica principalmente por tres razones: 1) Por la restriccién a la exportacion de ganado

a los paises en los que se ha erradicado la enfermedad; 2) Por el problema clinico
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especialmente en vacas adultas; 3) Por ser causa de decomiso por tumores con las
consecuentes pérdidas econdmicas directas (15,18, 29).

Asimismo, la LB ocasiona pérdidas potenciales en el mercado de exportacidn,
siendo en el afio de 1978 de 56,156 cabezas de ganado con valor de cerca de 145 millones

de délares (6).




ANTECEDENTES

PRESENCIA DE LA LEUCOSIS BOVINA EN MEXICO Y OTROS PAISES
Los primeros informes de la enfermedad en México datan del afio 1967. En el afio
de 1969 se diagnosticaron 6 casos; en 1971 se diagnosticaron 33 casos; en 1972 se
diagnosticaron 10 casos; 1973 se diagnosticaron 18 casos y en 1974 se diagnosticaron 37

casos (1,18).

En el afio de 1982, en Mexicali, Baja California Norte, se encontrd una
prevalencia de anticuerpos contra el virus de LB en un 32 % en sueros de bovinos

colectados en rastros municipales al utilizar la prueba de [DAG (4,15,18).

En el afio de 1986, en los estados de Puebla, Oaxaca y Tamaulipas se encentraron
anticuerpos contra el virus de LB en un 17%, 34% y 54% respectivamente, de un total de

638 bovinos muestreados (15).

En ¢l ganado lechero de la cuenca de Tizayuca, Hidalgo, se demostréd en 1983 un

40 % de seropositividad con la prueba de inmunodifusion en agar-gel (18).

En los estados de Washington e Idaho en los Estados Unidos, se encontraron 2.6 %
de reactores positivos en seis hatos de vacas Holstein-Friesian, mientras que en el estado de
Florida se encontraron el 47.8 % de reactores positivos. El Centro Nacional de

Enfermedades de los Animales de los EUA, calcula que un 25% de los bovinos lecheros del
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pais, presentan titulos de anticuerpos contra el VLB con % de seropositivos en los hatos que

van desde un 10% hasta un 48% en diferentes estados de la Unidn Americana (7,9,15).

El pais que sefiala la mayor prevalencia de anticuerpos contra el VLB es Venezuela

(49%), le siguen Japdn (44%) v Filipinas (38%) (15).




LEUCOSIS BOVINA

SINONIMIAS

La leucosis bovina, recibe diferentes nombres: linfosarcoma. leucemia bovina.
linfomatosis, leucosis enzodtica bovina, linfoma, hemoblastosis, linfoblastoma.
linfadenasis, linfoma maligno, linfocitoma, linfomacitosis, linfoma del ganado. linfoma
maligno del ganado y complejo viral leucosis linfosarcoma (1.4,15,18,23).

ETIOLOGIA

El virus de la leucosis bovina fue aislado por primer vez en 1969 a partir de
linfocitos infectados de un bovino. Es un Oncomavirus de la familia Retroviridae.
Morfolégicamente es similar a los virus tipo C, causantes de leucemia en otras especies.
Contienen la enzima transcriptasa reversa, lo que le permite producir, cadenas de ADN
acopladas a la estructura de su propio ARN (15,23,29). Estas cadenas dobles de ADN se
insertan en la cromatina nuclear de un linfocito permaneciendo ahi indefinidamente a lo
largo de divisiones celulares. Un organismo asi infectado responde produciendo anticuerpos
contra el virus, los que no lo pueden atacar por su ubicacion intracelular, sin embargo,
inhiben la liberacién de viriones a la circulacion general, razén por la cual no hay viremia
(15).

El VLB contiene dos tipos de antigenos principales, el antigeno externo compuesto
de glicoproteinas, designado gp 51 o gp 60, el cual es el de mayor tamaiio (70,000 Daitons),
y el antigeno intemo constituido por proteinas y designado p 24 o p 25, de peso molecular
menar (24,000 Daltons). Estos antigenos son muy importantes desde el punto de vista de

diagndstico por serologia (5,15,22,23).




El VLB es destruido por radiacién ultravioleta, por congelacién o por calor a 56 °C

durante 30 minutos (30).




TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

Dado que la LB es una enfermedad infecciosa, determinar las formas de
transmisién es de gran importancia en el desarrollo efectivo de ias medidas de control. En
base a datos seroldgico se sabe que el virus es transmitido lentamente incrementandose la
infeccion con la edad. La transmision del virus entre los animales ocurre primariamente por
la sangre infectada. El virus de la leucosis bovina es antigénicamente diferente de cualquier
otro virus del bovine y dentro de condiciones naturales solamente afecta al bovine, aunque
experimentalmente lo haga en ovinos y caprinos (15,29).

La transmision del virus puede ser vertical y horizontal.

VERTICAL
PRENATAL.- El VLB es capaz de atravesar la barrera placentaria en el bovino, lo
que sucede en el 18 % de los animales portadores del virus. Al tercer mes de gestacion, €l
feto ha adquirido competencia inmunologica demostrable por la produccién de anticuerpos
contra el VLB. En Japén se encontrd un 26 % de becerros infectados in utero por el VLB al

nacimiento y antes de ingerir calostro materno (15).

No hay evidencias que demuestren que el virus de LB pueda ser transmitido via ovulo o
espermatozeides; todas las evidencias indican lo contrario, ya que el gameto es incapaz de
transmitir el virus como parte inherente del tejido (23). Al parecer, en la transferencia de

embriones raramente ocurre la infeccidn por VLB de madres infectadas a la progenie (3.23).



ViA CALOSTRO

Se ha demostrado la presencia del VLB en la leche de hasta un 30% de las vacas
infectadas, pero no se considera como una forma importante de transmision del VLB hacia
el becerro. Recientemente se ha demostrado que los linfocitos afectados por el VLB son
capaces de sobrevivir a su paso por los estémagos de los rumisntes y atravesar la pared

intestinal e infectar los 6rganos de los neonatos (15,23).

HORIZONTAL

Diferentes estudios han demostrado que la forma de transmision mas comun e
importante del VLB es a través del contacto con animales infectados por el virus mediante

las formas descritas a continuacién (15,29).

El papel de insectos chupadores de Ia sangre o hematdfagos es sumamente
importante para la transmision del virus de la LB (15,20,22). Esto estd reforzado por el
hecho de que el ganado se infecta en mayor grado durante los meses de verano, cuando mas
abundan éstos. En linfocitos de bovino, recuperados de “moscas del establo™ (Stomoxys
calcitrans) se ha encontrado el VLB, asi como en la “mosca del caballo” (Tabanus
fuscicostatus). Después de la inoculacion intradérmica, intravenosa, intramuscular o
subcutdnea de 0.0005 ml de sangre (con un contenido de 2,500 linfocitos) procedente de
ganado portador del VLB a animales susceptibles, se ha detectado la produccion de

anticuerpos contra el VLB en estos tltimos {7,15,20,23,30,31).
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Un papel importante en la diseminacion del VLB es el use muliple de agujas y
jeringas contaminadas, descornadores, instrumentos quinirgicos, aretadores. etc,{15,23,29).

Experimentalmente se ha transmitido la infeccion por el VLB a través de la
introduccion de linfocitos infectados en el atero, lo cual puede ocurrir al usar eyaculados
contaminados con pus o sangre por medio de la inseminacion artificial (13,30).

Estudios realizados, documentan que es posible la transmisidn rectal de VLB por
sangre contaminada. La introduccién de 500 ml de sangre por via rectal en vacas, hizo
posible que 5 semanas después de la inoculacitn, éstas resultaran seropositivas. Sin
embargo, la introduccién de 2 ml de sangre infectada con VLB en un guante obstétrico
durante la palpacién rectal, hizo que resultaran seropositivas al VLB después de 5 semanas
(9,32).

Experimentalmente se han infectado ovejas y cabras con el VLB, pero la trasmision
natural no se ha evidenciado (30).

Hasta el momento, no se ha demostrado la presencia del VLB en saliva o en

secreciones nasales, ni en el ser humano (22,23).



PRESENTACION Y SIGNOS CLINICOS

Existen dos tipos de presentaciones de L.B: la esporadica y la enzootica (1.15).

LEUCOSIS ESPORADICA BOVINA

Tiene caracteristicas distintas a la presentacin enzodtica. Ocurre al azar en ganado
menor de tres afios de edad e incluye las formas Juvenil, timica y cutdnea (15). No es
contagiosa y por lo general se presenta como casos individuales dentro de un hato, No se
han aislado o demostrado particulas virales a través de la microscopia electronica, ni se han

encontrado anticuerpos contra el virus (19).

FORMA JUVENIL O MULTICENTRICA

Ocurre mis comiinmente en becerros de tres a seis meses de edad, aunque otros
autores manejan que se presenta desde el nacimiento hasta los dos afos de edad,

caracterizdndose por una linfoadenopatia generalizada (1,15,19).

FORMA TIMICA

Ocurre mas cominmente en ganado de uno a dos afios de edad, en donde el timo es
el principal érgano afectado. sin embargo, se observa dolor al respirar, pérdida de peso y

disminucion del apetite (1,19, 23).




FORMA CUTANEA
Es poco frecuente, presentindose en animales de uno a tres afios de edad; se
caracteriza por la aparicién de tumoraciones linfoides en la piel, de unos 3 centimetros de
didmetro que aparecen en cuello, dorso, ancas v muslos y con frecuencia los nédulos
carecen de pelo siendo necesario diferenciar de melanomas. Existen informes que afirman

la regresion espontanea de la forma cutanea (1,2,19,23).



LEUCOSIS ENZOOTICA BOVINA

Se presentan en animales mayores de cuatro afios, caracterizindose por
tumoraciones de desarrollo lento en los ganglios linfaticos, en los érganos o en ambos, que
en un momerto dado causan alteraciones en las funciones vitales del organismo (15,25,29).

El examen clinico del animal sospechoso de leucosis enzodtica bovina debe incluir
la palpacion de todos los ganglios externos: mandibulares, parotideos, retrofaringeos,
preescapulares, subiliacos y retromamarios; por palpacién rectal los sublumbares e
iliofemorales. La palpacion de nddulos linfaticos externos e internos permitié el diagnédstico
del 58 % de los casos de leucosis enzodtica bovina. La distribucion de las tumoraciones que
afectan a los nodulos linféticos es por lo general asimétrica y no generalizada (15).

El abomaso se encuentra afectado aproximadamente del 60 al 80 % de los casos de
leucosis enzodtica bovina. Los animales padecen una o varias tlceras sangrantes con heces
oscuras y mal olientes, producto de la sangre digerida o bien, heces diarreicas. Ademas
existen debilidad generalizada y anémia por pérdida de sangre con anisocitosis,

poiquilocitosis y olicromasia de eritroblastos (12,15,19).

Los tumores en Gtero, vagina y regidn perivaginal, son detectades durante las
palpaciones del aparato genital, principalmente al final de la gestacion, al parto o al inicio

de la lactancia (15).



En mas del 50% de los casos de leucosis enzodtica bovina hay invasién tumoral al
pericardio, miocardio o endocardio. A la percusién de la zona cardiaca, se encuentra una
zona amplia de sonido mate; hay taquicardia y los latidos pueden ser mis fuertes o mds
débiles pero estan entrecortados entre si, se escuchan arritmias en los Gltimos estadios de la
enfermedad y el lado derecho del corazén se encuentra mas frecuentamente afectado

(12,19,26,30).

Otros 6rganos afectados son los ojos, produciéndose en ellos exoftalmia debido a la
tumoracién de los linfonedos retrobulbares; hay ademas edematizacion de las conjuntivas,

resequedad de la comea y ulceracidn con ruptura de la misma (15,30).

Un 16% de los animales con leucosis enzoética bovina presentaron tumoraciones de
las meninges de las regiones lumbar y sacra, lo que se manifesté como paralisis progresiva
de los miembros posteriores, adoptando en ocasiones la posicion de perro sentado (15,30).

Algunos casos muestran tumoraciones del bazo, los cuales, estan acompafiados de
conteos linfocitarios muy altos y con frecuencia terminan con una hemorragia
intraabdominal fatal (15).

Otros érganos afectados son los rifiones, ureteres, higado, misculos, vasos
sanguineos y nodulos linfaticos mediastinicos (15,30).
Bendixen afirma que del 2 al 5 % del ganado adulto muere de leucosis enzootica bovina

cada afio (30).



FACTORES COMPARATIVOS
ENTRE LEUCOSIS ENZOOTICA BOVINA/LEUCOSIS ESPORADICA BOVINA

LEUCOSIS BOVINA

LEUCOSIS LEUCOSIS
ENZOOTICA ESPORADICA
BOVINA BOVINA
Causada por el virus Causa desconocida

de Leucosis Bovina

Leucemia Leucemia (rara)
Leucosts Leucosis
Linfoma Linfoma
Linfosarcoma Linfesarcoma
Linfocitosis persistente Forma Timica

Forma Juvenil

Forma Cutanea
Diagnoéstico por serologia Diagnéstico por métodos

hematologicos.

No serologicos

Fuente: Reed (23)



CUADRO I

HALLAZGOS EN ANIMALES AFECTADOS POR LEUCOSIS

ENZOOTICA BOVINA

Agrandamiento de mas de un ndédulo linfatico 58
accesible

Indigestion (dlceras y tumoraciones abormasales) 62
Tumores en titero, vagina y regién perivaginal 33
Tumores en corazén 50
Exoftalmos 9
Pardlisis de los miembros posteriores 16
Tumores en bazo 9
Timpanismo ruminal con reflejo abomasal 19
Leucemia 64
Anemia por pérdida de sangre 57
Linfocitosis 30
Tumores de las meninges en las regiones lumbar y 13
sacra

Fuente: Medina Cruz Mario (15)




DIAGNOSTICO CLiNICO

Se realiza en base a los signos clinicos como: pérdida de peso, disminucién en la
produccidn lactea, linfoadenopatia externa, disminucién del apetito, paralisis posterior,
problemas respiratorios, exoftalmos unilateral o bilateral, diarrea, constipacion y problemas

cardiovasculares (15,30).

Se han dado casos en donde se¢ auxilis al diagnéstico clinico, usando la
ecocardiografia para detectar casos de! linfoma del corazén en el ganado, asociado con la

forma de leucosis bovina enzodtica, por el cuarto espacio intercostal derecho (26).




CUADRO II

DIAGNOSTICO CLINICO: FRECUENCIA DE SIGNOS PREDOMINANTES

DE LEUCOSIS BOVINA EN CASOS DE CAMPO

SIGNOS Yo
Pérdida de peso 80
Disminucién en la produccién lactea 77
Linfoadenopatia externa 58
Disminucion en el apetito 52
Paralisis posterior 41
Fiebre 23
Problemas respiratorios 14
Exoftalmos bilateral 13
Diarrea i2
Constipacion 8
Exoftaltmos unilateral 7
Problemas cardiovasculares 7

Fuente; Reed (23)




DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Dependiendo de los signos clinicos es necesario diferenciar de tuberculosis.
pericarditis traumatica y con rabia en su forma paralitica. Este diagndstico debe de

auxiliarse con las pruebas de laboratorio que se consideren necesarias.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Dado que mucho ganado (95%) no presenta una respuesta clinica después de la
infeccion de VLB, la deteccion depende de la demostracion del virus en los linfocitos o la
deteccion de anticuerpos para VLB, Antes de que la etiologia del VLB fuera entendida, la
deteccion de ta infeccidn era por métodos hematolégicos o hemogramas como la clave de
Bendixen, la de Goetze, la de Goettinger ¢ la de Tolle . Estos examenes no son confiables
porque solamente e 30% del ganado afectado con VLB desarrolla linfocitosis, la cual es
muy comln y natural y no necesariamente indica la presencia del VLB. Intentos para
erradicar con estos métodos hematolégicos en algunos paises de Europa han fallado

(16,29,30).

Se han utilizado también, el diagnéstico histolégico sobre todo en animales en fase
tumoral de la enfermedad, pero no es especifico. Qo método de diagndstico es la
microscopia electronica, buscando particulas virales y proyecciones nucleares de la

membrana linfocitaria (1).




Actualmente, hay siete exdmenes seroldgicos para detectar el VLB: Inmunodifusién
en Agar-Gel, Radioinmunoensayo, ELISA, Virus Neutralizacién, Fijacion del
Complemento, Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) e Inmunofluorescencia Indirecta.
La prueba de Inmunodifusién en Agar-Gel (IDAG), es generalmente usada como prueba
estindar para detectar animales seropositivos al VLB en los Estados Unidos de América y
en la Comunidad Econtmica Europea dando como resultado que el nimero de positivos al
VLB varie, pero casi siempre es superior al 50%. Sin embargo, algunos autores mencionan
que esta prueba falla en detectar animales positivos, sobre todo cuando hay titulos bajos de
anticuerpos. Atn asi, esta prueba constituye el método de diagnéstico més préctico y
efectivo para la identificacién de ganado infectado por el VLB, sobre todo en Estados
Unidos de América y en algunos paises europeos como Dinamarca, pais con la mayor
historia en erradicacion de la leucosis bovina, ya que presenta una sensibilidad (la minima
cantidad de anticuerpos proteinicos que permite reconocer) del 98.5% y una especificidad
(la capacidad para dar reacciones positivas verdaderas ) del 99.8% (4,5,10,12,13,15,16,

17,23,24,25,28,29,31).
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PREVENCION, CONTROL Y ERRADICACION

Al tener en cuenta que la infeccién por VLB es responsable del estado de leucosis
esporddica bovina y de ia leucosis enzoética bovina ¥, que este virus es transmitido
principalmente por contacto, resulta obvio que una de las formas mas eficientes de limitar
la propagacion del VLB consiste en la remocion o segregacion de todo ganado afectado por

cualquiera de las dos formas (15).

En vista de la importancia que los vectores biolégicos como moscas, mosquitos,
garrapatas y otros artropodos tienen en la transmisidn de esta enfermedad, es esencial que
en cualquier programa de erradicacion del VLB se efectiie el control de estos vectores
biolégicos. Asimismo es importante evitar el uso de agujas, jeringas, bisturies,
descornadores, aretadores, guantes obstétricos, etc., contamninados con sangre, en grupos de

animales (9,15,32).

Si se considera que de un 18% de los becerros nacidos de madres positivas al VLB
se encuentran afectados al nacimiento, resulta factible mantener el 70-82% restante, libre de
la infeccién. Estos becerros se deben de separar de las madres portadoras y tomar su primer

calostro y leche de vacas negativas al VLB (1,15,18,27,30).

La pasteurizacién del calostro o de la leche a 63° por treinta minutos, asi
como la fermentacién natural o la agregaci6n del 4cido lactice al calostro, destruye al VLB

y no afecta apreciablemente la actividad protectora de los anticuerpos neutralizantes
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presentes, fo que ayuda a proteger a los becerros de la infeccion por VLB durante los

primeros meses de vida (15,30).

Si tomamos en cuenta que para que ¢l VLB estimule la produccién de anticuerpos
en el organismo se requieren cuando menos dos semanas a partir de la inoculacion viral,
resulta insuficiente un sdlo muestreo para la deteccidn de la totalidad de los animales

infectados en un hato, atin si se utilizan las pruebas mas sensibles.

En Bélgica, sélo los animales positivos a las pruebas serologicas se eliminan,
mientras que los animales negativos se conservan en el hato para ser muestreados una o dos
veces mds. En este mismo pais al usar la prueba de IDAG como método de diagndstico de
infe_c:(;ién por VLB, se encontrd que en dos hatos con prevalencias de 56% y de 37%, se
requirié de 3 pruebas y del sacrificio de reactores positivos para eliminar la infeccion. En
otro hato con 22 % de animales infectados se requirieron 2 pruebas para eliminar todos
los animales seropositivos y en dos hatos mds, con prevalencias de 2 % y 10%, basté de la

eliminacién de reactores positivos a la primera prueba para eliminar la infeccion (1,15,30).
Este mismo sistema de control se utiliza ahora en Alemania, Holanda, Dinamarca,

Suiza y en general en aquellos paises pertenecientes a la Comunidad Econémica Europea

30).
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En Canad se ha realizado de manera experimental un programa de erradicacion de
ganado contaminado con VLB, haciendo pruebas sucesivas cada 6 meses en los hatos, para

detectar el ganado que resulta negativo en una primera prueba utilizando 1a IDAG 7).

En Japén se realizé también un programa de erradicacion de ganado positivo a VLB,
utilizando la prueba de IDAG, en un periodo de 8 afios comprendido entre 1978 a 1984,
realizando muestreos cada 6 meses en un hato de 500 vacas. En el periodo comprendido
entre 1978 a 1981, el porcentaje de ganado afectado por el VLB fue de 75.1%; para 1982, el
porcentaje fue del 72.8%; en 1983, fue del 54.6%; para 1984, disminuyé a un 32.7 % y en
1985, fue del 12.4%. Para 1986, el hato estaba libre de! VLB. Obviamente, el ganado que

salid positivo a VLB, fue eliminado, introduciendo ganado libre del VLB (21).

VACUNAS

Se ha utilizado en Japon, de manera experimental, el uso de vacunas inactivadas

usando la linea celular LKs, con resultados no del todo satisfactorios, ya que la vacuna

produce anticuerpos contra ¢l VLB en titulos muy bajos, pero no se descarta que en un

futuro se utilice la vacuna como medida de prevencién al VLB (8).
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OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de la respuesta inmune al virus de la leucosis bovina
utilizando la prueba serolégica de inmunodifusién en agar-gel en bovinos productores de

leche.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Demostrar que la prueba de inmunodifusién en agar-gel es efectiva para detectar la

infeccién por el virus de la leucosis bovina.

s Determinar qué porcentajes de las vacas muestreadas mediante la prueba de

inmunodifusién en agar-gel son seropositivas al virus de la leucosis bovina,

* Valorar si es costeable utilizar la prueba de inmunodifusién en agar-gel para detectar la

infeccién por el virus de la leucosis bovina en México.

e Explicar por qué la prueba de inmunodifusién en agar-gel es utilizada en algunos paises

en programas de erradicacion de leucosis bovina.




MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

a)  BIOLOGICO:

¢ 100 vacas en produccion, raza Holstein-Friesian, en edades que fluctian entre los cuatro
¥ seis afios de edad.

* Antigeno de referencia para la prueba de anticuerpos contra leucosis bovina (Nombre
comercial : “Bovine Leukemia Antibody Test Kit”. Leukassay * B, producido por los
laboratorios Rhone Merieux, Inc. y distribuido por Pitman-Moore, Inc.)

* Suero proveniente de los animales muestreados.

b}  NO BIOLOGICO

¢ Tubos de vacutainer sin anticoagulante con capacidad de 7 ml

» Cajas de Petri

Sacabocados

Pipetas Pasteur

¢ Camara hiimeda

Agar-gel

* Cloruro de sodio

Agua destilada

Fuente de luz

Bomba de vacio con cdnula integrada

e Termometro de laboratorio




METODO

Se extrajo sangre de las 100 vacas lactantes provenientes de las unidades de
produccién “San Francisco de Asis” y “Los Pirineos ”: se puncioné la vena mamaria con
los tubos de vacutainer, dejando que se separaran las dos fracciones de la sangre para
proceder a realizar la prueba de IDAG con el suero obtenido.

El “kit” que contiene el antigeno para la prueba de anticuerpos contra leucosis
bovina, presenta los siguientes componentes: antigeno glicoproteina, diluente para el
antigeno, suero reactivo positive de referencia. En general, los sueros de las vacas
muestreadas nos dardn las siguientes reacciones dependiendo de si presentan o né una
respuesta inmunolégica al virus del VLB. El suero negativo no contiene anticuerpos
contra el antigeno glicoproteina del virus de leucemia bovina, por lo cual, no forma
inmunoprecipitado y no causa desviacion de la linea de control. EI suero positivo
moderado contiene un bajo nivel de anticuerpos contra el antigeno glicoproteina del virus
de leucemia bovina causax.'ndo una desviacion de la linea, doblada con respecto a la pared
donde se colocd el antigeno, pero que no forma una linea de identidad. El suero positivo
causa una linea de inmunoprecipitacién con el antigeno y forma las lineas de identidad con
la linea de control. La base para la prueba de IDAG es la migracién concurrente de el
antigeno y el anticuerpo a través del agar, el cual presenta una concentracidén salina
elevada. Esta concentracién salina elevada es necesaria para aumentar o realzar la
formacion del inmunoprecipitado. Como el antigeno y el anticuerpo se combinan
especificamente, estos forman un inmunoprecipitado el cual es retenido en la matriz del
gel, produciéndose una linea de inmunoprecipitacion visible. Una variacién extrema en la

concentracion del anticuerpo o antigeno en los huecos del gel, pueden alterar la aparicién y
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localizacion de las lineas de inmunoprecipitacién. Otros factores que pueden afectar la
reaccion de inmunoprecipitacion son las variaciones en la concentracion de electrolitos,
pH y temperatura. Niveles altos de lipidos en algunos casos, pueden afectar la formacién
de las lineas de inmunoprecipitacion .

El antigeno para la prueba de anticuerpos contra leucosis bovina es una antigeno
glicoproteina obtenido de una linea de células ovinas infectadas persistentemente, El suero
reactivo positivo de referencia contiene anticuerpos contra el antigeno glicoproteina del
virus de leucosis bovina. Este tiene la capacidad para formar una linea de
inmunoprecipitacion especifica con el antigeno glicoproteina. El suero positivo de
referencia es adicionado con la prueba, el cual funciona como guia para la interpretacion

de las reacciones del virus de los sueros a estudiar.

Para realizar la prueba de IDAG, se siguieron los siguientes pasos:

1. PREPARACION DEL AGAR

A. Se preparo la solucién salina amortiguadora de fosfatos (pH 8.6) mezclando 85g de
cloruro de sodio en un litro de agua destilada estéril.

B. Se preparé una solucion de agar al 0.9 %, afiadiendo 9 g de agar por un litre de solucién
salina, hirviendo esta solucion hasta que el agar se disolvié completamente.

C. Se usaron cajas de Petri de 100 mm de didmetro colocando en ellas 15 mililitros de la
soluctdn de agar al 0.9 % a una temperatura de 55 a 60°C en cada caja, con un espesor
de 3 mm.

D. Se dejé enfriar el agar en las cajas de Petri a temperatura ambiente.



3.-

CORTE DE LOS HUECOS EN EL AGAR (VER FIGURA 1).

Se hicieron los huecos con un sacabocados haciendo un hueco central y seis huecos
periféricos, con un didmetro de 5 mm cada uno y separados 3 mm uno de otro.

Se removieron los tapones de agar de cada hueco con una cdnula conectada a una linea

de vacio.

LLENADO DE LOS HUECOS E INCUBACION DE LAS CAJAS DE PETRI

{VER FIGURA 1).

Nota: Es necesario prevenir la contaminacidn de los reactivos por bacterias, por lo que todo

el material debe ser estéril.

A.

Se colocd en cada hueco un volumen de 0.08 ml de cada uno de los reactivos con una
pipeta Pasteur, procurando que quedaran al nivel superior del agar.

Se colocd el antigeno rehidratado en el hueco central.

Se colocd el suero reactivo positivo de referencia en tres huecos periféricos alternados.
Se colocaron los sueros a analizar provenientes de tres vacas distintas, en sus
respectivos huecos periféricos.

Un total de 3 sueros a analizar son examinadoes con su respectivo suero patrén.

Se incubaron de 24 a 72 horas a una temperatura de 20 a 27 °C en una cidmara hiimeda

cerrada.
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Figura 1

Ubicacidn de los huecos en el agar

Suero a analizar

Suero Reactivo : Suero Reactivo
Positivo Positive

Antigeno
Suero a analizar Q : O Suero a analizar
Suero Reactive

Positivo

4- LECTURA DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION EN AGAR-GEL (VER
FIGURA 2).

A. Se utilizé una lampara que emite una luz estrecha e intensa con el fin de tener una
buena iluminaci6n para observar las lineas de precipitacion sobre un fondo obscuro.
B. Siempre hay que leer primero la linea del control patron en cada caja de Petri,
Figura 2

Lineas de Control Patrén entre el Antigeno y el suero positive de referencia.

Suero a analizar

Suero Reactivo O Q Suero Reactivo

Pasitivo / Positivo
O Antigeno

Suero a analizar O O O Suero a analizar

Suero Reactivo
Positivo
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En esta prueba se observan los siguientes tipos de reacciones:

1} NEGATIVO (VER FIGURA 3).

Las lineas de control formada entre el antigeno ¥ suero positivo de referencia se

continiian hasta llegar en linea recta al hueco donde esta el suero a analizar .

Figura 3

Suero negativo al VLB

Suero a analizar

Suere Reactivo O Q Suero Reactivo

Positivo Positivo
Q <+— Antigeno

Suero a analizar O O Suero a analizar

Suero Reactivo
Positivo




2) POSITIVO (VER FIGURA 4).
La linea de control se une en forma continua con la linea formada entre el suero a

analizar y el antigeno, doblandose ligeramente.

Figura 4

Suero Positivo al VLB

Suero a analizar

Suero Reactivo O O Suero Reactivo

Positivo Positivo
O 4+— Antigeno

Suero a analizar O @ Suero a analizar

O

Suero Reactivo
Positivo

3) POSITIVO MODERADO (VER FIGURA 5).
La linea de control se dobla ligeramente hacia el hueco del suero a analizar, Estas
reacciones son las mas dificiles de detectar y son ficilmente ignoradas, por lo que se
recomienda que se repita nuevamente la prueba para confirmarlas. Un positivo
moderado puede ocurrir si hay un filtrado de suero positivo bajo la capa de agar

dentro del hueco del suero negativo o si el suero negativo es contaminado con suero

positivo.
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Figura 5
Suero Positivo Moderado (+/-)

Suero a analizar

Suero Reactivo O Q Suero Reactivo
Positivo Positivo

<+ Antigeno
Suero a analizar O @ Suero a analizar

Suero Reactivo
Positivo

4) POSITIVO MUY FUERTE (VER FIGURA 6).

La linea de control se dobla hacia el hueco del antigeno antes de llegar al hueco que
contiene el suero a analizar y se continiia como una linea extensa muy pélida entre el

suero a analizar y el antigeno. Esta linea se sitia muy cerca del hueco que contiene

el antigeno.
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Figura 6

Suero positivo muy fuerte (++)

Suero a analizar

Suero Reactivo Suero Reactivo

Positive O O Dositive
/O\ “—— Antigeno
Suero a analizar @ O @ Suero a analizar

Suero Reactivo
Positive

5) LINEAS NO ESPECIFICAS (VER FIGURA 7).
Estas lineas pueden cruzar cada una la linea de control o debilitarse para unir la

linea suavemente. Estds lineas son formadas por las reacciones antigeno-anticuerpo

dadas por el VLB.
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Figura 7
Lineas no especificas

Suero a analizar

Suero Reactivo Suero Reactivo

Positivo Positivo
<«— Antigeno

Suere a analizar Suero a analizar

Suero Reactivo
Positivo

6) HALO ALREDEDOR DE LOS HUECOS (VER FIGURA 8).
Ocasionalmente se forma un halo debido a lipidos en el suero, alrededor del hueco del
suero a analizar, siendo necesario repetir la prueba.

Figura 8

Halo alrededor de los huecos

Suero a analizar

Suero Reactivo Suero Reactivo

Positivo Positivo
% Antigeno
/. \ 1
Suero a analizar /., Suero a analizar
‘!-___//
Suero Reactivo
Pasitivo
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7) SUERO POSITIVO CON UNA SEGUNDA LINEA (VER FIGURA 9).

Ocasionalmente  un suero positivo puede mostrar una sepunda linea de

inmunoprecipitacion. Esto indica una posible reaccion a un segundo antigeno del VLB.

Figura 9

Suero Positivo con una segunda linea

Suero a analizar

Suero Reactivo O Suero Reactivo

Positivo Positivo
<+—— Antigeno

Suero a analizar @ Suero a analizar

Suerc Reactivo
Positivo
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5-. INTERPRETACION DE LA PRUEBA
Los animales que salen positivos al VLB por inmunodifusion en Agar-Gel indica
que llevan el virus de por vida, pero no necesariamente se va a dar la formacién de tumores.

Si la prueba sale negativa indica gue se esta libre de la infeccidn desde 12 semanas antes del

muestreo. Todos los animales negativos y expuestos a posibles contactos a la enfermedad

deben ser aislados y vueltos a examinar de manera regular 2 veces, con doce semanas de
intervalo entre una prueba y otra. Solamente de esta manera se puede obtener de manera
real, un grupo de animales negativos al VLB,

6.- DIFICULTADES EN LA INTERPRETACION DE LA PRUEBA.

a} En becerros que consumieron calostro de vacas infectadas pueden tener anticuerpos
pasivos que desaparecen a los 6 meses de edad. Mucho ganado, sin embargo, adquiere
la infeccion a través de la leche contaminada de madres con VLB,

b) Los animales que salieron positivos moderados se deben tener en observacion durante el
periodo de incubacidn. Al muestrearse un mes mas tarde la reaccién encontrada es mas
fuerte.

¢) Algin ganado infectado por VLB no desarrolla altos niveles de anticuerpos. En este
caso, un segundo muestreo nos dara resultados similares.

Fuente: Miller, J. M. (16).

La prueba de IDAG se realizé en el Centro Nacional de Servicios de Diagnéstico en
Salud Animal (CENASA), perteneciente a la SAGAR, ubicada en el muncipio de

Tecamac, Edo. de México.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la unidad de produccién “San Francisco de Asis” fueron
los siguientes: de 50 vacas muestreadas, 38 de ellas resultaron positivas al VLB v 12

resultaron negativas, obteniéndose un porcentaje del 76 % de positivas y 24 % de

negativas.

En el caso de la unidad de produccién “Los Pirineos™ , de 50 vacas muestreadas 31

reaccionaron en forma positiva y 19 en forma negativa, dando un porcentaje del 62%

como reactoras positivas y 38% como negativas.

El total de vacas muestreadas en las dos unidades de produccidn fueron 100, de las

cuales 69 resultaron positivas y 31 negativas, con porcentajes del 69% y 31%

respectivamente como lo demuestra el cuadro Il y las graficas [y IL

Cuadro 111

Porcentajes de vacas positivas y negativas al VLB

Unidad de No. de vacas No, de Yo No. de %o
produccion Muestreadas Positivas Negativas

“San Francisco de 50 38 76 12 24

Asis”

“Los Pirineos™ 50 31 62 19 38
TOTAL 100 69 69 31 31
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GRAFICA I

Porcentajes de vacas positivas y negativas al VLB

Positivas Negativas

GRAFICA IT

B"San Francisco de Asis™
B"Los Pirineos”

TOTAL DE VACAS POSITIVAS Y NEGATIVAS AL VLB

80%
70%
0%
s0% R
40% 2N
30%
20%
10%
0%

Positivas Negativas
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DISCUSION

En nuestro pais, en los estados de Puebla, Oaxaca, Tamaulipas, se ha utilizado con
éxito la prueba de inmunodifusion en agar-gel (IDAG), para detectar la respuesta inmune
contra el VLB, encontrandese anticuerpos del virus en un 17%, 34% y 354%
respectivamente (15,18). Es importante hacer notar de que Qaxaca es un estado donde la
importacion de ganado proveniente de otros paises es casi nula, los porcentajes de ganado
bovino positivo al VLB son bastante elevados. Por lo tanto, cabe suponer que en el resto
del pais la prevalencia del virus es considerablemente alta,

Hasta el momento, los estudios de leucosis bovina en México en cuanto a su
prevalencia han sido minimos, lo que motivé a realizar el presente trabajo, encontrandose
porcentajes de seropositivos en un 76% en la unidad de produccion “San Francisco de
Asis” y un 62% en la unidad de produccidn “Los Pirincos™, con un porcentaje total del
69% de seropositives. En el Estado de México, en el municipio de Zumpango, la
importacion de ganado bavino proveniente de Estados Unidos y Canadé es muy acentuada,
lo que ha incrementado el porcentaje de vacas positivas al VLB, aunado a practicas
deficientes en el manejo y a que los animales importados no presentan un certificado que

avale que estén libres del virus.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, los porcentajes
generados superan en mucho a los que presentan algunos estados de la Unioén Americana y

a los paises con mayor prevalencia como se cbserva en los cuadros [V y V.




Estos porcentajes tan elevados pueden ser debido al mismo manejo que se hace
sobre el hato, ya que por ejemplo, con una scla jeringa se inyecta a todo el ganado, sin
ningiin medio de desinfeccion al inyectar entre vaca. Del mismo modo se utiliza la sierra
para descormnar y con un solo guante obstétrico se hace palpacién a varias cabezas de
ganado, con los consiguientes riesgos que esto entrafia. Otro factor importante que se debe
considerar en estos porcentajes obtenidos, es el papel que juega la “mosca del establo”

(Stomoxys calcitrans), ya que en los meses de septiembre y octubre de cada afio,

verdaderos enjambres de estas moscas se abaten sobre el ganado, aumentando los resgos

de contraer {a infeccion por el virus. También, hay que considerar la edad de la vacas, ya

que a mayor edad, los riesgos de contraer la infeccion por el virus, se incrementan.
CUADRO IV

PREVALENCIA DEL VLB EN ALGUNOS PAISES

PAIS %
CANADA 40.5
ESTADOS UNIDOS 20.0
FILIPINAS 38.0
JAPON 44.0
DINAMARCA 06.0
VENEZUELA 49.0

Fuente: Medina Cruz Mario (15).
Shettigara, P.T. (27).

Tyler, L. (30).




CUADRO V

PREVALENCIA DEL VLB EN ALGUNOS ESTADOS DE MEXICO

ESTADO %
PUEBLA 17.0
BAJA CALIFORNIA NORTE 32.0
OAXACA 34.0
HIDALGO (Cuenca lechera de Tizayuca) 40.0
TAMAULIPAS 54.0
* EDO. DE MEXICO (Zumpango) 69.0

Fuente: Medina Cruz Mario (15).
Monroy Basilio, Juan . (19).

* Resultados obtenidos en la presente tesis.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se concluyd que la presencia del VLB en el municipio de
Zumpango, Estado de México, es muy importante debido a los altos porcentajes obtenidos
de vacas seropositivas al mismo; esto probablemente como resultado de la importacién de
ganado portador del virus procedente de Estados Unidos y Canada, paises donde se realizan
actualmente programas para erradicar el virus de sus hatos. Asimismo las pricticas de
manejo y la edad de las vacas son causa importante para que estos porcentajes fueran
considerablemente altos.

Solamente instituyendo programas de deteccién del VLB en los hatos de ganado
bovino e implementando medidas de contrel sanitarias y de manejo, podremos disminuir a
largo plazo la presencia del virus en México.

De vital importancia es el control de los vectores bioldgicos como moscas,
mosquitos, garrapatas y otros artropodos; evitar el uso de agujas, jeringas, bisturies,
descomadores, aretadores, guantes obstétricos, etc., en grupos de animales, si estos no se
desinfectan entre vaca v vaca; pasteurizar el calostro con leche provenientes de vacas
seropositivas que se da como alimento a becerros; eliminar las vacas positivas al VLB;
exigir el certificado que avale que ¢l ganado importado esté libre del VLB.

Entre las prucbas que se utilizan para detectar el VLB, la prueba de inmunodifusién
en agar-gel producida comercialmente, es practica, econdmica, con buen grade de
sensibilidad y se utiliza ampliamente en los tramites de importacién y exportacién de

bovinos y semen. La Comunidad Econémica Europea y el Departamento de Agricultura de

45




los Estados Unidos de América la recomiendan para estudios de seroprevalencia y medidas
de control (18).

Si bien la prueba de IDAG es practica, efectiva y relativamente facil de realizar, por
el momento nuestro pais no se encuenira en condiciones de efectuar programas de
erradicacion del VLB ya que el antigeno para realizar la prueba v el material que se utiliza

en la misma no son baratos por lo que no es costeable iniciar estos programas.

A pesar de todos estos inconvenientes en México se debe evaluar la magnitud del
problema, ya que si en la zona lechera del municipio de Zumpango, Estado de México, la
prevalencia del VLB es alta, cabe suponer que en otras zonas lecheras donde la importacién

de ganado es importante, ocurre la misma situacion.
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