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RESUMEN

La Leucosis BRovina (BLV) es una enfermedad que en México
afecta a un gran numero de hatos lecheros, de engorda vy
toros de Lidia ,causando frecuentemente neoplasias e inmuno -
supresién . (*)

En muchas ocasiones, llega a ser frustrante el realizar-
un examen clinico propedéutico y no lograr un diagnéstico
presuntivo del BLV, considerando que las lesicnes pueden o no
manifestarse en un animal infectado .

Con dicho propésito se llevarén a cabo las pruebas de
Inmunodifusidn en Agar Gel.

Las pruebas se realizarén en el Centro Naciohal de Servicios
de Diagndéstico en Salud aAnimal de la S.A.G.A.R. en Tecamac,
Edo. de Méx. {Bajo la direccién de : MVZ. Rafdel
Carbajal y MVZ. Victor Suzan}. .

Este estudio se realizd en 5 diferentes hatos, ubi-
cados en el Municipio de Cuautitldn.

Las explotaciones fuerén localizadas en 3 zonas :

1) oriente 2} Centro 3) Poniente

En la Zona Oriente se encuentran dos ranchos

1) Xaltipa Y 2} Terremoto

Ambas son explotaciones intensivas, tecnificadas y con
buen manejo zootécnico.

En la Zona Centre esta situade la FES-C (Rancho Almaraz).

En la Zona Poniente se seleccionaron dos explotaciones
pequenas (De traspatico) una con 39 animales y la otra con

55 animales.



Un total de 467 vacas se muestrearon, obteniendcsé un
promedio de 10.06 % positividad de anticuerpos especificos de
la BLV. Esto significa que 47 animales son seropositivos a
BLV. Obteniendose un mayor porcentaje en la zona oriente
con 41 animales positivos ( 8.77 ) sobre la zona centro con
3 animales seropositivos ( .645 ) y poniente con la misma
cantidad (.645j.

Los resultados de la prueba confirman que IDGA es una
técnica altamente confiable, segura, rdpida, econdmica, de
fdcil realizacidén e interpretacién.

También se confirma claramente la alta confiabilidad del
antigeno cepa "Cuautitldn" que reacciond satisfactoriamente.

El gel utilizadé fué precisamente el recomendado por
dicho laboratorio.

Ademds, se confirma la infeccién de BLV en todos los -
hatos, presentandosé mds positividad en ranchos tecnificados

que otros establos de explotaciones més risticas.

(*) Comunicacién perscnal del Centro Nacional de Servicio de
Diagnéstico en Salud Animal de la S.A.G.A.R. en Tecamac, -
Edo. de México.



INIRQDUCCTION

La Leucosis Bovina, también conocida como Leucosis, Lin-
fosarcoma, Linfoma Maligno, Linfoblastoma, Linfadenosié, Lin~
fomatosis y Leucemia del ganado (1, 3, 5, 10, 23, 25), es el
problema neopldsico del sistema linforeticular mds comin e im
portante, debido a las pérdidas econdmicas gue ocasiona ( 1,
3, 7, 24). En la mayoria de los paises desarrollados (7) es
frecuente el decomiso de carne debido a la mala calidad que
presenta; ademds, se impide la comercializacidn de semen -
provenientes de toros que sean seropositivos en alguneos pai-
ses como Nueva Zelanda, Canada, Estados Unidos, Japén vy el
Continente Europeo. { 6, 12, 14 ).

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en -
todo el mundo ( 1, 6,12, 21 ). Han sido reportados casos en
toda Europa y Nueva Zelanda (14,27). En Taiwan en 1936 se te
portarén reactores positivos de 5.8 % (39).

En Canada en 1992 se detectd un 10 % de sercpositividad
siendo la zona central la mas afectada y alcanzando un 60 a
90 % - (Manitoba, Ontario y Quebec )} ( 7, 17, 20 ).

En Estados Unidos, a partir de la década de los setentas
se incremento el porcentaje siendo inicialmente de 6 % y au -
mentando a un 28 % en los dltimos afos { 1992 ) encontrandose
mas seropositividad en los estados de Georgia, Pennsylvania,
New-York, Texas y Wisconsin ( 7,18,19,20 ). Mientras que en
California se demostré que la tasa de infeccidn era de 37.8 %

en el afno de 1987 (7).




En algunos paises de Sudamérica se ha determinado el 21%
de seropositividad (24),

En México log primeros reportes de la enfermedad fuerdn rea
lizados en 1967 por Shuneman y Aluja basdndose Unicamente en
la sintomatologia,aumentando considerablenente los posterio-
res 5 afos. ( 1, 5, 24 ).

Jaramillo encontré cuarenta cases en el Valle de México
durante 10 afos (1966-1975), sin ser avalados por pruebas de
laboratorio (24). En un estudic realizado por Suzan (37) en
1982, se analizarén 225 rebafios de 17 estados de la Repibli-
ca Mexicana encontrando en promedio un 36.1 ¥ de positividad
en el ganado lechero y un 4.0 % en el ganado de carne, preva
leciendo mds alto el porcentaje en los estados del centro
(Estado de México, Micheoacan, Guanajuato e Hidalgo).Cabe seha
lar gue el Edo.de México presenté un porcentaje del 40.9 4% ;

Con respecto a IDGA, es una técnica cualitativa gue co-
menzé a acreditarse en el aho de 1962, teniendec por finalidad
poner en evidencia,anticuerpos precipitantes en el suero san-
guineo provocando una linea de precipitacién con el antigeno
homdlogo (22).

Actualmente se utiliza para diagnosticar un gran nimero
de enfermedades virales, bacterianas y parasitarias,y ademds,

existe una gran variedad y/o modificaciones de IDGA (9, 22).




2.1  EPIDEMICLOGIA

La Epidemiclogia es la descripcidén de la infeccidn & de
la enfermedad ya sea individual o por hato, teniendo en
cuenta algunos aspectos cowo son, etioclogia, transmisién, ca-
racteristicas del ganado,localizacidn geografica y estacidn,

tipo de produccién y cria, tamano del hato e historia.

2.1.1 ETICLOGIA

La Leucosis Bovina es causada por un virus RNA oncogéni-
co de la subfamilia de los oncevirus familia Retroviridae
(1,2,4,5,7,23,24,25,27,28,39), posee la enzima transcriptasa
reversa en su replicacién, mide aproximadamente de 90 a 120
nm. de didmetro, contiene un nucleoide central de 60 a 99
nm. { 6,11,21), rodeade de dos envolturas de glucoproteina
que son de gran importancia para el diagndstico serolégico ,

encontrandose agui los siguientes antigenos gue son:

- P24 con un peso molecular de 24 Kilodaltons.
- gp51 coh peso molecular de 51 Kilodaltons (3,25).

- gp60 con peso molecular de 60 Kiledaltons ( 28 ).

2.1.2 TRANSMISION

Los bovinos son los unicos animales que se infectan en
forma natural (3),aungque experimentalmente se pueden infectar
ovinos, caprinos {3, 12, 23 ), ratones (1,6,8,25), chimpance

( 28 } y mifalos ( 35 ).




La enfermedad se transmite en forma vertical y horizontal
(1,5,7).En la forma horizontal es provocada por insectos hema
téfages como las moscas {(Tabanus, Macguart y Nigro vitta-tus)
(1,5,6,7)asi come la garrapata del género Boophilus microplug
( 5 ). Otra manera de transmicidn es la iatrogénica, o sea, -
con la participacidn del Médico, mediante técnicas guirurgi -
cas,esto es, utilizando el mismo instrumental sin desinfectar
o esterilizar previamente, o bien; realizando métodos zootéc-
nicos, como seria la prevencidén de la Brucella sp., mediante
la vacunacidén sin utilizar agujas hipodérmicas desechables.

La forma vertical se debe a la infeccién intrauterina
(2,3,4,6,7,12,18,23,34,38), Yy a través de la ingestién de ca-
lostro ( 1,2,2,4,7,13,18,19,38,39 ).

El virus de la Leucosis no se elimina por saliva ni por
secrecidén nasal (38 ),algunas veces se llega a eliminar por
orina, peroc en el semen de toro si se ha encontrado con

gran facilidad ( 3, 4, 7 ).

2.1.3 CARACTERISTICAS DEL HATOQ

La prevalencia de la infeccidén del BLV, presenta un ele-
vado poreentaje de seropositividad en el ganado productor de

leche comparado con el ganado de carnhe.

Existe una seropositividad relativamente elevada en el
ganado de Lidia , y no asi en el ganado de engorda en México

{ Edo. Méx. Hidalgo y Queretaro ) (*).




Varios son los factores gue Iincrementan los porcentaies
de seropositividad en ganado lechero, Se observa un elevado -
porcentaje de hatos gue tienen uné gran importacién de -
becerras, vaquillas y vacas provenientes de Estados Unidos
y Canada, asi como la inseminacién artificial con  semen

importado.

EDAD Y SEXO
En general no prevalece una diferenciacidén del sexo, sin
embargo, en cuanto a la edad se demostrd dque el mayor porcen-
taje se presenta en vacas con una edad de 8 ahos ¢ mds,sien-
do que en Estados Unidos y Canada se observa en animales

mds jovenes { 3 - 5 afos } ( 4,18,19,20,38).

LOCALIZACION
En México los indices marcan un elevado porcentaje de
sercpositividad al BLV sobre todo en el Estado de México,
pero debemos mencionar gue este Estado tiene 122 Municipies
Yy un so0lo municipio (Cuawntitlan) fué muestreado para la rea-

lizacién de este estudio.




2.2 PATOGENIA

La patogenia de BLV, indica gque la via de entrada del
agente infeccioso puede ser durante el periodo fetal, al
poco tiempo de haber nacido, ¢ guizas: cuando sea un animal
joven ( iatrogénico ) ( 2,3,6,7,12) .

Después de un tiempo variado, que normalmente es largo
(mds de un afno ), el agente causal activa las células del sig
tema linforeticular y el animal entra en una fase de la en-
fermedad; caracterizada por linfocitosis, sin observarse ma-
nifestaciones clinicas, pudiendo durar anos o el resto de su
vida. Existen vacas gue pueden O no pasar por la fase de
linfocitosis persistente pero gue si presentan tumores malig-
nos 6 linfosarcomas de diferentes grados y en varios drganos
{ 7,25,30,32 ) .

Debemos considerar algunos factores que caracterizan la

dificultad de la patogenia del BLV:

-1) Un largo periodo de latencia de varios meses hasta
anos.

-2) Un solo sigho puede aparecer durante mucho tiempo vy
concluir en la muerte,

-3} La enfermedad se 1limita a una sola especie lo cual
llaga a dificultar el estudic de la patogenia.

~4) Algunos animales por predisposicién genética -
adquieren mas resistencia que otros (3,7,12,23).

-5) Establecida la infeccidén, estos animales son porta -

dores de la enfermedad.




La patogenia se ha dividido en tres fases:

A) Fase Inicial.- Completamente subclinica, solamente

deteccién de anticuerpos especificos por IDGA ¢ ELISA.

B) Fase de Preleucosis.- Presenta cambics hemdticos,
subleuvcenicos o francamente leucemicos, careciendo de tumora-

ciones y signos clinicos.

C) Fase de Estadio Temporal Leucémicos.- Manifestaciones

clinicas obvias que invariablemente conducen a la muerte (5).

-0 -




2.3 JHEMUNIDAD

Casi todos los bovinos infectados por BLV responden en
grado suficiente a los antigenos de este virus para permitir
respuestas inmunes gue pueden descubrirse por varios métodos;
en este caso se utilizé la prueba de IDGA. (25).

La infeccidn viral puede producir la enfermedad por tres

mecanismos:

1.- Puede cambiar la estructura de la célula huesped y

limitar sus funciones.

2.~ Puede desencadenar la transformacién maligna de 12

célula,

3.~ Puede producir la muerte de la célula que invade -

(28,38),

La infeccién del BLV utiliza el punto 2, el virus sigue

su replicacién viral como se menciona adelante:

1) Adherencia 6 Adsorcidén: Es dependiente de especifi -

dad de sitios receptores,dado por un fendmeno electrostdtice.

2} Penetracién : La envoltura o peplos se funde con la
membrana de la c¢é&lula huesped, liberando la nucleocdpside

directamente al citoplasma.

1) Denudacién : Este término implica la liberacidn del
dcido nucleico viral de la cdpside gque estd dado por accidn

enzimdtica.

- 10 -




4) Transcripcidn y Translacién : Ya liberado el RNA, se
va al ribosoma e inmediatamente es reconocido como formador
de proteinas,es decir, un_RNA mensajerco:; de esta manera la .
célula infectada inicia la "fabricacién" de proteinas virales
correspondientes.

Una proteina importante de este virus es la polimerasa -
del RNHA, la cital autoduplica el RNA sintetizado en "tiras" de
RNA que inteqgrin, por una parte el gen gag, gue se encarga de
sintetizar el acido nucleico y proteinas de la nucleccapside
para formar el viridn.

El siguiente gen formado es pol, el cbal es formador de
la enzimas polimerasa y transcriptasa reversa.

Y finalmente, se forma el gen env dando oridgen a las gli-

coprotéinas de la " envoltura " del viridén (Gp51,Gp60 y P24).

%) Replicacidén del RNA viral: El RNA viral de cadena -
inica sirve de moldé para la transcripcién simultédnea de va-
rias cadenas complementarias (RNAc). El RNAc de cadena unica
se desprenden y al final sirven como molde para sintesis de -
RNA dependientes, codificadas por el virus ( Replicasas ).

Finalmente es ensamblado en citoplasma y madura "emergi-
endo"a trdves de la membrana celular que ha sido modificada
al ser sustituidas las proteinas celulares por proteinas vi -

rales ( 25, 30 , 40 ).




2.4 SIGNOLOGIA

La presentacidén de BLV puede ser de dos tipos, la es-
porddica y la enzodtica. Dentro de la esporddica tenhemos tres

formas que son la timica, juvenil y cuténea.

1.- La forma "timica"™ se presenta en animales jévenes de
6 a 24 meses de edad,presentando un rdpido crecimiento de tu-
mores & todo lo largo del cuello hasta la cavidad torédcica y
los signos son: agrandamiento de timo, dificultad respiratp
ria, baja de peso con pérdida de apetito y muerte (6,10, 12,~
33, 33 ).

2.- La forma "juvenil" es esporddica, afectando a bece -
rros desde su nacimiento hasta animales de dos afos y los -
signos son: decaimiento, apatia, debilidad y linfadenopatia

generalizada (10, 23 ).

3.- La forma “cutdnea"™ que es la mencos frecuente, afecta
a vacas de nenos de 4 afios de edad, empieza con la aparicicn
de pequefios engrosamientos cutdneos a lo largo del cuello,
tienden a crecer y se van uniendo entre si hasta llegar a for
mar tumores o placas grandes de aproximadamente 15-25 cm. y

son sensibles a la palpacidén (6,10, 34).

4.- La forma ®* adulta " o enzoética, es la que con més
frecuencia se observa, la de mayor incidencia , la de mayores
pérdidas y nds interes veterinario. Se presenta en animales

mayores de 3 anos y seé caracteriza por una linfocitosis per-




sistente, en algunas ocaciones aunada a signos clinicos, que
pueden variar de acuerdo al numero e importacia de drganos
inveolucrados y la velocidad de crecimiento de la masa tumoral
(3, 6,34 ).

En la forma hiperagud; el animal muere sin signos
clinicos previos en un lapso de 1 a 2 dias.

El curso agudo dura aproximadamente una semana Yy el cré-
nico varios meses,iniciando ambos con una pérdida de peso,per
dida de apetito, anemia y debilidad muscular, la temperatura
es normalmente estable. (3, 6, 7, 8, 11 ).

Los signos del BLV son variables e inespecificos pero se

enlistan por sistema y aparatos.

Aparato Digestivo : ganglios faringeos aumentados de ta-
mafio , dificultad para deglutir, timpanismo crénico, en casos

avanzados mala digestidén, diarrea y a veces melena.
0jo : Protusidén ocular y exoftalmia uni ¢ bilateral.

Sistema Cardiovascular: Presenta insuficiencia cardiaca,
arritmias por bloguec, taguicardia por las infiltraciones --

linfocitarias en corazdn.

Aparato Respiratorio: Se observa disnea, ronguido, enfi-
ma pulmonar e insufuciencia respiratoria ya gue se afectan -

ganglios tordcicos y el diafragma.

Sistema Linfopoyetico: Los ganglios aumentados de tamano
de dos a tres veces de lo normal , son de consistencia dura y

ligeramente movible.
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Aparato Reproductor: Presenta dificultad al parto o puede
ocacionar abortos y pardlisis 6 paresia de miembros posterio-
res debido a la presencia de tumores dentro de el conducto
medular que al crecer comprimen la médula espinal provocando

la pardlisis,

Aparato Urinario: Existe disuria, hematuria y opacidad

de la orina.
Higado : Hepatomegalia y dolor a 1la palpacién.

Bazo : Esplecnomegalia, puede haber ruptura del Srgana

y siempre se observa dolor a la palpaciédn.

Sistema Muscular : Los misculos mds afectados son los
del cuello,'hombro Yy pared abdominal manifestando dolor a Ila

palpacidén ( 10 ).




2.5 DIAGNOSTICO

El diagnéstico presuntivo de BLV sin lugar a dudas es en
base a una buena histeoria clinica, es decir, antecedentes del
animal, como seria: el lugar de procedencia, 2ona geogréfica,
finalidad zootécnica, la historia de los padres, enfermedades
que bha padecido con anterioridad y tratamientos gue ha reci -
bido, y control de vectores ( 6,10}).

Aunado a esto, debemos realizar un exdmen clinico pro-
pédeutico minucioso para lograr observar algunos hallazges
que nos den la pauta para establecer un diagnéstico presun -
tivo de BLV.

Tomando en consideracién lo anterior, paralelamente se
realizan exdmenes seroldégicos, asi como histopatdlogices y he

matologia para establecer un diagndstico integral.

HISTOPATOLOGIA

Se observan algunos linfoblastos neopldsicos con células
largas con un nicleo poliforme, con el citoplasma basédfilo,
e infiltracidn perivascular de pequefos linfocitos, neutrofi-
los, eosinofilos y macréfagos en los érganos mds involu ---
crados como ganglios linfaticos, higado, bazo, rifén, pulmén

y piel ( 8,27,28,29).
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HEMATOLOGIA

Por medio de la biometria hemdtica 6 hemograma se puede
realizar el conteo de la férmula blanca.

Esta prueba es rdpida, econdmica, pero poco sensible 6
especifica, ya que muchas enfermedades infecciosas pueden al-

terar la cuenta leucocitaria {Leucosis).

Los resultados del laboratorio se deben comparar con la

pechoso & positivo como se cobserva en las tablas uno y dos .




TABLA 1

CUADRO DE BENDIXEN

Linfocitos por milimetro oibico

EDAD EN AROS NORMAL SOSPECHOSCS POSITIVO
Q-1 10,000 10-12,000 > DE 12,000
1 -2 9,000 9-11,000 > 11,000
2 -3 7,500 7,5-9,500 > 9,500
3 -4 6,500 6-8,000 > 8,500
Mis de 4 5,000 5-7,000 > 7,000
(3, 5, 8)
TABLA 2
Valores linfocitarios de la Comunidad Furopea
para la Leucésis Bovina
HEMATOLOGIA RANGO HEMATOLOGIA !
EDAD NEGATIVA POSITIVA
HMENOS DE 1 ARO| < 11,000 11 - 13,000 13,000 o
1 - 2 AROS < 106,000 10 - 12,000 12,000
2 - 3 Afos 8,500 8,500-10,500 10,500
3 - .4 aNos 7,500 7,500~ 9,500 9,500
4 - 5 Aflos 6,500 6,500~ 8,500 8,500
s - 6 ARos 6,000 6,000~ 8,000 8,000
MAS DE & AfOS 5,500 5,500~ 7,500 |> 7,500
( 23, 31, 323




SEROLOGIA

1.- Inmunofluorescencia : En los métodos directos & indirec-
tos, el virus puede ser propagado en los cultives celulares ,
su sensibilidad es variable y se harifa de rutina comparado

con IDGA (34).

2.~ Inmunoperoxidasa : Esta técnica emplea a la peroxidasa -
gue es obtenida del rédbano, tiene la ventaja de ser observado

como un portador oculto en el microscopio a trasluz (34).

3.- Quimiluminencia : Se utiliza agua destilada y alfatocofe-
rol se mezcla con sangre completa llegande a formar una linea
suplementaria en 21 plasma.Normalmente la intensidad es tenue
© muy suave, perc se incrementa la tonalidad de esta linea en

sangre proveniente de animales con BLV (32).

4.~ Suero Neutralizacién, Hemcaglutinacién Indirecta,

Inmunceletroforesis, Reaccién en cadena de la Polimerasa,
Factor Inhibitorio del Factor Tumor Necrasante,.rijacién del
Complemento y Radio Inmuncensaye : Son siete técnicas que
al igual gque las tres anteriores estan completamente fuera de
nmiestro alcanze. Se requiere de un laboratorioc altamente tec-
nificado, asi como Médices con mucha experiencia y capacidad
para realizar estas técnicas, ademds de gque su costo es muy

elevado ( 2, 7, 8, 14, 15, 34, 38 ).

5.- ELISA { Enzyme Linked Inmunosorbent Assay ): Es méds
sencible que IDGA, se puede detectar mAs anticuerpos tempra -
namente, pero es mas costosa { 1, 16, 17, 33, 34 }. Es de re-
ciente ingresc a México, y ademds ; se practica muy poco. (*)




6.~ IDGA { Inmunodifusién en agar gel ):Definitivamente es la
técnica standar aceptada internacionalmente para la deteccién
de anticuerpos contra BLV, gue consiste en una inmunoprecipi-
tacién en un medic semisélido, donde el antigeno y los anti -
cuerpos se difunden a triavez de los pozos correspondientes
con una velocidad inversamente proporcional a sus pescos mole-
culares.

Es altamente sensible, econémica y rdpida. MNo requiere
de eguipo especializade ni tampoco técnicos ¢ Médicos capaci-

tados (1,2,3,6,7,9,13,18,19,20,22,24,25,26,30,32,39).
Otros métodos como:
7.~ Microscopio Electrdnico : Observacién directa del virus,

8.~ Inoculacién del virus a otros animales: (borrego ¢ rata).

(*) Comunicacion personal del Centro de Diagnéstico Salud
Animal de la S.A.G.A.R. en Tecamac Estado de México.




2.6 CONTROL Y PREVENCION

El verdadero control es el desarrollo de uha vacuna y se
puede utilizar para erradicaf mids rapidamente la BLV.

La prevencidén de la infeccidén depende de la vacuna. En
general, existen 3 tipos de antigenos usados para la vacuna-
cién gue son : 1) La Glicoproteina viral, 2) virus inactivado
y 3) linea de células linfoides.

Algunos paises desarrollados como Alemania (uvnida), la -
ex-Unién Sovietica, Rumania y los Estados Unidos ya estan
trabaiande con estas vacunas, aungue con resultados muy varia
bles, pero la mayoria satisfactoriocs sobre todo los del tipo

virus inactivado. (4,7,12).

Pesafortunadamente en Méxicc estamos muy lejos de ésta
realidad, sin embargo, se pueden realizar otras medidas de
control de acuerdo a nuestro nivel, pero debemos tener presen
te que con estas medidas nunca erradicariamos la enfermedad

solo disminuye el indice.

I - Pruebas y Matanza: Todos los animales que resulten se-
ropositivos en IDGA seran enviados al sacrificio. La desven-
taja es que se sufre gradualmente una crisis econdmica, pero
se eliminan rdpidamente los animales seropositives. La prueba

de IDGA se debe realizar cada 4 meses.

IY~ Pruebas y Separacidén : Las vacas seropositivas se envian
al rastro, . sus hijas y las vaquillas seropisitivas son

separadas de las demd&s vaquillas y becerras ‘libres de BLV.




las desventajas son gque la prevalencia y distribucién puede
tomar varios afios para la eliminacidén, requiere de un monito-
reo mads continuo con IDGA y reguiere de mds espacios para la
separacidén de animales, la ventazja es que puede seleccionar

prematuramente su ganado.
I1I- Pruebas e Implementos en correccién de manejo:
1.- Promover la prevenciodn iatrogénica.

2.~ Implementar un programa de control contra los

insectos.

3.~ No introducir animales de reemplazo sin monitoreo

previo .

4.-Animales adultos, realizar la prueba de IDGA antes

de entrar a la explotacicdn { 4, 7 } .

EN ANIMALES JOVENES:

A) Separar los seropositivos de los animales libres de

BLV.

B) Dar calostro ¢ leche Pasteurizada y Congelada.
Sus desventajas son gQue reguieren de mas monitorec en el

ganado, mds tiempo y organizaciédn.
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2.7 TIRATAMIENTO
l.a posibiljdad de influir terapéuticamente sobre las leu-

cosis se limita a detener pasajeramente la proliferacién de

leucocitos mediante:

1- Mostaza Nitrogenada (Mecloretamina y Ciclofosfamida}
en désis de 30 a 40 mg.diario durante 5 dias consecutivos

(1, 6).
2~ Trietilenemelamine 2 mg./kKg oral por tiempo indefinido.

3- Irradiacién: En veterinaria se ha usado muy poco,so-

bre todo en peguehas especies.

4~ Otres Antineoplasicos: Su coste es muy elevado y no

son especificos para la Leucosis.

a) Metrotexato 2.5 wmg/m® 1 ves por Semana.

b) Vincristina 0.020 mg/m? 1 ves por sSemana.

5~ Inmuncoterapia:
a) Levamisol 7.5 mg/kg. ( Ripercol )
b) Glicofosfopeptical 10 mg./Kg/dia (Inmuncferon)
¢) Acido Yatrénico con caseina (Yatren Casein)

d) Timomodolina 1 mg./Kg. (Leucotrofina)

6- Quimioterapia antiviral
a) Azidotimidina ( Retrovir (AZT) ).
b} Ganciclovir

c) Aciclovir
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3.  JUSTIFICACION

A trdves de este estudio inmunoseroldgico se determing
que el antigeno wutilizado { Cepa "Cuautitlan" ) respondis
satisfactoriamente comparandolo con el antigeno comercial -
( Pitmman - More )}, ademés ; el gel que fué seleccionado nos
mostré todas sus bondades observandose con mds claridad 1las

lineas de precipitacién en las pruebas.

También es justificable el hecho de que en todos los --
hatos muestreados existe la presencia de animales con anti -
cuerpos especificos contra el BLV, con este fin, se pueden
recomendar y sugerir el usc de IDGA y el virus cepa "Cuauti -
tlan", y tambfien una amplia gama de recomendaciones en el

control y prevencidén de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS

1. Si en los animales muestreados que han presentado sig-
nologia de crecimientos tumorales y/o ganglionares,
6, gue contrariamente no existe ningun signo clinico y se en-
cuentran seropositives al BLV mediante la prueba de IDGA, en-
tonces se puede presumir la presencia del antigeno viral en

los hatos muestreados.

2. Si en los diferentes geles utilizados, se observa una -
linea de identidad o precipitacidén en diferentes grados y ve-
locidad, utilizando el mismc suero , el mismo antigeno vy el
nisme procedimiento, entonces se considera que un gel presen-

ta meléculas mas pequefias gque los geles restantes.
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5. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar anticuerpos especificos al virus de la Leuco-

sis Bovina en ganado lechero (hatos tecnificados y de traspa-

tic) mediante la prueba de Inmuncdifusidén en Agax Gel.

PARTICULARES

Comprobar la eficacia de un antigeno c¢omercial con
el antigenc elaborado hace 10 afios y ceonservado a

4° ¢ durante ese lapso.
Determinar la prevalencia de la Leucosis Bovina en

la zona de Cuautitldn.

Determinar la prevalencia de la Leucosis Bovina en
los diferentes hatos de cada una de las zonas de

Cuautitlén.

Sugerir medidas de control, prevencidén y tratamiento

de la enfermedad.

Determinar la eficacia de diferentes Geles.

Determinar la eficacia de diferentes solventes.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1.1. MATERIAL DE CRISTALERIA

Pipetas reciclables varios volumenes
vVaso de precipitados variocs volumenes
Matraz varios volumenes

Probeta varios volumenes

Portacbjetos

Tubos (vacutainer)

6.1.2. MATERIAL DE EQUIPO ESPECIALIZADO

Refrigerador doméstico.

Lector (fuente de luz)
Centrifuga

Balanza mecanica y electrénica
Autoclave a Presién

Cémara humeda

Multipipeta con puntas "para"

Bomba de vacio
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6.1.3  MATERIAL QUIMICO-BIQLOGICO

i- ( S.S.F ) Solucién Salina Fisioldgica 0.85 %
2~ Agarosa

3— Agar Noble

Y
1

(NaCl) Cloruro de Sodio
5- (PBS) Solucidn boopher de Phosphatos

6~ (H20) bidestilada

6.1.4  MATERIAJL BIOLOGICO

1- Sueros problemas ( 467 )
2- Virus de BLV cepa "Cuautitldn®”
3- Suerco control positivo

4- Suerc control negativo

6.1.5  MATERIAIL VARIOS

1- Mechero

2- Gradillas

3- Magneto

4- Dadc sacabocado para 6 perforaciones periféricas

Yy una central.




6.2 FEREPARACION DEL AGAR

Antes de la elaboracién del agar, se suguirié trabajar
con 4 diferentes férmulas y poder cbservar cudl de ellos se

comportaba mejor; mds adelante mencionamos sus componentes.

La preparacién del agar, es similar para todos los geles

y a continuacién se describe:

- Pesar en la balanza electrénica el NaCl (8.5 gr) y la
agarosa (.9 y 1 gr).

- Esterilizacién de agua destilada

- De‘jar reposar a temperatura ambiente

- En un vaso de precipitados de 200 ml., depositamos los
componentes de la fdérmula previamente pesades.

- Posteriormente se deposita el agua c.b.p. 100 ml.

- Calentar el compuesto en el mechero hasta Que presente
una tonalidad cristalina o transparente ya que su co -
lor original es blanco opaco.

- Una vez hecha la mezcla se depositan de 3 a 4 nl. en
un portaobjetos y se deja solidificar sclo durante 20
mimitos a temperatura ambiente.

- Por ultimo se utiliza el dado sacabocado para realizar

los pozos ¥y desprenderlos con la homba de vacio.
A continuacién se mencicnan los 4 diferentes agares.
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Agar

Agar

Agar

Agar

PREPARACION DEL AGAR

1: 8.5 gr. de NaCl
.9 gr. de Agarosa ( S.A.G.A.R.)

¢.b.p. 100 ml.
2: 8.5 gr. de NaCl
.9 gr. de Agar Noble ( Pitmman-More).

¢.b.p. 100 ml.

3: 1 gr. de Agar Noble (Laboratorio Argentino)
¢.b.p. 100 ml.

4: 1 gr. de Agarosa (Personal)

c.b.p. 100 ml.
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6.3  TLITULACION DEL ANTIGENO

- La primera duda que surgié con respecto al virus, fué
si realmente era confiable su viabilidad, y lo comento
porque este virus tenia aproximadamente 12 afics de
haberse obtenido, aungue es mucho tiempo, siempre es-

tuvo bien manejado en refrigeracién (1°a 4°C).

La responsabilidad de manejarlc bien y no desperdi -
ciar nada nos conducia a una doble responsiva ya que

era un udnico vial liofilizado del virus de BLV.

Teniendo en cuenta estos dos aspéctos se procediéd a

trabajar el virus de BLV cepa " crautitlan."

El liofilizado se manejo siempre en una cubeta llena

de hielo, asi como sus diluciones (bafo de hielo).

- Se le aplicéd 1 ml. de 5.5.F. esteril al liofilizado

y 1 ml.a cada tubo de ensaye.

- Posteriormente se realizarén diluciones dobles como

se muestra en el sig. esquenma.
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- Ya obtenidas las diluciones se procede a depositar
una dilucidén en cada uno de los pozos siguiendo un or -
den y en forma creciente como se ejemplifica a continug

cidn.

@%@ o%e | e%e
© 5@ ©

A: Suero de toro llamado Maniqui, seropositivo a BLV en ELISA

B: Suero de toro liamado Colorado, Sospechosc a BLV en ELISA

Ambos eran controles positivos.

CS: Suero canino, es el control negativo.

PM: Antigeno gp 51 y p24 del "kit" comercial Pitmman-More.

CV: Virus de BLV cepa "Cuautitlan. En dilucicnes de 1:2 a

1:512, realizando diluciones dobles.

La lectura se llevé a cabo a las 24, 48, ¥y 72 hrs. sometien-
dolas en cdmara humeda a temperatura ambiente que promedia

24°C, los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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6.4  SUEROS

Se colectardn 467 muestras de sangre sin anticoagulante
( 5-10 ml.) de vacas Holstein Friesian en estabulacidén inten-
siva (Excepto zona Poniente),variando la edad de 4 a 10 afhos.

En la zona centro ¥y poniente se muestreo el hato comple-
to, mientras gue la zona oriente fuerdén colectados 100 sueros
al azar, y un dltimo grupo de 100 sueros que habian reporta-
do con problemas reproductivos (Repeticidén de calores y abor-
tos ).

Los animales que se estudiaron para fines de este
trabajo se organizardn de acuerdo al lugar de procedencia I3
localizacién.

En el siguiente cuadro se menciona el numero de animiales

muestreados:
DISTRIBUCION DE HATOS MUESTREADOS
EXPLOTACION ZONA ANIMALES MUESTREADOS
Rancho Xaltipa Oriente 200
Rancho Terremoto Oriente 101
Rancho Almaraz Centroe 72
Rancho " X " Poniente 39
Rancho " Yy " Poniente 55

TOTAL 467
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El procesamiento del suero comienza desde la coleccién
de sangre, es decir; en tubos vacutainer previamente identi-
ficados se obtuvo de la vena yugular, coccigea 6 mamaria
( 7-10 ml). Obtenida la muestra se mantuvo en reposo por 30
minutos a temperatura ambiente en forma inclinada permitiendo
la retraccidn inicial del coégulb, posteriormente se refrige-
ro ( 4 a 10; C ) durante 24 horas e inactivandose a 50° C
durante 30 minutos en bano Maria. En caso necesario se clari-
fican por centrifugacidn a 2000 RPM 5 minutos,obteniendose el
suero por decantacidn en tubos estériles gue se mantuvierdn

a 20° C hasta el momento de la prueba.

El preparado de la laminilia y el titule del antigeno vya
se Mencionaron anteriormente.

La siguiente ilustracidn nos detalla mejor el proceso:

Oc o¥c o@q
@@@

.
Oe® G99 Og®

Ag.1:8 : BLV Cepa "™ Cuautitldn "

C + : Control Positivo
cC - : Control Negativo
S8l, SZ2..iuiienanann 5467: Suercs Problema:
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7. RESULTADOS

Para mejores métodos diddcticos, la linea de identidad

se dividis en 3 diferentes tipos de reaccicnes.

Observandose de la siguiente manera:

111 . Reaccidén positiva fuerte
Ir . Reacclién positiva
I . Reacclioén positiva débil
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Formato de Diagndstico IDCA paras bLV
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Formato de Diagnéstico IDGA para BLV
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PORCENTATE EN ANIMALES A BLY GENERAL.

CUADRO 3--A

NUMERQO DE NUMERQO DE [ PORCENTAJE DE | PORCENTAJE DE | PORCENTAJE
ENTIDAD ZONA ANIMALES ANIMALES POSITIVIDAD. POSITIVIDAD DE
MUESTREADOS, | POSITIVOS. (%) ACUMULADG. | POSITIVIDAD
GENERAL
XALTIPA 200 31 6.6361 6.6381
ORIENTE
TERREMOTO
101 10 21413 8.7794
ALMARAZ CENTRO 72 3 6423 9.4218 10.06
RANCHO “X” 39 1 201 9.6359
PONIENTE
RANCHO"Y”
55 2 4282 10.06
TOTAL 467 47 10.05
61




CUADRO 3--B

PORCENTATE 13T ANIMATLES POSITIVOS A BLV POR ZONA.

68

NUMERO NUMERO PORCENTAJE PORCENTAJE | PORCENTAJE
ENTIDAD ZONA DE DL DE DE DE
ANIMALES ANIMALES POSITIVIDAD. POSITIVIDAD | POSITIVIDAD
MUESTREADOS. POSITIVOS, A BLY POR ZONA. TOTAL.
XALTIPA 200 31 155
ORIENTE 127
TERREMOTO
101 10 9.9
ALMARAZ CENTRO 72 3 4. 4.1 6.6
RANCHO X" 39 ] 25
PONIENTE 3.05
RANCHO Y~ 55 2 3.6
TOTAL 467 47 10.05




CUADRO 3--C

PORCENTAJE DE ANIMALES 'OSITIVOS A BLV _EN HORAS.

NUMERO NUMERO DE | NUMERO DE | NUMERO DE | NUMERO DE
ENTIDAD ZONA DI ANIMALES ANIMALES ANIMALES | ANIMALES
ANIMALES POSITIVOS A | POSITIVOS. POSITIVOS. | POSITIVOS.
MUESTREADOS. BLV. 1 ABLVALAS | ABLVALAS | ABLV ALAS
24 HRS, 43 HRS. 72 HRS.
XALTIPA 200 31 20 25 31
ORIENTE
TERREMOTO 101 10 6 (1) 7 1 3 10
ALMARAZ CENTRO 72 3 2 ) 3 -
RANCHO “X~ 39 1 1 .
PONIENTE
RANCHO “Y” 55 2 2 -
TOTAL 467 47 28 40 47
PORCENTAJE 100 10.6 5.99 8.6 10.06

62




PORCENTAJLE DEANIMALES POSITIVOS A BLV POR EDADES.

NUMERO NUMIERO DE
ENTIDAD ZONA DE ANIMALES ANOS DE EDAD
ANIMALES POSITIVOS A : Co
MUESTREADOS. BLY. -DES 5 & 7 8 9 10 <10
XALTIPA 200 3 1 2 6 4 6 7 3 2
ORIENTE :
TERREMOTO 101 10 - i 1 4 2 2 - -
ALMARAZ CENTRO 72 3 - - - - 2 1 - -
RANCHO “X” 39 1 - - - - - 1 . -
PONIENTE
RANCHO “Y~ 55 2 - - - - 1 - ] -
TOTAL 467 47 1 3 7 8 n 1 4 2
PORCENTAJE TOTAL 100 10.06 21 .64 1149 |1.7112351235] 85 | 42
100 212 | 638 | 148 | 17 | 234|234 18511429

0




PORCENTAJE DI POSITIVIDAD A BLY POR EL GRADO

CUADRO 3.-T

DE REACCION, POR HORAS Y POR ENTIDAD.

REACCION EN HORAS (24, 48 v 72)

REACCION TOTAL
24-48-72 4 48 72
OH[O 15(11-14-15) | 5(3-4--5) 1(111) 0 0 15192
O' lO 10(7-9--10)] 3(2--2-3) 101 1) 0 1¢0-1-1) | o 13|15
O I O 6(2-4--6) 2(1-12) 111 1) 1¢0 -1 1) 1011y |4 |s|n
ENTIDAD XALTIPA TERREMOTO | ALMARAZ | RANCHO”X" | RANCHO“Y” | 25 | 40 | 47
20-27-31 67 -10 233 3 -1 22

Nl
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Cuadro 4b: Porcentaje de animales positivos a BLV
por establo

| 21.28 Y%

65.96 %

o Xaltipa
®Terramotoe

A

73




0w 3oz

SO N NN N N NN

7 SR VR - A

-]
X

B
1G-—1
14—
12—
104

B

65—

Cuadro 4 ¢: Nimero de animales positivos a BLV en

fioras

72 horas:

43 heras

ﬁ 24 horas

Xaltipa

T T i T |
Terremeoto  Almuaeaz X Y

74




o ¢ o 3 oz

w e -3 58

12—

10—}

o

Cuadro 44d: Positividad de animales a BLV por edades

75




8.~ DISCUSION

considero pertinente, mencionar en primera instancia el
antigeno del BLV cepa "Cautitldn", el cuzl comprobd ser un
verdadero sinodal hacia el antigeno comercial (Pitmman-More},
demostrando su alta capacidad de precipitacién hacia los sue-
ros gue presentan anticuerpos especificos contra BLV, aunado
a la buena técnica y excelente eleccién del gel utilizade, ya
gue debemos mencionar que su durabilidad hacia la observacidn
visual durd aproximadamente una semana con resultados muy con
fiables. Con todas sus ventajas y desventajas de IDGA compa-
rada con ELISA, en todos los aspectos, resulta ser la ideal ,
mas practica y econdmica, ademds, es el método stédndar acep-
tado internacionalmente para la deteccidén de anticuerpos con~
tra el BLV ({14, 24, 39 ).

Los resultados obtenidos fueron wmuy variados, gue van
desde la precipitacién de una linea de identidad francamente
notable (a simple vista) hasta agquella linea gue se nota muy
sutilmente ¥ con ayuda del lector; ademds, algunas lineas
de precipitacién se observaron en escasas 3 horas posteriocres
a la realizacion de la técnica que a la postre, fueron las
que presentaron la linea de precipitacidén mds marcada.

De acuerdo a los Tresultados obtenidos, se cbservéd una
franca diferencia con otros estudios confiables y documenta -
dos como el de Suzan en 1983 (37) gque detectd un promedio de

40% de seropositividad en el Estado de México, sin embargo,
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en otros trabajos que se realizaron en dicho estado por Aluja
y Jaramillo (1, 5, 24 ), los resultados gue obtuvieron fueron
mucho menor al 5%, resultades que son muy fidedignos ya gue
no lograron realizar las pruebas de laboratorio para estable-
cer el diagnéstico definitivo de BLV,

En el presente estudio el mdximo porcentaje de positivi-
dad de BLV para una explotacién fué de 15.5 % en promedio y
el menor fué de 2.5 % y el promedic general de las 5 explo -
taciones obtenidas es del 10.06 % , gque realmente estd wmuy
lejos de los uUltimos datos obtenidos en la realizacidn de un
estudio para BLV en el Estado de México. Se hace referencia
al estado ya que el autor jamds encontré trabajos de BLV -~
realizados en el municipic de Cuautitlén.

Debo sefialar que la mitad de los sueros (100 ), gue €n
total fueron 200 muestras en la explotacidn Xaltipa, tenian
como antecedente algun problema reproductivo {(Repeticidn de-
calores ¢ abortos). Estos sueros, en conjunto se realizaron
las pruebas de sueroneutralizacidén para Diarrea Viral Bovina
y Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, obteniendo como resultado
una marcada deficiencia en los titules de anticuerpos hacia
las enfermedades mencionadas, que a la postre, fué el grupo
que presenté el indice mds alto de seropositividad a BLV.

Considero pertinente, mencionar en primera instancia el
antigeno del BLV cepa "Cautitldn”, el cual comprobé Ser un

verdaderc sinodal hacgia el antigenb comercial (Pitmman-More),

- 77 -




demostrando su alta capacidad de precipitacidén hacia los sue-
ros que presentan anticuerpos especificos contra BLV, aunado

a la buena técnica y excelente eleccién del gel utilizadc, va
que debemos mencionar gue su durabilidad hacia la observacidn
visual duro aproximadamente una semana con resultados muy con
fiables. Con todas sus ventajas y desventajas de IDGA compa-
rada con ELISA, en todos los aspectos, resulta ser la ideal ,
mis prdctica y econdmica, adends, es el método standar acep-

tado internacionalmente para la deteccidén de anticuerpos con-
tra el BLV (14, 24, 39 ).

Los resultados obtenidos fuerén muy variados, gque van
desde la precipitacién de una linea de identidad francamente
notable (a simple vista) hasta aguella linea gue Se nota muy
sutilmente y con ayuda del lector, ademds, algunas liheas
de precipitacién se observaron en escasas 3 horas posteriores
a la realizacidn de la técnica que a la postre, fuerdn las

que presentaron la linea de precipitacidén mds marcada.
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Sin lugar a dudas, quedo comprobade gue IDGA es la téc -
nica ideal y gue se recomienda ampliamente para la deteccidn
de anticuerpos especificos para BLV. Cuando se realizdé la -
lectura de IDGA a las 24 hrs. se observe péds del 50 % de serg
positividad, es decir 28 sueros de 47 suerocs totales positi-

vos, esto significa que es muy confiable.

El estudio realizado de BLV demostré tener un indice
mds alto de peositividad en establos con mayor numero de im --
portaciones de vacas y semen provenientes de Estados Unidos v
Canadd scbre los establos gue se mantienen con su propia re--
cria, siendoc estos ejemplares de mucho menor calidad { Ganado

Criollo ).

En conclusién el virus de BLV cepa " Cuautitldn "comprc-
bo ser muy efectivo aunado al gel que fué seleccionado pars
la realizacién de la técnica de IDGA, dicho lo anterior, se
puede tener en mente la idea de manedar un "Kit" de manufac-
tura mexicana comin para BLV, buscando abaratar y reduciendo
tiempos para alcanzar el diagnéstico, nos ayudaria a un mejor
manejo de pacientes positivos a BLV, evitando una disemina -
cion mayor de la enfermedad y de alguna manera contribuir --

como Médico responsable.

Se considera necesario lograr el aislamiento del virus

en nuestro pais y manejar la posibilidad de futuros estudios

- 79 -




epidemioldgicos, asi como manufacturar vacunas y pruebas de -

laboratorio en México.

El BLV estd presente en los hatos con mas desarrollo -—--
zootécnico en un porcentaje de positividad mas elevado compa-
rado con establos mds discretos, el BLV causa muchos y varia-
dos problemas en el paciente bovino, provocande inmonosupre---
sién, facilitando la entrada de otros microorganismos patdge-—

nos {inclisive wvirus),

Por lo tanto, considero pertinente la realizacidén de
muestreos en forma general del hato para BLVY utilizando la

prueba de IDGA cada 4 a 6 meses.
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