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Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

BLV: virus de leucemia bovina

BoLA: Complejo mayor de histocompatibilidad bovino (Antigenos de los leucocitos bovinos)
DRB3: Gen del complejo BoLA clase I

ELISA: Ensayo de Inmunoadsorcion ligado a enzimas

Env: proteina de envoltura viral

Gp30: glicoproteina de un peso molecular de 30 kilodaltons
Gp51: glicoproteina de un peso molecular de 51 kilodaltons
H-E: hematoxilina-eosina

IDGA: inmunodifusién en gel de agar

LP: linfocitosis persistente

M: mol

Mg: miligramos

MgCI: cloruro de magnesio

Mg: microgramos

pl: microlitros

pMm: micrometros

nm: nanomoles

OIE: Organizacién Mundial de Sanidad Animal

P53: gen supresor de tumores

Pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

Pol: polimerasa

TNF: Factor de necrosis tumoral

U: unidades



Resumen

La leucosis viral bovina es una enfermedad crénica infecciosa de origen viral que afecta
principalmente a los bovinos productores de leche y en menor medida a los bovinos
destinados a la produccién de carne. El agente etiolégico es un Deltaretrovirus de la familia
Retroviridae que infecta principalmente linfocitos B (aunque también macréfagos) y que es
ampliamente conocido por su capacidad para generar tumores. Estos virus transforman las
células que infectan y estas se infiltran en linfonodos regionales, abomaso, utero, corazon,
médula dsea, bazo e higado; sin embargo, esta patologia es la menos detectable (menos del
5%), mientras que el alrededor del 70% son asintomaticos y otro 30% presenta una linfocitosis
persistente. En el presente estudio se realizé la coleccion de muestras obtenidas durante la
necropsia de rutina, a partir de lesiones tumorales procedentes de bovinos de la cuenca
lechera de Tizayuca. Estas muestras fueron conservadas en formol al 10% para
posteriormente ser incluidas en parafina y tefiidas con hematoxilina-eosina. Se realizo la
descripcion macroscépica e histopatolégica de las muestras, observando un predominio de
infiltrados de linfocitos en los tejidos (linfomas). Posteriormente se usé una muestra por cada
caso, de las cuales siete fueron conservadas mediante congelacion y tres en parafina, para
realizar la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con la que se determind la
presencia de ADN proviral del virus de leucemia bovina en 6 de las 10 muestras estudiadas,
mientras que 4 de las muestras fueron negativas, una de estas relacionada a la presencia de
lesiones granulomatosas. Se identificé que las lesiones tumorales fueron linfomas y por PCR
se confirmd que la mayor cantidad de las muestras del estudio estaban relacionas con la

infeccidn del virus de leucemia bovina.



Introduccion

La actividad lechera en México representa la segunda actividad en importancia dentro del
sector ganadero, con un 22.8% del valor de la produccion y es una de las principales fuentes
de suministro de proteina animal. En el 2017 el inventario nacional de bovinos destinados a
la actividad lechera era de 2, 457, 683 cabezas. La produccion de leche en el afio 2016 fue
de 11, 607, 493 litros (SIAP, 2017). A pesar de ello, esta produccién no alcanza a cubrir la
demanda nacional y esto genera la importacién de leche en polvo. Es por ello que los
esfuerzos por alcanzar mayor produccion en el sector se enfocan en aspectos como nutricion,

genética y calidad e inocuidad en leche (SE, 2012).

Un punto importante para lograr una mayor produccion lactea es apoyar los aspectos
sanitarios en las explotaciones, donde muchas de las veces la mayor preocupacion se centra
en las enfermedades infecciosas. Dentro de estas se encuentra las enfermedades virales.
Una de ellas es la leucosis enzodtica bovina (LEB), una enfermedad de caracter
linfoproliferativo causada por un retrovirus oncogénico de distribucion mundial (De la Sota,
2005).

La LEB puede cursar como una infeccién inaparente, algunos bovinos desarrollan una fase
de linfocitosis persistente y en menor medida, algunos animales desarrollan un cuadro

neoplasico con tumoraciones en casi todos los 6rganos blandos (Radostits, et al., 2012).

La importancia econdémica de la enfermedad radica en que ocurre una disminucion en la
produccion de leche, aumento en costos de reemplazo, reduccion en la fertilidad, pero sobre
todo en las limitaciones de mercado para los animales, debido a que actualmente en muchos
establos de algunos paises existen ya programas de control y erradicacion de esta infeccion,
por lo cual, hay medidas de control para la compra de ganado en pie, como de semen y

embriones (Nekouei, et al., 2015).

Estas mismas medidas internacionales obligan a los demas paises a trabajar en el control de
esta enfermedad. En México, no existe actualmente un programa de control oficial, por lo cual
la prevalencia de la enfermedad oscila entre el 50-60%, segun estudios recientes, de ahi la

importancia de su estudio y sobre todo de diagndstico (Zavaleta & Garcia, 2017).
1. Etiologia

La LEB es una enfermedad provocada por un virus ARN, oncogénico del género
Deltaretrovirus, que pertenece a la familia Retroviridae, que comparte algunas caracteristicas

con otros virus leucémicos de otras especies (Radostits, et al., 2012).



El virus de la leucemia bovina (BLV, por sus siglas en inglés) (figura 1), es de forma esférica
(icosaédrica), con un diametro que va de 90 a 120 nm. Esta formada por dos subunidades de
ARN simple y la nucleoproteina p12 (nucleocapside). El genoma esta rodeado por la capside,
formada por la proteina p24. Rodeando a la capside se encuentra una malla de proteinas de
matriz (p15) las cuales entran en contacto directo con una membrana celular formada por una
bicapa lipidica. Esta incluye a la glicoproteina de envoltura (Env) que se conjuga por protedlisis
en Gp30 transmembrana y en la glicoproteina de superficie Gp51. El genoma viral codifica
también para las enzimas transcriptasa inversa y proteasas, asi como, para las proteinas

reguladoras Tax y Rex (Rama, 2012).

El virus es susceptible al calentamiento a mas de 56° durante 10-30 minutos. Esta
comprobado que el virus es inactivado cuando la leche es pasteurizada a altas temperaturas

por corto tiempo (Barrientos, 2002).

Figura 1. Esquema del virus de la leucemia bovina (Uckert, et al., 1984).

2. Epidemiologia

La primera descripcion de la enfermedad la realizé Leisering en 1871, en Alemania. Se cree
que los primeros casos aparecieron en el continente europeo y posteriormente se expandi6 al
continente americano, principalmente a Estados Unidos y Canada a través de las

importaciones de ganado lechero para mejorar los hatos de estos paises (Baruta, 2011).



En México, los primeros reportes de esta enfermedad datan de 1967. Posteriormente, se
diagnosticaron clinicamente 9 casos de 22,699 animales sacrificados en el rastro de Ferreria.
Un estudio posterior revelé que de 1960 a 1974 se detectaron 110 casos de bovinos con
leucosis bovina, en alrededor de 17 Estados, principalmente del centro de la Republica (Trigo,
et al., 1993).

Se ha demostrado que existe una mayor prevalencia de la infeccion en el Norte de América,
Asia y Africa (Tsutsui, et al., 2016). En el continente americano los paises con mayor
prevalencia son Estados Unidos, Canada y Argentina, aunque en este Ultimo existe un
programa de control para la enfermedad ya que implica pérdidas para la ganaderia (Nekouei,
et al., 2015).

Ocurre algo similar con el continente europeo que han establecido programas nacionales para
la erradicacién de la infeccion por el BLV, por lo cual, existe un mayor control en los paises
de este continente (Lee, et al., 2016). En el afio 2012, en un reporte de la Unidon Europea
sobre enfermedades de cerdos y bovinos, se indicaba que Francia, Alemania, Italia, fueron

declarados oficialmente libres de LEB (Annual EU report, 2012).

Actualmente en México existe una seroprevalencia promedio del 49.8% en hatos lecheros de
diferentes Estados de la Republica (Gonzalez et al., 2016). Se sabe que es una enfermedad
de alta prevalencia, de incidencia variable, alta morbilidad, de mortalidad baja y letalidad alta
(Zavaleta & Garcia, 2017).

Esta enfermedad se encuentra enlistada en el grupo tres segun el acuerdo mediante el cual
se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos las enfermedades y plagas exéticas y
endémicas de notificacion obligatoria de los animales terrestres y acuaticos. Pertenece al
grupo de enfermedades y plagas que se encuentran presentes en el territorio nacional y son
consideradas como endémicas y que representan un riesgo menor, es una enfermedad de
notificacion mensual obligatoria (SAGARPA, 2016).

Es una enfermedad de curso crénico, en la que se encuentran linfocitos neoplasicos en casi
todos los 6rganos del cuerpo y afecta a bovinos de todas las edades y razas. Es de distribucion
mundial, no se ha reportado susceptibilidad por raza, aunque estudios serolégicos muestran
que en el ganado lechero hay una mayor prevalencia en comparacion con el ganado de carne,
esto debido principalmente a las practicas de manejo y a que el periodo de vida en el ganado

de carne es menor (Juopperi, 2004).



3. Transmision

Esta enfermedad puede transmitirse de manera horizontal y vertical (figura 2), a través de
células infectadas (contenidas en sangre, leche, semen, exudados vaginales, calostro,

iatrogénicamente o por vectores) de un bovino sano a un portador susceptible (Quiroz, 2007).

La forma horizontal es la mas importante ya que la mayoria de los contagios son a través de
esta forma, debido al uso de una aguja para varios animales, un guante de palpacion para
varios animales, la no desinfeccion de material de cirugia, el descorne y tatuado. También
existe la transmisién a través de vectores como son las moscas hematofagas, garrapatas, asi

como mosquitos (Hernandez, et al., 2006).

La forma vertical (de madre a cria) tiene una incidencia del 3-16% (Hopkins & DiGiacomo,
1997). La infeccién puede darse de manera transplacentaria o a través del consumo de
calostro de vacas infectadas. Es importante sefalar que el porcentaje de becerros portadores
del virus, procedentes de una hembra positiva al BLV, es de apenas del 3%, es decir, no todas

las crias de hembras positivas son portadores del virus (Gutierrez, et al., 2011)

Figura 2. Mecanismo de transmision del virus de leucemia bovina (Gasque, 2008).
4. Cuadro clinico

La leucosis enzodtica bovina es una enfermedad que se presenta en tres diferentes formas:

la asintomatica, linfocitosis persistente y la tumoral o linfoma (figura 3) (De la Sota, 2005). En



la forma asintomatica no hay signos que manifiesten enfermedad, esta condicién se puede
mantener por varios afios y se llega a presentar en un 70 % de los bovinos infectados (Ohno,
et al., 2015). Esta forma s6lo puede detectarse mediante pruebas seroldgicas debido a que
los animales presentan anticuerpos anti BLV, se presentan en alrededor del 5% de células

mononucleares en sangre periférica (Rama,2012).

La linfocitosis persistente se desarrolla en aproximadamente el 30% de los casos, en los
cuales ocurre un desbalance en la relacion de linfocitos B/linfocitos T, debido a un incremento
en los linfocitos B circulantes en sangre. Esta condicion se puede observar a partir de los 2 a
3 anos pos infeccién (Feliziani, et al., 2017). En este caso los animales no desarrollan un
cuadro clinico aparente, pero mediante pruebas hematolégicas se puede determinar la
condicion de linfocitosis persistente (De la Sota, 2005), ya que se identifica un recuento
absoluto de linfocitos de por lo menos tres desviaciones normales por encima del recuento
normal, hallazgo que permanece por tres meses consecutivos. Los animales con linfocitosis
persistente sufren un desorden inmunolégico, con una marcada disminucion en la sintesis y

actividad de las inmunoglobulinas (Reyes,2003).

La forma tumoral, es la mas conocida, a pesar de que es la de menor presentacion debido
quiza al tiempo en el que tarda en desarrollarse, sélo un porcentaje de animales de alrededor
del 5% desarrolla linfosarcomas. Mas del 80% de los bovinos sin linfosarcomas son la fuente

mas importante de diseminacion de la infeccion (Favila, 2014).

El linfoma es la forma clinica de la leucosis enzodtica bovina (LEB), tiene caracteristicas
tumorales y se desarrolla en menos del 10% de la poblacion afectada después de meses o

anos y es la neoplasia o tumor mas comun en los bovinos (Moulton & Harvey, 2002)

Las lesiones y signos se presentan a partir de los 2 afios, aunque en la mayoria de los casos
son notorios hasta los 5 afios. En la mayoria de los casos los signos son inespecificos y
variables, ya que dependen de la localizacién del proceso neoplasico y del grado de afeccion
de 6rganos de importancia vital. Pueden presentar desde anorexia 0 emaciacion progresiva,

hasta baja en la produccién de leche (Radostits, et al., 2012).

Otra caracteristica de esta enfermedad es la linfadenopatia superficial que se aprecia con
frecuencia en estos animales, en algunos casos también se presenta la exoftalmia producto
del crecimiento del tejido retro ocular. También pueden presentar cojeras, marcha anormal y

paralisis del tren posterior (Quiroz, 2007).

5. Patogenia

El virus tiene como célula blanco a los linfocitos B, dentro de los cuales se dara una interaccién

entre el genoma viral y los genes celulares. De esta forma cada vez que la célula se divida, el
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virus se replicara, adicional a esto el ADN viral integrado se expresara para dar lugar a viriones

que pueden infectar a las células adyacentes (Cancino,2016).

Aunque se desconocen los mecanismos de la oncogénesis, hay evidencia experimental que
demuestra que las infecciones por BLV modifican el patrén de la expresion génica de la célula
hospedera. La intermitente expresion de proteinas reguladoras y estructurales por el provirus,
provoca una vigorosa respuesta inmune que indirectamente modifica los genes de
transcripcion en otro tipo de células (linfocitos T citotoxicos, macréfagos). En principio la
mutagenesis de insercién y la interferencia del ARN asociada a microRNA, puede modificar
el destino de la célula sin inducir inmunidad antiviral. A pesar de un control estricto en la
respuesta inmune, los intentos permanentes del virus por replicarse finalmente inducen
mutaciones en la célula infectada. Se ha plateado que la acumulacion de estas lesiones y la

seleccion de clones tumorales conducira al cancer (Safari, et al., 2017).

Posteriormente se genera una expansion policlonal de los linfocitos, misma que es bloqueada
a nivel transcripcional (Ohno, et al., 2015) dando lugar a largos periodos de latencia. El virus
expresa la proteina Tax, la cual favorece la inhibiciébn de la apoptosis lo que genera

eventualmente células transformadas (Panei, 2013).

El VLB puede causar inmunosupresidon en animales afectados mediante multiples
mecanismos como la alteracion en los niveles de citosinas circulantes, asi como alteraciones
en la produccién de las mismas. Ademas, provoca disturbios de células inmunes debido a la
proliferacién o apoptosis, provocando una desregulacion en la proporcion de linfocitos (Frie,
2015).

Varios estudios han determinado que factores del hospedero estan involucrados en la
resistencia y susceptibilidad a presentar linfocitosis persistente o el linfoma, como los
polimorfismos del TNF o la mutacién en el gen supresor de tumores p53, ademas de
variaciones geneéticas el gen BoLA-DRB3 se han relacionado con el desarrollo de resistencia
o susceptibilidad al VLB (Hernandez, 2010).

6. Lesiones

Los drganos afectados presentan un infiltrado blanquecino de aspecto lardaceo, de color
blanco-gris 0 mate, con limites mal definidos. En algunos casos puede presentar hemorragias
0 pequefios focos de necrosis, de apariencia seca y color amarillento. Al corte se pierde la

estructura anatémica de los 6rganos afectados (Chamizo, 2015).

Las lesiones mas frecuentes se observan en linfonodos, timo, bazo, médula ésea, placas de

Peyer, higado, rifién, auricula derecha del corazén, utero y abomaso (Klintevall, et al., 1994).
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En el caso de los linfonodos se encuentran aumentados de tamafio y al corte presentan
infiltrado tumoral blanquecino, de consistencia firme y en ocasiones pueden observarse
hemorragias o pequefios focos de necrosis. El bazo se puede encontrar aumentado de
tamafo y al corte se observan nédulos blanquecinos diseminados en el parénquima del
6rgano (Radostits, et al., 2012).

El corazdn presenta lesiones en la auricula derecha, hay presencia de nddulos blanquecinos
de tamanos diversos o areas difusas en forma infiltrativa. Por otro lado, la médula 6sea
regularmente presenta infiltrado tumoral, aunque existen pocos registros debido a que es poco

comun que se realice la inspeccion de las estructuras 6seas (Chamizo, 2005).

Otro érgano que comunmente se afecta es el abomaso, en el cual el infiltrado tumoral se
presenta de manera difusa engrosando la pared o puede presentar nodulaciones diversas,
ademas de ulceras (Baruta, 2011). Estas caracteristicas también se pueden apreciar en la
mucosa intestinal. En el caso del riiidn, el utero y el higado, presentan nodulaciones con
infiltracién difusa. En el Utero estas nodulaciones pueden ser tan grandes como una caruncula
(Moulton & Harvey, 2002).

7. Diagnostico

e Deteccién de la infeccién por el BLV

El diagndstico de la infeccion por el BLV se realiza mediante pruebas seroldgicas, si bien, la
OIE recomienda tanto la prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA), el Ensayo
Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas (ELISA), asi como, la prueba de Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa (PCR), se ha demostrado que esta ultima es una prueba mas sensible y

especifica para la deteccién del virus (Cancino, 2016).

Se ha determinado que la prueba de inmunodifusion en gel de agar es especifica, aunque
poco sensible y se utiliza para la deteccion de anticuerpos en muestras de suero individuales.
Es utilizada para el comercio internacional y muy util en modelos de erradicacion. Entre sus
principales limitaciones se puede mencionar que detecta la presencia de anticuerpos como
minimo seis semanas después de la infeccién, que no puede usarse para la deteccion de
anticuerpos un mes antes del parto, no es posible usarse para la deteccion de anticuerpos en
leche y no es posible realizar la lectura de los resultados de la prueba antes de las 48 horas.
En el caso de becerros puede usarse hasta después de los seis meses de edad, para evitar

resultados positivos por la deteccidon de anticuerpos calostrales (Gasque, 2008).

En el caso de la técnica de ELISA es una prueba altamente sensible y ademas de que se

puede usar el suero para la deteccion de anticuerpos especificos (De Oliveira, et al., 2016),
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también es posible emplearla para el mismo fin en la leche, es mucho mas rapida ya que en
menos de 8 horas se pueden obtener resultados y el kit comercial es facil de adquirir. Tiene

las mismas limitaciones para usarse en terneros que la prueba de IDGA (OIE, 2008).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite la deteccién del ADN proviral en la
sangre periférica o en los tumores. Es por eso que la OIE recomienda la prueba para la
identificacion de la infeccion por el BLV en animales de forma individual, especialmente en
terneros jévenes con presencia de anticuerpos calostrales, tejido tumoral de casos
recolectados en rastro, para diferenciar entre un linfoma esporadico de uno infeccioso, en
casos de resultados débilmente positivo o inciertos en pruebas de ELISA y para el diagndstico

en ganado destinado a centros de inseminacion artificial (OIE, 2008).

e Deteccidn de linfomas en bovinos infectados con el BLV

El diagnéstico de la enfermedad se puede hacer mediante signos clinicos, hallazgos a la
necropsia e histopatologia, pero para realizar un diagndstico integral es necesario el uso de
pruebas mas especificas para confirmar que los signos estan relacionados a la infeccién del
BLV, ya que también pueden presentarse casos de leucosis bovina esporadica (Zavaleta,
2009).

Las muestras tomadas ya sea por biopsia o0 mediante la necropsia deben ser preferentemente
de linfonodos, abomaso, auricula derecha del corazoén, rifién, higado y bazo con parte de la
tumoracion. Deben ser conservadas en formalina al 10% y remitidas al laboratorio para ser
evaluadas por técnicas histoldgicas de rutina o para realizar inmunohistoquimica. A la revision
histolégica se observa pérdida en la arquitectura del érgano, infiltrados masivos de células
linfoides neoplasicas densamente agrupadas y con mitosis aberrantes (Moulton & Harvey,
2002). Es importante sefalar que esto permite identificar un linfoma, pero para determinar el

agente etiologico es necesario hacer el diagnéstico serolégico o molecular.

En el caso del examen hematico se puede emplear para determinar la condicién de linfocitosis
persistente, mediante el conteo de linfocitos en sangre. Para realizar la interpretacion del
conteo de linfocitos se puede emplear el cuadro de Bendixen (cuadro 1), basandose en la

edad y en el numero absoluto de linfocitos/mm? (Reyes,2003).
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Cuadro 1. Interpretacion de linfocitos persistente por el método Bendixen

Normal Sospechoso Positivo

Linfocitos/pl de

sangre

<10.000 10.000-12.000 >12.000

<9.000 9.000-11.000 >11.000
<7.500 7.500-9.500 >9.500
<6.500 6.500-8.500 >8.500
<5.000 5.000-7.000 >7.000

(Andrews, 1990)

8. Control y prevencién

Debido a que actualmente no existe vacuna ni tratamiento para la enfermedad, las medidas
de control y prevencién estan basadas en el establecimiento de buenas practicas de manejo,
que reduzcan riesgos de transmision (Limén, 2012).

Cabe senalar que, dependiendo de cada caso, se debera implementar un plan de accién, esto
referente a la edad de los animales afectados, porcentaje de animales infectados y las
practicas de manejo. Es decir, si en el hato la prevalencia es de menos del 10%, se sugiere
la eliminacion de estos animales, la implementacion de medidas de prevencién, asi como el
monitoreo seroldgico cada tres meses para descartar positivos, de manera que al final ningun
animal sea positivo para posteriormente realizar controles cada afio. Después de dos

controles negativos, el hato se puede considerar libre del BLV (Quiroz, 2007).

En casos donde la prevalencia supera mas del 20% se plantea la segregacion de estos
animales e ir eliminandolos poco a poco (Gutierrez, et al., 2011).

A continuacion, se enlistas medidas aplicables para el control y la prevencién de la infeccion
por el BLV (figura 3).
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*Reducir el contacto entre terneros recien nacidos y ganado positivo al BLV.

¢ Evitar la alimentacidn con calostro no pasteurizado y preferentemente de vacas negativas al BLV en
los recien nacidos o utilizar calostro en polvo.

e Limpieza, desinfeccién y esterilizacién del material de cirugia, descorne, tatuado y aretado asi como
utilizar una aguja hipodérmica esteril por animal.

*Monitoreo de animales que ingresan al hato.

o Utilizar un guante de palpacidn por vaca en el examen tocoldgico rectal y revisién reproductiva.
e Limpieza y desinfeccion de material de cirugia, asi como utilizar una aguja esteril por animal.

¢ Uso de semen proviniente de animales seronegativos.

e|dentificar al ganado seropositivo.
*Segregar al ganado positivo y considerarlo para su préxima eliminacion.
eEliminar o segregar al ganado positivo al BLV y con linfocitosis pesistente.

* Mantener el hato cerrado y en caso de compra de vvaquillas de reemplazo realizar la prueba
seroldgica a la compra y posteriormente a la cuarentena.
¢ Control de vectores bioldgicos.

Figura 3.Medidas de prevencion tanto en animales adultos como en becerros para avitar la infecciéon por

BLV, asi como posibles medidas de control (Modificado de Zavaleta & Garcia, 2017).

9. Importancia econémica

La importancia de la LEB radica en las pérdidas econdmicas directas e indirectas que
ocasiona. Las pérdidas directas estan relacionadas con la mortalidad causada por la patologia
tumoral, es decir, por el aumento en los costos de remplazo, las alteraciones en el sistema
inmune que facilitan la presentacién de otras enfermedades y la baja eficiencia reproductiva.
Por otro lado, las pérdidas econdmicas indirectas se deben al aumento en gastos destinados
a medicamentos veterinarios, pero sobre todo a las limitantes de mercado para semen,

ganado en pie y embriones que provengan de hatos infectados (Pelzer, 1997).

También aumentan los costos por servicio veterinario, ya que al ser una enfermedad de signos
inespecificos facilmente ocurren diagndsticos erréneos y por lo tanto tratamientos poco

efectivos. Muchas veces estas mismas vacas muestran poca eficiencia reproductiva (solo
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llegan a 2 o 3 partos), baja produccion de leche (3% menos), lo que las predispone a ser
eliminadas del hato, lo cual genera pérdidas para el productor. En Estados Unidos anualmente
se estima que las pérdidas en leche oscilan en 525 millones de ddélares (Ohno, et al., 2015),
mientras que un estudio en Canada reporta que anualmente hay pérdidas de hasta 412

ddlares por cada 50 vacas (Nekouei, et al., 2016).
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Justificacion

En México hay poca informacién actualizada de la prevalencia de leucosis bovina y en
especial poca informacion respecto a la frecuencia en el desarrollo de tumores relacionados
con la infecciéon. Durante la necropsia el hallazgo de crecimientos anormales puede ser
sugestivo de leucosis bovina pero no es concluyente, por lo que es necesario el uso de

pruebas complementarias para una mayor certeza diagndstica.

Hipotesis
Si un hato de bovinos lecheros esta infectado con el virus de leucemia bovina, entonces, es

posible identificar la presencia de lesiones tumorales en diferentes érganos a la necropsia.
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Objetivos

Objetivo general

o Describir las caracteristicas morfopatologicas de lesiones tumorales identificados en
la necropsia de bovinos de la cuenca lechera de Tizayuca, Hidalgo y determinar la

frecuencia de estos relacionados con la infeccion por el virus de leucemia bovina.

Objetivos particulares

o Determinar la frecuencia de lesiones tumorales en bovinos vinculados a la infeccion
por el virus de BLV en un periodo de seis meses, en la cuenca lechera de Tizayuca,
Hidalgo.

o Fotodocumentar imagenes de tumores en bovinos destinados a la necropsia en la
cuenca lechera de Tizayuca, Hidalgo.

e Comprobar la presencia del genoma del BLV en crecimientos tumorales mediante el
uso de PCR.
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Metodologia

El presente trabajo se realizé en las instalaciones de la sala de necropsia del complejo
agropecuario industrial de Tizayuca Hidalgo. La cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo
denominada como Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca S. A. (CAITSA), se
encuentra ubicada en la carretera federal México-Pachuca. Dicha sala tiene como fin realizar
el diagndstico posmortem de bovinos de los diferentes establos del complejo. El
procesamiento de los tumores se realizo en el laboratorio de apoyo a Histologia y Biologia, y
la PCR en el laboratorio de Virologia, Genética y Biologia Molecular, ambos de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM.

» Grupo de animales

El estudio se realizd a partir de los bovinos que llegaban para la necropsia de rutina, para su
diagnodstico posmortem durante un periodo de 6 meses. Las muestras fueron obtenidas de
bovinos hembra de raza Holstein, que presentaban tumoraciones sugerentes a la infeccion

por el virus de la leucemia bovina.

Durante este periodo se realizaron un total de 134 necropsias, de las cuales solo en 10 casos
se encontraron crecimientos anormales de tejido, de crecimiento excesivo e incoordinado

respecto al tejido normal.

» Estudio histopatolégico

Las muestras fueron obtenidas a partir de tejidos recuperados en las necropsias de
tumores localizados en diferentes o6rganos, que fueron conservados en formalina
amortiguada al 10%. Se tomaron muestras de los érganos afectados teniendo un total de
19 muestras (ver tabla 1). Las muestras se incluyeron en parafina y posteriormente se
realizaron cortes histolégicos de 4 um para finalmente ser tefidos con Hematoxilina-
eosina. La revision de las laminillas se hizo en un microscopio compuesto (Leica, modelo
DM750) a diferentes aumentos (40x, 100x, 400x, 1000x). Se revisaron las 19 laminillas y

se realiz6 el diagnéstico.
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Tabla 1. Muestras obtenidas para el estudio histopatologico

NUMERO DE CASO MUESTRA OBTENIDA PARA ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

CASO 1 Linfonodo y abomaso
CASO 2 Linfonodo y abomaso
CASO 3 Linfonodo y abomaso
CASO 4 Linfonodo

CASO 5 Eséfago y abomaso

CASO 6 Abomaso y corazén

CASO 7 Linfonodo y corazon

CASO 8 Linfonodo, abomaso y rifidn
CASO 9 Corazon

CASO 10 Linfonodo y abomaso

Se obtuvieron muestra de los érganos afectados por cada caso para la realizacion del estudio histopatoldégico

» PCR

Para el diagnéstico mediante PCR, se utilizé una muestra obtenida durante la necropsia
de rutina de un 6rgano con lesion tumoral,por cada caso, teniendo un total de 10 muestras.
De estas 10 muestras, siete fueron conservadas en congelacion, mientras que los tres
restantes eran muestras en parafina. La prueba de PCR se us6 para confirmar que las
tumoraciones eran debidas al virus de leucemia bovina (BLV). Previo a la realizacion de
la PCR se realiz6é la extraccion de ADN de las muestras utilizando un kit comercial

FavorPrep Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (FavorGen®© Taiwan).
Paso 1

Previamente centrifugar el microtubo con células en suspension a 4000 rpm por 1 minuto y

eliminar el sobrenadante por decantacion.

1. Agregar 200 ul de buffer FATG1, se homogeniza la muestra de tejido y se macera con

un micropestillo.
Paso 2: Lisis

2. Agregar 20 pl de Proteinasa K (10 mg/ml) a la muestra obtenida. Mezclar por agitacion.
3. Incubar a 60 °C por 15 minutos, esto con la finalidad de que el tejido se lise

completamente.
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4. Centrifugar brevemente el tubo para remover los residuos de la tapa.

5. Agregar 200 pl de buffer FATG2 a la muestra y mezclar a fondo por homogenizacién
e incubar a 70 °C por 10 minutos.

6. Centrifugar brevemente el tubo para remover las gotas de la tapa; si existe material
insoluble presente, centrifugar a maxima velocidad y transferir el sobrenadante a un

tubo nuevo.

Paso 3: Union al ADN

7. Agregar 200 ul de etanol grado biologia molecular a la muestra y homogenizar la
mezcla.

8. Centrifugar brevemente el tubo para remover las gotas de la tapa.

9. Colocar una minicolumna de FATG en un tubo colector, transferir la mezcla de la
muestra cuidadosamente a la columna.

10. Centrifugar por un minuto a 14000 rpm y desechar el fluido que pasoé a través de ella

hacia el tubo colector.
Paso 4: Lavado

11. Lavar la columna FATG con 500 pl de buffer W1, centrifugar por un minuto y desechar
el liquido restante. Es importante asegurar que el etanol fue afiadido por primera vez
al buffer W1.

12. Lavar la columna FATG con 750 ul de buffer de lavado y centrifugar por un minuto;
desechar el restante y centrifugar la columna adicionalmente por 3 minutos para secar

la misma.
Paso 5: Elucion del ADN (Homogenizacion)

13. Colocar la columna FATG en un tubo de elucion y anadir 50 ul de buffer de elucién o
agua desionizada (pH 7.5-8.5) al centro de la membrana de la columna. Dejar reposar
por 3 minutos.

14. Centrifugar por 2 minutos para eluir el ADN. Para una elucioén efectiva, asegurarse que
la solucion de elucion sea colocada en el centro de la membrana y se absorba por
completo. Si la muestra tiene baja cantidad de células, reducir el volumen de elucion
para incrementar la concentracion de ADN.

15. Repetir el paso 14 por tres ocasiones.

16. Conservar el ADN totala4 C 0 -20 C.

El protocolo utilizado para la prueba de PCR fue el previamente descrito por Cancino, 2016,

brevemente:
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Concentraciones requeridas por reaccion de PCR. (BioTecMol, México)

Reactivos concentracion inicial concentracion final
Buffer 10X 1X
Deoxinucledtidos trifosfatos 10 mM 280 um
MgCl. 25mM 1.5 mM
Iniciador Fw? 10 um 600 nM
Iniciador Rv® 10 ym 600 nM

Taqg ADN polimerasa 5 U/ul 2.5 U/reaccion
ADN molde 600 ng

Para un volumen final de 30 pl.
@ 5-ACGCCTGATCACAGCAATTA-3
b 5-TCTCTGCGCTACACTCAGTC-3

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial por 5
minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de tres pasos cada uno: desnaturalizacion a 95°C por
30 segundos; hibridacién a 52°C por 40 segundos y extension a 72°C por 50 segundos,
finalizando con una extension a 72°C por 7 minutos en un termociclador PCR Gene Mate
Series (China). Al finalizar la PCR, el producto fue analizado mediante electroforesis horizontal
en un gel de agarosa al 1.5%, conteniendo 10ul de bromuro de etidio y visualizando en un
transiluminador con luz UV (UVP, USA). Las amplificaciones que comparadas con el marcador
de pares de bases correspondieran con el amplicon esperado de 674 pares de bases, se

consideraron positivas.
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Resultados

e Estudio morfopatoldgico

Se realizaron un total de 134 necropsias de bovinos de desecho del CAITSA,
correspondientes a hembras de entre 2 a 7 afnos aproximadamente. De las 134 necropsias
realizadas en el CAITSA soélo el 7.46% (10 casos) fueron considerados ya que eran

compatibles con el tipo de lesion tumoral que se describe en la literatura.

La frecuencia de presentacion de tumores en los érganos afectados fueron linfonodos en un
90% (9 de 10 casos), abomaso en un 80%(8 de 10 casos), corazén en un 30% (3 de 10 casos),
rindn el 20% (2 de 10 casos), higado en un 10% (1 de 10 casos), utero en un 10% (1 de 10

casos) y esofago en un 10% (1 de 10 casos).

e Descripcion morfopatoldgica

/“

Figura 4. Abomaso con presencia de placas blanquecinas

Descripcion de la figura 4. (A) La superficie del érgano se observé enrojecida a nivel de la
region fundica y cardial, con presencia decenas de placas blanquecinas de forma irregular, de
diversos tamafios entre 5 a 15 cm de diametro localizados en la mucosa de la region cardial,
fundica y pilérica. A nivel de la zona pilérica se observé presencia de un material mucoso,
aproximadamente 10 ml, de color amarillento. (B) En los pliegues del fundus del abomaso se
observaron decenas de placas blanquecinas de consistencia dura, desde 0.5 cm hasta 20 cm

aproximadamente, con bordes bien definidos, que penetraba al corte.
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Figura 5. Abomaso con infiltrado tumoral (flecha).

Descripcion de la figura 5. En uno de los pliegues del abomaso se observé un abultamiento
de forma alargada, con engrosamiento de la pared del érgano y que al corte mostré una
consistencia firme, de color blanquecino, con un puntilleo (1 mm de diametro) de color rojizo

de distribucion multifocal.

Figura 6. Abomaso. Tincion H-E
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Descripcion de la figura 6. (A) A nivel de la mucosa del abomaso (M) se observé un infiltrado
celular basdfilo de manera difusa (toma en 40x). (B) A mayor aumento, el infiltrado basdfilo
corresponde a linfocitos (L), paralelamente se observé congestion (C), cambios degenerativos
y atrofia de las células epiteliales (toma en 100x). (C) Los linfocitos no presentaron cohesién
entre ellos y se observo evidentes diferencias de tamano entre las células (toma en 400x). (D)
Los linfocitos pleomorficos presentaron mitosis atipicas y abundante citoplasma (flechas)
(toma en 1000x).

Figura 7. Esofago con pequeiias tumoraciones.

Descripcion de la figura 7. Se aprecia en la superficie del érgano la presencia de multiples
nodulaciones de color blanquecino, con un diametro de 1-5 cm y de consistencia firme que

penetra 1 cm al corte.
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Figura 8. Eséfago. Tincion H-E

Descripcion de la figura 8. (A) El eséfago present6 un infiltrado celular basofilo entre las dos
capas de la muscular del érgano. (B) A nivel de la muscular (M) se observé un infiltrado
basdfilo que corresponde a linfocitos (IL) (toma en 100x). (C) Los linfocitos de diferente tamafo
tenian nucleos de diferente forma y tamafio (flechas) (toma en 400x). (D) Estos linfocitos
presentaron cromatina dispersa y nucleos de formas irregulares, asi como abundante

citoplasma, lo que les da un aspecto de células linfoblasticas (flechas) (toma en 1000x).
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Figura 9. Corazon.

Descripcion de la figura 9. (A) El corazén prestaron decenas de nodulaciones blanquecinas
tanto en el lado izquierdo como en el derecho, desde el apice hasta la auricula, tanto en el
epicardio como en el endocardio mural del mismo. (B) En el ventriculo derecho, se observaron
decenas de nodulos blanquecinos de tamario variable de 1 y hasta 5 cm de diametro, en

endocardio y miocardio, ocupando el 90% de la pared del ventriculo hasta la auricula.

Figura 10. Miocardio. Tincion H-E
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Descripcion de la figura 10: (A) El miocardio presentd zonas basdfilas infiltrando o
sustituyendo las fibras musculares, con pérdida de la arquitectura del 6rgano (toma en 40x).
(B) Las zonas basdfilas corresponden a un infiltrado mononuclear (linfocitos) (toma en 100x).
(C) Los linfocitos se encontraban distribuidos de manera desorganizada, presentando formas
variadas (alargadas, con escotaduras), diferencia de tamafo, mientras que las fibras
musculares pierden su detalle (toma en 4000x). (D) Los linfocitos presentaron un patrén de
cromatina dispersa, nucleos de forma variable y abundante citoplasma y algunas células con

mitosis atipicas (flechas) (toma en 1000x).

Figura 11. Rifion con nédulo tumoral (flecha).

Descripcion de la figura 11. En la superficie renal se aprecié una masa de aproximadamente
2 cm de diametro, de forma redondeada, superficie firme y elevada, de color blanquecino, con
impregnacion difusa de sangre en su superficie. Al corte la masa penetraba el parénquima,

con profundidad de aproximadamente 0.5 cm en la corteza.
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Figura 12. Rifidn. Tincién H-E.

Descripcion de la figura 12. (A) El rifdn presentd infiltrado basdfilo a nivel cortical (C) (toma
en 40x). (B) El infiltrado corresponde a linfocitos, que se presentaron incluso dentro del
glomérulo (flecha) (toma en 100x). (C) Se observo tumefaccion celular en el epitelio de los
tubulos contorneados proximales y distales, ademas de nucleos en picnosis. Por otro lado, los
linfocitos presentes tenian variacion en el tamafio y forma, que pierden su relacion nucleo-
citoplasma (flechas) (toma en 400x). (D) Se observaron linfocitos de formas irregulares, con

diferente forma en sus nucleos y con presencia de mitosis atipicas (flechas) (toma en 1000x).
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Figura 13. Linfonodo iliaco.

Descripcion de la figura 13. El linfonodo iliaco se observé aumentado de tamafio (15 cm de
largo x 7 cm de ancho), de superficie lisa y consistencia firme. Al corte se evidenci6 el
parénquima de color blanquecino, desde corteza a médula, que ocupa aproximadamente el

70% del 6érgano.

Figura 14. Linfonodo mesentérico.

Descripcion de la figura 14. Se observé entre 3 y 4 nodulaciones en el parénquima del érgano.
Al corte presentaron un tamafio de entre 10 y 4 cm de diametro, de consistencia firme. En una
de las nodulaciones, al corte se observdé un material de color amarillento de consistencia
blanda, el cual se localizaba en uno de los extremos del linfonodo. Las otras nodulaciones
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mostraron una coloracion blanquecina, de consistencia firme y con presencia de lineas rojizas

de manera focal.

Figura 16. Linfonodos mesentéricos.

Descripcion de la figura 16. Se observaron tres linfonodos mesentéricos, de forma ovoide,
con un tamano de 10 cm de largo por 5 cm de ancho, de superficie lisa y turgente, con una
coloracién ligeramente amarillenta. Al corte, en los tres casos, se encontré un material
blanquecino difuso que penetraba el tejido. El nédulo del centro marcado con una flecha,
evidencié un contorno de tonalidad rojiza, asi como multiples probables hemorragias difusas

que penetraban de la capsula al parénquima.
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Figura 15. Linfonodo supramamario.

Descripcion de la figura 15. Linfonodo supramamario, con aumento de tamafio,
aproximadamente 12 cm x 9 cm, de consistencia firme en la superficie y color rosaceo. Al
corte se observaron decenas de nodulaciones blanquecinas, algunas formando racimos

confluentes, invadiendo tanto la corteza como la médula en un 80% de la superficie de corte.

Figura 17. Linfonodo supramamario. Tincién H-E.
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Descripcion de la figura 17. (A) Se observo pérdida de la organizacién del linfonodo por la
proliferaciéon de linfocitos, los tabiques interfoliculares se aprecian con dificultad, no se
delimitan la médula, la corteza ni los centros germinativos (toma en 40x). (B) Los linfocitos
proliferan de manera desorganizada (toma en 100x). (C) Los linfocitos presentan tamanos
diversos, con imagenes de tipo linfoblasto (flecha) (toma en 400x). (D) Se observaron células

con policromasia y con mitosis atipicas (flechas) (toma en 1000x).

Figura 18. Corazon.

Descripcion de la figura 18: (A) El corazén present6 forma redondeada, con engrosamiento
del miocardio izquierdo. En la auricula derecha se observaron decenas de placas
sobresalientes de color blanquecino, de entre 0.5 a 2 cm. La pared ventricular presento
consistencia firme y color blanquecino, en el 60% del corazén. (B) . En el ventriculo izquierdo,
al corte, las placas blanquecinas que se observaron externamente, invadieron la pared del

miocardio hasta el endocardio mural, afectando el 70% de la pared ventricular.
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Figura 19. Miocardio. Tincion H-E

Descripcion de la figura 19. (A) Se observé material baséfilo multifocal, entre las fibras del
miocardio (toma en 40x). (B) Células mononucleares de tipo linfocitario distribuidas de manera
aleatoria en el tejido (toma en 100x). (C) Los linfocitos presentaron diverso tamafio, con un
patrén de cromatina dispersa (toma en 400x). (D) También se observaron células con mitosis

atipicas (flechas) (toma en 1000x).
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Figura 20. Corazon.

Descripcion de la figura 20. Se observé la presencia de un nédulo de aproximadamente 4.0
cm, de color blanquecino invadiendo en el miocardio izquierdo, de consistencia dura y de

bordes bien definidos.

Figura 21. Miocardio. Tincién H-E.

Descripcion de la figura 21. (A) ElI miocardio presenté pérdida del detalle de sus fibras

musculares. También se apreciaron zonas rosaceas (N) rodeadas por un material basofilo
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(flechas) (toma en 40x). (B) El material basdfilo corresponde a células inflamatorias (flecha),
mientras que las zonas rosaceas corresponden a células que han perdido su arquitectura y
corresponden a necrosis caseosa (N) (toma en 100x). (C) En la periferia de la zona de
necrosis, se observo la presencia de células gigantes multinucleadas tipo Langhans (flecha)

(toma en 400x). (D) Se observaron células epitelioides (fechas) (toma en 400x).

Reaccion en cadena de la polimerasa

Figura 29. Visualizacion de la amplificaciéon por PCR de productos de 674 pb de un fragmento del gen env del BLV separados
por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y tefiido con bromuro de etidio. Se evaluaron 10 muestras, una muestra por

cada caso y solo los casos del 3 al 7 y el 10 fueron positivas ya que amplificaron bandas de 674 pb de nucledtidos.

De las 10 muestras que se evaluaron el 60% de ellas fueron positivas en PCR, demostrando
asi que los tumores en la mayoria de los tejidos de cada animal estaban relacionados con la

infeccidn con el virus de leucemia bovina.
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Discusion

Estudios realizados en el 2009 demuestran una prevalencia del 66% de la enfermedad en el
Estado de Hidalgo, especificamente en la cuenca lechera de Tizayuca (Zavaleta, 2009). En
este estudio se hizo el diagndstico posmortem de la enfermedad, solo se seleccionaron 10
casos de los 134 por presentar lesiones tumorales compatibles con LEB durante un tiempo

de seis meses.

Los 6rganos comunmente afectados son los linfonodos, por ser una neoplasia linfoide, pero
en el caso del presente trabajo solo en siete de los diez casos de bovinos con tumores se
observé la afectacion en los linfonodos. En un estudio realizado en Japén en el cual se
infectaron experimentalmente a ovinos con el virus de BLV, se encontraron casos en los
cuales el linfosarcoma estaba en organos no linfoides como fueron el corazon, rifon y el
abomaso, pero no en los linfonodos; se considera que esto puede deberse a que algunos
individuos presentan factores que inhiben la proliferacion de células neoplasicas (Okada, et
al., 2005), lo cual podria ser algo similar en los tres bovinos que no se identificaron los linfomas

en tejido linfoide.

Otro 6rgano que comunmente la literatura describe como frecuentemente afectado es el
abomaso, identificando infiltrados de células tumorales acompafiado de ulceras en la mucosa
del érgano (Baruta, 2011). De los diez bovinos, en ocho de los casos se observo afectado el
abomaso y solo en cinco de ellos adicional al infiltrado tumoral se observé una abomasitis

ulcerativa.

En el caso del rindn se describe una frecuencia de afectacion del 50%, presentando lesiones
de caracter infiltrativo, ademas de hemorragias visibles en el érgano (Chamizo, 2005); no
obstante, en el presente estudio solo en dos casos se identifico afectacion en el rifién y las
lesiones fueron focales, blanquecinas y pequefas (2 cm de diametro), esto puede deberse al
estado avanzado del linfosarcoma en cada caso, ya que sélo en los casos mas severos como

fueron el caso cinco y seis se observo el rifidon afectado.

Las lesiones caracteristicas halladas a la necropsia son masas tumorales en varios 6rganos,
de color blanquecino, de consistencia firme y sobresaliente y perdida de la arquitectura del
6rgano afectado, ademas de esto se observan hemorragias o focos de necrosis (Baruta,
2011). Estas descripciones fueron muy similares a las encontradas en los érganos analizados

en el presente estudio.

Existen pocos reportes de hallazgos de linfosarcoma en eséfago. En 1985, un estudio

realizado en la cuenca lechera de Tizayuca, reportd cuatro casos de linfosacorma con lesiones
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en esofago (Garcia, 1985). En el presente estudio solo se encontré un caso donde se

observaron masas tumorales en la serosa del érgano.

En el caso de la muestra nueve, el corazén fue el Unico érgano que presentaba un infiltrado
de aproximadamente 4 cm de diametro, de color blanquecino y de consistencia firme,
correspondiente a lo que se describe en la literatura. A partir del corte histolégico se descarto
que esa lesion fuera parte de un proceso neoplasico, debido a sus caracteristicas (zona de
necrosis multifocal con presencia de linfocitos no neoplasicos, células gigantes y epitelioides)
que coincidian mas con un granuloma. Sin embargo, esto solo descarto el proceso neoplasico
mas no la presencia del BLV. Para ello, fue necesario la confirmacién mediante la prueba de
PCR en donde dicha muestra fue negativa, descartando totalmente que la lesién patolégica

estuviera vinculada a un proceso neoplasico por la presencia del virus de leucemia bovina.

Microscopicamente el linfosarcoma se observa como un infiltrado de linfocitos de caracter
neoplasico (hipercromicos, con variaciones de tamafo y mitosis aberrantes) y que altera la
arquitectura del érgano (Oguma, et al., 2017). Los casos uno al ocho y el caso diez,
presentaban estas caracteristicas por lo que el diagnédstico histopatolégico en estos 9 casos
fue de un linfosarcoma. Para determinar que el linfosarcoma estaba relacionado por la
infeccién del BLV, fue necesario hacer el diagndstico molecular, para ello varios autores han
empleado la PCR con éxito, ademas de que es una prueba recomendada por la OIE (OIE,
2008).

La PCR es una prueba conveniente para detectar ADN proviral en muestras de sangre,
suspensiones de 6rganos y material tumoral, siendo muy sensible ademas de rapida. En este
trabajo se utilizaron para la prueba de PCR, siete muestras de tejidos de tumores congelados
y tres muestras de tejidos en parafina. Las tres muestras en parafina resultaron negativas,
mientras que de las otras siete muestras seis fueron positivas y en el caso nueve que en el
examen histopatolégico mostro caracteristicas correspondientes a un granuloma, el resultado
por PCR fue negativo. Es importante mencionar que dentro del diagndstico diferencial de la
enfermedad de LEB se encuentra la tuberculosis bovina, que provoca lesiones

granulomatosas (Estrada, et al., 2004).

Las muestras tres a la ocho y la diez mostraron caracteristicas que tanto macroscépicamente
como microscopicamente correspondieron a un linfoma. Ademas de ello, resultaron positivas
a la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa, confirmando que en estos casos el

agente causal fue el virus de leucemia bovina.

Previo a realizar la PCR se hizo la extracciéon de ADN de las muestras uno, dos y ocho que
correspondian a tejidos en parafina, mismos que resultaron negativos a pesar de que a la

necropsia y en el examen histopatolégico estas muestras coincidian con lo descrito en la
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literatura. El tejido embebido en parafina se considera una fuente muy valiosa para los
estudios moleculares (De Armas, et al., 2006). Sin embargo, la obtencién de ADN de alta
calidad a partir de estas muestras se considera una tarea dificil y ademas tiene varios
inconvenientes. Algunos factores que pueden influir en la obtencién de ADN de calidad estan
relacionados a que la parafina es una barrera fisica y el formaldehido facilita la presentacion
de entrecruzamientos entre los acidos nucleicos y proteinas, lo que ocasiona inconvenientes
durante la extraccion de ADN e inhibe la PCR. Aunado a esto, las condiciones del proceso de
fijacion, sobre todo el pH extremadamente bajo limitan la extraccion de ADN (De Guglielmo,
et al., 2013) (Skage 2007; Paireder et al. 2013). Estos factores pudieron afectar el resultado

de la PCR de las muestras en parafina.
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Conclusiones

e La frecuencia de presentacion de lesiones tumorales por el virus de leucemia bovina,

en un periodo de seis meses, en la cuenca lechera de Tizayuca, fue del 4.47%.

¢ Los hallazgos morfopatologicos de los tumores encontrados en bovinos a la necropsia
fueron altamente compatibles con lo descrito en la literatura acerca del linfosarcoma

ocasionado por el virus de leucemia bovina.

e Las lesiones histopatolégicas identificadas en los 6rganos del estudio fueron
principalmente infiltrados de linfocitos, lo cual es compatible con los linfomas descritos

por la infeccién del virus de leucemia bovina.

¢ De un total de 10 bovinos con presencia de tumoraciones sugestivas a infeccion por
el virus de leucemia bovina solo en seis de ellas se demostro la presencia del ADN

proviral por PCR.
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