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yINTRODUCCION

La Papilomatosis cutdnea bovina es una en
fermedad de etiologfa viral y distribucién mundial;
que afecta principalmente a becerros menores de 2 -
afog., Clinicamente se caracteriza por la.presenéia-
de tumores fibrosos en pilel y mucosa genitales ( 1,
5, 13, 15 ). |

En los bovinos la infecciGn natural es --
através de lesiones epidérmicas, producidas por ob-
jetos contaminados con el epitellio queratinizado de
" las verrugas (1), Debido a lo anterlor, los papilo
mas se localizan en las reglones mds expuestas a --
golpes y laceracliones como son: cuello, costado, cg
ra lateral y anterior de los miembros anteriores y-
posteriores y pecho ( 15 ).

El perfodo de incubacién es aproximadamen
te de 30 dfas ( 2, 4 y 13 ), variado extraordinaria
mente del slatema experimental al natural. La regre '
8idn espontinea de las lesiones se presenta de un -
mes a un afo después de producidos los tumores (13).

El proceso regresivo de las lesiones es =~
debido a mecanismos inmunoldgicos de defensa del - |

huésped, tanto inmunidad celular como humoral (18).
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Son cuatro los tipos bdsicos de tefapiéﬁ—
utilizados en esta enfermedad. L

A) Uso de Antimetabolitos { 11; 26 ): '

B) Cadsticos ( 1, 16 ) e

C) Reseccidn Quirﬁrgical( 1, 16 ) -

D) vacunas ( 5, 10, 15, 16, 17;'19”)'

Los resultados obtenidos con el uso de -
antimetabolitos ( 10, 19 ) son irregulares y de ba-
ja efectividad.

El uso de causticos ( 15 ), es lento e in
seguro, resultando en gran nimero de casos, lesiones
graves producidas por errores en el manejo del pro-
ducto.

La reseccidén quirdrgica, es de uso comin,
- aunque frecuentemente va seguida de recidivas. Se
ha intentado el uso combinado de reseccidn qﬁirﬁrg;
ca con aplicacién de inmundégenos con resultados sa-
tisfactorios ( 15 ).

El uso de inmundgenos en el tratamiento -
de la papllomatosis bovina fue utilizado por prime-
ra vez por Biverstein en 1925 ( 13, 15 ) el cual --
tratd con é€xito 14 casos de papilomatosis después -
de aplicar cuatro désis de 10 ml; de hna autovacuna'

aplicada con intervalos de una semana.
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Aprovechando la fdcil replicacién del vi-
rus en‘el embridn del pollo se han preparado vacunas
de este origen ( 1, 3, 12, 19 ). Los resultados son
variables sobre todo cuando se utilizan con finesv-‘
terapéuticos.

Olson y colaboradores ( 11 ), hicleron un
estudio comparativo entre cuatro vacunas, dos comey
clales y dos producidas en su laboratorio, de ori--
gen embridn de pollo y de tejido tumoral, encontran
do que las vacunas comerciales resultaron menos efeg
tivas que las producidas en el laboratorio y de és-
tas, la preparada con tejido de verruga resultaba -
ligeramente mds efectiva que la preparada en embridn
de pollo.

La literatura contiene un elevado ndmero
de reportes sobre el uso de vacunas para el trata--
miento de verrugas en el ganado ( 5, 10,15,17,19 ),
ya #dea con fines profildcticos & terapéuticos. E1 =
objeto de este trabajo es la elaboracidn de un inmu
négeno producido en embridn de pollo y su valora---

cién terapéutica en condiciones de campo.



-~ MATERIAL Y METODOS -

VIRUS: Se utilizd como inoculum para la produccldn de
Qacuna una cepa de virus de paplloma de bovinos, pro-
venientes de los estados de Tlaxcala, Puebla y Vera~-
cruz, conservados en glicerina fosfatada y en refrige
racidn, proporcionados por el laboratorio de Virolo~--
gia de la F.M.V.2. de la U.N.A.M.

Se utilizaron 24 becerros machos cuyas eda-
des fluctuaban entre los 9 y los 12 meses de edad. 21
mostraban sintomas clinicos de papilomatosis bovina i
6 de raza Holstein proporcionados por el Rancho Cua--
tro Milpas de F.M.V.2. de la U.N.A.M. y 15 animales -
cruza Criocllo Cebd y Suizo proporcionsdos por el Ran-
cho Culxmala. 3 animales sanos proporcionados también
por este dltimo rancho.

Loe 21 becerros fueron divididos en 6 gru--

l;pqudp la siguiente manera .

Grupo I 2 becerros raza Holstein

Grupo II - " " "

Grupo IXII " o " "

Grupo IV 5 " cruza Criollo Cebd Sulzo
Grupo V W " .o Lt
Grupo V1 " " o R R AU

Al grupo I y IV se les aplicaron 10 mlf,de,,

vacuna por via subsutdnea en un lado de la tabla del

- w &k 40N R & N A;
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cuello.

Al grupo Il y V les fueron aplicados 10 ml.
de vacuna por via subcutdnea fracciondndola en dos y-
depositando cada fraccidn a cada lado del cuello.

Al grupo III y VI no se les aplicd vacuna -
y fueron considerados control,

La observacidn clinica de la evoluciéﬁ de -
las lesiones se realizd diariamente.

2 becerros sanos se les inoculd 10 ml. de -
vacuna en 2 ddsis en 5 ml. cada una a cada lado del -
cuello por via subcutdnea para la prueba de inocuidad.

Fara la prueba de confrontacidén los becerros
utilizados en la prueba de inocuidad y un becerro sano
fueron expuestos con la misma dilucién utilizada en la
inoculacidn del embridn de pollo. La via de aplicacidn
fué por escariflcacidn en 20 zonas diferentes de la --
plel depllada de 20 cmé cada una.

PREPARACION DE LA VACUNA

A) Una suspensidn de tejldo papilomatoso 1,10 en solu-
cidén salina bufferada (SSB) fué preparada por mace-
racidén en mortero de porcelana. La suspensién resul
tante se colocd en tubos cdénicos centrifugdndose a-
200 r.p.m. durante 10 minutos.
El sobrenadante se separd por.decantacidn y fué tra
tado con 1000 U.I. de penicilina y 10 mcg. de estrep

tomicina por ml. dejdndolo en incubacidn a temperatu
BIBLIGTECA GENTNAL
U A M



B)

c)

D)

E)

F)

G)

H)

ra del laboratorio durante 20 minutos.

Cinco embriones de pollo de 1U dfas de edad fueron‘
inoculados de acuerdo a la técnica descrita por --
Cunningham { & ) para la inoculacidn en membrana -
corioalantoidea (MCA).

A los cinco dfas post-inoculacidn, los embriones -
fueron sacrificades por refrigeracidn a 4gC.
Siguiendo la técnica de Cunningham ( 6 ) fueron co
sechadas las MCA y colocados en cajas Petri conte-~
niendo SSBE estéril para observar la presencla de -
lesiones.

Las membranas que sxibleron lesiones fueron pesa=--
das y preparadas en forma similar a la detallada -
en el inciso A, sdlo que en este caso se utiliza--
ron morteros de Tembrock.

Con el material obtenido se inocularon 100 embrio-
nes de pollo de 10 dias de edad segin técnica de -
Cunningham ( 6 ),

A loe cinco dias post-inoculacidn los embriones --
fueron sacrificados por refrigepacién. cosechandof
las MCA colocdandolas en congelacidn a -20aC.

Las MCA obtenidas segun Cunningham ( 6 ) fueron -
maceradas y suspendidas en SSB estéril a una dilu-

cién de 14120. Una parte de esta dilucidén fué utili
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g
zada en la inoculacidn de 40 embrionee dé ﬁélié‘dé

10 dfas de edad para la titulacidn del virus por -

el método de Reed y Muench segin Cunningham ( 6 ),

la otra parte fué sometida a ultrasonido 35. a ci-

clos/ seg. durante 5 minutos, Finalmente la suspen

sidén se centrifugd a 2000 r.p.m. durante 10 minu--

tos, El lfquido sobrenadante fué colocado por decan
tacidn en un matraz estéril, adicionando formalde~

hido a una concentracidén final de 0.5% e incubando

72 horas a 37eC.

Muestras del sobrenadante formolizado fueron inocu

ladas en cinco embriones para probar su inocuidad-

y en medios de tioglicolato y agar sangre para . co-

rroborar su esterilidad.

El inmundgeno fué envasado en frascos estériles de

50 ml. y almacenado a -79C.

-Se utilizd la técnica de precipitacidén en agar se-

gdn Kabat (7) para la deteccidn de anticuerpos.-
Como antfgeno se utilizd macerado de papilomas de-
los cuales se aisld el virus., Y como anticuerpo el
suero obtenido de muestras sangulneas ? dias des--
pués de la inoculacidn de los animales vacunados a
intervalos de 7 dias hasta 14 dias después del des

prendimiento total de los papilomas.



- RESULTADOS -
_E1l tftulo DIE 50% fué 10-8/0.2 ml.

Los resultados obtenidos de la éplicacién -
del inmundgeno aparecen en el cuadro No. 1, notdndose
una reaccidn inflamatoria y con hiperestesia., Esta --
reaccidn fud mayor en los animales del grupo I y iv, -
persistiendo la lesidn tres semanas, que en loé;déife. 
trupo II y V que fué de una semana. " |

Los primeros signos de regresién de loé tﬁ-
mores, consistieron en aumento aparente de volumen de
su masa y disminucidn en su adherencia a la piel. Es-
tos signos se presentaron entre los 7 y 11 dfas post-
inoculacién para los animales del grupo I y IVy a =~
los cinco dfas para los del grupo II y V. 15 a 21 dfas
después sobrevino el desprendimiento de las verrugas-
dejando zonas alopécicas con cicatrices ligeras que -
se cubrieron con el pelo adyecente a los pocos dias.

Los animales de los grupos control no mog--
traron ninguna modificacidén clinica de sus lesiones -
Té lo largo de 180 dfas que durd el experimento.

Los animales utilizados en la prueba de ing
cuidad mostraron ligera reaccidén local postvacunal en
el sitio de aplicacidén y que desaparecid una semana -
después. No se observd en ellos presencia de papilo--

mas 30 dfas después de la inoculacidn lo que demostrd
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Los 2 becerros, que fueron utilizados para la
pruéba de inocuidad y otros mds sin inocular, fueron ex-
puestos con una dilucién 1:10 del papiloma del cual se -
aisld el virus en el embridén de pollo. Estos animales no
mostraron ninguna reaccidn local en el sitio de la inocu
lacidn, ni general después de 2 meses de aplicacidén. El
animal control no vacunado fué inoculado en la misma for
ma que los anteriores mostrando después de 15 dfas evi--
dencia de crecimiento de papilomas los que fueron aumen-
tando de tamafio lo que manifiesta la proteccidn que con-
firié la vacuna.

El resultado de las pruebas de precipitacidn -
en agar realizadas con muestras séricas prelevadas antes
del desprendimiento total de los papilomas fueron negati
vas y las prelevadas 7 y 14 dfas después del desprendi--

miento total fueron positivas ( 8 ) .
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- DISCUSION Y CONCLUSIONES -

El virus se aislé facilmente de la capa cér
'néa de los papllomas obteniéndose un 60% de embriones
con lesiones en el primer pase, un 100% al segundo, -
de donde se tomaron las MCA para la preparacién de la
vacuna. Olson y Cols han hecho varios trabajos sobre
vacunas contra la papilomatosis bovina ( 9 ) ( 10 ) =~
(11 ) (13) (14 ). En estos trabajos se obtuvieron
muy diversos resultados indicando que las vacunas co-
merciales no dleron buenos resultados y que las vacu-
nas producidas en su laboratorio dieron resultados va
riables; las vacunas hechas a base de papilomas e inag
tivadas con formol daban resultados variables, atribu
yéndose é€sto a que la confrontacidn se hizo posible--
mente conotros virus que no eran los que dleron ori--
gen a los papilomas, Ellos no toman en consideracidn-
el nimero de partfculas vfricas que pudieron estar --
presentes en su producto inmunizante. En estre traba-
jo la concentracidn de tejido infectado fué del 20% y
el tftulo DIE50% fué 10-8/0.2 ml. lo cual garantizd -
gran concentracidn de antfgeno en la vacuna. Al anall
zar los trabajos de Olson y Cols a los que ya se han
hecho referencla se puede encontrar que udnicamente en
aquellas ocasiones en que la ddsis tqtal de tejido in
fectado era cercana a los 2 g. se producidn resulta--

dos satisfactorios, pero como.se desconoce el titulo-
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dequévvirus empleados no se pueden hacer comparaclo
neéidon'él presente trabajo.

S En un primer intento para probar 1la inocul °
dad de la vacuna en bovinos se inocularon 2 becerros
sanos con 10 ml. de la misma por via subcutdnea en -
la tabla del cuello. En estos animales se produjo -~
una reaccidn inflamatoria muy severa que consistié -
en la aparicidn de un granuloma en el sitio de la --
inoculacidn con un didmetro aproximado de 20 cm. el-
cual tardd en desaparecer aproximadamente 3 semanas.

Alrededor de la zona inflamatoria habfa hi
perestesia y los animales estaban inquietos y ligera
mente anoréxicos aunque no se observdé en ellos aumen
to de la temperatura rectal. Por estas razones se de
cidid fraccionar la vacuna para aplicarla en 2 sl---
tios con lo cual la reaccién inflamatoria local fué-
minima.

A pesar de que en algunas vacunas comer--
clales existe la recomendacidén de aplicarlas en dé-
sis de 25 ml. en 2 ocasiones por v{a subcutdnea y -
con un reforzamiento de 2 ml. por via intradérmica,
en este trabajo se decidid aplicar udnicamente una -
désis de 10 ml. con centracidén de tejldo infectado-
al 20% porque representaba un estimulo antigénico -

mucho muy abundante, 2 becerros sanos que fueron u-
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‘tilizados para la prueba de unocuidad y otro mds sin
inocular, fueron expuestos con una dilucién 1,10 del
papiloma del cual se aisld el virus en el embrién de
pollo, La inoculacidn se hizo por escarificacién de-
20 mm2 cada una. Encontrdndose en los 20 sitlos de -
inoculacidn del animal no vacunad§ presencla de papil
lomas y ausencia completa de papllomas en los vacuna
dos 3 meses después de haberse expuesto al virus. Es
to puede interpretarse con las limitaciones de un nd
mero pequeffo de animales, como gque el inmundgeno pro
tegld muy efectivamente al virus de confrontacidn.

Ya se menciond que algunas fallas de la va
cunas podfan atribuirse el uso de una virus de con=--
frontacidn, aungue de origen bovino, que pudiera ser
diferente al que did origen a la vacuna. En este tra
bajo el virus fue alslado de papllomas de cebds de -
los estados de Tlaxcala, Puebla y Veracruz yvla vacu
na preparada con este virus mostrd una accidén tera--
péutica contra la papllomatosis de becerros raza --
Holstein y cruza Criollo Cebd y Sulzo, lo que demueg'
tra que posiblemente la papilomatosis bovina en Méxi
co es producida por sdélo un tipo de virus.

7 dfas después de la aplicacidn de la vacu
na con fines terapéuticos,se obtuvieron muestras san.

guineas de los animales vacunados a intervalos de 7
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dfas hasta 14 dfas despuds del desprendimiento total de
los papilomas. Se obtuvo el suero de las muestras san--
guineas y se intenté poner de manifiesto la presencia -
de antlcuerpos en esos sueros por medio de precipita---
cién en agar utilizando como antfgeno macerados de los

papllomas de los cuales se aisld el virus para evitar -
la posible deteccidén de otros antfIgenos que pudieran eg
tar presentes en la MCA de embridn de pollo. En estos -
experimentos se encontrd que no habia § que no se pudle
ron detectar anticuerpos antes de que ocurriera el des-
prendimiento total de los papilomas; pero se detectaron
anticuerpos fdcilmente una vaz que ésto habia ocurrido.
La interpretacidén de estos resultados puede explicarse

8l se considera que la inmunidad conferida es de tipo -
celular por lo que se suglere que se hagan mds investi-

gaclones para confirmarlo.
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