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RESUMEN

El virus de la Leucosis Enzodtica Bovina (VLEB) causa tres formas de
presentacion en el ganado bovino: 1) Respuesta seroldgica (asintomatico), en la
mayoria de casos, 2) Linfocitosis persistente (LP), inicio de la enfermedad
(subclinica), y 3) Linfoma, la minoria de los casos (forma clinica, LEB). En México,
no existe un seguimiento diagnostico ni se han determinado las pérdidas
econdmicas relacionadas a la infeccion por vLEB en ganado lechero. Con el fin de
determinar la presencia del VLEB y la relacidn la respuesta serologica y la carga
viral con el desarrollo de linfocitosis persistente, se muestrearon para tamizaje por
prueba de ELISA indirecta, 80 vacas de un hato lechero de alta prevalencia, de las
cuales se seleccionaron 47 vacas para formar dos grupos experimentales,
mediante un cuadro de contingencia de 2X2 con los datos de prueba de ELISA y
RT-PCR punto final para la deteccibn de vLEB en sangre. Finalmente, se
realizaron dos muestreos mensuales adicionales para determinacién de linfocitosis
persistente (LP), respuesta seroldgica por prueba de ELISA y carga viral por PCR
cuantitativo (PCRq). Se encontré una alta seroprevalencia (66%) de LEB y los
animales se agruparon en: Grupo 1 (ELISA+/PCR+, 21 vacas), Grupo 2
(ELISA+/PCR-, 6 vacas) y Grupo 3 (ELISA-/PCR-, 20 vacas). La prueba de ELISA
y RT-PCR son comparables para el diagndstico (J°<0.001 y coeficiente de
Cramer=0.77) y hubo una concordancia perfecta entre ELISA y PCRqg. Se
observaron diferencias significativas en los valores de leucocitos y linfocitos
(P<0.001) los cuales fueron significativamente mas altos en el grupo 1 con
desarrollo de LP. Los grupos 2 y 3 no desarrollaron LP durante todo el
experimento. La carga viral, determinada por expresion del gen pol, del grupo 1
fue significativamente mas alta que en el grupo 2. La carga viral presentd una
fuerte correlacion con el diagnoéstico de LP. Los datos sugieren que los animales
de los grupos 2 y 3 poseen ciertos mecanismos de resistencia ya que no
desarrollaron LP a pesar de pertenecer a un hato con alta prevalencia de LEB.
Particularmente, el Ultimo grupo ya que permanecié negativo a lo largo del

experimento.



ABSTRACT

Bovine leukemia virus (BLV) causes three clinical states in cattle: 1) serologic
response (asymptomatic), the vast majority of infected animals, 2) persistent
lymphocytosis (PL), onset of disease (subclinical), and 3) lymphoma, the minority
of cases (clinical form, bovine enzootic leukemia). In Mexico, there is no diagnosis
monitoring and economical losses regarding BLV infection in dairy cattle are
undetermined. In order to determine the presence of BLV and the relationship of
serologic response and viral load with PL development, 80 cows from a high
prevalence dairy herd were sampled for an indirect ELISA test screening. Then,
47 cows were selected and grouped through a 2X2 contingency table based on
ELISA test and end point RT-PCR for BLV blood detection data. Finally, two
additional monthly samplings were done to determine PL, serologic response by
ELISA test, and viral load by quantitative PCR (qPCR). A high seroprevalence
(66%) was found, and the animals were grouped as follow: Group 1,
(ELISA+/PCR+, 21 cows), Group 2, (ELISA+/PCR-, 6 cows) and Group 3, (ELISA-
/IPCR-, 20 cows). The ELISA test and RT-PCR are comparable for disease
diagnosis (J°<0.001 y Cramer coefficient= 0.77), and there was a perfect
agreement between ELISA and PCRg. Significant differences were found in
leukocyte and lymphocyte values (P<0.001) which were significantly higher in the
group 1 with PL. The groups 2 y 3 did not developed PL during the whole
experiment. The group 1 viral load, determined by gene pol expression, was
significantly higher than the group 2. The viral load had a strong correlation with
PL diagnosis. The data suggest that animals from groups 2 y 3 group possess
some kind of resistance because PL was absent even though they belong to a high
prevalence BL herd. Particularly, the latter group since it remained negative

throughout the experiment.



ADN: Acido desoxirribonucléico.
ADNc: ADN complementario.
ARN: Acido ribonucléico.
DEPC: Dietilpirocarbonato.

DO: Densidad Optica.

DTT: Ditiotreitol.

EDTA: Acido etilendiamino tetraacetico.

ELISA: Ensayo inmunoenzimético.
env: Envoltura del vLEB

g: Gravedades.

g: Gramos.

LBE: Leucosis Bovina Esporéadica.
LEB: Leucosis Enzodtica Bovina.
M: Mol o moles.

mg: Miligramos.

MgCl,: Cloruro de magnesio.

min: Minutos.

Mg: Microgramos.

pl: Microlitros.

mL: Mililitros.

mM: Milimolar.

nM: Nanomoles.

ABREVIATURAS



ng: Nanogramos.

NTC: Non Template Control (control sin ADN).

pb: Pares de bases.

Pl: Porcentaje de Inhibicion.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).
pH: Potencial de hidrogeniones.

pM: Picomoles.

pol: polimerasa.

PBMC: Células Mononucleares de Sangre Periférica.
RT: Transcriptasa reversa (retrotranscripcion).

rpm: Revoluciones por minuto.

s: Segundos.

Taq: Thermus aquaticus.

U: Unidades.

VvLEB: Virus de la Leucosis Enzodtica Bovina.



INTRODUCCION

La primera descripcion de la Leucosis Enzodtica Bovina (LEB) se publico en
Alemania en el afio de 1871 (Gillet, et al., 2007). Es una enfermedad que afecta a
los bovidos en general (Bos taurus, Bos indicus y Bubalus bubalis) (Molnar, et al.,
2000). Transcurrié cerca de un siglo antes de que la etiologia de la enfermedad
fuera establecida con la identificacion del virus en los linfocitos de los animales
infectados; y no fue sino hasta la década de los setentas que se desarroll6 una

prueba capaz de identificarlo (Radostits, et al., 2002; Hernandez, et al., 2006).

Algunas sinonimias utilizadas son: Sarcoma Linfomatoso, Leucemia
linfatica, Pseudoleucemia, Leucosis (Mascaro, 1975), Linfosarcoma, Linfoma,
Hemoblastosis, Linfoblastoma, Linfadenosis, Linfomatosis, Linfoma maligno,
Linfocitoma, Leucosis Viral Bovina (Meischke, 1980), Complejo Viral Leucosis-

linfosarcoma, Leucemia Bovina y Leucosis Enzoo6tica Bovina (Ferrer, et al., 1979).

Etiologia

La LEB es una enfermedad infecciosa causada por un virus ARN, el virus
de la leucosis enzodtica bovina (VLEB); es clasificado en el género Deltaretrovirus,
de la familia Retroviridae, por lo que comparte caracteristicas con otros virus
leucémicos de diferentes especies (Van Regenmortel, et al., 2000). EI diametro
del virus envuelto es de 90 a 120 nm, contiene un nucleoide central de 60 a 90

nm, su densidad es de 1.16 a 1.17 g/mL y el coeficiente de sedimentacion del



ARN viral es de 60 a 70 s. Los viriones maduran por gemacion y contienen una
proteina interna en la capside que actua como antigeno con un peso molecular de
24 000 Daltons (p24) y una glicoproteina en la envoltura con un peso molecular de
51 000 Daltons (gp51) la cual también es altamente antigénica (Klintevall, et al.,
1997).

Estos virus codifican transcriptasa inversa (polimerasa y nucleasa) que
utiliza el ARN del virus para sintetizar un ADN complementario de cadena uUnica
que a su vez es replicado para formar un ADN de cadena doble. La enzima que
lleva a cabo la copia de ARN a ADN también es capaz de degradar el ARN viral
original, esta enzima permite a los virus convertir el ARN de cadena sencilla lineal
en ADN de cadena doble, para después ser insertado en el ADN cromosdmico de
la célula hospedadora por otra enzima viral llamada integrasa (Fenner et al.,
1987). Este estado integrado el ADN del virus se denomina provirus (Van
Regenmortel, et al., 2000) y puede mantenerse de una manera latente asociado al
material genético de la célula hospedadora y multiplicarse cada vez que esta se
divide (Rebhun, 1999). En otros casos el provirus empieza a transcribirse
sirviendo el ARN como ARN, para la sintesis de las proteinas viricas y como
material genético para su incorporacién en nuevos viriones que pueden infectar a

las células adyacentes (Fenner, 1992).

El vVLEB afecta tejidos linfaticos infectando linfocitos cuando estas células
maduran, la presencia del virus se mantiene (Doménech et al., 1999). El vLEB
afecta principalmente a los linfocitos y se ha sugerido que el virus podria influir en

la actividad del sistema inmunitario, provocando una disminucioén en la capacidad



de respuesta inmune (Emanuelson, et al., 1992); la infecciébn podria ser
inmunosupresiva, y en forma subclinica incrementar procesos como mastitis o

micosis (Brenner, et al., 1989; Doménech, et al., 1999).

Menos del 10% del ganado infectado con vLEB desarrollara linfoma (Dimmock,
et al.,, 1986). Aproximadamente un tercio del ganado infectado con VLEB
desarrolla linfocitosis persistentes. Los animales con linfocitosis y la mayoria de
los animales que se infectan con VLEB no desarrollan la enfermedad clinica
(Casal, et al., 1990). En estos animales la produccion de leche y la fertilidad no se

afectan (Pollari, 1993). La LEB se presenta bajo las formas de:

1. Linfoma: conocida como Leucosis, es la forma clinica de la enfermedad, de
caracteristicas tumorales, se desarrolla en menos del 10% de los animales
infectados, luego de meses o afos de incubacion y puede llegar a ser mortal
(Grimshaw, et al., 1979).

2. Linfocitosis permanente: de condicién benigna y asintomatica. Los animales
afectados permanecen clinicamente sanos desarrollandose aproximadamente en
un 30% de los animales infectados (Batmaz, et al., 1995; DuSinsky, et al., 2000).

3. Portadores asintomaticos: son la gran mayoria de los bovinos infectados

(65% a 70%) (Barrientos, 2002; de la Sota, 2004).

Los animales infectados, presenten signos o no, son fuente de infeccidn, la
fuente de infeccion es el animal infectado (Hernandez, et al, 2006). La transmision

de la enfermedad ocurre por la transferencia de células infectadas en calostro,



leche (Murphy, 1999; Hernandez, et al., 2006) o por medio de sangre infectada en
vehiculos y vectores (Wilesmith, et al., 1980). Debido a que el virus puede estar
presente en la sangre, la leche, la orina, el semen y los exudados vaginales
(Dimmock, et al., 1991), las temporadas de partos son un factor predisponente
para que se transmita la enfermedad (Pollari, et al., 1993 b), se puede transmitir
por medio de insectos hematoéfagos (Manet, et al., 1989; Perino, et al., 1990),
sangrias de varios animales con la misma aguja, tactos rectales (Hopkins, et al.,
1991; Wentink, et al., 1993; Divers, et al., 1995), castraciones y descornado con el
mismo elemento sin desinfectar, equipo para aretar y tatuar e instrumental
quirurgico no desinfectado, entre otras maniobras clinicas (Wilesmith, et al.,1980).
También se ha demostrado la presencia del virus en secreciones nasales (Lucas,
et al., 1993).

Las garrapatas y las moscas mordedoras han sido implicadas en la
transmision de la enfermedad, pero en consideracion a la persistencia de las
células infectadas por VLEB en la sangre, se puede pensar en otros insectos
hematdofagos (Tabanus spp.) (Manet, et al., 1989; Perino, et al., 1990).

Menos del 20% de los becerros hijos de madres infectadas nacen con
VLEB, esto debido a que el virus atraviesa la barrera placentaria infectando al feto
en desarrollo. Otros autores argumentan que el porcentaje de transmision vertical
oscila entre el 3% y el 16% (Radostits, et al., 2002). Se ha realizado la deteccion
temprana del provirus por medio de PCR en terneros provenientes de vacas con
linfocitosis persistente (Ballagi, et al., 1992; Agresti, et al., 1993; Eaves, et al.,
1994). Diversos estudios han indicado que ni el ovocito ni el espermatozoide se

ven afectados por el vVLEB. Consecuentemente no existe riesgo de diseminacion



del vVLEB por medio de la transferencia de embriones e inseminacioén artificial,
esto, obviamente bajo estrictas medidas de sanidad, ya que los instrumentos
obstétricos sin desinfectar podrian ser vehiculos de transmision (Rebhun, 1999).
La diseminacion del vLEB en animales susceptibles requiere contacto directo y
prolongado con animales infectados (Casal, et al., 1990; Murphy, 1999). Se ha
demostrado que cantidades tan pequenas como 0.001 mL de sangre pueden
contener suficientes linfocitos infectados como para transmitir la enfermedad
(Dimmock, et al., 1991).

El periodo de incubacion puede ser muy largo, ya que el brote puede
aparecer a los 4 o 5 anos después del caso original o después de hacer
transfusiones sanguineas con sangre procedente de bovinos afectados (Rebhun,
1999; Correa, 2002). Tras la exposicidon, se necesitan por lo menos dos semanas
para que aparezcan anticuerpos demostrables (Kahrs, 1985).

Cuando el animal se infecta con el vLEB produce anticuerpos (IgG1, 1gG2 y
IgGM) que circulan en la sangre por periodos largos de tiempo (Batmaz, et al.,
1995). La persistencia de estos anticuerpos en el suero es causada por la
presencia continua del vLEB en linfocitos de la sangre (Klintevall, et al., 1993). Se
ha comprobado que en terneros los anticuerpos calostrales llegan a durar hasta 71
dias (Johnson, et al., 1987; Lassauzet, et al., 1990).

Los linfomas en el ganado bovino se presenta en 4 formas diferentes:
enzoodtica y cutanea en adultos, timica y del ternero en bovinos jévenes. También
se sabe que tan solo la forma adulta o enzodtica se halla asociada a la infeccion
por el VLEB y para los otros linfomas no se ha definido su etiologia (Mohanty y

Dutta, 1981).
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Al diagnosticar la infeccion es importante reconocer cual de las formas
clinicas es la que provoca la enfermedad. Tres formas de la enfermedad, timica,
del ternero y cutanea, se encuentran incluidas en una categoria denominada
Leucosis Bovina Esporadica (LBEs) (Onuma, et al., 1979; Klintevall, et al., 1993),
debido a que no existe evidencia epidemiolégica que indique que son
enfermedades infecciosas relacionadas con vLEB (Vernau, et al., 1997). En la
presentacion de estas enfermedades no se han encontrado anticuerpos contra
VLEB y se desconoce la etiologia de las LBEs, solo la forma adulta o enzodtica de
la LEB es causada por el vVLEB (Onuma, et al., 1979; Vernau, et al., 1992). Pero
los informes son polémicos ya que se ha descrito el caso de una vaca Angus de 4
afos de edad con linfoma, negativa con IDGA al vLEB (Southwood, et al., 1996).
Sin embargo otro estudio demostré que pueden haber vacas seropositivas,
negativas a PCR y vacas seronegativas pero positivas a PCR por lo que aun no se
debe excluir al vLEB como probable agente causal (Jacobs, et al., 1992).

La forma del ternero usualmente se presenta en animales de menos de 6
meses de edad; consiste en una tumoracién generalizada y simétrica de los
linfonodos externos e internos, frecuentemente se observa una infiltracion de
células tumorales linfoides en el higado, bazo, y médula 6sea. (Medina, 1994).
Como resultado de una complicacién de la médula 6sea, la sangre periférica
continuamente muestra un conteo elevado de leucocitos, debido a la presencia de
numerosos linfocitos con caracteristicas malignas (Dinter y Morein, 1990).

La segunda forma de LBEs, es el linfoma timico, se presenta en ganado de
6 meses a 2 afios de edad; se observa una infiltracién linfocitaria masiva del timo,

caracterizada por una marcada tumoracion (Thorp, et al., 1994). En los linfonodos
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preescapulares y mediastinicos también ocurre esta infiltacion y se presenta una
inflamacion de la porcion anterior del mediastino, que comprime posteriormente el
esofago, vasos y corazén (Angel, et al., 1991). También se han descrito
metastasis del linfoma timico que comprimen la médula espinal produciendo la
posicion de “perro sentado” en las terneras (Holmes, et al., 1990). Hay edema
ventral, hidrotérax y posteriormente falla circulatoria (Medina, 1994), a veces el
cuadro se caracteriza por disnea, taquipnea, colapso de las yugulares y ruidos
cardiacos apagados. Un considerable numero de animales presenta timpanismo
(Thorp, et al., 1994).

La presentacion cutanea es la tercera forma de LBEs, es la unica forma de
linfoma en la que se puede esperar una recuperacion del animal enfermo (Okada,
et al., 1989). Es el mas raro de los linfomas bovinos, suele presentarse en
animales de 18-30 meses de edad. Se caracteriza por nédulos circulares blanco
grisaceos o placas distribuidas por toda la piel del animal. Al principio pueden
verse las lesiones como pequenas ronchas en cuello y lomo, pueden ser
completamente subcutaneas y lisas o bien irregulares y prominentes. Las lesiones
tienden a formar costras, con frecuencia son friables y sangran con facilidad
(Dinter y Morein, 1990). Suele haber aumento de los linfonodos superficiales y de
algunos internos. Puede haber edema subcutaneo y los tumores subcutaneos
pueden desaparecer temporalmente, pero por regla general reaparecen. Hay
infiltracion linfocitaria en el higado, bazo, rifidn y otros érganos internos (Khars,
1985). La biometria hematica muestra leucemia en el 33% de los casos
aproximadamente. Una peculiaridad de esta presentacion es la desaparicion casi

espontanea de las tumoraciones y la recuperacion del animal. Para su diagnéstico
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diferencial es necesaria considerar las dermatosis y las tumoraciones por células
cebadas (Medina, 1994).

La forma adulta de linfoma es mas frecuente y se observa casi siempre en
el grupo de cuatro a ocho anos de edad. El periodo de incubacion es de meses
hasta cuatro o cinco anos. En el curso de este padecimiento influyen al parecer
factores genéticos (Detilleux, et al.,, 1991), inmunolégicos y de estrés, se
comprueba también a menudo linfocitosis persistente (LP o PL) con aumento de
volumen generalizado de los linfonodos (DusSinsky, et al., 2000); sin embargo, 30%
o mas de los bovinos adultos activamente infectados con VvLEB no tienen
linfocitosis persistente, y la formacion franca del tumor al parecer es rara (Mohanty
y Dutta, 1981).

En las vacas adultas infectadas que tienen tumores clinicos o linfosarcoma,
se deben subrayar dos sucesos. El primero, que menos del 5% de todas las
vacas positivas a LEB desarrollan tumores o la enfermedad asociada con el
linfoma. La mayoria de las vacas infectadas son asintomaticas,
inmunocompetentes y tan productivas, como las compafieras de hato
seronegativas (Brenner, et al., 1989; Jacobs, et al., 1991; Sargeant, et al., 1997a).
El otro, que si bien en las vacas el linfoma ocurre en varias presentaciones
clinicas, debidas a la implicacién del érgano blanco afectado, la mayoria requiere
de diferenciacion cuidadosa de otras enfermedades. El linfoma se puede disfrazar
con un gran numero de enfermedades inflamatorias o debilitantes de las vacas
(Radostits, et al., 2002). Los signos clinicos rara vez se presentan antes de los
dos anos de edad y son mas frecuentes en las vacas cuya edad esta comprendida

entre 3 y 6 anos. Si bien el linfoma de la forma adulta pueda aparecer en los
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organos blanco en ganado vacuno de 6 meses de edad, es probable que el
linfoma en animales de menos de 2 afios de edad no esté relacionado con la
infeccion por el vLEB (Rebhun, 1999).

La enfermedad se inicia con signos muy vagos, solamente después de
algunas semanas de la infeccion, comienzan a aparecer algunos signos, tales
como enflaquecimiento, mucosas palidas, cansancio y disnea (Mascaro, 1975).
Los linfonodos estaran aumentados de tamafo, lisos y firmes; en el ganado
lechero son facilmente visibles y, ademas, ocurre edema local, ocasionalmente
todo el tejido subcutaneo tendra tumores de 5 a 11 cm. de didametro (Medina,
1994). Los signos iniciales corresponden a la afectacién de los linfonodos
superficiales (Correa, 2002).

Por regla general, lo que primeramente se observa es una linfadenopatia
superficial al momento del reconocimiento de los animales que se ven afectados.
El tamano y la localizacion de los linfonodos aumentados de volumen explican con
frecuencia los signos observados, sin embargo, no siempre pueden corresponder
a las lesiones (Kahrs, 1985).

Muchos casos se diagnostican después del parto y los ganaderos
sospechan de otras enfermedades relacionadas al parto, como metritis, mastitis o
cetosis. A veces los primeros signos que se observan son cojeras, marchas
anormales o paralisis (Kahrs, 1985); esta paralisis puede tener su origen en la
compresion epidural de la médula espinal, esto puede ocurrir a pesar de que el
apetito y el estado de carnes del animal sean normales (Rebhun, 1999).

Es importante insistir en que el ganado infectado con VvLEB no esta

necesariamente enfermo (Brenner, et al., 1989). Menos del 5 % del ganado
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infectado con el virus desarrolla tumores y muere de linfoma (Grimshaw, et al.,
1979). Los signos clinicos de la enfermedad usualmente no se presentan sino
hasta después de un tiempo considerablemente largo (mas de 4 anos y hasta 8
afnos) después de la infeccién con vLEB (Jacobs, et al., 1991; Sargeant, et al.,
1997a). La causa por la cual solo algunos de los animales infectados presentan la
enfermedad es aun wuna incognita, pero, como ya se ha mencionado
anteriormente, factores genéticos, inmunoldgicos, de estrés y ambientales solos o
en interaccién, parecen estar relacionados (Emanuelson, et al., 1992). La
localizacion de las masas neoplasicas determina los signos clinicos y el curso de
la enfermedad (Grimshaw, et al., 1979; Gibbons, 1984). EI diagndstico de la
Leucosis Enzodtica Bovina se sujeta a dos objetivos. El primero es la deteccién
de la infeccion por el virus de la LEB vy, el segundo es la deteccion del linfoma

(Dinter y Morein, 1990).

Deteccion de lainfeccion por el virus de la LEB

A partir de la década de los noventas se comenzaron a aplicar los métodos
moleculares para la identificacion del virus de la LEB (Agresti, et al., 1993; Eaves,
et al., 1994; Blankenstein, et al., 2000). Ya se han descrito algunas ventajas en la
utilizacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras y tejidos,
pero se debe destacar que es 10% mas sensible que ELISA y 17.7% mas sensible
que IDGA ya que puede detectar el provirus en los linfocitos (Fechner, et al., 1996;
Kuzmak, et al., 1999). Esta prueba ha demostrado ser un método de alta
especificidad y sensibilidad en la seleccion de terneras libres de la enfermedad ya

que permite el diagnostico temprano del provirus incluso, al haber sido
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calostradas, lo cual no puede ser realizado con los meétodos seroldgicos que

detectan anticuerpos anti-vLEB (Ballagi, et al., 1992; Klintevall, et al., 1994).

Deteccién de linfoma en bovinos infectados con el vLEB

El diagnéstico de la enfermedad requiere una investigacion seroldgica y
patolégica. Los tejidos seleccionados para estudios histopatolégicos, deberan ser
tomados por biopsia o necropsia; para el diagnéstico de rutina se deberan tomar
muestras de corazon, auricula derecha, rifidn, higado, bazo, linfonodos con parte
de las masas tumorales, que se conservan en formalina al 10% o algun otro
conservador y se envian de inmediato al laboratorio de patologia veterinaria, para
ser procesadas por la técnica histolégica de rutina, también se les puede realizar
inmunohistoquimica (Reinacher, et al., 1989; Alexander et al., 1996). A la revision
de los cortes histologicos de los tejidos, se observaran infiltraciones masivas de
células linfoides neoplasicas, con mitosis aberrantes, densamente agrupadas con
cambios en la arquitectura celular normal (Vernau, et al., 1992). Esto detectara
linfoma, pero la infeccién por vVLEB solo sera comprobable con la exploracion
clinica y con los resultados de las pruebas serologicas, esto debido a las

presentaciones de la Leucosis Bovina Esporadica (Dinter y Morein, 1990).

En la hematologia las alteraciones de los glébulos blancos en la LEB se
observaran principalmente en los linfocitos. ElI examen sanguineo consiste
principalmente en la evaluacion cuantitativa y cualitativa de los linfocitos y las
células similares a ellos. Los siguientes cambios son tipicos para los animales en

la fase subclinica de leucosis (Batmaz, et al., 1995): aumento en el numero de
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linfocitos, aparicion de células anormales del tipo mononuclear, las llamadas
células de la leucosis o linfoidocitos, que son grandes, de 18-20 micrémetros, de
forma irregular, de citoplasma grande, tamafo y forma del nudcleo variable y

nucleolos bien diferenciados (Gibbons, 1984).

Las pruebas serolégicas empleadas para el diagnéstico de la enfermedad son:
% Inmunodifusion en gel de agar (IDGA o AGID) (Johnson, et al., 1987).
s ELISA (Simard, et at., 2000 b).
% Radioinmunoensayo (RIA) (Ferrer, et al., 1979).
% Virusneutralizacion (VM) (Murphy, 1999).
% Fijacion de complemento (Miller, et al., 1989).
% Inmunofluorescencia directa (Ferrer, et al., 1979).
% Test de la transcriptasa inversa (de la Sota, 2004).
Las pruebas de ELISA, RIA y VN, son mas sensibles, pero el IDGA es mas
usada por su sencillez, ademas porque en lugares donde se realizan pocas
pruebas al afio, no se justifica la inversién en equipos mas sofisticados (Monke, et

al., 1992).

La prueba de inmunodifusion en agar (IDGA) es una técnica especifica para la
deteccion de anticuerpos en muestras séricas de ejemplares individuales
(Johnson, et al., 1987; Simard, et al., 2000 a). Resulta inadecuada para muestras
de leche, pues sobre éstas carece de especificidad y sensibilidad (Burton, et al.,

1986). Esta prueba ha mostrado ser muy eficaz en programas de erradicacion.
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En el mercado se pueden encontrar juegos de reactivos para su realizacion

(Monke, et al., 1992; Simard, et al., 2000 a).

El método inmunoenzimatico (ELISA) es posible utilizar la técnica en sus variantes
indirecta o una de bloqueo o competitiva; en ambos casos, comercialmente se
encuentran juegos de reactivos disponibles para su empleo. Algunas pruebas de
ELISA son lo suficientemente sensibles para ser aplicables a mezclas de muestras
(Simard, et al., 2000 b). Las pruebas se llevan a cabo en microplacas de base
sélida. Estas placas se revisten con el antigeno vLEB de captura y el suero se
utiliza a una dilucion predeterminada con solucion salina amortiguada con fosfatos

(Kozaczynhska, 1999).

Se ha demostrado que en la infeccion experimental en terneros, la
seroconversion se detecta de 4 a 5 semanas (Klintevall, et al., 1997). Esta prueba
tiene la capacidad de detectar y cuantificar anticuerpos contra el vLEB vy, debido a
que es muy sensible, especifica y sencilla, ha sido adoptada como técnica rutinaria
en el diagndstico de la enfermedad (Biancifiori y Cenci, 1982). También ha tenido
buenos resultados al cruzar el muestreo en sangre y leche detectando anticuerpos
anti-vLEB en ambas muestras (Brenner, et al., 1994). Actualmente en Canada, se
ha implementado la realizaciéon de la prueba de ELISA en leche para hacer
seguimiento de los hatos completos tomando muestras periédicas del tanque de

leche (Sargeant, et al., 1997 b).
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JUSTIFICACION

Actualmente en México la enfermedad pertenece a la lista B de la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE), la cual la clasifica entre las enfermedades
transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista
socioeconOmico y sanitario a nivel nacional, cuyas repercusiones en el comercio
internacional de animales y productos de origen animal son considerables (Ward,
1995; www.oie.int, 2005).

Sin embargo, en México el diagnéstico de LEB no se realiza rutinariamente por lo
que la introduccién de ganado infectado de Norteamérica durante los ultimos 15
afios ha generado un incremento de casos clinicos de LEB. En el Complejo
Agropecuario e Industrial de Tizayuca (CAIT) la situacion no es diferente, ya que
solo se diagnostican los casos clinicos mediante los hallazgos a la necropsia y no
se cuenta con un sistema adicional de diagndstico para el monitoreo de la
enfermedad que complemente la evaluacion hematolégica. Lo anterior conduce al
desconocimiento de la prevalencia de la enfermedad y de las pérdidas asociadas
a su presencia. En un estudio preliminar en el CAIT, se observd que el 29% de las
vacas presentaban linfocitosis persistente, mientras que el 55% de estas vacas
fueron positivas por prueba de ELISA (Hernandez, et al., 2006). Lo anterior revela
gue existe diferencia entre las pruebas empleadas rutinariamente para el
diagnéstico de LEB, por lo que es necesario utilizar métodos diagndésticos mas
sensibles como los moleculares. Por otro lado, los factores que contribuyen a que

Gnicamente una baja proporcidbn de los animales infectados por el VvLEB
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desarrollen la forma clinica de la enfermedad, adn representan una incognita, pero
invariablemente el desarrollo de linfocitosis persistente precede a la presencia de
linfoma, el cual representa la forma clinica de LEB. En este sentido se considera
que los factores que con mayor probabilidad estan involucrados corresponden a
diferencias genéticas e inmunoldgicas y la interaccion con el estrés y las

condiciones ambientales (Emanuelson, et al., 1992)

HIPOTESIS

La respuesta inmune humoral conduce a la reduccion de la carga viral en

sangre y disminuye las probabilidades de desarrollo de linfocitosis persistente.
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la relacion de la respuesta seroldgica y la carga viral, con

respecto al desarrollo de linfocitosis persistente en un hato positivo a VLEB.

PARTICULARES

Determinar la proporcion de vacas lecheras infectadas por el vLEB
procedentes de un hato positivo, mediante prueba de ELISA indirecta y RT-
PCR.

Determinar los perfiles serolégicos frente al vLEB en vacas lecheras
procedentes del hato positivo.

Evaluar el uso (valor) diagnéstico de la prueba de ELISA indirecta y de
protocolos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de VLEB en sangre.

Determinar la proporcion de animales con linfocitosis persistente en vacas
positivas a VLEB.

Estimar la carga viral asociada a vacas positivas a VLEB.

Determinar la correlacién de los perfiles serolégicos y la carga viral con

respecto al desarrollo de linfocitosis persistente en vacas infectadas.

21



MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental.

El estudio se realiz6 en una unidad productora de leche (UPL) con alta
prevalencia de LEB, el hato lechero pertenece al Complejo Agropecuario Industrial
Tizayuca (CAIT), de donde se seleccionaron al azar 80 vacas en produccion de
diferentes edades, a las cuales se les realiz6 la prueba inmunoenzimatica indirecta
(ELISA) como tamizaje inicial, para integrar dos grupos: uno de 20 vacas
seropositivas y otro de 20 vacas seronegativas a LEB. En ambos grupos se
realizaron protocolos de RT-PCR punto final para la detecciéon de vLEB en sangre
y conformar los grupos experimentales con base a cuadro de contingencia de 2X2.
En todos los grupos, se realizaron 2 muestreos adicionales con intervalos de 1
mes para la obtencion de sangre completa con anticoagulante acido
etilenodiamino-tetraacético (EDTA) y suero por venopuncion de la vena caudal
media utilizando agujas estériles calibre 20 y tubos con vacio (Vacutainer®). Las
muestras se conservaron a 4°C y se transportaron al laboratorio de Virologia y
Genética Molecular L-504 y L-505 de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan (campo 4) de la UNAM.

Las muestras de sangre completa fueron utilizadas en pruebas de biometria
hematica y separacion de células mononucleares periféricas para la extraccion de
ARN total y determinar la presencia de linfocitosis persistente asi como realizar
protocolos de RT-PCR y PCR en tiempo real para la deteccion del vLEB. Los

sueros obtenidos se utilizaron en los protocolos de ELISA indirecta.
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1. Biometria Hematica.

El conteo leucocitario se realiz6 por métodos manuales estandar (Voigt,
2000; Nuiez y Bouda, 2007). Se coloco la sangre hasta la marca 0.5 pl en pipetas
de Thoma y el resto se diluyd con soluciéon de Turk (base acido acético glacial al
2% y azul de metileno) hasta la marca 11 pl. Posteriormente, la mezcla se agit6
durante un minuto y se descartaron tres gotas para proceder al llenado del
hemocitometro. El conteo se realizé en microscopio optico a 100x. EI conteo
diferencial leucocitario se realizé en extendidos de sangre previamente tenidos
con hemocolorante rapido (HYCEL™). Pasandolos 10 s en el fijador (Alcohol
metilico), 10 s en la solucion hemocolorante UNO (solucién de eosina amarillenta
en amortiguador de fosfatos) y 10 s en la solucion hemocolorante DOS, solucion
de Azur-eosina azul de metileno en amortiguador de fosfatos, seguido de un
lavado con agua desionizada. Los extendidos se dejaron secar al aire y el conteo

se realizd con el objetivo de inmersion (1000x).

2. Serologia.

Las muestras de suero se procesaron mediante una técnica de ELISA
indirecta para la deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina gp51 del VLEB,
siguiendo las indicaciones del fabricante (VMRD Inc., Pullman, WA. USA).
Primero se diluyeron las muestras de sueros a evaluar a 1:25 con la solucién
amortiguadora de dilucion (G). Se cargaron tres pozos de la placa (A) con el
suero testigo positivo (B) y dos con el suero testigo negativo (C) ambos del juego
de reactivos, dejando un pozo al que no se le agregé nada (“blanco”). Con una

micropipeta se agregaron 50 ul. de cada muestra de suero en los pozos de la
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placa con antigeno asegurandose de que las muestras cubrieran la parte inferior
de los pozos. La placa se incubo6 a temperatura ambiente por 20 min. Los pozos
se lavaron tres veces, utilizando la solucion amortiguada de lavado (F), eliminando
el contenido de los pozos en una toalla de papel. Se aplicaron 50 pl de anticuerpo
marcado con peroxidasa (conjugado D) a todos los pozos de la placa,
asegurandose que el conjugado cubriera la parte inferior de los pozos y se incubd
la placa a temperatura ambiente por 20 min. Posteriormente, se realizd otro
lavado y se agregaron 50 ul de la solucién de Sustrato (H) y nuevamente se
incubd a temperatura ambiente durante 20 min sin vaciar los pozos. Finalmente,
se agregaron 50 pl se la Solucion de “paro” (stop) (I) y se mezclo el contenido de
los pozos agitando suavemente en una superficie plana. La lectura y registro de la
prueba se realizé inmediatamente después de la aplicacién de la solucion de Stop,
en un lector de ELISA (MR 600 Microplate Reader a Dynatech) a una longitud de

onda de 620-650 nm para establecer la densidad 6ptica (DO).

3. Validacion de la Prueba de ELISA (Punto de Corte).

El punto de corte se obtuvo siguiendo los manuales internacionales de
estandarizacién para protocolos de ELISA emitidos por la OIE (Wright, et al.,
1993). Una vez obtenidos los valores de densidad éptica (DO) de todos los
sueros, se calculd el porcentaje de inhibicion (Pl) de cada muestra, el cual fue

obtenido utilizando la siguiente ecuacion:

Pl= DOCN-DO Muestra X 100
DOCN-DOCP
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En la cual DOCN es el valor del promedio de DO del testigo negativo
(duplicado), DOCP es el valor del promedio de DO testigo positivo (triplicado)
ambos del juego de reactivos comercial. Para validar los resultados se
consideraron dos condiciones por cada placa: al obtener el promedio de los
valores de DO del control negativo (DOCN) este debié ser: < 0.800 y el calculo
final fue evaluado con la siguiente ecuacion:

100 x (DOCN-DOCP)/DOCN < 80%

La otra condicion fue que al obtener el Pl a partir de los valores de DO de
todas las muestras no se encontrara una diferencia mayor al 25% entre los
duplicados. El valor del punto de corte fue determinado tomando en cuenta la
suma de tres desviaciones estandares del promedio de la DO del testigo negativo.
Esto es que los valores de Pl < 35% fueron consideradas negativas y los valores

de Pl =2 40% fueron consideradas como positivas.

4. Separacion de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC).

Las muestras de sangre completa se diluyeron de la siguiente manera: 500
Ml de sangre con 500 ul de solucién Alsever (Dextrosa 0.041 g, Citrato de sodio
0.016 g, acido citrico 1.1 mg, cloruro de sodio 8.44 mg y agua desionizada), se
depositaron suavemente sobre 500 ul de solucién con densidad de 1.077 + 0.001
(HISTOPAQUE™-1077; 5.7 g/dl de polimero de sucrosa [Ficoll-400], y diatrizoato
de sodio 3-5 bis acetilamino -2, 4, 6 acido triyodobenzdico; SIGMA® (Saint Louis,
Missouri USA) en un microtubo de 1.5 mL. Los tubos se centrifugaron a 400 g

durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se extrajo la interfase
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correspondiente a las células mononucleares (Fig. 1) y se lavaron las células tres

veces con solucion Alsever durante 10 min a 400 g.
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Fig. 1. Separacion de células mononucleares por diferencia de densidades.

5. Extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se realizé a partir de las PBMC sin rebasar la
cantidad de células recomendada (1x10” a 1.5x10) utilizando un sistema de
extraccion presurizado (QuickGene-Mini80, Fuijifilm LifeScience). En un microtubo
de centrifuga de 1.5 mL se colocaron las PBMC y se agregaron 5.2 ul de
mercaptoetanol y 520 pl de solucion amortiguada de lisis (LRB con Guanidium
Thiocinato), para simultaneamente lisar las células, solubilizar sus componentes y
desnaturalizar las RNAsas endogenas. La mezcla se agitdé en vortex a velocidad
maxima por 30 s y se centrifugd a 28000 g (210,000 rpm) por 10 s, para recuperar
el lisado de las paredes del tubo. Posteriormente se afadieron 250 ul de etanol
>99% y se agitd en vortex durante 5 min a maxima velocidad, se centrifugd a
28000 g (=10,000 rpm) por 10 s, para recuperar el lisado de las paredes del tubo.

El lisado se transfirid al cartucho y por presurizacion se realizaron tres lavados con
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750 pl de la solucién amortiguadora de lavado (WRB). Finalmente, la columna se
colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril, y se agregaron 50 ul de solucion
buffer de elucion (ERB). ElI ARN obtenido se cuantific6 mediante
espectrofotometria (Biophotometer, Eppendor, Hamburg, Germany).
Posteriormente se utilizaron 2 pl de cada muestra para ser visualizados en geles
de agarosa al 1.5 %, tefiidos con bromuro de etidio. EI ARN se conservo a -20°C

hasta el momento de su uso.

6. RT-PCR de punto final para la deteccién de vLEB.

La retrotranscripcion se realizé en reacciones de 20 pyl. En un microtubo de
0.2 mL, se agregaron 2 ug de ARN y 2.5 uM de iniciador Oligo (dT)2 (Promega
Corp., Madison WI., USA) y agua grado biologia molecular cbp 11 pl. La mezcla
se incub6 a 70°C durante 10 min y a 4° C por lo menos durante 5 min en el
termociclador MasterCycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) para anadir
5 ul de soluciéon amortiguadora 5x (250 mM Tris HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCly),
0.01 M de ditiotreitol DTT, 0.25 uyM de cada dNTPs y agua grado biologia
molecular cbp 20 ul seguida de homogenizacion e incubacion a 37°C en el
termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany) para anadir
1 U. de enzima RT (Superscript Il, Invitrogen, ) en el momento del registro de la
temperatura 37°C e incubar por un tiempo total de 60 min. El ADN
complementario (ADNc), se coloco en hielo y se visualizé en geles de agarosa al
2%, tefidos con bromuro de etidio.

El ADNc obtenido se utilizdé en protocolos de PCR utilizando los siguientes

iniciadores: 2778, 5- CTA CCT TGC CAG ATC TCA TC -3’ 2796 (sentido) y 2979
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5- GCT TGT CGA AGC TCT GCA ATG C -3’, 2958 (antisentido) descritos por
Poon, et al (1993) los cuales amplifican un producto de 202 pb de una regién
altamente conservada del gen pol. La mezcla de PCR se realizé en un volumen
total de 25 ul conteniendo: 4 pl de ADNc, 20 pM de cada uno de los iniciadores
Pol2 sense y Pol2 antisense, 5.0 yl amortiguador termoestable libre de magnesio
5X [500 mKCI, 100 mM Tris - HCI (9.0 de pH), y 1 % Triton X-100], 0.2 uM de cada
dNTPs, 1.5 mM, MgCl,, 1.25 U de Taq polimerasa (GoTaq, Promega Corp.,
Madison WI., USA) y agua grado biologia molecular cbp 25 pl. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial de 94.5 C°
300 s, seguido de 35 ciclos a 94.5 C ° por 90 s, 60.5 C° por 60 s, y 72 C° por 60 s
y un ciclo de elongacién final de 72 C° durante 5 min. El producto de la
amplificacion se visualizé en geles de agarosa al 2%, tefidos con bromuro de

etidio.

7. Visualizaciéon en Geles de Agarosa.

De los fragmentos de ADN amplificados por RT-PCR, el ADNc, y ARN se
tomaron 2 a 3 pl de cada uno y se le agregaron 3 ul del amortiguador de carga
(loadding buffer), cada una de estas mezclas fue cargada en geles de agarosa al
2%, en buffer TBE 1X (89 mM Tris-Cl, 89 mM de Acido Bérico, 2 mM de EDTA, pH
8.0) y se tifieron con bromuro de etidio (5 pg/ml).

Para preparar el gel se pesé 1.0 g de agarosa que fue agregado en un
matraz Erlenmeyer, se afiadieron 50 mL de TBE y se calent6 en micro-ondas por
60 s para disolver la agarosa. Se dejo enfriar un poco, se le agrego el bromuro de

etidio y se vacio en la charola de la camara de electroforesis con el “peine” para
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que se formaran los pozos. En el primer carril se cargaron 5 ul de marcador de
peso molecular y en los demas se cargaron las muestras, se realizd la
electroforesis (90 volts por una hora) y se visualizaron las bandas en un
trasiluminador de luz ultra violeta (Apollo, Instrumentation), se documentaron
tomando fotografias digitales (Doc-It Software UVP® San Gabriel, CA, USA,

Olympus® camera).

8. Cuantificacion de la carga viral de vLEB por Reaccion en Cadena de la

Polimerasa en tiempo real (q-PCR).

La estandarizacion de la gqPCR se realiz6 por comparacion de la
amplificacion de los productos de los genes constitutivos pol y env del vLEB.
Para la deteccion del ARN viral se disefiaron los iniciadores especificos para los
genes pol y env del VLEB en el programa IDT’s SciTools PrimerQuest™
(Integrated DNA Technologies Whitehead Institute for Biomedical Research). Para
el gen pol se utilizaron los iniciadores (Pol Fw 5-GGC GAT TTC TTG CAG CTG
TGC TAA-3' y Pol Rv 5-AAC CTC TGA GCC ACA ACC TTC CTT-3’) y para el gen
env el juego de iniciadores fue: (Env Fw 5-AAC AAT GTC ATG GAA TTT TCA
CTC-3'y Env Rv 5-AAA AGG TGA TCA GGG GAT CAT A-3’). EI PCR en tiempo
real se realizé en un equipo LightCycler®480 (Roche™ Diagnostics Indianapolis,
IN.USA) usando SYBR® Greenl (10,000X Cambrex Bio Science Rockland Inc.
USA) como sistema de deteccidén. La reaccion de amplificacién se llevo a cabo en
un volumen final de 25 pl los cuales contenian: SYBR® Greenl 0.165X,
amortiguador de PCR 1X (100 mM Tris-HCL pH 8.4 y 500 mM KCI), 2.5 mM

MgClI2, 0.2 yM dNTP’s de cada uno, 1.25 U de Platinum® Taq ADN polimerasa
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(Invitrogen™ Sao Paulo, SP Brasil) los oligonucledétidos iniciadores para el gen pol
fueron usados a 300 nM y para el gen env a 900 nM, agregando finalmente 12.5
ng de ADNc. Cada muestra se ejecuto por triplicado y con una reaccion control sin
templete de ADNc NTC (Non Template Control) en placas oOpticas de 96 pozos
(LightCycler®480 Multiwell Plate 96 of Roche™) después de una activacion de la
enzima a 95°C por 10 min se bajo la temperatura a 60°C por 30 s para alineacion
de iniciadores y extension a 72°C por 40 s; por 35 ciclos y se dio una extension
final de 5 min a 72°C. Posterior a la amplificacion, se incrementd la temperatura
de 60°C a 95°C para construir una curva de disociacion (Fig. 2) y determinar la

especificidad del producto amplificado.
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Fig. 2. Evaluacion de tres concentraciones de ADNc para la estandarizaciéon

del PCRq para el gen env de vLEB.
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9. Método de Cuantificacion.

La expresion génica por RT-PCR en tiempo real se realizé por
cuantificacion relativa. Se comparé el ciclo umbral (threshold cycle, Ct) de la
muestra desconocida (positiva a vVLEB) con una muestra calibrada que sirvié como
referencia (muestra proveniente de animales no infectados por vLEB). Todas las
cuantificaciones se normalizaron con un testigo enddégeno de Gliceraldehido-3
fosfato-deshidrogenasa (G3PDH), para considerar la variacién en la concentracion
inicial, calidad de ARN vy la eficiencia de la trascripcion reversa y se determiné el
Cp (cross point) de cada muestra y del testigo interno G3PDH (Cy G3PDH) para
calcular la diferencia entre la Cp de la muestra y la Cp G3PDH (ACp) y normalizar
las diferencias entre la extraccién de ARN y la eficiencia de la reaccién de sintesis
de ADNc. EI ACp de cada muestra se substrajo del ACp del calibrador, ésta
diferencia corresponde a la AACp (Bustin, 2000).

Las ecuaciones para calcular AACp para el método de cuantificacion

relativa son:

Cpr de la muestra - Cp G3PDH = ACp
ACp de la muestra - ACp del calibrador = AACp

Cantidad relativa = 2~ (44

La diferencia en la expresion de la muestra se expresa como n-veces

relativa al calibrador (Applied Biosystems). Los resultados de cada triplicado se

expresaron como la media * el error estandar.
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10. Analisis de resultados.

La relacion entre la prueba de ELISA y la RT-PCR de punto final se
determind por prueba de J? y coeficiente de Cramer. En todos los muestreos, se
realizd analisis de varianza y se calculd la diferencia minima significativa (DMS) de
las medias mediante prueba de Tukey para los resultados del leucograma y de la
prueba de ELISA mientras que los resultados de la PCRqg se analizaron por
prueba de t de student. La correlacion entre todos los parametros evaluados se
determindé por prueba de Pearson. En todos los casos, la significancia se

determiné a p< 0.05.
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RESULTADOS

1. Evaluacion Serologica Inicial por Prueba de ELISA.
De los primeros 80 sueros evaluados se encontraron 53 vacas (66%)
positivas a la gp51 del vLEB y 27 vacas (34%) seronegativas (Fig. 3). Con los
resultados de DO de ambos grupos se calcul6 el P. I. de todas las muestras para

evaluar el punto de corte del primer tamiz. (Fig. 4 y 5).

2. Conformacion de la Poblacion Experimental.

A partir de 47 muestras de sangre completa (27 seropositivos y 20
seronegativos), se extrajo ARN total y se sintetizd ADNc (Fig. 6 y 7,
respectivamente) para realizar la RT-PCR. En las muestras positivas, se obtuvo el
producto de amplificacion esperado descrito de 202 pb (Fig. 8) (Poon, et al., 1993).
De acuerdo al cuadro de contingencia de 2X2 (Fig. 9), se conformaron tres grupos
de animales: ELISA+/PCR+ (Grupo 1), ELISA+/PCR- (Grupo 2) y ELISA-/PCR-
(Grupo 3). La prueba de ELISA y la de RT-PCR presentaron una alta relacion

entre si (J?<0.001 y coeficiente de Cramer=0.77).

3. Evaluacién de Leucograma.

El leucograma del muestreo inicial mostro que el 77.7% de las vacas
seropositivas (Grupo 1 y 2) presentd linfocitosis persistente (LP). En todos los
extendidos se observaron linfocitos atipicos (Fig. 10-13). En el grupo 1

(ELISA+/PCR+), el 14.89% (7/21) de las vacas presentaron conteos altos de
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leucocitos y linfocitos (LP absoluta) a lo largo del experimento. Los resultados de
los conteos leucocitarios y de LP, de los tres muestreos en los diferentes grupos,
se muestran en las figuras 14 y 15; respectivamente. Sélo el grupo 1 presentd, en
forma estadisticamente significativa, altos conteos leucocitarios y alta proporcion
de linfocitos mismos que se incrementaron gradualmente a lo largo del
experimento. Cabe sefalar que los grupos 2 y 3 fueron estadisticamente
similares, con excepcidén del tercer muestreo en el que el grupo 2 presentd

proporciones mas bajas de linfocitos que el grupo 3.

4. Resultados de ELISA indirecta.

Con los valores de DO del total de muestras (121), se calcul6 el Pl (Fig. 16),
los valores de DO de los grupos en los diferentes muestreos se presentan en la
Fig.17. Se observa que el grupo 2 (ELISA+/PCR-) presenté valores iniciales de DO
similares al grupo 1, mismos que gradualmente fueron disminuyendo. Sin

embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

5. Cuantificacion del vLEB por PCRq.

Una vez evaluadas las muestras de ADNc se procedié a realizar la
cuantificacion génica por PCR en tiempo real de las regiones pol y env del VLEB,
en el ARNm de las PBMC de las vacas infectadas y no infectadas, previamente
evaluadas por las pruebas de ELISA y RT-PCR. En las vacas infectadas, en el
muestreo 1, se encontré una mayor expresion del gen pol. (Fig. 18) que del gen

env (P<0.05). La carga viral para el gen env y para el gen pol se muestran en las
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Fig. 19 y 20. En esta ultima, los valores de carga viral se comparan con los

valores de LP de los diferentes muestreos.

6. Correlacién de Pearson entre los parametros evaluados.
Se encontrd una correlacion significativa (0.86805) entre los resultados de LP y

la carga viral determinada por expresion del gen pol.

m Positivas m Negativas

Fig.3. Porcentaje de animales seropositivos y seronegativos a la prueba de

ELISA en el tamizaje inicial.
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Grupos

1 80 sueros

Fig. 4. Evaluacién de la densidad 6ptica obtenida en el Tamizaje Inicial

70+

55+

40-
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10+

Punto de Corte

Pl >40%
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Pl < 35%

Negativas

Grupos

=31 80 sueros

Fig. 5. Evaluacion del punto de corte a partir de los valores de DO del primer

muestreo realizado.

36



Fig. 6. Visualizacion de ARN total en gel de Agarosa al 2% (C-1 a C-8 carriles
con muestras ARN)

Fig. 7. Visualizacién de ADNc producto de la retrotranscripcion en gel de
Agarosa al 2%. (C-1 a C-8 carriles con muestras con ADNCc).
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Figura 8. Visualizacion del amplificado de 202 pb del vLEB (C-1 carril con el
marcador de peso molecular, C-2 y C-3 testigo positivo de vLEB C-4 a C8
carriles muestras positivas por ELISA; C-9 y C-10 testigos negativos)

PCR
+ (-)

21 6

-+
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Fig. 9. Cuadro de Contingencia 2X2 en el cual se definieron los grupos
evaluados en las demas pruebas.
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Figura 10. Revision de extendidos a 400x para la
determinacion de linfocitosis persistente

Figura 11. Revision de extendidos a 400x para la
determinacion de linfocitosis persistente.
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Figura 12. Revision de extendidos a 1000x para la
determinacion de linfocitosis persistente

Figura 13. Revision de extendidos a 1000x para la
determinacion de linfocitosis persistente
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Leucograma de los Grupos Analizados

40 a

No. de Leucocitos

Leucocitos 1 Leucocitos 2 Leucocitos 3
Muestreos

Fig. 14. Valores de los conteos leucocitarios de los tres grupos durante los
tres muestreos. (Literales diferentes sefialan diferencia estadistica
significativa).

Conteo Diferencial de Linfocitos

% de Linfocitos

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Andlisis de los tres Grupos

Fig. 15. Valores del porcentaje linfocitario de los tres grupos durante los tres

muestreos. (Literales diferentes muestran diferencia estadistica
significativa).
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Porcentaje de Inhibicion

%

Punto de Corte

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Muestreos Evaluados

=3 Grupo 1

Grupo 2 = Grupo 3

Fig. 16. Evaluacion del punto de corte en los tres grupos conformados

Evaluaciéon Serologica de los Tres Grupos

1.2 T

o \*
o6
0.4 T
A— T -
L :& A
0.2 s
0 T
ELISA1 ELISA 2 ELISA 3
\ —o—Grupo 1 —-Grupo 2 =a=—Grupo 3 \

Fig. 17. Resultados de prueba de ELISA indirecta, muestra la media de

densidad Optica de los tres grupos en los tres muestreos.
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Niveles de Expresion Génica

E1 Polimerasa
Envoltura

# de copias

Polimerasa Envoltura
Muestreos

Fig. 18. Niveles de expresion entre los genes en los tres muestreos (Literales

diferentes muestran diferencia estadistica significativa).
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Fig. 19. Cuantificacion del gen env del grupo 1y 2 en los tres muestreos.

43



Evaluacion entre grupos gen pol
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Fig. 20. Cuantificacion de la carga viral por el gen pol y comparacion con
conteos linfocitarios en los grupos 1y 2 durante los tres muestreos.
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DISCUSION

Los resultados del tamizaje inicial (80 sueros) revelaron una alta
seroprevalencia (66%) en el hato. Lo anterior, esta relacionado con la elevada
proporcion de casos detectados con linfoma en diferentes localizaciones tanto en
las necropsias realizadas en el CAIT (Santa Cruz, et al., 2008) como en el estudio
preliminar realizado por Hernandez, et al (2006) en el mismo centro de produccion.
Estos hallazgos concuerdan con el informe actual del Seguimiento Nacional de
Salud Animal realizado en Estados Unidos, en el que se encontré una
seroprevalencia de 80% (Erskine y Sordillo 2009). En Canada, la prueba de ELISA
indirecta ha presentado mayor sensibilidad y especificidad que la IDAG. Por tal
motivo esta prueba, se ha propuesto a la ELISA indirecta como prueba oficial para
el diagnostico de la enfermedad en hatos lecheros (Simard, et al., 2000). Las
técnicas moleculares para la amplificacion de VvLEB se consideran pruebas
sensibles para la determinacion del estado de infeccion viral. De hecho, el manual
diagnodstico de la OIE recomienda detectar ADN proviral por métodos de PCR
anidado, basados en secuencias del gen env, para determinar la situacion de la
infeccion por el vLEB (OIE, 2004) ademas la cuantificacion de la carga viral por
PCRq ha mostrado una sensibilidad comparable con los métodos anidados,
principalmente mediante el uso de secuencias de iniciadores del gen pol
(Kuckleburg, et al., 2003).

Los resultados obtenidos indican que la prueba de ELISA y RT-PCR punto
final, fueron estadisticamente comparables, por prueba de J? y coeficiente de

Cramer, en el diagnéstico de la enfermedad. Sin embargo, en 6 casos no hubo
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concordancia entre las pruebas. La sensibilidad de la prueba de ELISA es muy
alta, con frecuencia suele presentar reacciones cruzadas (Nagy, 2007; VMRD
2009), por lo que se considera la posibilidad de que estas discrepancias
correspondan a falsos positivos, como se ha informado anteriormente en la
deteccidon de provirus. Por otro lado, también existe la posibilidad de que estos
casos fueran falsos negativos en PCR por tratarse de infecciones tempranas
(Jacobs, et al., 1992) o por ausencia de viremia, debido a que en ocasiones esta
se presenta de manera intermitente (Dus Santos, et al., 2007; Yeon Choi, et al.,
2002). Los resultados de la PCRq, basada en secuencias del gen pol,
confirmaron la presencia de falsos negativos debido a la mayor sensibilidad de la
prueba (Kuckleburg, et al., 2003). Lo anterior condujo a una concordancia
perfecta de la PCRq con la prueba de ELISA indirecta. De este modo, la
implementacion de la prueba de ELISA es una opcidn viable para el seguimiento
de vacas infectadas en el CAIT, y los protocolos de RT-PCR anidada serian de
eleccion para el seguimiento en becerras, ya que es econdmicamente mas
accesible y presenta una sensibilidad comparable con la PCRq.

La linfocitosis persistente que se desarrolla en bovinos infectados por el
VLEB representa el hallazgo de laboratorio mas consistente, previo a la
manifestacion clinica de la enfermedad (Casal, et al., 1990, Batmaz, et al., 1995,
Dusinsky, et al., 2000). Es importante sefialar que el hallazgo mas temprano de
linfocitosis persistente es la presencia de altos porcentajes de linfocitos con formas
atipicas en los extendidos, aun sin incrementos absolutos de linfocitos circulantes.
Por dicho efecto, se consideraron los valores de referencia citados en la literatura

(Cockerell & Reyes, 2000). En este marco, los valores de LP del grupo 1 (conteos
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leucocitarios y/o altos porcentajes de linfocitos con presencia de atipias celulares)
y el incremento gradual observado en el transcurso del estudio, demostraron que
se trataba de casos consistentes de LP, con base a los criterios descritos de
evaluacion hematoldgica repetida, en intervalos de por lo menos tres meses
(Batmaz, et al., 1995; Cockerell & Reyes, 2000). Estos valores fueron
significativamente mas altos (P< 0.05) que los del grupo 2 y 3 (Fig. 12 y 13,
respectivamente) los cuales permanecieron sin LP durante todo el estudio. Lo
anterior coincide con los valores informados por Batmaz, et al., (1995) para vacas
seropositivas con LP (Leucocitos totales x mm3 de 12, 464 +/- 1102, y Linfocitos
del 78-82 %), incluso los conteos fueron superiores en el grupo 1. Lo anterior
puede estar relacionado con la seroprevalencia de la enfermedad puesto que en
dicho estudio el porcentaje de vacas seropositivas fue marcadamente inferior
(9.15%) a los observados en el presente trabajo. Es importante sefialar que en
animales seropositivos (Grupo 2 y Grupo ELISA +/sin LP), la ausencia consistente
de LP, misma que fue significativamente menor en el grupo seronegativo en el
tercer muestreo, puede indicar elementos de resistencia en dichos animales,
considerando que pertenecen a un hato con alta prevalencia.

Los datos en la literatura refieren que el gen pol es altamente conservado
en los retrovirus mientras que el gen env puede tener multiples cambios en varios
pares de bases (Gillet, et al., 2007). Los datos del PCRq revelaron una mayor
expresion del gen pol que del gen env. Lo anterior coincide con Kuckleburg et al.
(2003), donde la comparacion de diferentes genes constitutivos del vLEB (gag,
env y pol) mostré una mayor consistencia en los resultados obtenidos para el gen

pol con base al uso de sefalizadores moleculares (molecular beacons) e
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iniciadores para PCR anidado. Como se menciond anteriormente, los protocolos
de PCRq para ambos genes (env y pol) amplificaron todos los casos en los
diferentes muestreos del grupo 2, demostrando la mayor sensibilidad en la
deteccion por PCR en tiempo real, tal como lo refiere Kuckleburg, et al. (2003),
debido a que las muestras se normalizan con controles enddgenos y se
consideran las variaciones en la concentracion inicial, calidad de ARN vy la
eficiencia de la trascripcion reversa de los templados (Bustin, 2000).

Se ha descrito que los animales que desarrollan LP presentan mayores
cargas virales (50 copias de provirus/ug de ADN), determinadas por la deteccion
de provirus y expresion del gen pol, que aquellos sin LP (Juliarena, et al., 2007).
Lo anterior coincide con los resultados del presente trabajo, ya que se encontré
una disminucion de la carga viral por expresion del gen pol en el segundo
muestreo en vacas positivas del grupo 2, mismas que no desarrollaron LP
mientras que los animales del grupo 1, con cargas mayores, presentaron una
diferencia significativa en el grado de LP (Fig. 20). De hecho la asociacion entre la
presencia de LP y la carga viral por deteccion del gen pol presentd una fuerte
correlacion por prueba de Pearson.

Con respecto a la respuesta serolégica en este estudio, evaluada por
prueba de ELISA, los valores de densidad optica presentaron una disminucion
gradual en ambos grupos, siendo mas notoria en el grupo 2, sin embargo dichos
hallazgos no fueron estadisticamente significativos. Lo anterior contrasta con los
hallazgos de Gutiérrez, et al., (2001) que encontraron alta carga viral en animales
con LP y bajos titulos de anticuerpos en los mismos. Es probable que en el

presente estudio, el rango estrecho de DO que valida la prueba de ELISA indirecta
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con punto de corte > 0.7 y por debajo de 2.0, puesto que valores mayores
invalidan la determinacién (VMRD, 2005) y no permite establecer la relacién
estadistica entre la serologia y los valores de LP y carga viral. Lo anterior puede
ser solventado mediante la titulacion de anticuerpos con los sueros obtenidos en
un esquema similar al descrito por Gutiérrez, et al., (2001). Otros factores que
posiblemente estén incidiendo en la falta de correlacion entre la respuesta
seroldgica y la carga viral sean la edad vy el estado fisiolégico de las vacas. En
vacas, los linfocitos declinan gradualmente con el paso de los afios (Kramer, 2000)
y por este motivo los criterios de diagndstico de LP, se ajustan de acuerdo a la
edad (Messich y Calderwood Mays, 2000), la respuesta inmune celular y humoral
declina conforme avanza la edad (Tizard, 2000). De este modo, en estudios
posteriores se podria determinar la relacion entre la respuesta inmune humoral y
la carga de VLEB agrupando la poblaciéon experimental con base a la edad y una
forma practica de realizarlo seria considerando el numero de partos por vaca.

Con respecto al estado fisiolégico, la produccion lactea constituye un
considerable factor de estrés. Esto conduce a una inmunosupresion mediada por
corticosteroides ya que tienen un efecto sobre la circulacion de leucocitos
disminuyendo la migracién y suprimiendo la capacidad citotéxica y fagocitica.
Adicionalmente, suprimen mecanismos efectores de la inmunidad al disminuir la
capacidad de sintesis de la mayoria de citocinas por parte de los linfocitos T
(Tizard, 2000). De igual modo, en trabajos futuros, la poblacién experimental
podria conformarse con base a la curva de lactacion para considerar los efectos
del estrés sobre los parametros evaluados. Por ultimo, es evidente con base a los

resultados, que hay factores que inciden en la carga viral entre los grupos, y la
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literatura refiere en su mayoria a la participacion inmunolégica. Amills, et al.,
(2002) encontraron una disminucion en la expresion de IFN-y, IL-2, IL-10 e IL-4 en
animales con LP lo cual sugiere una alteracion en la respuesta inmune de
linfocitos T CD4 y Murakami, et al., (2004) comprobaron que la participaciéon del
IFN-y en ganado infectado, podria controlar la infeccion, ya que observaron un
incremento en la células yd limitando el desarrollo de animales con LP. Debido a
que este tipo celular funciona como puente entre la respuesta inmune innata y la
respuesta adaptativa celular se sugiere que la participacion de este tipo celular
limita la expresion génica de la polimerasa del virus circulante durante la
replicacion viral. De este modo, la evaluacion de la respuesta inmune celular en
estudios posteriores, podria proporcionar datos relevantes sobre los factores de

resistencia involucrados en la infeccion por el vLEB.
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CONCLUSIONES

La prueba de ELISA indirecta seria la prueba de eleccion en el seguimiento de

LEB ya que es econdmica, sencilla y presenta un alto valor diagndéstico.

La utilizacion de la RT-PCR permitié la identificacion del virus de LEB en
sangre, pero los casos negativos deben ser corroborados por técnicas mas

sensibles como la PCR anidada o PCRq.

Las secuencias basadas en el gen Pol del vLEB son de mayor utilidad para la
determinacion de la carga viral, debido a su mayor consistencia en la expresién

génica.

La determinacién de linfocitosis persistente fue diferente entre los grupos
positivos y correlaciona fuertemente con la carga viral de vLEB, determinada

por expresion del gen Pol.

Los métodos seroldgicos que determinen los titulos reales de anticuerpos

probablemente determinen la correlacion de perfiles seroldgicos con la carga

de VLEB y el desarrollo de linfocitosis persistente.
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