5. RESULTADOS

5.1. Total de muestras, tipo de produccion y procedencia.

Se obtuvieron un total de 2638 muestras, de las cuales el 51.2%
1353/2638) correspondié al ganado productor de leche y el 48.7% (1285/2638) a
productores de carne (Cuadro [ y II).

El total de los municipios de los cuales procedian los animales fueron 23,
perteneciendo 14 de éstos al estado de Nuevo Leon, 5 al estado de Coahuila y 3
al de Tamaulipas (Cuadro II).

5.1.1. Edad y razas de los animales.

Se encontrd que los rangos y promedios de edad de los animales varian de
acuerdo por tipo de produccion, observandose para los destinados a la produccién
de carne un rango de 1 a 6 afios con promedio relativamente bajo de 2.5, mientras
que para los productores de leche el rango fue mayor con 1 a 12 afios y un
promedio de 7.4 afios.

El total de razas observadas al muestreo fueron 9 (un grupo de 35 animales
no se¢ identificaron), resultando frecuencias mayores en la Holstein con 1305

(49.5%) y las cruzas de Cebu con 690 (26.1%), el resto de las razas tuvieron
frecuencias bajas (Cuadro V).

3.2. Seropositividad y prevalencia.

La seroprevalencia general determinada en el presente estudio fue de
20.8% (548/2638) (Cuadro IV).

La distribucién de los animales seropositivos de acuerdo al municipio de
procedencia se observa en el Cuadro I. Los municipios con mayor porcentaje de
bovinos productores de leche seropositivos fueron: Pesqueria, N.L. (65.2%,
73/112), Marin, N.L. (55.2%, 58/105), Torre6n, Coah. (49.6%, 62/125), Galeana,
N.L. (46.4%, 89/192), Escobedo, N.L. 38.3%, 161/4420) y Saltillo, Coah.
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(31.2%, 54/173); mientras que en bovinos productores de carne, que resultaron
con bajos porcentajes, se encontraron positivos en Montemorelos, N.L. (2.4%,
3/127) y Anéhuac, N.L.(2.1, 2/97), entre otros.

De acuerdo al tipo de explotacion se observé una diferencia altamente
significante (p < 0.01) dado que 539 bovinos productores de leche resultaron
positivos obteniéndose un 39.8% de seroprevalencia en este grupo, mientras que

para los productores de carne se registraron 9 positivos estimandose para ellos

una seroprevalencia de 0.7% (Cuadro Iy II).

Cuadro L. Localizacion, tipo de produccién y seropositividad de los hatos
muestreados en el noreste de México para detectar al Virus de la

Leucosis Bovina (VLB).
~ Estado |  Municipio |  Muestras | Positivos (%) |  Total
. 3 . _ | analizados
BC WML b
0(0) 89 (46.4) 208
0 112 000) 73 (652) 112
2 105 0(0) 58(55.2) 127
97 0 221) 0(0) 97
65 0 1(1.5) 0(0) 65
~ iChina 83 0 1(12) 0(0) 83
| Gral Bravo 61 0 00) 0(0) 61
i Cadereyta 56 37 000) 6(162) 93
1V Santiago 0 43 0(0) 13(302) 43
i Escobedo 16 420 0(0) 161(38.3) 436
| Montemorelos 127 10 3(24) 0(0) 137
: 84 0 1(1.2) 0(0) 84
43 0 0(0) 0(0) 43
_ . 48 88 0(0) 23(26.1) 136
Conbnila.. 0 173 000) 540312 173
o 0 125 0(0) 62 (49.6) 125
| Gral. Cepeda 0 48 00) 0(0) 48
! Piedras Negras 93 0 0(0) 0(0) 93
. “NuevaRosita 106 0 1(0.9) 0(0) 106
Tamaulipas | Soto la Marina 250 0 0 (0) 0(0) 250
= ol M 63 0 00) 0(0) 63
- 0q Victoria 55 0 00 0(0) 55
Total = s 1353 9 (0.7) 539 (39.8) 2638
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Cuadro IL Seropositividad contra el Virus de la Leucosis Bovina en bovinos
del Noreste de México, de acuerdo a la funcién zootécnica.

odel  Positives Seropositividad (%)

La seropositividad de acuerdo a la edad, determinada en 638 bovinos
destinados a la produccion de leche, se observa en el Cuadro IV, se aprecia que
todos los intervalos de edades resultaron positivos, sin embargo, los porcentajes
mas altos se observaron en las edades de 6 a 8 y 2 a 4 afios con 36.5% (19/52) y
17.5% (45/263), respectivamente.

Por otra parte, de los 9 BpC seropositivos 8 resultaron con edad

aproximadas de 6 afios y solamente 1 con 2 afios.

Cuadro IIl.  Seropositividad contra el VLB en bovinos de diferentes
edades de algunos hatos lecheros del noreste de Meéxi
i

fg?? =




48

Con respecto a la raza del animal o sus cruzas (Cuadro IV), las razas
muestreadas de los bovinos productores de leche fueron la Holstein y la Jersey
reaccionando unicamente la primera con 539 de 1305 animales (41.3% de
seroprevalencia para esta raza) en tanto que para las razas destinadas a producir
carne, las que resultaron mayormente afectadas en base al porcentaje de
seropositividad fueron la Beefmaster con 3.26 (3/92), la Santa Gertrudis con
1.67% (2/120) y las cruzas de Cebu con 0.58% (4/690), el resto de las razas
permanecieron negativas a la prueba de inmunodifusion.

De las razas estudiadas, la Holstein tiene una mayor predisposicion a la
seropositividad contra VLB y ésta es altamente significante cuando se compara

con otras razas que también resultaron seropositivas (p <0.01).

Cuadro IV. Distribucion de bovinos seropositivos al Virus de la Leucosis

Bovina acuerdo a la raza y funcién zootécnica.

2 167 016 . 008
3 326 023 01l
0 0 0 0
_ - BpC 78 3.0 0 0 0 0
Hotod BpC 64 2.4 0 0 0 0
Pardoszo BpC 89 34 0 0 0 0
C BpC 35 13 0 0 0 0
Holsteln BpL 1305 495 539 413 398 204
Jersey . BpL 48 18 0 0 0 0
e 2638 548 208
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5.3. Comparacion entre ELISA, Western blot e IDAG para detectar
anticuerpos contra VLB en hatos con diferente seroprevalencia.

La sensibilidad para detectar anticuerpos anti-VLB se compard en tres
hatos con elevada, baja y nula seropositividad determinada con IDAG.

Las metodologias Inmunoenzimaticas, resultaron mas sensibles puesto que
IDAG solo detecto el 55% de positivos del hato con alta seroprevalencia,
mientras que ELISA y Western blot detectaron el 72.5% y 77.9%
respectivamente, asi mismo, en el hato considerado con baja seroprevalencia,
IDAG detectdé 12.1% de seropositividad pero ELISA y Western Blot 27.3% y
21.2% respectivamente. Por otra parte, de un hato de BpC seronegativo en
IDAG, un suero reaccion6 tanto a ELISA como en Western blot resultando para
este hato 5.5% de seropositividad (Cuadro VII).

Los tres métodos concordaron en el 75% (22 positivos y 8 negativos) de
los 40 sueros analizados del hato con elevada seroprevalencia, no obstante en el
mismo hato las pruebas inmunoenzimaticas concordaron en un 90% (28 positivas
y 8 negativas).

En el hato con baja seroprevalencia, las técnicas serologicas empleadas
concordaron en un 84.8% (24 negativos y 4 positivos) de los 33 sueros
analizados, mientras que considerando Unicamente a las pruebas

inmunoenzimaticas, éstas concordaron en un 93.9% (24 negativos y 7 positivos).

Cuadro V. Comparacién entre ELISA, Western Blot e IDAG para detectar
anticuerpos séricos contra VLB en tres hatos bovinos con
diferent roprevalencias
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5.4. Deteccion de antigenos del VLB en MSP.

A partir del extracto protéico obtenido de los MSP cultivados se
obtuvieron diferentes patrones de reactividad contra VLB en el Westernblot .

En la figura 8 se muestran algunas reacciones contra las proteinas
estructurales Gps;, P24, ademas de otras proteinas con PM similar a las proteinas
Gpso, Pis, Pio12 y una banda de precipitacion arriba de PM 51 (probablemente
esta ultima corresponde al producto de traduccion del gen gag Pr70%).

Por otra parte, los antigenos del VLB también se evidenciaron con la
prueba de fijacion de complemento. Para obtener las diluciones Optimas de
trabajo, primero se determinaron la densidades Opticas del extracto protéico del
sobrenadante del cultivo de MSP diluido 1:50 y 1:100 contra diluciones 1:8,
1:16, 1:32, 1:64 de un suero de bovino fuertemente seropositivo a [IDAG.

Los valores de estas densidades se presentan en el Cuadro VIII, asi mismo
la curva de absorbancia obtenida con las diferentes diluciones se muestra en la
Figura 10. Los valores de densidad optica en las diluciones 1:50 y 1:100
resultaron similares, sin embargo, se escogio la primera dilucién para determinar

la presencia de antigenos del VLB.

Cuadro VI. Densidad o6ptica obtenida en la prueba de fijacion de
complemento para la deteccion de antigenos del VLB en
cultivo de MSP de vacas positivas a IDAG.

FLK-VLB 1:50 0.018 0.26 0.26 0.272
1:100 0.017 0.125 0.261 0.281

Paloma 1:50 0.020 0.051 0.271 0.271
1:100 0.011 0.112 0.271 0.271

242 1:50 0.011 0.021 0.18 0.23
1:100 0.01 0.021 0.214 0.25

Control anticomplementario = 0.292 FLK-VLB control 1:50 =0.309  Paloma s/antigeno (control) = 0.309

242 s/antigeno (control) =0.302 Eritrocitos lisados (Control s/antigeno y s/ anticuerpos).= 0.28
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Figura 10. Absorbancia obtenida con el sobrenadante de cultivo de
linfocitos en la prueba de fijacién de complemento.

3.5. Comparacién entre Western blot y FC para la deteccién de antigenos del
VLB en cultivos de MSP.

Al comparar la concordancia en los resultados de las pruebas de
Westernblot y Fijacion de Complemento para detectar antigenos en un hato, ésta
resultd en un 100%, sin embargo con el Westernblot fue posible distinguir que
los animales de un mismo hato presentan diferentes reacciones de seropositividad

contra antigenos estructurales del VLB (Cuadro IX).
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Cuadro VII. Comparaciéon entre el Westerblot y Fijacion de
Complemento para la deteccion de antigenos del VLB en
linfocitos de vacas positivas o negativas a IDAG.

No. Reaccién a IDAG * Proteina reactiva Deteccién de Antigeno
1a 2a FC/D.O. WB.
263 + p24 +/0.018 +
605 + p24 +0.021 +
717 + - - -/0.28 -
734 + + p24, Gp5l +/0.015 +
800 + + p24, Gp5l +/0.011 +
836 + + p24 +/0.028 +
853 + + p24 +/0.023 +
860 + + p24 +/0.018 +
878 - - - -/0.26 -
896 - - - -/0.30 -
1065 - - - -/0.30 -
1049 - - - -/0.28 -
1072 - - - -10.27 -
1076 - + Gpsl +/0.023 +
1079 - - - -/0.26 -

* La IDAG se realizé con intervalo de 6 meses. / FC.= Fijacion de Complemento
D.0O.= Densidad Optica. / WB= Westernblot

5.6. Deteccién del provirus del VLB en DNA de MSP cultivados y
comparacién con las pruebas serologicas para detectar la infeccion por
VLB.

La presencia del provirus del VLB en el ADN de MSP cultivados se
determiné por una prueba de hibridacién “Dot blot” utilizando como “sonda” el
segmento genético Tax, Rex, “X” del VLB (Figura 7) portado en un plasmmdo
(pGEM3-Tax,Rex,“X”-VLB).
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Se emplearon 50 BpL obtenidos aleatoriamente de un hato previamente
caracterizado por IDAG como de elevada seroprevalencia (58%, 29/50)

De los 50 amimales, 29 (58%) y 36 (72%) se identificaron como
seropositivos en IDAG y ELISA respectivamente, mientras que con Dotblot

(Figura 11) reaccionaron 38, representando un 76% de las muestras estudiadas
(Tabla X).

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11
A 23 33(1) 13b¢+y 31 b6 (+) b2 (+) 6 (+) 1018 ¢ 1011 kLN Control
) (+) +

B 16 bl2( 339 11 1006 24 (+) 51(H 25 5(-) 1024 ¢y Control -
(+) (]
C bl 96 bi7¢Hy b 98I 190 990 () 6(-) jolina¢+ 331 (+) Contrel -
)
D 3b 32 (+) 1003 17(¢) ©® 14b(H) 13 (H 33¢¢) 22() 97¢+)  Control -
) ™
E 1¢ 4@ mora 19y bl 15¢) 340 19M 333¢1 bI§(+) Control
(+) +
Figura 11. Reactividad obtenida en la membrana de nitrocelulosa con el DNA de
MSP cultivados para detectar al provirus del VLB en vacas
seropositivas 0 seronegativas a IDAG
Diagrama inferior ubica los controles positives, el mimero o nombre del animal y la
reactividad.
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Cuadro VIII. Comparacion entre ELISA, Dot blot é IDAG para
detectar la infeccion Virus de la Leucosis Bovina (VLB)
en un hato lechero con elevada seroprevalencia.

i

4 % + % * %

i
o et =
e R

s &r@"g‘{fvy S
J:t%q} = A:P'%-.v =

' 50 29 58 36 72 38 | 76 \

5.7. Deteccion de Viriones del VLB.

Se detectaron particulas virales Tipo “C” en MSP, cultivados durante 48
horas, de vacas seropositivas al VLB. Las particulas fueron escasas y se
encontraron tanto dentro de vesiculas en el citoplasma como adheridas a la
membrana de los mononucleares. Cada particula viral estuvo compuesta de un

“nucleoide” central rodeado por una membrana claramente definida (Figura 12).

Figura 12, Particulas virales tipo “C” observadas en mononuclares
sanguineos, estimulades con Concanavalina A, obtenidos a
partir de vacas seropositivas al VLB,



6. DISCUSION

En otros paises la prevalencia de la infeccion por el Virus de la Leucosis
Bovina en bovinos estd ampliamente documentada (17,23,37,53,61,67,78,
108,120), sin embargo los estudios a nivel nacional son escasos y solamente se
han realizado este tipo de investigaciones en ciertas zonas (8,34,60,
70,91,121,125,137) por lo que la epizootiologia del Virus de la Leucosis Bovina
Enzodtica en México se conoce pobremente.

La seroprevalencia general de 20.8% obtenida en el presente trabajo es
mas alta a la reportada anteriormente por nosotros Trejo y col. y Avalos y col. en
la misma zona (8,125).

Se determiné que de acuerdo al tipo de explotacion existe una mayor
prevalencia de anticuerpos altamente significante (p < 0.01) en los bovinos
productores de leche. Al respecto, se ha indicado que existen algunos factores
de riesgo que influyen en esta observacidén entre los que destacan el manejo,
predisposicion genética, tamafio del hato, época del afio y edad del animal
(55,56,61,63), de esta manera la alta seroprevalencia observada en los bovinos
destinados a la produccion lechera (39.8%) comparada con los destinados a la
producciéon de camme (0.7%), refleja que los primeros son mas propensos a
adquirir esta infeccion, observacion que se ha documentado anteriormente
(17,40). En el presente trabajo, solamente se estudiaron dos razas de BpL, de las
cuales el hato muestreado de la raza Jersey resulté seronegativo (Cadro V),
mientras que todos los hatos bovinos muestreados de raza Holstein fueron
seropositivos;  este resultado tal vez esté influenciado por el relativo
“aislamiento” de los bovinos Jersey analizados en este estudio, dado que este
hato en particular ha permanecido 7 afios cerrado a la introduccién de BpL de
otras fuentes, mientras que en el caso de los hatos con bovinos Holstein, el
intercambio de ganado de una explotaciéon a otra es una practica comun en la

zona y ademas el manejo empleado practicamente en todos estos hatos del area
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permite la continua transmisién del virus entre los animales. Lo anterior contrasta
con las observaciones realizadas por Burridge y col. quienes determinaron una
prevalencia de anticuerpos, altamente significante (p < 0.0001), contra VLB en
bovinos de raza Jersey que en otras razas lecheras (Holstein, Guersey y Pardo
Suizo) de Flonda U.S.A. (17).

En los bovinos productores de came (BpC) la seroprevalencia serologica
fue de 0.7% y por razas solamente 3 (Cebl 0.15%, Beefmaster 0.11% y Santa
Gertrudis 0.08%) de las 8 muestreadas resultaron seropositivas, estos resultados
concuerdan con la mayoria de los estudios seroepizootiologicos realizados en
otras partes del mundo (10,19,23,37,53,61,67, 108,120), con excepciéon de los
datos obtenidos por Marin y col. quienes encontraron en 14 razas de BpC
frecuencias seroldgicas muy altas de 11% hasta 100%. En E.U.A. y otras
regiones de México también se ha reportado alta frecuencia seroldgica contra
VLB en BpC (17,71,92).

Con excepcion del hato muestreado de Galeana N.L., los hatos lecheros
con mayor indice de seropositivos se encontraron ubicados cerca de zonas
urbanas relativamente grandes (Cuadro VI), esto concuerda con lo reportado por
Zapata y cols. (137). Esta frecuencia se debe tal vez al intercambio de bovinos
entre estos productores, a la similitud de manejo en estas areas o a la
introduccion de ganado infectado procedentes de otras areas, no obstante, es
necesario destacar esta tendencia de la alta seroprevalencia contra VLB (16.2 -
65.2%) en zonas con alta densidad de poblaciéon humana.

Con respecto a la seropositividad (en los hatos en los cuales se encontrd al
menos un arumal positivo) observada en los bovinos productores de carne indican
que las condiciones de manejo en estos hatos favorecen la transmision de
linfocitos que portan el provirus del VLB, no obstante la baja seropositividad
observada tal vez esté relacionada con el periodo de vida de estos animales ya

que éstos son enviados al sacrificio mas tempranamente que los BpL.
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Anteriormente se ha establecido que en BpL mayores de seis meses de
edad la prevalencia de anticuerpos anti-VLB incrementa conforme aumenta la
edad (17,37,100). De acuerdo a los resultados en el Cuadro IV, la alta
seroprevalencia de VLB en bovinos con edades entre 6 a 8 afios de edad, estd de
acuerdo con observaciones realizadas por Brenner y col. en 1989, quienes
encontraron un decremento en la poblacién de bovinos lecheros con esta edad en
varios hatos seropositivos, este hallazgo esta relacionado con la baja
productividad en este grupo de animales, de tal manera que el productor decide
enviarlos al rastro (12), asi mismo, Thurmond y col. demostraron que cuando
una vaca resulta seropositiva tiene una probabilidad mayor a ser desechada,
encontrando a la mayoria de estos animales en edades de 5.5 a 6.5 afios (123).

Los estudios epidemioldgicos, realizados en diversas partes del mundo, se
han favorecido por la fuerte respuesta serolégica persistente contra VLB por los
animales portadores (5,18,30,41,50,61,94,122) y debido a esta caracteristica se
han llevado a cabo diversos estudios para determinar la sensibilidad y
especificidad de algunas pruebas serologicas (9,18,42,43,46,49,51,54,83,86,91),
dentro de las mas sobresalientes han destacado la Prueba de Radioinmunoensayo
(41,51,83), ELISA (14,46,68,96,109) e Inmunoelectrotransferencia (50,76), no
obstante, tales pruebas son costosas y algo laboriosas por lo que para situaciones
de campo en las que se requiera identificar hatos o grupos de animales portadores
del VLB la IDAG continua siendo ampliamente usada (85,90). Inclusive hasta la
fecha es la tnica prueba serologica aceptada oficialmente por la Oficina
Internacional de Epizootias y por la Comunidad Econémica Europea para el
movimiento de animales de un pais a otro (54). En el presente trabajo,
empleando la prueba de IDAG, se seleccionaron arbitrariamente tres hatos en
base al indice de seropositividad contra el VLB (elevada, baja y nula
seroprevalencia) en cada uno de ellos (Cuadro VII); el procedimiento de IDAG

resultd menos sensible que las técnicas de ELISA e Inmunoelectrotransferencia
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(55% vs 72.5% y 77.9%, respectivamente) (Cuadro VII), similarmente fue
menos efectiva para encontrar animales infectados cuando se compard con las
pruebas de ELISA y Dot blot en un hato con elevada seroprevalencia (Cuadro X).
No obstante, la utilidad de IDAG se ha demostrado previamente en estudios
epizootiologicos y de control. Monke y col. (91) estimaron una sensibilidad de
98.5% de esta técnica al analizar 1296 muestras, y ademas, se ha demostrado la
eficiencia de la IDAG para erradicar y controlar al VLB en hatos lecheros con
altos indices de infeccidén (76,118).

Por lo que IDAG puede emplearse exitosamente en este tipo de estudios,
dado que para detectar hatos infectados o segregar animales seropositivos, esta
técnica puede resultar mas practica, sencilla de interpretar y de facil ejecucion.
Sin embargo, de acuerdo a los datos obtenidos en el presente trabajo, en aquellos
casos en los cuales sea necesario detectar especificamente qué animales estan
infectados o cuando los animales posean titulos bajos de anticuerpos, esta prueba
puede subestimar la seroprevalencia dada la baja sensibilidad con respecto a
ELISA, Inmunoelectrotransferencia y Dot blot.

Otros investigadores han utilizado la técnica de ELISA para detectar
anticuerpos anti-VLB (9,14,46,49), el presente trabajo, con respecto a los
anteriores, presenta variaciones menores en los parametros de tiempos de
incubacion (tanto para la adhesién del antigeno a la placa de poliestireno como
en la reaccion antigeno-anticuerpo), dilucion del suero sospechoso, bloqueador y
en el empleo de conjugado anti-IgG de bovino marcado con fosfatasa, en lugar de
peroxidasa. A pesar de esto, los valores de senstbilidad y concordancia
obtenidos, al compararse con IDAG, no fueron diferentes en gran medida con los
valores observados previamente por estos autores.

Con la técnica de ELISA, al igual que otros procedimientos serologicos, la
probabilidad de diagnosticar correctamente a animales con infecciones virales

depende de las propiedades del antigeno empleado (concentracion, pureza y
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antigenicidad) (14,46) y de las caracteristicas de la respuesta serologica contra el
virus (38,69). En el presente trabajo se pretendid detectar anticuerpos anti-Gps,
dado que existe una fuerte respuesta serologica contra este antigeno y ademas se
ha demostrado anteriormente que el hallazgo de estos anticuerpos es un buen
indicador de la infeccién por VLB (69,97). De hecho, la prueba de ELISA y Dot
blot al compararse para detectar el porcentaje de infeccion en un hato con
elevada seroprevalencia, presentaron valores muy similares de 72 y 76%
respectivamente (Tabla X).

El procedimiento empleado para purificar 1a Gps; del VLB se ha empleado
con éxito por otros investigadores (49,84), ademas, este antigeno una vez
purificado reaccioné fuertemente en IDAG contra antisueros control especifico
contra VLB (Proporcionado por el Dr.Van Der Maaten, Ames Iowa) y
previamente se ha reportado que los valores de absorbancia generados por este
antigeno en la prueba de ELISA son superiores que cuando se usa en
combinacién con otros antigenos del VLB (49).

Por otra parte, se ha determinado que las FLK-VLB estan contaminadas
con €l Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB), (comunicacion personal del
Van Der Maaten, Ames [owa) por lo que éste es otro factor que se debe de tomar
en cuenta al obtener la Gps; de las FLK-VLB, en este frabajo se comprob¢ la
pureza de la Gps, mediante electroforésis y la confrontacion de este antigeno
contra antisueros especificos contra VLB y VDVB, asi que la posibilidad de
contaminacion con proteinas del VDVB, con este procedimiento es nula y es
muy baja la probabilidad de que los resultados ELISA-positivos lo sean por
detectar anticuerpos anti-VDVB.

La mayor sensibilidad de las pruebas inmunoenzimaticas para detectar
animales con anticuerpos contra VLB comparadas con la IDAG, pudo deberse a
que estas pruebas tal vez detectaron algunas subclases de Inmunoglobulina G, las

cuales no precipitaron en el gel de la IDAG, esta observacion se apoya en el
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reporte de Nguyen y Mes (97) quienes encontraron vacas con signos clinicos de
infeccion por VLB positivas con ELISA que resultaron seronegativos a IDAG.
Situacién, que similarmente fue observada en el presente estudio al comparar la
eficacia de IDAG, ELISA y Dot Blot, un hato con elevada seroprevalencia
(Cuadro X) v a la comparacion de las pruebas seroldgicas (IDAG, ELISA e
Inmunoelectrotransferencia) para detectar la infeccion en hatos con diferente
seroprevalencia (Cuadro VII).

Las pruebas inmunoenzimaticas presentaron una concordancia general del
100% (Cuadro VIII), no obstante se encontraron discrepancias en tres sueros de
cada hato lechero analizado (sueros 11,17 y 38 del hato con alta seroprevalencia,
Tabla 1 de Apéndice; y sueros 10,16 y 29 del hato con baja seroprevalencia,
Tabla 2 de Apéndice) y éstas pudieron ocasionarse tal vez a errores en el proceso
de ambas técnicas o a fallas en la interpretacion de cada prueba.

No obstante lo anterior, ELISA puede llegar a establecerse como una
prueba rutinaria para diagnosticar la infeccién por VLB, dado que los resultados
se producen en menor tiempo que IDAG e Inmunoelectrotransferencia, se pueden
cuantificar e interpretar ficilmente (una vez estandarizada) y ademds una vez
sensibilizadas las placas (ver material y métodos) se pueden almacenar por un
periodo razonable sin pérdida de la actividad antigénica de la Gps, y se puede
adaptar esta técnica para detectar anticuerpos presentes en leche o calostro de
animales dado que es una prueba mas sensible que IDAG (69,97).

Walker y col. describieron un procedimiento de
Inmunoelectrotransferencia para detectar anticuerpos anti-p4 en ganado bovino y
ovino infectado experimentalmente con el virus de la leucosis bovina mientras
que Grover y Guilleman describieron el proceso por el mismo método para
detectar simultaneamente anticuerpos anti-p24 y anti-Gps;, en muestras de suero
provenientes de animales infectados con VLB con diferentes condiciones clinicas

( Linfosarcoma adulto, Linfocitosis persistente, leucémicos y aleucémicos). En
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ambos estudios el IET demostré mas especificidad y sensibilidad al compararse
con las metodologias de ELISA ¢ IDAG. En el presente trabajo, con los
resultados de la seropositividad a IDAG se seleccionaron tres hatos con
diferentes grados de seroprevalencia contra VLB, observandose que las pruebas
inmunoenzimaticas ELISA e IET, al considerar el total de la poblacion estudiada,
detectaron el mismo porcentaje general de muestras positivas y fueron mas
sensibles que IDAG (Cuadro VII). No obstante, en el hato con alta
secropositividad a IDAG (22/40,55%, hato A), la Inmunoelectrotransferencia
detecto el 77.9% (31/40) de las muestras, mientras que ELISA detect6 el 72.5%
(29/40) de los estudiados, esta situacion no fue igual en el hato con baja
seropositividad (12.1%, 4/33; IDAG, hato B) dado que IET detectdé como
positivos al 21.1% (7/33) y ELISA al 27.3% (9/33) de las muestras, (Cuadro VII
y Tabla 1 y 2 de Apéndice). Un estudio previo realizado por Zanoni y col.
compararon la sensibilidad de ELISA e IET para detectar anticuerpos contra el
virus de Artntis Encefaliis Caprina y determinaron que todas las muestras
positivas por ELISA también lo fueron por IET y ademas un grupo de muestras
con resultados dudosos en ELISA fueron claramente resueltos por IET .

Las discrepancias observadas en nuestro estudio, tal vez se deban en parte
a que las lecturas de Densidad Optica en la prueba de ELISA, particularmente en
las muestras 11,12,17 y 38 del hato A y las muestras 10, 16 y 29 del hato B, se
encontraron cercanas al punto de corte (0. 2 D.O.) y probablemente este se
encuentre subestimado. O bien que la menor estabilidad de la enzima fosfatasa
utilizada para ELISA con respecto a la peroxidasa empleada para IET influya en
estos resultados.

Por lo que tomando en cuenta lo anterior es evidente que nuestro estudio
confirma los resultados que indican que IET es mas sensible que otras pruebas

rutinarias, particularmente IDAG, empleadas para el diagnostico de VLB, ademas
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con IET se determina especificamente contra cual (es) antigeno (s) reacciona (n)
el (los) anticuerpo (s).

Los viriones y antigenos del VLB no pueden ser demostrados en linfocitos
de vacas seropositivas a menos que €stos sean cultivados y de hecho la expresién
" in vitro" del VLB se puede detectar a las tres horas de incubacion pero tienen su
maxima produccién a las 18-24 horas (25). La deteccion de antigenos del VLB a
partir de linfocitos cultivados se ha realizado por varios grupos de investigadores
en otros paises, con el propdsito de correlacionar el nivel de expresion del virus
con el mimero de linfocitos infectados (y asi la infectividad de un animal), en
nuestro trabajo se empled esta metodologia y la de fijacién de complemento para
demostrar la presencia de antigenos en sobrenadante de cultivo de linfocitos en
animales con serologia positiva o negativa, como se demuestra en el Cuadro IX|
hubo una correlacion de 100% entre estas dos pruebas para detectar los antigenos
del Virus, no obstante con la IET fue posible distinguir serorreacciones contra
diferentes proteinas estructurales y no estructurales (Figura 8). La deteccién de
antigenos del VLB en cultivo de Mononucleares se ha llevado a cabo por
diferentes pruebas serologicas como Inmunofluorescencia, Inmunodifusion e
Inmunodifusién radial (25,70), sin embargo, estas pruebas (como se observa con
la Prueba de Fijacién de Complemento realizada en el presente estudio) no
detectan qué o cudles proteinas virales son expresadas por el VLB como fue
posible resolver con la IET. En estudios subsecuentes de infectividad Ia
metodologia de FC, tal vez nos puede permitir la deteccién de vacas con MSP
con altos niveles de expresion in vitro, y mediante ello favorecer la deteccion
temprana de animales “altamente infecciosos” para separarlos del hato,
independientemente de su seroldgico contra VLB, y evitar la difusion del VLB.
No obstante, como es observado aqui seria necesario la confirmaciéon de la
infeccion con IET. Anteriormente Weber y col (116) propusieron que la

deteccion de viriones y/o antigenos virales en cultivos de linfocitos formen la
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base para desechar animales "altamente infecciosos”. No obstante es importante
conocer si existen diferencias en los niveles de MSP infectados en los diferentes
estados fisioldgicos en los cuales se encuentran las vacas en un hato lechero.

La prueba de Dot blot fue mas sensible que las pruebas serologicas IDAG
y ELISA para detectar la infeccion por VLB en un 614% y 5.2%
respectivamente y se detectd el provirus en el 100% de los amimales
seropositivos, estos resultados nos indican que un alto nimero de animales con
serologia negativa por IDAG estan infectados con el virus. Las pruebas
serologicas son una buena herramienta para detectar hatos infectados con VLB,
sin embargo, como es observado en el Cuadro X, éstas no siempre son capaces de
determinar la infeccion en casos individuales, lo antenior es apoyado por estudios
en los cuales han determinado que las metodologias serolégicas para detectar
VLB, particularmente IDAG, no detectan infecciones tempranas; por otro lado,
sus resultados dependieron de la concentracion de anticuerpos presentes en la
muestra. Anteriormente también se ha reportado que los métodos serologicos
pueden no detectar anticuerpos anti-VLB en animales coinfectados con el Virus
de la Leucosis Bovina y el Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB),
probablemente debido al efecto inmunosupresor de este ultimo en animales
infectados.

Por otra parte, s¢ ha documentado que hembras de bovinos cercanos al
parto presentan un descenso en el titulo de anticuerpo contra algunas infecciones,
incluyendo VLB, por lo que el bajo indice de seropositivos encontrado
comparado con el Dot blot, tal vez refleje que estos animales se encontraban en
este estado fisiologico.

El alto niumero de animales detectados como positivos con Dot blot en
nuestro estudio contrasta con lo reportado por otros autores (99) quienes
empleando Southerblot en MSP no pudieron detectar al provirus en ¢l 50% de la

poblacion afectada con VLB.



7. CONCLUSIONES

La seroprevalencia contra el Virus de la Leucosis Bovina (VLB) en
Bovinos de la zona noreste de México es de 20.8%.

Los bovinos destinados a la produccién de leche resultaron mas afectados
(p < 0.01) con 39.8% (539/1353) que los destinados a la produccién de carne
(0.7%, 9/1285).

La seroprevalencia por hatos de cada municipio estudiado varié desde 0
bhasta 21.7%.

La Prueba de Inmunodifusion en Agar Gel (IDAG) subestima la
prevalencia real de la linfeccion por el Virus de la Leucosis Bovina Enzootica.

Las pruebas Inmunoenzimaticas (ELISA e IET) son mas sensibles que la
IDAG para detectar serologicamente la infeccion por VLB,

El provirus (viriones) del Virus de la Leucosis Bovina Enzootica circula
con alta frecuencia en vacas lecheras del Noreste de México.

Los mononucleares sanguineos periféricos de vacas seropositivas
expresan niveles de antigenos del VLB detectables por Fijacion de Complemento
e Inmunmoelectrotransferencia.

En el Noreste de México existen vacas serologicamente (IDAG) negativas
pero infectadas con el VLB, lo cual, aunado a las practicas de manejo y al

intercambio de ganado en la zona, mantienen la infeccién por VLB en esta area.
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APENDICE

Constitucion del medio FLK-BLV ( Mantenimiento )
Medio Dulbeccos modificado 100 ml. 2x
Suero fetal bovino 16 ml
Penicilina-Estreptomicina ( 1%) 0.2 ml.
Bicarbonato de Sodio 15 ml.
aforar con HyO tridestilada 200 ml.

Medio para la Produccion de Antigeno soluble

Dulbeccos modificado 50 ml 2x
Suero Fetal Bovino 5 ml
Penicilina-Estreptomicina 0.1 ml.
Bicarbonato de Sodio 10 ml.

Aforar con H>O tridestilada 100 ml.

Buffer's
PBS ph 7.4 0.05M
soluto cantidad 10lts cantidad 1 1t
Na2 HPO4 16.7 gr 1.67 gr
Na H2 PO4 57gr 0.57 gr
Na Cl 85.0 gr 8.50 gr
Na N3 100 mg 10 mg

Disolver en agua destilada aforar a 10 lts, checar el ph y almacenar a temperatura
de cuarto.
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TRIS - HCI

12.1 gr tris (hidroximethylamina)

1 M HCI
Disolver el tris en 800 ml y ajustar el ph a 7.4 usando 1 M de HCl aforara 1 Ity
almacenar a 4 grados centigrados.

BUFFER DE DIETANOLAMINA 0.1 M, ph 9.8

10.1 mg MgClI2

0.5 H20
Disolver en 60ml de agua destilada mas 19.4 ml de dietanolamina, mezclar muy
bien y ajustar el ph a 9.8 con HCI concentrado y aforar a 100 ml agregar 20 mg

de NaN3 y almacenar en frasco oscuro a 4 grados centigrados.

Buffer’s empleados en el Dot blot
A).- Buffer de bloqueo (almacenar entre 0-4°C)
50mM Trizma-HCl
ImM EDTA
0.3% Tween20
25% leche descremada
pH 7.5
B).- Buffer 1
100mM Trizma-HCl
1.0 M NaCl
2mM MgCl,
0.05% Triton X-100
pH 7.5
C).- Buffer 2
100 mM Trizma-HCl



1.0 NaCl

S5mM Mg(Cl,

pH 9.5

D).- Buffer 3

100 mM Trizma-HCI
100mM NaCl
5mM MgCl,
pH 9.5

Componentes incluidos en el juego comercial “SulfoPROBE”
1.- Solucién de Modificacion A

2.- Solucion de Modificacion B

3.- Solucion de DNA de esperma de salmoén (0.5 mg/ml)

4.- Dna de Testiculo de salmén (0.3 mg/ml)

5.- Anticuerpos monoclonales contra DNA modificado (Anti-DNA)

6.- Anticuerpo anti-IgG de raton conjugado a fosfatasa alcalina

7.- Azul de Tetrazolio (NBT)

8.-5-Bromo-4-cloro-3-indol fosfato (BCIP) en dimetilformamida (50 mg/ml).

Procedimiento del juego comercial “SulfoPROBE”
I.- Reaccion de modificacion
a).-Diluir el DNA (plasmido) a modificar en agua destilada (0.5mg/ml).
b).- Desnaturalizar el DNA en calentandolo por 10 minutos.
c).- Enfriar en hielo
d).- Agregar 501l de la solucion de modificacion A a 0.1ml del DNA
desnaturalizado, agitar y despues agregar 12.5ul de la solucion de

modificacion B, agitar brevemente.

e).- Se incuba ésta mezcla durante toda la noche a temperatura ambiente.
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I1.- Control de la reaccion de modificacion

a).- Se depaosita 100l de la solucion del DNA de esperma de salmén.

b).- Se efectua la reaccion de modificacion como en la seccion L.

III.- Se emplea el DNA del testiculo de salmon como agente bloqueador en la
membrana durante la prehibndacion. La actividad optima en la reaccion de
hibridacion se obtiene si el DNA modificado (etapal) se utiliza a una
concentracion de 1.0-10.0 ug/ml.

IV.- Visualizacion inmunologica de la hibridacién (Hibrido).

a).- Se transfiere la membrana a una bolsa de plastico. Se agregan 50l
del Buffer de bloqueo por cada cm® | se sella la bolsa y se incuba
durante 1hora a temperatura de cuarto agitandose durante este tiempo.
Mientras tanto el anticuerpo anti-DNA se diluye 1:300 en Buffer de
bloqueo. ( se prepara un volumen suficiente para 50 pl por cm’.

b).- Se abre la bolsa, se desacarta el buffer de bloqueo y se agrega el
anticuerpo anti-DNA recién diluido. se vuelve a sellar la bolsa y se

incuba durante una hora a temperatura de cuarto con agitacion
constante.

c).- Se lava 1a membrana 3 veces en Buffer 1 (15 minutos por lavado
usando 3 ml/em? por cada lavado).

d).- Se coloca la membrana en una nueva bolsa de plastico. El anticuerpo
anti-IgG conjugado con fosfatasa alcalina se diluye 1:300 en Buffer
de bloqueo (50ul por cm® de membrana). se agrega el conjugado a la
bolsa y se incuba 1 hora a temperatura ambiente con agitacion.

c).- Despues de la ultima incubacion (etapa d) se lava 3 veces con el
Buffer 1 al menos 20 minutos por lavado, despues 2 veces con ¢l

Buffer 2.

d).- Se deposita la membrana (lado no reactivo) en papel filtro durante 2

minutos.
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e).- Mientras tanto, se prepara la solucion de sustrato cromogénica a una

concentracion final de 0.3 mg/ml de NBT y 0.2 mg/ml BCIP en

Buffer 3. (La solucion cromogénica se debe de preparar

inmediatamente antes de uso o almacenarse en pequefias alicuotas a -

20°C, estable por 1-2 semanas).

d).- Se transfiere la membrana lavada a una nueva bolsa de plastico. Se

agregan 5 ml de la solucion del substrato recién preparada. Se sella la bolsa y se

incuba a temperatura de cuarto durante 10-30 minutos en la oscuridad ( si el

color no es evidente se incuba una hora mas o hasta que se desarrolle el color. Se

detiene la reaccion sumergiendo la membrana en agua.

MEDIO LURIA-BERTONI (L-B)
Bacto-Triptona .......... 10 gr.
Extracto de Levadura .... 5 gr.
Cloruro de Sodto ........ 10 gr.
Aforaraa................ 1000 ml
Ajustar pH a 7.5 con NaOH

Soluciones para la prueba de Fijacion de Complemento

Diluyente Solucion Salina (0.85%)

Cloruro de Sodio .................. 0.85 gr.
Sol'n stock de iones de Calcio..... 0.1 ml.
Sol'n de Azidade sodio ........... 0.025 ml.

Apgua bidestilada .................. 100 ml,



Solucién stock de iones de Calcio
1 M Cloruro de Magnesio (9.5 gr. Cloruro de Magnesio anhidro)
0.3 M Cloruro de Calcio (3.7 gr. Cloruro de Calcto Anhidro)
Aforara a 100 ml. de agua bidestilada.

Colecta y almacenamiento de eritrocitos de oveja
Los eritricttos de oveja usados como indicador de hemolisis se obtuvieron a
partir de la vena yugular de un ovino sulfok de 1 afio de edad; previa depilacion
del drea con una aguja y )eriga estéril la sangre se extrajo y se mezclé con
Solucién de Alsever contenida en un frasco del cual se fraccionaron en alicuotas
de 5 ml. en condiciones de estérilidad, se almacenaron en refrigeracion y se

emplearon hasta despues de 5 dias de colectados.

Solucion de Alsever's

Glucosa .......cccevennnene. 18.66 g
Cloruro de Sodio ............. 418¢g
Citrato de Sodio ............. 8.00¢g
Acido Citrico ................ 055g

Agua bidestilada aforara ... 1000 ml

Se esteriliza en autoclave a 110 Libras de presion a durante 10 minutos.

Lavado de los eritrocitos (realizarse el mismo dia de uso)

1.- 10 ml de sangre almacenada en alsever's se mezclan con 40 ml del diluyente
estos se _ a 1500 rpm. durante 10 m.

2.- El sedimento se mantiene y se remueve la capa de leucocitos junto con el
sobrenadante.

3.- se le agregan de nuevo 40 ml. de diluyente y se repiten los pasos anteriores.
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4.- despues se resuspenden en 10 ml de diluyente y se depositan en un tubo

conico graduado para 15 ml. estos se _a 1500g x 10m

se anota la cantidad de sedimento y se remueve cuidadosamente el sobrenadante.

Preparacion de Complemento
Se alimentaron 4 cobayos adultos _ con alfalfa verde durante 1 semana y 12
horas antes de sangrar se les quito la alimentacion y se les mantuvo con agua.
La sangre se obtuvo directo del corazén y se depositaron en tubos limpios, ¢l
suero se obtuvo inmediatamente (no mas de 1 hora) despues de formacion del

coagulo con _ del tubo a 2000 rpm



Tabla 1.-Concordancia entre las técnicas Tabla 2.-Concordancia entre las técnicas

serologicas para detectar anticuerpos anti-VLB serologicas detectar anticuerpos anti-VLB
en un hato con elevada (IDAG) seroprevalencia €n un %lato c%ar%aja (IDAG) scrogoevalencia.
Numero L ELISA/DO | Inmunoblot | IDAG umero | ELISA/DO | Inmunohlot { IDAG
1 +/0.46 + + 1 =/0.10 = =
2 +/0.38 + + z +/0.30 + +
3 +/0.67 + + 3 +/0.38 + +
4 +/0.35 + + y
5 /0,49 n s 4 =[0.12 = =
6 +/0.33 + + 3 -/0,10 = =
7 0.10 - _ 6 -/0,08 - -
3 -/0.08 - - 7 -f0,02 - -
9 +/0.37 + + 8 -{0,08 - -
10 +/0.42 + + 9 -/0.08 - -
11 -f0.17 + - 10 +/0,22 - =
12 -0.17 + - 11 -/0.15 = =
13 +/0.33 + +
14 +/0.49 + + }§ jﬁ' iz _ _
15 -/0.08 - - -
T /0,08 . . 14 -10.10 - -
17 +/0.22 - - 13 0.30 + -
13 +/0 43 + + 16 +/0,24 - -
19 -/0.09 - - 17 '/0-17 = i
20 -f0.08 - - 18 -f0,10 - -
21 +/0.29 + - 19 -/0.08 - =
22 +/0.30 + - 20 +/0.38 + -
23 +/0.26 + - 21 -/0.10 = -
24 +/0.38 + + 22 -0.12 - =
25 -f0.15 - - 23 -/0,16 = =
26 +/0.28 + =
27 +/0.33 + - gg _;g' iﬁ . -
3% | /038 ¥ + % /0,10 - -
29 +/0.43 + + !
30 +/0.45 ¥ T 27 -10.12 - =
T /0 47 - + 28 -/0.10 - -
32 +/0.43 + + 29 -10.18 + el
33 +/0.76 + + 30 -/0.16 - -
34 +/0.47 + + 31 +/0.48 + +
35 +/0.43 + + 3 +/0,44 + +
36 +/0.28 + = 33 /0,12 = =
37 +/0.36 + +
38 -0.17 + =
39 -/0.10 - -
40 +/0.38 Y +







