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. INTRODUCCION

La Leucosis Enzoodtica Bovina (LEB) es una enfermedad de distribucion
mundial, siendo de mayor incidencia en los sistemas de produccion lactea en
sistemas intensivos. Por esta razén paises desarrollados o con gran interés en la
exportacion de lacteos, como Australia y Nueva Zelanda, tienen programas para

su control y erradicacion.

La LEB es provocada por un virus, el cual puede llegar a infectar a un
elevado porcentaje de los bovinos de un hato. Sin embargo, solo un porcentaje
pequefio desarrollan sintomas clinicos. Uno de los sintomas por la que esta
caracterizada esta enfermedad es por la presencia de tumores, siendo en estos
casos mortal. El resto de los animales que no desarrollan sintomas, son la
principal fuente de contagio, ya que son portadores del virus el resto de sus vidas.
Su transmision es de forma horizontal y rara vez de forma vertical. El método de

diagndstico es por la determinacién de la presencia de anticuerpos.

La prueba de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay o ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) es un técnica seroldgica, que puede ser usada
para detectar cualquier anticuerpo o antigeno conocido. Combina la especificidad
de los anticuerpos con la sensibilidad de un ensayo enzimatico, mediante el uso
de anticuerpos o de antigenos unidos a una enzima facilmente detectable. La
deteccién es posible gracias a la conversion enzimatica de un sustrato en un

producto coloreado.

En el hato del Instituto Indigena Santiago se cuenta con certificado libre de
Brucelosis y Tuberculosis extendido por el MAGA. Entre las enfermedades que
mas frecuentemente se presentan y que podrian estar asociados a la LEB

tenemos papilomatosis, anaplasmosis, piroplasmosis y mastitis.



Este proyecto de investigacion pretendié detectar anticuerpos contra LEB
en el hato lechero del Instituto Indigena Santiago, por medio de la prueba de
ELISA y para determinar si la enfermedad esta presente en el hato.



Il. HIPOTESIS

Los animales del hato lechero perteneciente al Instituto Indigena Santiago

presentan anticuerpos contra Leucosis Bovina.



lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales
* Contribuir con el diagnostico de enfermedades del hato bovino en el
Instituto Indigena Santiago.
* Establecer la presencia de Leucosis Enzodtica Bovina en el hato bovino del
Instituto Indigena Santiago.

3.2 Objetivos especificos
* Determinar la presencia de anticuerpos de Leucosis bovina por medio de la
prueba de ELISA.

» Establecer si existe asociacion entre la edad y el resultado de la prueba a
LEB.

* Determinar la presencia de sintomas clinicos correspondientes al cuadro
clinico de LEB.

» Establecer la prevalencia de LEB en el hato bovino.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Leucosis Enzootica Bovina

La leucosis enzodtica bovina (LEB) es una enfermedad de distribucion
mundial, siendo de mayor incidencia en los sistemas de produccion de leche. Es
por esta razon que los paises desarrollados o con interés en la exportacion de
lacteos, como Australia y Nueva Zelanda, tienen programas para su control y
erradicacion. (Mangold, Maciel, Abdala & Castelli, 1999)

El agente etiologico de la LEB es un virus que puede llegar a infectar a un
elevado porcentaje de los bovinos de un hato. Sin embargo solo un numero bajo
de ellos, generalmente mayores de tres afos, pueden desarrollar sintomas
clinicos de la enfermedad, caracterizada por la presencia de tumores
(linfosarcomas) y siendo mortal en estos casos. El resto de los bovinos infectados
que no desarrollan la enfermedad clinica constituyen el principal foco de infeccidn,
puesto que son portadores de por vida del virus. La forma de detectarlos es
determinando la presencia de anticuerpos. De los bovinos que tienen anticuerpos
contra el virus de la LEB, en un 30% esta incrementado el numero de gldbulos
blancos (fundamentalmente linfocitos) en sangre circulante y se les denomina
bovinos con linfocitosis persistente. Es importante su deteccidon porque

representan una elevada fuente de contagio. (Mangold et al.,1999)

Existen algunas evidencias de que las vacas infectadas y sin sintomas
clinicos de la enfermedad pueden tener una menor produccién de leche y una
disminucién de la respuesta inmunolégica a otras enfermedades. Ademas, es una
limitante para la exportacion de vacunos y la comercializacién del semen vy

embriones. (Mangold et al.,1999)



4.1.1 Etiologia

Es causada por un virus ARN de la familia Retroviridae tipo “C”, de la
subfamilia Oncoviridae y género Deltavirus, que causa linfosarcomas. El virus es
morfolégicamente similar a los virus de la leucemia de otras especies y puede
crecer en cultivo tisular. Se presenta con mayor frecuencia en los animales
mayores de tres afios, con una morbilidad alta en mayores de ocho afios y con
menos frecuencia en animales menores de tres afios y rara vez ocurre en
animales menores de dos afos. La mortalidad varia de 2 al 5%. La incidencia es
mayor en rebafios grandes que en pequenos. (Gonzalez, Oliva & Etcheverrigaray,
1998)

El virus de la LEB, como otros retrovirus, esta compuesto por ARN,
proteinas, glicosiladas y no glicosiladas, ademas de una enzima ADN polimerasa-
ARN dependiente (transcriptasa reversa). (Cano & Camacho, 2010)

Inmunolégicamente esta relacionado con el virus de la Leucosis Ovina, una
enfermedad probablemente idéntica a LEB y con los virus de las leucemias
humanas a células T (HTLV-1 y HTLV). (Cano et al., 2010)

4.1.2 Epidemiologia

Los bovinos son los unicos animales que se infectan en forma natural y se
consideran como el principal y mas importante hospedero del virus de la LEB. La
infeccion no extiende de bovinos a ovinos cuando estos animales estan
mezclados, ni lo hace en forma experimental entre ovinos infectados y no
infectados. (Ochoa, 1998)

Se han encontrado y se han registrado muertes debido al linfosarcoma,

pero estos casos han sido tan raros que se han tratado como el resultado de una



transmision accidental de LEB mas que una evidencia de que las ovejas tengan

una reserva significativa del virus.

En bovinos, la infeccion por LEB es permanente, y no se ha demostrado
gque ocurra recuperacion espontanea. Esto probablemente se debe a la
localizacion del virus en linfocitos en un estado no manifiesto ni productivo, lo que
causa incapacidad para formar anticuerpos para detener la infeccién. La
multiplicacion del virus no es necesaria para su supervivencia o transmision.
Ademas de su localizacion, el virus es capaz de sufrir cambios antigénicos
periodicos, para asi escapar al control que ejercen los mecanismos de inmunidad.
Por tanto, el animal infectado sigue siendo fuente de infeccion durante largos
lapsos, quiza toda su vida, independientemente de la existencia simultanea en el

animal de anticuerpos especificos. (Ochoa, 1998)

En los paises templados, las conversiones serologicas de los animales son
mas numerosas al final del verano. Los casos tumorales aparecen en cualquier

momento del ano.

4.1.2.1 Fuentes del virus

La fuente del virus casi exclusiva esta representada por los bovinos
infectados. El virus de la LEB esta presente en los linfocitos de los animales
infectados, asi que toda materia extraida de los un bovino infectado y que

contenga linfocitos, puede ser virulenta.

4.1.2.1.1 La sangre

Solamente en la fraccion celular de la sangre se alberga el virus. No
obstante en el caso de almacenamiento prolongado de la muestras, el virus puede
aislarse también en plasma sanguineo, debido a la lisis celular. El nivel de viremia
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puede apreciarse investigando la cantidad minima de sangre de un bovino
infectado necesaria para transmitir la enfermedad: 1/100 de gota puede ser
suficiente. Se ha demostrado que la sangre de un bovino puede ser infecciosa
hasta, mas o menos quince dias antes de la aparicion de los anticuerpos seéricos.
La transmisién de la infeccion se asegura en forma mas eficaz con la ayuda de los

linfocitos infectados que con una suspension de particulas virales. (Ochoa, 1998)

4.1.2.1.2 Calostro y la leche

El virus se ha puesto en evidencia en la leche y en el calostro de vacas

infectadas.

4.1.2.1.3 El esperma

Parece que el esperma no es virulento en condiciones normales. No
obstante, las lesiones traumaticas o inflamatorias podrian permitir, en ciertos

casos, su contaminacién por intermedio de los linfocitos. (Ochoa, 1998)

4.1.2.1.4 Otras Secreciones

En orina y heces la investigacion del virus por la inoculacién al cordero, se

ha mostrado siempre negativa.

Se ha demostrado que la virulencia de la saliva es de un 30%.

El virus se ha aislado de la fraccién celular del liquido de lavado bronquial

en el 66% de los casos. En el 33% de los casos, la secreciones nasales se han

revelado virulentas (fraccion celular unicamente). Estos resultados no son



sorprendentes por la razon de flujo permanente que existe entre la circulacion

general y el pulmon. (Ochoa, 1998)

4.1.3 Predisposicidon genética

Existe una notable tendencia familiar a la enfermedad, y si bien el
mecanismo no es del todo claro, hay pruebas preliminares de que la resistencia a
la infeccidon por el virus de la LEB esta determinada por factores genéticos. El
desarrollo de tumores entre los animales infectados con el virus de la LEB esta
influenciado por factores viroldgicos, genéticos e inmunolégicos. (Ochoa, 1998)

Se ha reconocido por largo tiempo que existe la posibilidad que factores
genéticos que influyan en el desarrollo de tumores en animales infectados con
LEB, ya que se ha registrado numerosos casos de tumor dentro de ciertas
familias. Estudios han confirmado esta susceptibilidad genética en la formacién de
tumores. Estos también proporcionan evidencia que la linfomatosis persistente
como una respuesta a la infeccion por el virus de la LEB puede estar relacionada
con factores hereditarios (Ochoa, 1998)

4.1.4 Transmision

La transmision de la enfermedad puede ser horizontal (de bovino a bovino)
o vertical (de la madre a hijo). Los artropodos hematdéfagos parasitos de los
bovinos (tdbanos, mosca brava) podrian ser otra via de diseminacion de la

infeccion.



Figura No. 1 Mecanismos de Transmision de la Leucosis Bovina

Bovino infectado
fﬁ\

Bovino susceptible

1. Contacto directo
2. Contacto indirecto por agujas, maternial
. ) quirirgico y ofros

3. Insectos hematofagos

4. Tranemisibn placentaria

5. Calostro y leche

Fuente: infortambo,1999

Cuando el numero de bovinos y la carga animal por unidad de superficie
son altos la transmision horizontal se ve facilitada porque el hacinamiento favorece

el contacto fisico y la transmision del virus. (Servicio Agricola Ganadero, 2000)

4.1.4.1 Transmision directa

El bovino infectado es la fuente de diseminacion del virus, por lo que la
transmision horizontal es la mas importante y la que produce mayor cantidad de
nuevos infectados. Esta ocurre por el traspaso de los glébulos blancos (linfocitos)
infectados con el virus de un bovino enfermo o portador a otro sano. En las
secreciones y fluidos biologicos (sangre, leche, calostro, secrecidn nasal, saliva,
semen y orina) se puede encontrar linfocitos infectados, pero la mayor proporcion
de ellos se encuentra en la sangre de los bovinos enfermos o portadores. Por lo

tanto, todas las practicas tales como extraccion de sangre, vacunacion castracion,
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descorne, inyecciéon de medicamentos, cirugia, palpacion rectal, tatuaje, etc. que
se realicen sin respetar las medidas higiénicas, son las vias mas importantes de

transmision. (Mangold et al.,1999.)

4.1.4.1.1 Via oral

La transmision oral a un ternero por el calostro o leche ha sido demostrada
en condiciones experimentales. El papel de la leche y el calostro, a pesar de su
caracter potencialmente virulento, parece limitado en condiciones naturales en

relacion a los factores de contacto. (Bolafos, 1983)

4.1.4.1.2 Via respiratoria

La instilacion de un aerosol virulento via intranasal permite reproducir la
infeccidn. La inoculacion intratraqueal de 5-10% de linfocitos ha provocado en un
100% la infeccion de los bovinos.

Siendo las materias de expectoracion de los bovinos infectados son

potencialmente virulentas y juegan un papel importante en la transmision.

Experimentalmente la infeccidn se logra por inyeccion subcutanea,
intradérmica y por infusion intratraqueal y no por via oral. La transmision
experimental de bovinos a ovinos es tan facil que se ha convertido en la técnica de
eleccidén para demostrar la presencia del virus. Se produce con éxito la transmision
experimental utilizando tumores o virus del cultivo tisular en bovinos, ovinos vy

caprinos, formandose solamente tumores en los rumiantes.
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4.1.4.1.3 Via venérea

Parece existir un agente espermatico inactivante del virus, lo que explicaria
las dificultades de aislamiento del virus en el esperma de los bovinos infectados.

El papel de esta via en la transmisién es menor. Por otra parte no existe
ninguna publicacion que manifieste actualmente que ha habido casos de

transmision venérea en condiciones naturales. (Ochoa, 1998)

El virus no se ha detectado en semen, u ovocitos ni en embriones bovinos.

4.1.4.1.4 Trasmision intrauterina

La transmision vertical es de menor importancia, ya que menos del 10% de
los terneros nacidos de vacas infectadas son seropositivos gracias a la barrera

placentaria.

4.1.5 Formas de presentacion

4.1.5.1 Leucosis esporadica

Es de causa desconocida y se presenta de tres formas: leucosis del ternero
o multicéntrica (casos aislados, no transmisible), leucosis timica en animales
jovenes hasta un afo de edad y leucosis cutanea en jovenes y adultos (Servicio
Agricola Ganadero, 2000)

4.1.5.2 Leucosis tumoral

Se observan procesos proliferativos que afectan a o6rganos o tejidos
productores de células sanguineas como médula 6sea, bazo y ganglios linfaticos.
(Servicio Agricola Ganadero, 2000)

12



4.1.5.3 Leucosis enzoética del tejido linfatico

Es la presentacion mas frecuente, los linfonodos aumentados de volumen
se encuentran infitrados con células leucocitaras o tumorales. Hay
esplenomenomegalia con puntillado blanquecino por filtracion celular. La ruptura
del bazo produce hemorragia interna y muerte subita del animal. También se
describe protusion del globo ocular, corazén con infiltracidn en velos valvulares y

nodulos en rifiones e intestino. (Servicio Agricola Ganadero,2003)

4.1.6 Sintomatologia

Se caracteriza por multiples casos en un mismo rebano de linfosarcomas
multicéntricos en bovinos adultos. Estos se desarrollan rapidamente en muchos
sitios, provocando diversos sintomas. Se pueden encontrar tumores firmes de
color blanco en cualquier érgano. En animales jovenes los tumores pueden
encontrarse en rifion, timo, higado, bazo y en nddulos linfaticos internos vy
periféricos. En adultos es comun encontrarlos a nivel de corazén, abomaso vy
médula espinal. También se puede encontrar el aumento del volumen de los
nodulos linfaticos palpables e internos, crecimiento que puede ser a simple vista o

mediante palpacion rectal, y linfocitosis persistente. (Cano et al.,2010)

4.1.7 Diagnostico

El diagnédstico de los bovinos con linfosarcoma es relativamente sencillo
para el Médico Veterinario clinico. La deteccion de los animales con linfocitosis
persistente y de los bovinos infectados sin signos clinicos, requiere de la ayuda de
un laboratorio. Las técnicas para la deteccién de los animales infectados puede

ser.
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4.1.7.1 Deteccion de anticuerpos

4.1.7.1.1 Prueba de inmunodifusiéon en agar gel (IDA)

Es sencilla y la de uso mas difundido para la deteccion de anticuerpos. Esta
prueba tiene algunas limitaciones

* Solo detecta la presencia de anticuerpos seis semanas después de la
infeccion.

* No debe de ser utilizada para la deteccion de anticuerpos un mes antes del
parto.

» Utilizarla después de los seis meses de edad (porque antes revela
anticuerpos maternos)

* Se necesitan 48 horas para obtener el resultado. (Manual Merk de
Veterinaria, 2007)

4.1.7.1.2 Enzimo-inmunoensayo (Prueba de ELISA)

Tiene las mismas limitaciones que la anterior cuando se usa en terneros. La
prueba de ELISA tiene la ventaja de detectar la presencia de anticuerpos antes
que la prueba de IDA. Ademas, se puede realizar de forma automatizada y el

resultado se obtiene dentro de las 24 horas. (Mangold et al.,1999)

Para el diagnéstico de bovinos con linfocitosis persistente, se debe hacer el
recuento de glébulos blancos y la formula leucocitaria relativa en la sangre de los
animales con serologia positiva. Aquellos que presenten un marcado incremento
en el numero de linfocitos, indicaria mayor capacidad para dispensar la
enfermedad. Este seria un método complementario de la deteccidén de anticuerpos
para definir la eliminacién de animales infectados. (Manual Merk de Veterinaria,
2007)
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4.1.7.2 Deteccion del virus

4.1.7.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica permite detectar la presencia del ADN del virus en la sangre
con anterioridad a la deteccion de anticuerpos. Su costo y complejidad la restringe
a ser utilizada en los trabajos de investigacion. (Mangold et al.,1999)

4.1.8 Diagnésticos diferenciales

Los principales diagnosticos diferenciales de los cuadros clinicos de
linfosarcoma son Tuberculosis, Paratuberculosis, Reticulopericarditis Traumatica y
Carbunclo Bacteriano (por la ruptura y/o el tamano del bazo).

4.1.9 Control y erradicacion

La metodologia a seguir para el control y la erradicacion depende de: la
edad de los animales afectados, el porcentaje de los animales infectados en el

hato, la estructura y las practicas de manejo. (Manual Merck de Veterinaria, 2007)

Si la tasa de infeccién es baja (menor del 10%), es conveniente eliminar a
los animales positivos, implementar medidas de manejo higiénico-sanitarias
estrictas y realizar el control serologico cada tres meses para ir descartando

animales positivos. (Manual Merck de Veterinaria, 2007)

Cuando no haya animales con serologia positiva, se realizara un control
anual, manteniendo siempre las medidas de higiene en las practicas semiologicas

y quirurgicas habituales. (Manual Merck de Veterinaria, 2007)

En los casos donde todos los animales hayan dado resultado negativo en
dos controles consecutivos, el establecimiento podra declararse libre de leucosis.
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A partir de ese momento se hara un seguimiento serolégico anual. Todos los
bovinos que se incorporen deben ser serologicamente negativos y se mantendran
aislados del resto. Si a los tres meses resultasen negativos a una nueva prueba

podran incorporarse al resto. (Manual Merck de Veterinaria, 2007)

Si el porcentaje de animales positivos es alto (mayor al 10%), se deberan
establecer estrictas medidas de control en todas aquellas practicas que involucren
transferencia accidental de cualquiera de los fluidos biologicos. (Manual Merck de
Veterinaria, 2007)

Una vez identificados los animales seronegativos, se debera ordefiar a las

vacas infectadas al final.

Se realizara un control serolégico periodico a todos los animales
seronegativos mayores de seis meses, y los animales positivos se deberan

eliminar lo mas pronto posible. (Manual Merck de Veterinaria, 2007)

4.2 Prueba de ELISA

El ELISA se basa en el uso de los antigenos o anticuerpos marcados con
una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunologica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por lo
tanto, sera facilmente revelada mediante la adicién de un sustrato especifico, y al
actuar la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable

mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro. (Vizcaino, 2004)
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Los diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a continuacion:

1. Anticuerpos marcados:
* ELISA Directo
* ELISA Indirecto
* ELISA Sandwich Doble (DAS)
* ELISA Sandwich Heterdlogo (HADAS)

2. Antigeno marcado:

e ELISA competitivo

4.2.1 ELISA Directo

Consta de las siguientes etapas:

* Fijacidn al soporte insoluble (“tapizado”) de antigenos especificos. Lavado
para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.

* Adicién de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una enzima. Si los
anticuerpos reaccionan con los antigenos, el complejo quedara solubilizado.
Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan
reaccionando.

* Adicidn de un sustrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

* Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (Vizcaino, 2004)
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Figura No.2 Fases de un proceso de ELISA directo

ELISA “SANDWICH"
DIRECTO

Sustrato
Conjugado color
Anticuerpo Muestra (Ac) (Suero +)

INCUBAR Y LAVAR

Fuente: http://www.sanidadanimal.info/cursos/inmuno2/ca051.htm

4.2.2 ELISA Indirecto

Consta de las siguientes etapas:

* Fijacidn al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos
objeto de estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados
deficientemente o no fijados.

* Adicidn del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran
especificamente con los antigenos fijados al soporte. Lavado para eliminar
los anticuerpos marcados que no hayan reaccionando.

* Adicibn de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y
que se encuentran fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-
anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

* Adicidn de un sustrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

* Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (OIE, 2004)
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Figura No.3 Fases de un proceso de ELISA indirecto

ELISA
INDIRECTO

Sustrato

Suero Conjugado color
Antigeno problema (Ac) (Suero +)

INCUBAR Y LAVAR

Fuente: http://www.sanidadanimal.info/cursos/inmuno2/ca051.htm

4.2.3 Pasos generales de un ELISA

= © o N o O

Tapizado del pocillo con el antigeno o anticuerpo.

Adicion de la muestra problema con la mezcla de antigenos o anticuerpos.
Union del antigeno o anticuerpo especifico al anticuerpo o antigeno
tapizado en el pocillo.

Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o anticuerpo no
unido.

Adicién del anticuerpo secundario marcado con la enzima.

Union del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo.

Lavado del pocillo para eliminar el exceso de la enzima no unida.

Adicion del sustrato.

. Uniodn del sustrato a la enzima.

0.Desarrollo del color (OIE, 2004)

4.2.4 ELISA Sandwich “DAS” (Double Antibody Sandwich)

Consta de las siguientes etapas:

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente
patogeno a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados
deficientemente o no fijados.
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Adicion de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero, plasma,
etc.), de tal forma que si esta presente el agente patdogeno de diagndstico
(antigeno), reaccionara especificamente con los anticuerpos fijados al
soporte. Lavado para eliminar los antigenos que no hayan reaccionado y
los restos de la muestra no fijados.

Adicion de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben tener un
epitopo diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el soporte)
conjugados con una enzima, los cuales reaccionan con los antigenos
afadidos con la muestra problema y que se encuentran fijjados a los
anticuerpos. Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan
reaccionando.

Adiciéon de un sustrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. (Vizcaino, 2004)

4.2.5 ELISA Sandwich “HADAS”

Consta de las siguientes etapas:

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente patégeno
a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o
no fijados.

Adicion de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero, plasma,
etc.), de tal forma que si esta presente el agente patégeno de diagnostico
(antigeno), reaccionara especificamente con los anticuerpos fijados al
soporte. Lavado para eliminar los antigenos que no hayan reaccionado y los
restos de la muestra no fijados.

Adicion de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben tener un
epitopo diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el

soporte), los cuales reaccionan con los antigenos afiadidos con la muestra
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problema y que se encuentran fijados a los anticuerpos. Lavado para
eliminar los anticuerpos que no hayan reaccionado.

Adicion de anticuerpos conjugados con una enzima anti-anticuerpos
empleados en el paso anterior. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado.

Adicién de un sustrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado (OIE, 2004)

4.2.6 ELISA Competitivo

Consta de las siguientes etapas:

Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente patégeno
a detectar. Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o
no fijados.

Adicion en concentracion conocida de una mezcla de antigenos del
anticuerpo utilizado en el paso anterior, marcados con una enzima y
antigenos desconocidos objeto de estudio. Paralelamente, afadir
unicamente antigenos del anticuerpo usado en el paso anterior marcados
con una enzima. Lavado para eliminar los antigenos que no hayan
reaccionado.

Adicién de un sustrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcada. Se puede parar la reaccion si se desea.

Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado de ambas
pruebas y comparar los resultados. Si las lecturas de ambas pruebas son
analogas, el antigeno a estudio no tiene nada que ver con los anticuerpos
empleados para tapizar el soporte. Si hay diferencia en las lecturas de
ambos pocillos, el antigeno objeto de estudio esta relacionado

serologicamente con el anticuerpo empleado para tapizar el soporte y la
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diferencia de densidad Optica, es proporcional a la concentracion del

antigeno problema de la muestra. (OIE, 2004)

Figura No.4 Fases de un proceso de ELISA competitivo

ELISA FASE LIQUIDA COMPETICION LiQUIDA COMPETICION

Faso v-qum:.a

Faso uquld-
sobre Antisuoroe  Conjugndo
Antisuero de cobaya {Ac)
Conejo

288

Sustrato
color
{Suero -)

Sustrato sin
color (Suero +)

Fuente: http://www.sanidadanimal.info/cursos/inmuno2/ca051.htm

Todos los tipos de ELISAs descritos se pueden resumir en dos grandes
grupos:
* ELISAs para detectar antigenos: ELISAs Sandwich.

* ELISAs para detectar anticuerpos: ELISAs indirectos.

La fase sdlida debe ser de un tipo que permita un facil manejo
(especialmente en los procesos de lavado) y la reproducibilidad de la unién de los
antigenos o anticuerpos sobre su superficie. Las microplacas de 96 pocillos y un
volumen de 350 microlitros son especialmente ventajosas para procesar un
elevado numero de muestras y una vez tapizadas, el material inmovilizado
permanece reactivo mucho tiempo siempre que se mantenga seco y a baja
temperatura. Normalmente se utilizan microplacas de poliestireno de fondo plano
que pueden adquirirse estériles y con o sin tapa. (Cultek, 2006)

Las técnicas de ELISA se realizan mediante la adicién secuencial de todos

los reactivos necesarios separados por etapas de lavado. Cada una de las

operaciones pueden realizarse manualmente con micropipetas o0 con
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equipamiento para la automatizacion de todas y cada una de las etapas.
(Cultek,2006)

Esta completa automatizacion se justifica por la necesidad de procesar y

analizar un gran numero de muestras y necesita una elevada repetitividad de

resultados. (Vizcaino, 2004)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos Humanos

* Tesista
* Meédicos Veterinarios encargados del laboratorio de inmunologia
* Técnicos

* Asesores

5.1.2 Recursos Biolégicos

* Muestras sanguineas de 22 bovinos

5.1.3 Recursos de campo

* Jeringas de 10ml
* Agujas #18

* Tubos de ensayo sin anticoagulante

* Hielo

* Lazos

* Nariguera
* Libreta

* Lapicero

e Termdémetro
* Reloj

* Estetoscopio
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5.1.4 Recursos de laboratorio

* Kit de ELISA para Leucosis bovina (ELISA indirecto)
* Micropipetas

* Pocillos

* Cronometro

* Centrifuga

* Recipientes para jabon

* Recipientes para sustrato

5.1.5 Gabinete

* Marcador permanente
* Block de notas

* Lapicero

* Computadora

* |Impresora

* Hojas de papel bond

5.2 Metodologia

5.2.1 Localizacion del estudio

El instituto Indigena Santiago se encuentra ubicado en el Km 15 de la
Calzada Roosevelt, zona 7 de Mixco, apartado 17 “B”-01903 en la Ciudad de
Guatemala, Guatemala.

El instituto cuenta con un hato de ganado bovino lechero que consta de 22
animales en total (3 terneras, 5 novillas, 12 reproductoras y un semental). En este
hato han estado presentes enfermedades como anaplasmosis, piroplasmosis,
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mastitis y papilomatosis, pero también esta declarado por el MAGA que es un hato

libre de brucelosis y tuberculosis.

Ademas se cuenta con otras especies de animales como aves de postura,
de engorde, de traspatio, faisanes, codornices, pavo reales, conejos, pericas

chocoyas, porcinos, ovinos, tortugas.

5.2.2 Poblacion del estudio

Se emplearon los 22 bovinos del hato de ganado lechero del Instituto

Indigena Santiago.

5.2.3 Metodologia de campo

* Las muestras y el examen clinico se realizaron en los corrales donde se
encuentra el ganado, con la ayuda del Médico Veterinario y los técnicos del
Instituto.

* Se les realizd6 examen clinico de nodulos linfaticos palpables y sus
constantes fisiologicas. (ver anexo 1)

* Las muestras sanguineas fueron obtenidas de la vena yugular, mamaria o
caudal, luego fueron colocadas en los tubos de ensayo sin anticoagulante
debidamente identificados con los numeros y/o nombres de los animales.

* Las muestras fueron colocadas en una superficie a 45° para la obtencién
del suero.

* Estas muestras fueron colocadas en la hielera con hielo para su posterior

transporte.
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5.2.4 Metodologia de laboratorio

* Primero se colocaron 50 microlitros de los sueros control en los fositos,
siendo los primeros dos de la primera columna negativos y los dos
siguientes positivos.

* Se coloco 50 microlitros de las muestras (suero).

* Se coloco 50 microlitros de buffer #1.

* Se tapd6 con papel de aluminio, e incubamos a 21°C por 1 hora.

* Se lavo 3 veces con jabon.

* Se agrego el conjugado.

* Se incubd por 30 minutos a 21°C.

* Se lavo 3 veces con jabon.

* Se coloco el sustrato #5.

* Se incubd por 20 minutos a 21°C.

* Se llevo al espectrofotometro.

* Seingresaron los datos que nos pide el programa.

* Se esperd unos minutos por el resultado.

* Se interpretaron los resultados.

5.2.5 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio de estadistica descriptiva y graficas.

La prevalencia describe la proporcion de la poblacion que padece de la
enfermedad, que queremos estudiar en un momento determinado.

Para ello debemos saber el numero total de poblacién, el numero de casos
y sustituirlo en la siguiente ecuacién: p = ——— ¢ 2%

total de la poblacién

Y para determinar la asociacién se utilizo la prueba de Chi Cuadrada.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados

Se muestrearon a los 22 animales del hato y 9 de ellos salieron

seropositivos a LEB. (ver anexo 2)

Ninguno de los animales tenia los nddulos linfaticos infartados y sus
constantes fisiologicas estaban dentro del rango normal.

6.2 Prevalencia

La prevalencia establecida fue:

9
P=—=041 =419
22 %

6.3 Analisis estadistico

Al realizar el analisis estadistico , no se encontrd6 asociacion estadistica
significativa (P> 0.53) entre la edad y el padecimiento de LEB, es decir, todas las
edades fueron susceptibles de padecerla.

6.4 Analisis y discusion de resultados

Se examino clinicamente y se realizo el analisis de 22 muestras sanguineas
correspondientes a todo el hato bovino lechero perteneciente al Instituto Indigena
Santiago, ubicado en el kilbmetro 15 de la Calzada Roosevelt, zona 7 de Mixco. El
grupo de animales estaba compuesto por 21 hembras de distintas edades y 1

semental.
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En el examen clinico se revisaron los nédulos linfaticos palpables a todos
los animales, para ver si alguno se encontraba infartado como se describe en la

literatura. De todos los animales examinados, ninguno presento linfadenopatia.

En los resultados obtenidos se encontré que en 9 de los 22 animales (41%)
hay presencia de anticuerpos contra LEB, los cuales fueron detectados por medio
de la prueba de ELISA. Las edades mas afectadas fueron 3 afos con el 50%, 4

anos con 40% y 7 afios con el 100% de la poblacién positiva. (ver anexo 3 y 4)

Los animales menores de 2 anos que se encuentran positivos, no fueron
infectados de forma vertical, pues las madres de ellas no se encontraban
positivas, lo que concuerda con la teoria, pues se habla que menos del 10% se
contagian de forma vertical. En este caso, la forma de transmision mas importante
en el hato es la horizontal. Durante el tiempo que duré el estudio no se observd
problema de ectoparasitos, pues se cuenta con un buen plan profilactico contra
ellos. Es probable que la transmision se haya dado por malas practicas de ordefio,
debido a que no solo los técnicos encargados eran los que ordefiaban sino
también los alumnos del instituto y muchas veces lo realizaban sin supervision del
técnico. Debemos tomar en cuenta que la LEB se transmite por cualquier tejido o
fémite que lleve linfocitos B de algun animal seropositivo.

Debido a que la enfermedad esta presente en el hato sin sintomatologia lo

ideal es eliminar a todos los animales positivos para poseer un hato libre de LEB y

asi evitar la diseminacion de la enfermedad.
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VIl. CONCLUSIONES

A la poblacion del hato bovino lechero del Instituto Indigena Santiago se le

detectaron anticuerpos contra LEB por medio de la prueba de ELISA.
No se encontré asociacion estadistica significativa (P>0.53) entre la edad y
el resultado de la prueba de Elisa, todas las edades son susceptibles de

padecer LEB

No hay presencia de sintomatologia correspondiente a LEB en ningun
animal perteneciente a el hato lechero.

La prevalencia de la LEB en el Instituto Indigena Santiago es de 41%.

La LEB se esta propagando dentro del hato de forma horizontal, pues las

terneras seropositivas son hijas de animales seronegativos.
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VIII. RECOMENDACIONES

Se recomienda la eliminacion de los animales positivos a LEB para evitar la

propagacion de la enfermedad tanto dentro del hato como fuera de el.

Establecer estrictas medidas de control en todas aquellas practicas que

involucren transferencia accidental de cualquiera de los fluidos biologicos.

Al momento del ordefio dejar de ultimo a las vacas seropositivas para evitar

la propagacion de la enfermedad.

Evitar el contacto de algun animal seropositivo con otro animal con las

defensas bajas para no permitir que la enfermedad se transmita.

Realizar periédicamente examenes serologicos para asegurarse que la

enfermedad no se esté transmitiendo.
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IX. RESUMEN

La Leucosis enzootica bovina es una enfermedad de distribucion mundial, la
cual puede infectar a un alto porcentaje de animales en el hato. Aunque solo un
pequefio porcentaje presenta sintomas clinicos, el resto de animales infectados
seran portadores de la enfermedad de por vida.

La prueba de ELISA es una técnica de inmunoensayo, en la cual un
antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima

capaz de generar un producto detectable como cambio de color.

En este proyecto se le corrié a todo el hato bovino una prueba de ELISA y
un examen clinico, con el propdsito de detectar anticuerpos contra Leucosis
bovina, para asi contribuir con el diagnostico de las enfermedades presentes en el

Instituto Indigena Santiago y asi evitar la diseminacion de la mismas.

Se les realizé un examen clinico y se les tomd una muestra sanguinea a la
totalidad del hato lechero, se extrajo el suero y fue transportado al laboratorio de
Microbiologia de la FMVZ USAC, en donde se les corrid la prueba de ELISA para
LEB. Luego los resultados seran interpretados con un espectrofotometro.

De los 22 animales muestreados, al 41% se le detectaron anticuerpos
contra LEB, pero ninguno de ellos presentd sintomas al momento de realizarseles
el examen clinico. Los porcentajes mas altos de animales infectados se

encuentran en las edades de 4, 3y 7 afos.
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SUMMARY

The enzootic bovine leukosis (EBL) is a worldwide spread virus, with a high
percentage of infection throughout the herd. Although, only a small percentage of
animals has shown clinical symptoms, the rest of them will carry the disease for
life.

The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is a test that uses a solid-
phase enzyme immunoassay to detect the presence of an immobilized antigen.
This can be detected by an antibody that is linked to an enzyme producing a

signal, most commonly a color change in the substrate.

For this project the ELISA test and a clinic test were performed throughout
the herd with the purpose of detecting antibodies that will fight EBL and will
contribute to the diagnose of current diseases at the Instituto Indigena Santiago
and avoid the dissemination of such.

Clinic test and blood sample was taken from the dairy cattle. The serum was
extracted and sent to the FMVZ USAC microbiology Laboratory where the ELISA
test was run to screen for EBL. Then, the results will be interpreted with an
spectrophotometer.

Of the 22 animals that were sampled, 41% presented EBL antibodies but

none of them had symptoms by the time the clinic test was taken. The highest
percentage of infected animals was found between the ages of 4, 3 and 7.
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10.1 Anexo 1

Figura No. 5 Hoja de Examen Clinico

EXAMEN CLINICO

ID del animal:
Sexo:
Edad:

Temp.

F/C:

F/R:

Movs. Ruminales:

Parotideo Pre-femoral

Mandibular

Retrofaringeo

Retromamario

Pre-escapular
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10.2 Anexo 2

Cuadro No.1 Resultado de la prueba de ELISA, septiembre 2014

Ndamero Sexo Edad Color Raza Resultado

1 10 F 43 Overo de negro | Holstein | POSITIVO
2 189 F 22 3M Overo de negro | Holstein | POSITIVO
3 182 F 426M | Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
4 07 F 329M | Overo de negro | Holstein | POSITIVO
5 184 F 12 10M | Overo de negro | Holstein | POSITIVO
6 23 F 11M Overo de negro | Holstein | POSITIVO
7 11 F 32 3M Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
8 25 F 11M Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
9 185 F 2211M | Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
10 188 F 43 Overo de negro | Holstein | POSITIVO
11 179 F ™ Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
12 04 F 72 Overo de negro | Holstein | POSITIVO
13 16 F 223M | Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
14 JOSE M 43 Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
15 178 F ™ Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
16 13 F 32 3M | Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
17 15 F 32 OM Overo de negro | Holstein | POSITIVO
18 14 F 12 8M Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
19 180 F 5M Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
20 21 F 122M | Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
21 17 F 43 Overo de negro | Holstein | NEGATIVO
22 183 F 72 Overo de negro | Holstein | POSITIVO
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10.3 Anexo 3

Figura No.6 Porcentaje de animales positivos y negativos segun la
prueba de ELISA, SEPTIEMBRE de 2014
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10.4 Anexo 4

Figura No.7 Clasificacion de los animales positivos a LEB segun
su edad, SEPTIEMBRE de 2014
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