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RESUMEN

El virus de la leucemia bovina (BLV) establece una infeccion persistente de por vida
en el ganado generando enormes pérdidas econdmicas, y Cajamarca siendo una de las
cinco principales cuencas productoras de leche en el Pert se halla frente al asedio de
esta enfermedad. La leucosis bovina (LB) causa una infeccion persistente de las células
B, lo que da lugar a la enfermedad denominada leucosis bovina enzodtica (LBE) o
leucosis bovina (LB). El objetivo del presente estudio fue conocer la seroprevalencia
del LB en hatos lecheros de crianza extensiva de la region de Cajamarca. Se analizaron
464 muestras de suero bovino de 10 provincias del departamento de Cajamarca para
detectar anticuerpos contra la gp51 del virus de la leucosis bovina. La seroprevalencia
encontrada fue del 8%. Dentro de las provincias de Cajamarca, San Pablo, San Marcos,
Chota, Celendin y Cajabamba se observo un mayor nimero de casos seropositivos
para LB con seroprevalencias de 25,5%, 12,86%, 12,86%, 6,70%, 5,13% y 3,20%,
respectivamente; y negativos (0%) para las provincias de San Miguel, Cutervo,
Hualgayoc y Santa Cruz. Estos reportes resaltan la necesidad de implantar estrategias

de control sanitario y vigilancia activa para mitigar la propagacion de LB en la region.

Palabras clave: gp51, ELISA competitivo, leucosis bovina (LB), anticuerpos

neutralizantes, trasmision.
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ABSTRACT

Bovine leukemia virus (BLV) causes a lifelong persistent infection in cattle, leading to
significant economic losses in the dairy industry. Cajamarca, one of the five main milk-
producing regions in Peru, is currently at risk due to the presence of this disease.
Bovine leukosis (BL), caused by BLYV, results in a chronic B-cell infection that can
progress to enzootic bovine leukosis (EBL). The objective of this study was to
determine the seroprevalence of BL in extensively managed dairy herds in the
Cajamarca region. A total of 464 bovine serum samples from 10 provinces were tested
for antibodies against the gp51 glycoprotein of BLV. The overall seroprevalence was
8%. Higher seroprevalence rates were observed in the provinces of San Pablo
(25.75%), San Marcos (12.86%), Chota (12.86%), Celendin (6.70%), and Cajabamba
(5.13%), while lower or no prevalence was found in San Miguel, Cutervo, Hualgayoc,
and Santa Cruz (0%). These findings highlight the need for targeted surveillance and

control strategies to mitigate the spread of BL in the region.

Keywords: gp51, competitive ELISA, Bovine Leukosis (LB), neutralizing antibodies,

transmission.



INTRODUCCION

La Leucosis Bovina (LB) es una enfermedad infecciosa de etiologia viral que afecta al
ganado bovino a nivel mundial, generando impactos negativos en la produccion y la
economia de las explotaciones pecuarias. El virus de la Leucosis Bovina (VLB) se
caracteriza por su capacidad de integrarse en el genoma del animal, estableciendo una
infeccion persistente de por vida (1). Tras la infeccidon, el VLB puede desencadenar
una serie de efectos adversos en el ganado, incluyendo la supresion del sistema
inmunoldgico, la reduccion de la longevidad y la disminucion en la produccion de
leche. Ademas, en algunos casos, la infeccion por el VLB puede culminar en el
desarrollo de tumores, condicion conocida como leucosis bovina (LB) (2). Estos
tumores no solo comprometen la salud y el bienestar animal, sino que también
ocasionan pérdidas econdémicas significativas debido a la reduccion en la produccion,

los costos de tratamiento y la muerte prematura de los animales afectados.

En la ganaderia lechera de Cajamarca, la preocupacion por la LB es latente, dada la
importancia de esta actividad econémica en la region. La salud del ganado, la calidad
de la leche y la rentabilidad de las explotaciones lecheras se ven amenazadas por la
presencia de esta enfermedad. Por lo tanto, resulta crucial comprender la situacion
actual de la LB en los hatos lecheros de Cajamarca para implementar estrategias de

control y prevencion efectivas.

En este sentido, la seroprevalencia de LB en hatos lecheros de la region de Cajamarca
ha sido objeto de estudio en investigaciones previas. Un estudio reportd una
seroprevalencia del 14,1% en la region de Amazonas, con el mayor porcentaje de

seropositividad (11,3%) encontrado en el establo de la localidad de Pomacochas en el



distrito la Florida (3). Si bien estos resultados ofrecen un panorama inicial de la
situacion, es fundamental reconocer que la seroprevalencia puede variar
considerablemente entre diferentes zonas geograficas y tipos de produccion,
influenciada por factores como las practicas de manejo, la densidad animal, la

presencia de vectores y las condiciones ambientales.

Por lo que, la presente investigacion se enfoca en conocer la seroprevalencia de LB en
hatos lecheros de crianza extensiva en la region de Cajamarca y sus provincias. Para
ello, se ha empleado la técnica de ELISA competitivo, un método diagndstico
ampliamente reconocido por su alta sensibilidad y especificidad para la deteccion de
anticuerpos contra la gp51 del VLB en muestras de suero o plasma (4). Los resultados
obtenidos permiten generar informacion valiosa sobre la situacion actual de la LB en
la region, lo que contribuiré a la implementacion de medidas de vigilancia, control y
prevencion adecuadas para proteger la salud del ganado y garantizar la rentabilidad de

la industria lechera en Cajamarca.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacionales

En la provincia de Henan, China central en el afio 2021, se realiz6 un estudio
donde se investigo la epidemiologia molecular de las infecciones por BLV en el
ganado lechero. Se analizaron un total de 668 muestras de sangre mediante PCR
anidada dirigidos al gen de la envoltura parcial (env) (fragmento gp51), de las
cuales 23 muestras fueron positivas (3,4%). Se obtuvieron también las
secuencias completas del gen env de estas muestras positivas y se analizaron
filogenéticamente, las secuencias de las muestras positivas se agruparon en
cuatro genotipos (1, 4, 6 y 7). La anotacion geografica de los arboles de maxima
credibilidad del clado sugirié que las dos cepas de genotipo 1 en Henan podrian
haberse originado en Japdn, mientras que es probable que la cepa de genotipo 7
se haya originado en Moldavia. Este estudio contribuy6 a una comprension mas
amplia de la epidemiologia del BLV en el ganado lechero chino y subrayan la
necesidad de mejorar la vigilancia y las medidas de control para abordar la
reaparicion del BLV y mitigar su propagacion dentro y entre los rebafios del
ganado (1).

En el afio 2023 se efectuo un estudio en seis provincias diferentes de Egipto, este
estudio tuvo como objetivo identificar los factores de riesgo asociados con la
prevalencia del BLV y la carga proviral (PVL) en el ganado lechero y de carne.
La prevalencia total del BLV en el ganado fue de 24,2% (105/433) y los factores

de riesgo (edad, sexo, raza, tipo de produccion, tamafio de la explotacion y



localizacion) sobre la prevalencia de LB indic6é que la raza Holstein, el ganado
vacuno de carne, las explotaciones de gran tamafio y el ganado de Damietta y
Cairo resultaron ser los riesgos mas importantes para la infeccion frente a LB.
Se observaron niveles significativamente altos de PVL (HPVL) en bovinos > 5
afnos, hembras, Holstein, vacas lecheras y granjas de gran tamafio bovino de
Damietta en comparacion con otras categorias. Por el contrario, no se informaron
diferencias significativas en los niveles de PVL entre las razas de ganado nativo
y mixto. Concluyeron que los hallazgos correlacionaron valiosamente la

prevalencia de LB con PVL como indicador de riesgo de infeccion por LB (5).

En las regiones de la costa central de Vietnam, en el afio 2022, se llevé a cabo
un estudio para informar la prevalencia y las caracteristicas moleculares de LB
entre el ganado vacuno de carne. Se analizaron 48 muestras de sangre mediante
la técnica PCR anidada dirigida al gen BLV-env-gp51. La proporcion de
infeccion por LB encontrada en el presente estudio fue de 14,6%, donde el
analisis filogenético sugirio la coexistencia de los genotipos 1 y 10. Este estudio
reporta la estrecha relacion entre las cepas encontradas en Vietnam, Tailandia,
Myanmar y China, donde la posibilidad de transmision de LB es a través del
movimiento de ganado vivo. Finalmente, sugirieron investigar la prevalencia de
LB entre el ganado importado para brindar mas informacion sobre la transmision

de LB a través del movimiento de ganado vivo (6).

En Veracruz — México ano 2023, se determind la prevalencia de LB en vacas
lecheras especializadas y de doble propdsito mediante la técnica PCR de punto

final. La poblacion de estudio muestreada fue de 307 vacas lecheras



especializadas y 95 vacas de doble propdsito de 13 municipios distintos. Todas
las vacas eran aparentemente sanas y > 3 afios de edad. Las vacas se
estratificaron por edad (3 - 5, 6 - 8 y > 9 afios). Los resultados obtenidos
mostraron una prevalencia global de 6,97% (28/402), donde en vacas lecheras
fue de 7,82% y en vacas de doble proposito fue de 4,21%. El municipio con
mayor proporcion fue Acajete (14,28%), seguido de Huatusco y Tomatlan
(11,53%). Seglin el analisis de asociacion, confirman la independencia de la
infeccion al proposito productivo de las vacas. Los resultados por estrato de edad
fueron 3 - 5 (4,60%), 6 - 8 (8,00%) y > 9 (18,40%). Este estudio destaca la
necesidad de hacer mas investigaciones para que se comprenda mejor la
distribucion y prevalencia de BLV, asi como los factores de riesgo asociados con
la transmision y las estrategias para el control y prevencion en poblaciones de

ganado lechero y de carne (7).

En Argentina durante el afio 2023, para la identificacion de animales con LB
positivos se realiz6 un estudio para deteccion de anticuerpos anti-BLV p24
utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). De un total
de 5827 muestras de suero bovino de 76 granjas, la seroprevalencia a nivel de
rebano fue del 71,05%. Solo dos provincias de Argentina no tuvieron muestras
positivas para BLV, mientras que las otras once provincias mostraron mas del
50% de sus granjas infectadas. También reportaron que la prevalencia de BLV
se asocid significativamente con el uso de animales criados en el mismo
establecimiento para reemplazo de ganado, la cria de vacas por monta natural
con un toro y el destete de terneros después de los 6 meses de edad. Estos datos

sugirieron una especial atencion porque la infeccion por LB en el ganado vacuno



de carne parece conducir a un patrén de diseminacion similar al observado
durante las Gltimas décadas en el ganado lechero, especialmente considerando
que Argentina es el sexto productor de carne en el mundo, con alrededor del 5%

de la produccion mundial de carne vacuna (8).

Se realiz6 una investigacion para determinar la seroprevalencia de leucosis viral
bovina con el método de diagnodstico ELISA indirecto en hatos lecheros en el
municipio de Mesa De Los Santos, Santander — Colombia, ano 2008,
recolectandose 360 muestras de suero de bovinos, sin distinguir edad, sexo y
raza. Este estudio reportd un 73% de animales seropositivos a LB y los titulos

de anticuerpos fueron superiores a 0,55 D.O. (Densidad Optica) (9).

En la comunidad de Santo Domingo N°1, Cayambe — Ecuador, en el afio 2015,
se realiz6 un diagnostico para Leucosis Bovina mediante la prueba de ELISA
competitivo, teniendo como objetivos determinar la prevalencia en cuatro
sectores lecheros de la comunidad y mediante un examen clinico hallar las
lesiones anatomopatologicas postmorten de los vacunos faenados. Para este
estudio se tomo un total de 250 muestras de suero bovino de diferentes categorias
de edad y sexo. Se reportd un 5,6% de prevalencia y mediante el examen clinico
patologico se manifestaron signos clinicos semejantes a la enfermedad en varios

6rganos, indicando una prevalencia de 46,38% de un total de 511 animales (10).

Se hizo un trabajo de investigacion en el afio 2013, para encontrar la prevalencia
de leucosis bovina (BLV) mediante la técnica de PCR anidada en los principales
municipios del departamento de Antioquia — Colombia, recolectdndose un total

de 500 muestras de sangre de bovinos de la raza Holstein de edades de 3 a 7 afos



y de primer y quinto parto de 17 hatos entre los meses de febrero y junio del afio

2013, obteniéndose una prevalencia molecular del 44% (11).

Se obtuvo informacion productiva a partir de 1021 registros que corresponde a
500 vacas de raza Holstein. Los animales se encontraban distribuidos en 7
municipios del departamento de Antioquia — Colombia, en el afio 2013, los
cuales estaban dedicados a la producciéon de leche. Se analizaron cuatro
caracteristicas productivas: produccion de leche (PDN), kilogramos de proteina
por lactancia (KGPRO), kilogramos de grasa por lactancia (KGGRA) y puntaje
de células somadticas (SCS); estas caracteristicas fueron asociadas con la
infeccion por el BLV a través de la técnica de PCR anidada para amplificar una
region de 444 pb del gen env viral, dado como respuesta una prevalencia

molecular del 44% (12).

En el centro sur de Bulgaria en el afio 2021, se efectudé un estudio de una
comparacion de 4 ensayos de laboratorio para el diagnostico de rutina de leucosis
bovina enzodtica (LBE), utilizando dos tipos de PCR, PCR anidada (extraccion
de acidos nucleicos de la sangre) y PCR anidada directa (PCR anidada db) sin
extraccion, frente al método de ELISA competitivo de anticuerpos contra la
proteina de envoltura gp51 del BLV y la prueba de inmunodifusion en gel de
agar (AGID), para ello se tomd 409 muestras de sangre de ganado bovino de 18
meses y 5 afios de edad. ELISA detecto 57 animales positivos dando una
prevalencia de 13,9%, en comparacién de los 33 positivos de AGID y 56
positivos arrojados en los dos tipos de PCR, concluyendo que los dos tipos de
PCR anidadas tienen una concordancia casi total con ELISA, mientras que la

técnica de AGID debe reconsiderarse (13).



1.1.2.

En un predio dedicado a la produccion lechera ubicado en el canton de Pedro
Vicente Maldonado en el afio 2018, se hizo una investigacion para determinar el
estatus sanitario de leucosis bovina enzodtica (LBE), mediante la aplicacion de
un kit rapido de Elisa competitivo, ID Screen BLV Competition con una
sensibilidad de 99% y una especificidad del 98%, se tom6 57 muestras de sangre
de vacunos de razas Jersey, Holstein, Brahman y cruces de estos mismo, en
categorias de: produccién, en seca, vaquillas, terneros y un reproductor, como
resultado la prevalencia aparente fue 1,75%, representado un animal positivo de

57 animales muestreados (14).

Nacionales

Se realizd un estudio con el objetivo de determinar la seroprevalencia de
enfermedades reproductivas e infecciosas en bovinos tropicales pertenecientes a
las provincias de Tambopata y Tahuamanu, departamento de Madre de Dios,
Pert, en el afio 2021. Se analizaron 156 muestras de sangre bovina de 7 fincas
ganaderas diferentes, las cuales utilizaban pastoreo exclusivo para alimentacion,
monta natural para reproduccion y no contaban con programas sanitarios ni de
vacunacion. Se uso la técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos contra
Neospora caninum, Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (MAP),
Leptospira interrogans, diarrea viral bovina DVB, leucosis viral bovina BLV,
virus de la lengua azul (BTV) y Herpes virus bovino tipo I (HVB- 1). Se reporto
una baja prevalencia de anticuerpos para L. interrogans, N. caninum, M. avium
subsp. paratuberculosis, DVB, pero alta para BTV, BLV y BHV (100%, 53,85%
y 72,44%, respectivamente). La presencia de BLV y BHV fue mayor en el

Distrito Las Piedras en bovinos menores de 5 afios y en bovinos con



caracteristicas raciales de cebu y mestizos. Ademas, hubo una correlacion
significativa entre ambas infecciones, mostrando 83,3% de positividad para BLV
que también fueron positivos para BHV. Este estudio demuestra la alta
prevalencia de anticuerpos contra BTV, BHV y BLV, pudiendo deberse a las
practicas de manejo del ganado, al contacto directo con animales infectados, la
variacion de la presencia de vectores y reservorios naturales en el contexto del

cambio climatico en los tropicos (15).

Se desarrollo un estudio en el ano 2015 en el establo docente de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima — Pert, con el fin de indicar
la seroprevalencia de leucemia bovina, esta investigacion empleo un kit de
ELISA indirecto de marca (IDEXX Leukosis Serum X2 Ab Test). Se muestreo
un total de 55 bovinos mayores de 6 meses para evitar los anticuerpos calostrales,
ademas, la prevalencia aparente se calculd como la proporcion de animales
infectados entre el total de analizados y la prevalencia real se estimo con la
prevalencia aparente ajustada por la sensibilidad del 95% y especificidad del
97%. Este estudio reporté una prevalencia general de 92,7% (51/55) y la
seroprevalencia dividida segin 3 grupos etarios fue 60% en animales menores a

2 afios, 97% entre 2 afios y 5 afios y 100% en animales mayores a 5 afios (16).

Se elabord un trabajo de investigacion para sefialar la seroprevalencia de leucosis
bovina (LB) en establos ubicados en Chachapoyas y Pomacochas del
departamento de Amazonas, afio 2021. Se uso el kit de ELISA indirecto (IDEXX
Leukosis Serum X2 Ab Test) para el analisis de 78 muestras de sangre, los
animales muestreados fueron de razas Jersey, Brown swiss, Aberdeen angus y

Simmental de ambos sexos, edades de entre dos meses y diez afios. Este estudio



10

tuvo como resultado una seroprevalencia global de 14,1%, teniendo un mayor
numero de casos positivos el distrito de Pomacochas con un 11,5% y el distrito

de Chachapoyas con un 2,6% (3).

Durante el afio 2013 en el Camal EI Porvenir, Provincia de Trujillo - La Libertad,
se ejecutd un estudio que tuvo como objetivo determinar la frecuencia de LB.
Para ello se inspeccionaron 240 animales de raza 100% Holstein de los cuales
un 3,8 % fueron positivos para la enfermedad, ademas, se sefiala que el 6rgano
mas afectado por la linfomatosis bovina fue el intestino (77,8 %), seguido del
corazén (66,7 %) y el rumen (55,6 %). En términos de distribucion por sexo se
diagnosticaron ocho hembras con un porcentaje 88,9% y un macho con 11,1%,
en cuanto a la procedencia de estos animales 7 animales fueron de la provincia
de Trujillo y 2 de Paijan, plasmando el 77,8 % y 22,2 % de casos de LB
respectivamente. Se observO una ausencia total de la enfermedad en las
provincias de Otuzco, Huamachuco, Cajamarca, Bagua y Chepén. Por Gltimo en
relacion a la edad de los bovinos infectados, la enfermedad tuvo una edad media

de 4,9 afios (17).
1.2. Bases Teoricas

1.2.1. Agente Etiologico

El virus de la leucemia bovina (LB), pertenece a la familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae, al género Deltaretrovirus, y es el agente causal
de la leucosis bovina enzooética (EBL) (18). El genoma de LB consta de 8714
nucleotidos (nt) (18), incluidos genes codificadores de proteinas y enzimas

estructurales esenciales y una region pX, flanqueada por dos repeticiones
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terminales largas (LTR) idénticas. Los genes codificadores de proteinas y
enzimas estructurales como gag, pro, pol y env, tienen funciones esenciales e
imprescindibles en el ciclo de vida viral, la infectividad viral y la produccion
de viriones altamente infecciosos (19, 20). El gen gag del VLB se traduce como
el precursor, Pr45 Gag, y se procesa para generar tres proteinas maduras (19,
21): la proteina matriz p15, que se une al ARN gendmico viral e interactia con
la bicapa lipidica de la membrana viral (22); la proteina de la capside, p24, que
es el principal objetivo de la respuesta inmunitaria del huésped (23); y la
proteina de la nucleocéapside, p12, que se une al ARN gendémico empaquetado
(24). El gen env codifica la proteina extracelular madura, gp51, y una proteina
transmembrana, gp30 (21). La region pX, que se encuentra entre env y el LTR
3'(25), codifica las proteinas reguladoras Tax y Rex, y las proteinas accesorias
R3 y G4 . Las proteinas reguladoras son importantes para la regulacion de la
transcripcion viral, la transformacion de la leucemogénesis inducida por LB y

la exportacion nuclear de ARN viral al citoplasma (26).

1.2.2. Transmision

La manera de transmision natural del virus de la leucemia aguda ocurre de una
forma posnatal y horizontal (27). La LB se transmite horizontalmente,
esencialmente a través de la transferencia de células infectadas (28). Dado que
este virus libre es altamente inestable, las células infectadas por LB presentes
en la sangre o la leche parecen ser los mejores vehiculos de transmision natural
(29). Debido a la gran cantidad de cé¢lulas infectadas que contienen, los
animales con linfocitosis persistente (PL) son particularmente eficientes en la

transmision del virus (28). En los rebafios, los procedimientos iatrogénicos
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explican en gran medida la propagacion de la infeccion. Los procedimientos de
manejo del ganado que implican la transferencia de sangre infectada, es decir,
(descornado, tatuaje de orejas, palpacion rectal y, esencialmente, el uso de
agujas infectadas) se postularon como un modo comun de transmision (30).
Ademas, el contacto directo prolongado entre animales infectados y sanos
también se ha considerado como un factor de riesgo para la transmision de LB.
La transferencia de sangre infectada también podria ocurrir en regiones con alta

densidad de insectos hematéfagos (31, 32).

La transmision vertical del virus de la leucemia bovina puede ocurrir de manera
posnatal a través de la leche, el calostro y por contacto entre la madre y el
ternero, y de manera prenatal a través de la infeccion intrauterina del feto por
la madre (33). Se ha demostrado que los anticuerpos presentes en el calostro
inhiben la infeccion de los animales que consumen leche infectada con el virus
de LB, y estos anticuerpos tienen una duracién de 3 a 6 meses (27, 34). La
transmision perinatal o postnatal de LB ocurre con mayor frecuencia en
condiciones de hato, donde la tasa de transmision en el atero varia entre el 4 y
el 18 % (27, 35) con mayor riesgo en los terneros nacidos de vacas con PL

(36).

1.2.3. Patogenia y fisiopatologia de la LB

De la misma manera que todos los retrovirus, la compleja infeccion causada
por la LB depende de la interaccion entre las proteinas virales que median la
replicacion del virus y las vias de la célula huésped vitales para la supervivencia

del nuevo huésped. Este virus puede infectar diferentes células inmunes pero
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demuestran una mayor afinidad por los linfocitos B, se presenta con mayor
frecuencia en los linfocitos B de sangre periférica circulantes del ganado

infectado con LB y con menor frecuencia en las células T (37, 38).

Altera la homeostasis de las células B y T y altera sus respuestas proliferativas
y apoptoticas, ya que interfiere con la expresion genética y las acciones de las
cascadas de sefializacion en diferentes momentos posteriores a la infeccion
(39). Las vacas que desarrollan PL experimentan una proliferacion masiva de
linfocitos B que expresan antigenos Ig y CD5" en su superficie a través del
bloqueo de su apoptosis en lugar de desencadenar su proliferacion (40). Los
genes estructurales de la LB (pol y env), son esenciales para la infectividad in
vivo y su eliminacion provoca la infectividad (41), conjuntamente la proteina
viral Tax también desempefia un papel crucial en este proceso. La proteina viral
Tax regula la expresion génica viral y modula varias vias de sefalizacion
celular en el crecimiento y la supervivencia celular, ademas, promueve la
progresion del ciclo celular inactivando las proteinas de los puntos de control

del ciclo celular (42).

Durante la infeccion por la LB, la glicoproteina transmembrana gp51
desestabiliza la membrana de la célula huésped con un péptido de fusion, por
lo cual las proteinas estructurales mejoran la fusion viral y la infectividad de
las células huésped (43), mientras que la proteina de transmembrana gp30
(TM) actia como una proteina de fusion y se inserta en las membranas
celulares. También actGa en la transduccion de sefiales a través de las
membranas celulares, siendo necesario para la infectividad (44). Se ha

demostrado que la mutacion de un solo sitio de glicosilacion ligado a N de la
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envoltura (N 230 E) del gen env por conversion del codon de asparagina (N)
en acido glutamico (E) mejora la patogenicidad de LB a través de la mejora de

la replicacion viral, la fusogenicidad y la estabilidad de la proteina (45).

Después de la entrada del virus no hay viremia detectable, pero hay una fuerte
y persistente respuesta inmune humoral a las proteinas estructurales,
especificamente contra la env gp51 y la proteina principal del nucleo p24 (46).
La sintesis de moléculas de ADN proviral de LB se logra mediante la
transcriptasa inversa viral y luego con la ayuda de la integrasa viral, el provirus
se inserta en sitios aleatorios en el genoma del huésped en el nucleo de las
células infectadas (47). El provirus de LB permanece integrado en los genomas
celulares de por vida, incluso en ausencia de anticuerpos LB detectables, y la
transcripcion viral se bloquea durante el periodo de latencia de la enfermedad
que se llama “estado silencioso” (4). Se menciona que, cuando una célula
infectada con un provirus de LB integrado se transmite a un nuevo huésped, el
provirus LB se expresa en particulas virales que infectan a otros linfocitos B

(48).

La LB tiene tres epitopos conformacionales y neutralizantes llamados F, G y
H, siendo esenciales para la patogénesis viral (4). Con respecto a la aparicion
del linfosarcoma de células B, la LB codifica algunos mi RNA que son
esenciales para la induccion de tumores de células B y regulan la replicacion
viral eficiente (4). En esta area, la patogénesis de la infeccion de LB no esta

completamente clara y requiere mas investigacion.



15

La proteina Tax, codificada por el genoma viral, juega un papel clave en la
promocion de la replicacion viral y la evasion inmunologica. Ademads, los
factores del huésped (como los alelos MHC) y la interaccion entre el virus y la
respuesta inmunoldgica del huésped contribuyen a la progresion de la
enfermedad (49). LB Tax también inhibe la reparacion del ADN, lo que resulta
en la acumulacion de mutaciones en el ADN celular, desarrollando

linfosarcomas (50).

1.2.4. Signos Clinicos

La LB causa una infeccion persistente de las células B en huéspedes naturales
como; ganado, yak, cebu y bufalo de agua; lo que da lugar a la enfermedad
denominada leucosis bovina enzooética (EBL). La EBL es una forma fatal de la
LB que se caracteriza por linfomas, la segunda forma es la leucosis bovina
esporadica (SBL), que no es transmisible y afecta principalmente a terneros
jovenes (51). Ademas, la EBL se puede separar en tres formas: Primero, la
forma asintomatica, que muestra la ocurrencia mas frecuente (70%) y los
animales infectados son serologicamente positivos sin presentar linfocitosis o
cualquier otro signo clinico; segundo, la forma que hace que los animales sean
serologicamente positivos y positivos para PL (30%). Esta forma causa una
expansion policlonal no maligna de células B CD5", la mayoria de las cuales
albergan el provirus LB con alta carga viral; y la forma final se presenta como
linfosarcoma maligno (menos del 5%). Se origina por acumulacién mono o
policlonal de células B CD5" IgM™ después de un largo periodo de latencia que

puede extenderse de uno a ocho afios, por lo que se detecta con mayor
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frecuencia en bovinos de mas de cuatro a cinco afios que en animales mas

jovenes (52).

El cuadro clinico de la enfermedad puede incluir las variadas manifestaciones:
falta de apetito, indigestion, reduccion de la produccion de leche, hinchazon
cronica, desplazamiento del abomaso, diarrea, estrefiimiento, agrandamiento
de los ganglios linfaticos superficiales, cojera, paralisis, pérdida de peso,
debilidad o debilitamiento general y, a veces, manifestaciones neurologicas (4,
53). El ganado con linfosarcoma muere de forma repentina o semanas o meses
después del inicio de los signos clinicos, que difieren segtn el érgano u érganos
particulares afectados (54). Las neoplasias malignas de este virus alteran el
mesenterio, el utero, el retrobulbar, la auricula derecha del corazon, el
abomaso, el tracto urinario, el rifidn, el bazo, el pulmoén, la columna vertebral
y los ganglios linfaticos preescapulares y subiliacos (55). Estas alteraciones
provocadas dan lugar a trastornos urinarios, respiratorios y digestivos, ademas
de otros signos segun el 6rgano afectado (4). La eficiencia de produccion de
energia de las vacas también disminuye, ya que se alteran las actividades de su
microbiota ruminal e intestinal, por la capacidad de multiplicacion de las cepas
de LB (56), conjuntamente, se altera la funcién de monocitos y neutrofilos, lo
que conduce a inmunosupresion. Esto conduce a la susceptibilidad de los
animales a otras infecciones, produccion reducida de leche e ineficiencia

reproductiva (57).
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1.2.5. Diagnéstico

Pruebas seroldgicas

La mayoria de estos métodos seroldgicos tienen como objetivo principal
detectar anticuerpos en suero y leche bovina, y en los sobrenadantes de cultivos
celulares infectados con LB. Para los métodos de diagndstico indirecto de LB,
sobre todo en las pruebas basadas en anticuerpos, se utilizan anticuerpos que
reconocen la proteina de la capside p24, codificada por el gen gag y la proteina
extracelular gp51, codificada por env-gp51. Esto se debe a que los anticuerpos
contra estas proteinas se producen poco después de la infeccion por LB, se
pueden detectar 2-3 semanas después de la infeccion y siguen siendo
detectables durante la vida del animal huésped (58). Estas proteinas son el
objetivo del diagndstico de LB utilizando técnicas serologicas convencionales
como la inmunodifusion en gel de agar (AGID) (59), ensayo de
hemaglutinacion pasiva (PHA) (58), ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas (ELISA) (60) y radioinmunoensayo (RIA) (61).

La técnica AGID, es relativamente barata y se puede utilizar para examinar
numerosas muestras de suero simultineamente, sin embargo, no es lo
suficientemente sensible (62) y no es adecuada para el andlisis en muestras de
leche. La técnica ELISA, es un procedimiento altamente sensible y de facil
implementacién, donde se puede analizar muestras de suero y leche, sin
embargo, requiere una serie de controles pudiendo producir resultados falsos
negativos en muestras de suero de ganado en la fase temprana de la infeccion
(62) y resultados falsos positivos en terneros que contienen anticuerpos de

origen materno (63).
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Con respecto a la técnica PHA, esta tiene como objetivo detectar las
glicoproteinas de LB, pero la eficiencia de esta prueba es sensible al pH, la
temperatura y la tripsina. La técnica de RIA es adecuada para diagnosticar LB
poco después de la exposicion de los animales, pero no es adecuada para el
proposito de la deteccion masiva (64). De manera general, estos métodos de
deteccion basados en anticuerpos no se pueden utilizar para analizar a terneros
de menos de 6 meses de edad, debido a la presencia de anticuerpos maternos,

que pueden desencadenar resultados falsos positivos (65).

Pruebas moleculares

Los métodos de PCR basados en acidos nucleicos pueden acelerar en gran
medida la deteccion de la prevalencia de LB, estas incluyen PCR estandar (66),
PCR anidada (6) y PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) (67). Una variedad
de genes en el genoma del VLB son el objetivo de la deteccion de la prevalencia
de la infeccion por LB mediante métodos de PCR de diagnostico directo,

incluida la regién LTR (58), los genes gag (68), pol, env (69) y tax (70).

1.2.6. Control y prevencion

Enfoques de eliminacion o segregacion

Prueba y eliminacion

La primera estrategia es identificar y eliminar el ganado infectado con LB, este
enfoque requiere la identificacion de animales con LB positivos, ya sea por
métodos hematologicos, gendmicos o seroldgicos, la eliminacion inmediata de

los casos positivos del rebano y finalmente, el sacrificio rapido (71). Esta
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metodologia de "prueba y eliminacion" ha sido fundamental para lograr en
varios paises de Europa occidental la erradicacion de LB a escala de rebafio y
regional en un periodo de tiempo relativamente breve en comparacion con otras
alternativas (72, 73). Sin embargo, aunque ha sido eficiente su viabilidad

enfrenta algunas restricciones importantes.

Una limitacién clave es que la tasa de prevalencia inicial de la infecciéon no
debe ser alta debido a su alto costo econdmico. Por lo tanto, esta estrategia
puede justificarse particularmente en razas de pedigree que tienen un alto
potencial genético, asi como para la exportacion a paises libres de LB. De
hecho, esta es una estrategia que requiere politicas gubernamentales de
compensacion econdmica para lograr el éxito. Si las autoridades locales no
adoptan ninguna accion de subsidio oficial, los costos de implementacion de
tal estrategia exceden rapidamente los beneficios potenciales. Este es el
ejemplo de algunos paises como EE. UU., Canadd, Argentina y Japon que
carecen de politicas compensatorias financieras generalmente no lograron

obtener la adhesion para inscribirse en estos programas (74, 76).

Pruebas y segregacion

Este enfoque apunta a reducir parte de estos costos mediante la segregacion en
lugar de la eliminacion de los animales infectados. Los programas de control
basados en la segregacion requieren la deteccion de los animales seropositivos
y el confinamiento de los rebafos infectados y seronegativos por LB en areas
estrictamente separadas (28, 77). Se ha propuesto una distancia minima de 200

metros, la cual debe separar los dos rebafios para evitar la transmision (77).
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Una opcion alternativa es mantener a los animales en la misma granja y
manejarlos por separado. La principal ventaja de este enfoque es la reduccion
de pérdidas costosas debido al sacrificio prematuro obligatorio y el reemplazo
de animales con LB positivos. Aunque es bastante exigente, este tipo de
programa ha sido util para disminuir la prevalencia o incluso también lograr la
erradicacion del LB (78, 79). La desventaja es que existe un riesgo permanente
de reintroduccion de animales infectados y, por lo tanto, puede ser mas lento

que la opcién de “probar y eliminar” (80).

Manejo correctivo y practicas veterinarias

Este tipo de enfoque tiene como objetivo limitar la transferencia de células
infectadas por el virus presente en la sangre, la leche, las secreciones, las
excreciones, las jeringas o los instrumentos quirrgicos. Entre las diversas
medidas de control que se pueden implementar en un plan de control de manejo

preventivo o correctivo, las siguientes constituyen practicas esenciales (81):

— Uso de agujas y jeringas individuales de un solo uso, durante los protocolos
de vacunacion o terapéuticos.

— Uso de mangas obstétricas individuales de un solo uso (o al menos su
reemplazo entre el examen de animales reactores a la LB y animales no
infectados).

— Uso de equipo desechable (o al menos limpieza, desinfeccion o
esterilizacion de materiales reutilizables e instrumentos quirargicos) en
procedimientos como el descornado, el tatuaje, la implantacion, la

cauterizacion, la castracion o el marcaje de orejas.



21

Uso de dispositivos eléctricos o de quema a gas, en lugar de equipo de
rasurado durante el descornado.

Alimentar a los terneros con calostro o leche entera de vacas no infectadas,
calostro pasteurizado de vacas infectadas con LB o sustituto de leche.
Eliminar los insectos, en particular en areas de granjas densamente
pobladas (areas de ordefio, corrales, establos) para minimizar la transmision
potencial entre animales a través de vectores artropodos.

Inseminacién natural y/o artificial y transferencia de embriones con vacas
y toros libres de LB.

Prevenir la introducciéon de animales infectados en el rebafio mediante
pruebas y cuarentena/aislamiento de los recién llegados.

Separar a los animales por edad para disminuir los contactos.

Minimizar el movimiento de animales entre grupos de ordefio —
alimentacion.

Utilizar cobertizos individuales para terneros recién nacidos.

Limitar el acceso a visitantes externos.

En comparacion con las estrategias de prueba y eliminacion/segregacion, este

enfoque es mucho mas rentable. No se requieren inversiones en instalaciones,

ni la eliminacioén del ganado infectado, ni la vigilancia constante del estado

serologico del hato. Las desventajas del enfoque de manejo correctivo son que

las practicas son muy laboriosas y vulnerables a las variables ambientales y

humanas (81).
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Seleccion de ganado resistente a LB

La respuesta inmunitaria y la resistencia o susceptibilidad hereditaria a la
infeccion estan influenciadas por el complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) del huésped (82, 83). El antigeno linfocitico bovino (BoLA), se refiere
al complejo mayor de histocompatibilidad en especies bovinas (Bos taurus y
Bos indicus) (84). Investigaciones hechas, han sugerido que los factores
genéticos del huésped determinaban la susceptibilidad del ganado a la
infeccion por LB (85). Con la caracterizacion de los genes dentro del locus
BoLA de clase I, se evidencid que la asociaciéon mas fuerte con la resistencia
o susceptibilidad a PL correspondia a polimorfismos del gen DRB3 de clase II,
el Unico transcrito activamente entre los tres genes DRB (86). Se observaron
cargas provirales reducidas en animales portadores del alelo DRB3.2*11
asociado a la resistencia, lo que confiere importancia bioldgica a esta
asociacion (87). Estas observaciones se confirmaron mas tarde y se extendieron
a otras razas (88). Mas recientemente, se demostr6é un fuerte vinculo entre el
alelo DRB3.2*0902 y la resistencia genética a PL en vacas Holstein (89),
incluso alelos *033:01 y *002:01 estan vinculados con una carga proviral
(PVL) baja (88). La presencia del alelo DRB3.2*0902 se correlaciona con un
perfil de carga proviral (LPL) bajo. Se propuso que el ganado que alberga el
alelo *0902 y presenta este perfil LPL podria ser incapaz de transmitir LB en
condiciones de rebano (89). Los polimorfismos en los genes BoLA-DRB3
también se correlacionaron con la resistencia y la susceptibilidad a la

leucemia/linfoma en vacas (90). Ademas del gen polimérfico BoLA-DRB3,
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también se considera que otros genes no MHC estan involucrados en el

desarrollo o progresion de la infeccion por LB.

Para aplicar este plan, es requerido estudios a gran escala en diferentes razas
para evaluar la eficiencia y las consecuencias de la seleccion basada en estos
marcadores. Es probable que se requiera la identificacion de otros
polimorfismos de BoLA o genes de resistencia para lograr una seleccion
robusta y eficiente. La resistencia genética a la infeccion por LB parece ser un
mecanismo complejo bajo el control de multiples genes, cada uno de los cuales
contribuye (81). Al igual que ocurre con muchas infecciones retrovirales, no se
ha demostrado que la vacunacion contra la infeccion por LB sea eficaz para

prevenir la infeccion (81).

1.3. Definicion de términos basicos

Anticuerpos: Las inmunoglobulinas o anticuerpos son producidas por el
sistema inmune, especificamente por los linfocitos B, cuya funcion consiste en
encontrar elementos extrafios que afectan al organismo, esto debido a la
existencia de antigenos, que es el culpable de desencadenar la respuesta

inmunitaria (37).

Antigenos: Son una sustancia ajena al organismo del individuo que causa una
respuesta inmunitaria, estas sustancias extrafias pueden ser virus, bacterias,

etc., también se puede dar dentro del cuerpo (37).

ELISA: Es una prueba seroldgica de analisis clinico usado muy frecuente para

identificar y medir biomarcadores en sangre (suero), su denominacion ELISA
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es debido acronimo en inglés Enzyme linked inmunosorbent assay en otras
palabras ensayo por inmunoabsorcion ligados a enzimas o
enzimoinmunoanalisis de absorcion, esta prueba sirve para detectar desde

anticuerpos, virus, bacterias, hormonas y enzimas (62).

Kit ID Screen® BLV Competition: Empleado para la deteccion de
anticuerpos anti-gp51 en sueros y plasmas bovinos, que sirve en programas de

vigilancia y erradicacion contra la LB (14),

Leucosis bovina (LB): Causada por el virus de la leucemia bovina que
pertenece a los Onco RNA Virus (oncogénicos o oncovirus) miembro de la
familia Retroviridae, provistos de transcriptasa reversa, su ADN provirus
transcripto apoyado de esta enzima es incorporado al genoma de las células del
hospedero (su conjunto de linfocitos B), donde se mantiene infeccioso de por
vida y estimula al organismo del hospedero a seguir procesando anticuerpos

especificos (1).

Prevalencia: Numero de individuos que, en relacion a su poblacion total estos

presentan una enfermedad en un momento especifico (32).

Seroprevalencia: Término que hace alusion al porcentaje de individuos de una
poblacion que contienen unas proteinas en sangre (anticuerpos), en donde
sefialan que han estado expuestos a un virus u otro tipo de microrganismo

infeccioso (14).



CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

2.1. Ubicacion geografica

La presente investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Biotecnologia en
Sanidad Animal, perteneciente al Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) de la Estacion Experimental Agraria (EEA) Bafos del
Inca, ubicada en el distrito de Bafios del Inca, provincia de Cajamarca. Esta
unidad experimental cuenta con los siguientes datos geograficos y

meteoroldgicos™:

Altitud: 2750 msnm
Latitud sur: 7°09' 44"
Longitud Oeste: 78° 30' 00"
Temperatura media anual™: 19 °C
Precipitacion pluvial media anual™: 700 mm

* Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Perd — SENAMHI, 2023.
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2.2. Diseiio de la investigacion

La investigacion se llevd a cabo mediante una serie de actividades, comenzando

con la recepcion de muestras de cada provincia mencionada para el estudio de la

region de Cajamarca.

2.2.1.

2.2.2.

Actividades realizadas en campo

a) Localizacion: Se obtuvieron registros de las provincias donde se ejecuto el
estudio, estas zonas son de mucha influencia de hatos lecheros de la region
de Cajamarca.

b) Registro de animales: Se anotaron datos importantes de los animales a ser
muestreados, en estos se apuntd sexo, edad, raza, cantidad de animales y

fecha de coleccion.

Recoleccion de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron colectadas a través de una puncion en la vena
yugular externa o coccigea, en tubos de tapa roja de 3 ml sin anticoagulante por
el método vacutainer que es un sistema cerrado que facilita en extraer sangre
al vacio, luego fueron centrifugadas en el Laboratorio de Biotecnologia en
Sanidad Animal en la Estacion Experimental Agraria Bafios del Inca,
Cajamarca, por un tiempo de 5-10 minutos a 1500 rpm para la obtencion del
suero sanguineo y colectados en los microtubos de 1,5 ml. El suero sanguineo

es almacenado a -20°C hasta realizar el analisis.
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2.2.3. Actividades realizadas en laboratorio:

a)

b)

Trabajo de laboratorio: Se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia
en Sanidad Animal del Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria -
Estacion Experimental Agraria, Bafios Del Inca. Estas actividades fueron
efectuadas el mismo dia que se recepcionaron las muestras de sangre
recolectadas por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA). En
el laboratorio, se determino la seroprevalencia de leucosis bovina (LB),
mediante el método de ELISA competitivo.

Método de ELISA COMPETITIVO: Se utilizo el kit ID Screen® BLV
Competition que es designado para el diagndstico rapido para identificar

los anticuerpos contra la gp51 en suero o plasma de bovinos (91).

Teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante hacia el kit:

(Anexo N° 1):

1. Se colocaron todos los reactivos a temperatura ambiente (21°C +
5°) y se homogenizo.
2. Se prepard la solucion de lavado (1X) diluyendo 1:20 la solucion
de lavado concentrada en (20x) en agua destilada.
3. Teniendo todos los reactivos preparados se procedio a desarrollar
la incubacion corta, afiadiendo todo en una microplaca ELISA de
96 pocillos.
e 80 ul de diluyente 2 en cada pocillo.
e 20 ul de control positivo en los pocillos Al y BI.
e 20 ul de control negativo en los pocillos C1 y DI.

e 20 ul de cada muestra en los pocillos restantes.
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Cubrimos e incubamos la placa a 45 minutos (+ 4 mim) a 21°C
(£5°0).

Se prepar6 el conjugado 1x diluyendo el conjugado
concentrado (10X) a 1:10 con el Diluyente 2.

Se vacia y lava los pocillos 3 veces con al menos 300 ul de
solucion de lavado.

Se afiadidé 100 ul del conjugado 1X a todos los pocillos.

Se cubrid la placa y se incub6 30 minutos (+ 3 min) a 21°C (£
5°C).

Se vacia y lava los pocillos 5 veces con al menos 300 ul
(recomendacion del fabricante).

Anadimos 100 ul de la Solucién de revelacion a cada pocillo.
Cubriremos la placa e incubaremos 15 min (£2 min) a 21°C (£
5°C) en la oscuridad.

Se distribuye 100 ul de Solucion de parada a cada pocillo, para
detener la reaccion.

Finalmente se lee las placas de ELISA competitivo en una
densidad optica (DO) de 450 nm (92).

Lectura e interpretacion de los resultados: Calcular el

porcentaje de competicion por cada muestra:

S/N = DO muestra x 100

DO cn
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Las muestras que presentan S/N%:

e Menor e igual a 50% son consideradas positivas
e Mayor a 50% o menor a 60% se consideran dudosas

e Mayor a 60% se consideran negativas

Tabla 1. Interpretacion de los resultados mediante el método de ELISA competitivo

S/N < 50% POSITIVO
50% < S/N < 60% DUDOSO
S/IN = 50% NEGATIVO

2.2.4. Métodos de Investigacion

Para el tipo de investigacion de este trabajo se recolectaron muestras de sangre
en las zonas a muestrear, para luego ser llevados al laboratorio de Biotecnologia
en Sanidad Animal — Estacion Experimental Agraria, Bafios Del Inca, INIA
para ser centrifugadas y obtener suero sanguineo, las cuales son analizados
mediante el método de ELISA competitivo, finalmente, se determina la

seroprevalencia de leucosis bovina.



2.2.5.

2.2.6.

30
Poblacion, muestra y unidad de analisis
Poblacion: Vacunos de leche pertenecientes a 10 provincias del departamento
de Cajamarca.
Muestra: 464 muestras de suero sanguineo de bovinos lecheros.

La muestra de estudio se calcul6 haciendo uso de la siguiente formula:

. I(-pN
 (N-1)e2+ Z%p(1-p)

n

Donde:

N = 628,066 Z=1,96
p =60% e=5%
n=x

B (1,96)2(0,6)(1 — 0,6)(628,066)
" = 628,066 — 1)(0,05)2 + (1,96)2(0,6)(1 — 0,6)

n = 464

Unidad de analisis: Todos los sueros recolectados de la muestra de estudio
para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos contra el gp51 de
leucosis bovina., se aumentd 95 muestras de suero para tener una cantidad

equitativa para las 10 provincias de Cajamarca, dando un total de 464 muestras.

Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion

El principio del kit ID Screen® BLV Competition es afiadir los controles
positivos en el pocillo A1 — B1 y negativos en los pocillos C1 - D1, en el resto

de los pocillos las muestras de suero sanguineo, los anticuerpos anti-gp51, si
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estan presentes, formaran un complejo antigeno — anticuerpo que marcaran los

epitopos de la gp51.

El conjugado anti-gp51 marcado (HRP) es distribuido en todos los pocillos de
la microplaca ELISA, este se fijara a los epitopos del virus libre, formando el

complejo antigeno-anticuerpo-HRP.

Después de la eliminacion del exceso del conjugado mediante lavados, la

reaccion es revelada mediante la solucion revelacion (TMB).

La coloracion que resulta esta ligada a la cantidad de anticuerpos especificos

presentes en las muestras que son analizadas:

— En carencia de anticuerpos en las muestras, aparece una coloracion azul
que se convierte en amarillo luego de haber afiadido la solucion de parada.
— En presencia de anticuerpos en las muestras, no aparece ninguna

coloracion.

La interpretacion nos dara la maquina BENCHMARK SCIENTIFIC que hace

la lectura de microplacas ELISA.

Se afnadira un nuevo registro para la finalizacion del estudio (Anexo N° 2).

Técnicas para el procesamiento y analisis de informacion

Analisis Estadistico: Se aplicd un analisis descriptivo de tipo porcentual por
la distribucion de los animales y determinacion de la prevalencia aparente y

real por medio de ecuacion 1 y ecuacion 2.
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Numero de casos existentes
Numero total individuos de una poblaciéon

Prevalencia aparente =

Ecuacion 1: Prevalencia aparente

(Prevalencia aparente + Especificidad — 1
(Sensibilidad + Especificidad — 1

Prevalenciareal =

Ecuacion 2: Prevalencia real

Equipos y materiales

Material biologico:
e 464 muestras de sueros sanguineos de bovinos lecheros.

Material de campo:

e Tubos de tapa roja (sin anticoagulante)
e Tapon de plastico (Vacutainer)

e Agujasde20x1”

e (aja de Tecnopor (traslado de muestras)
e Mameluco

e Botas de jebe

e Guantes quirtrgicos

e Alcohol 70°

e Formato del registro.

e Tablero de campo

e Lapicero



Materiales y equipo de laboratorio:

Mandil

Guantes quirurgicos

Alcohol

Microtubos de 1,5 ml

Centrifuga

Kit ID Screen® BLV Competition

Pipeta multicanal 300 ul

Micropipeta 100 ul

Puntas de pipetas, 200 ul amarillas, 100 ul azules y 10 ul blancas
Camara fotografica

Formato para registro de datos

BENCHMARK SCIENTIFIC lector de microplacas de 96 pocillos

Papel toalla

33



CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de resultados

Tabla 2. Prevalencia de Leucosis Bovina en Hatos Lecheros de Crianza Extensiva en

Cajamarca, 2024

Prevalencia General

Prevalencia Aparente 7,5%

Prevalencia Real 8%

La tabla 2, muestra que la prevalencia general de Leucosis Bovina en las 10 provincias
de Cajamarca es del 7,5% (prevalencia aparente) y 8% (prevalencia real). Esto
significa que, en promedio, el 7,5% de las muestras de suero bovino analizadas (464

muestras en total) contienen anticuerpos contra el virus de la LB.

Es importante distinguir entre la prevalencia aparente y la real. La prevalencia aparente
es la proporciéon de muestras positivas a la prueba (en este caso, la deteccion de
anticuerpos contra la gp51 del virus). La prevalencia real, por otro lado, es una
estimacion de la proporcidon de animales realmente infectados, teniendo en cuenta la
sensibilidad y especificidad de la prueba utilizada. En este caso, la prevalencia real es
ligeramente superior a la aparente (8% vs. 7,5%), lo que sugiere que la prueba podria

haber arrojado algunos falsos negativos.

La prevalencia de leucosis bovina encontrada en este estudio es similar a la reportada

en otras regiones de Peru y en otros paises de Latinoamérica. Sin embargo, es
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importante destacar que la prevalencia puede variar entre diferentes zonas geograficas

y tipos de produccion.

La presencia de LB en hatos lecheros de crianza extensiva en Cajamarca plantea
desafios para los productores, ya que la enfermedad puede afectar la rentabilidad de
sus explotaciones. Por lo tanto, es fundamental implementar estrategias de control y
prevencién que permitan reducir la prevalencia de la enfermedad y minimizar su

impacto en la produccion lechera.

Aunque la prevalencia observada es baja, es importante considerar que la leucosis
bovina puede propagarse a través de practicas de manejo como el uso compartido de
agujas, vectores mecanicos (tdbanos), contacto entre animales infectados, extracciones

de sangre, palpaciones rectales (84).
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Tabla 3. Seroprevalencia de Leucosis Bovina (LB) en las Provincias de Cajamarca 2024 (n = 35).

Provincias N° de Muestras Analizadas N° de Positivos ~ N° de Negativos Prevalencia Aparente Prevalencia Real
Cajamarca 72 18 54 25% 25,75%
San Pablo 32 4 28 12,50% 12,86%
San Marcos 32 4 28 12,50% 12,86%
Chota 92 6 86 6,52% 6,70%
Celendin 40 2 38 5% 5,13%
Cajabamba 32 1 31 3,13% 3,20%
Santa Cruz 32 0 32 0% 0%
San Miguel 44 0 44 0% 0%
Hualgayoc 32 0 32 0% 0%
Cutervo 56 0 56 0% 0%
TOTAL 464 35 429 7,5% 8%

(n = 35): Total de animales positivos a leucosis bovina (LB).
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Prevalencia real de LB en la Region Cajamarca
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Figura 1. Prevalencia real de LB en la regiéon Cajamarca por provincia.

El anélisis de la seroprevalencia de Leucosis Bovina (LB) dio como resultado un total
de 35 animal positivos, revelando una variacion considerable en las provincias del
departamento de Cajamarca. Provincias como Cajamarca, San Pablo y San Marcos
exhiben una prevalencia relativamente alta, alcanzando 25,75%, 12,86% y 12,86%,
respectivamente. En contraste, provincias como Chota (6,7%), Celendin (5,13%) y
Cajabamba (3,20%) presentan seroprevalencias bajas, mientras que San Miguel,

Cutervo, Hualgayoc y Santa Cruz no registraron casos positivos.

La disparidad en las prevalencias encontradas en Cajamarca contrasta con
investigaciones previas en otras regiones del Pert, donde se han reportado cifras
alarmantes, como 83,3% en Madre de Dios (11) y 92,7% en Lima (12), estas marcadas
diferencias podrian estar asociadas a factores particulares de cada zona, una posible
explicacion es el mecanismo de trasmision del virus a través de vectores hematofagos,
como mosquitos, donde en zonas tropicales y subtropicales la densidad de vectores es
elevada. Por otro lado, la diferencia podria atribuirse a la naturaleza asintomadtica de la

LB, que dificulta su deteccion temprana y representa un desafio para los productores
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(55). La infeccion a menudo pasa desapercibida hasta que la enfermedad se encuentra
en un estado avanzado de inmunodepresion, lo que puede llevar a complicaciones

graves ¢ incluso la muerte del animal.

La situacion observada en Cajamarca no es exclusiva de Peru. Estudios en otros paises
también reportan una amplia gama de prevalencias de LB. Por ejemplo, en Egipto se
registro un 24,2% en 6 provincias (3), mientras que Ecuador report6é un 46,38% (8) y
Colombiaun 73% (7). Estas variaciones pueden atribuirse a factores como los métodos
de manejo del ganado, las condiciones de alimentacion y alojamiento, las medidas de
bioseguridad, el transporte y comercio de animales, factores que pueden facilitar la

introduccion y diseminacion del virus (4, 6).

A pesar de la baja prevalencia en algunas provincias de Cajamarca, la ausencia de
casos no implica la ausencia de riesgo. Los animales seropositivos, incluso en bajas
proporciones, pueden representar un peligro potencial de propagacion del virus a
través de la transmision horizontal y vertical (24, 30). La falta de control sanitario y
vigilancia activa en algunas provincias, sumada a la presencia de plazas pecuarias y
ferias ganaderas sin registros sanitarios adecuados, asi como la venta y adquisicion de
sementales o semen sin control sanitario, podrian estar contribuyendo a Ia

diseminacion de la LB en la region.

A la fecha, estos reportes evidencian casos de LB en la region de Cajamarca, lo que
resalta la importancia de llevar a cabo investigaciones mas especificas en cada region

para desarrollar estrategias efectivas de prevencion y control.
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3.2. Contrastacion de hipotesis
3.2.1. Hipdtesis generales

Hipotesis Alternativa para la seroprevalencia en general: Existe una
seroprevalencia detectable de Leucosis Bovina en hatos lecheros de crianza

extensiva en la regién de Cajamarca.

Hipotesis Alternativa para la seroprevalencia en provincias: La
seroprevalencia de Leucosis Bovina existente varia entre las diferentes

provincias de la region de Cajamarca.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

» El estudio serologico realizado en la region de Cajamarca, Pera, fue de 464
muestras de suero sanguineo bovino mediante la técnica de ELISA
Competitivo para determinar la seroprevalencia de Leucosis Bovina (LB). Se
encontro un total de 35 muestras positivas, lo que representa una prevalencia
general del 8% en la region. Este resultado confirma la presencia de LB en
Cajamarca, aunque a un nivel bajo.

» Anivel de provincias, se observa una variacion considerable en la prevalencia
de LB. Las provincias de Cajamarca, San Pablo y San Marcos presentaron las
mayores prevalencias, con 25,75%, 12,86% y 12,86%, respectivamente. Les
siguen Chota (6,7%), Celendin (5,13%) y Cajabamba (3,20%). Es importante
destacar que, en las provincias de San Miguel, Cutervo, Hualgayoc y Santa
Cruz no se detectan casos positivos a LB, lo que sugiere una ausencia o una
muy baja prevalencia de la enfermedad en estas areas.

» A pesar de que la prevalencia general se considera baja, la presencia de focos
de alta prevalencia en ciertas provincias y la existencia de mecanismos de
transmision activos (tanto horizontal como vertical) implican un riesgo
continuo de diseminacion del virus a otras areas, incluyendo aquellas con

prevalencia actualmente baja o nula.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

» Se recomienda realizar estudios adicionales para comprender mejor la
dindmica de la enfermedad en la region y determinar los factores de riesgo
asociados a la infeccion.

» Seria de interés cientifico elaborar investigaciones a futuro en las provincias
de la region Cajamarca que no fueron incluidas en el presente estudio, como
Jaén, San Ignacio y Contumaza. Los reportes de estas provincias permitirian
ampliar el campo epidemioldgico de la enfermedad para una valiosa
formulacion de estrategias de control sanitario en la region.

» Implementar programas de capacitacion dirigido a los productores, sobre la

amenaza que representa esta enfermedad y el impacto negativo a la ganaderia.
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ANEXOS

Anexo 1. Procesamiento y andlisis de muestras con la técnica de ELISA de

competicion contra la gp51 de la leucosis bovina (14).

1. Toma de muestras de sangre 2. centrifugacion de las muestras
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Se realizard una puncion en la vena Las muestras seran centrifugadas
coccigea para extraer 3 ml de sangre por un tiempo de 5 -10 minutos a
en tubos al vacio (tapa roja). 1500 rpm parala obtencion del

SUuero sanguineo.

. /
3. coleccidn de suero _®
=

Se colectara el suero en
microtibos de 1.5ml con
ayuda de una
micropipeta.
Almacenar a-20°C.
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( 4. Preparacion de la muestra ) (

6. Vaciado y lavado de pocillos ]

7
= & TN

W) s o

En la microplaca Elisa, se afiadira.
= 80yl de Diluyente 2 en lo 96 pocillos.
= 20 pL de Control positivo a los pocillos A1
y B1.
= 20 pL del Control negative a los pocillos

e

[ ]

i
a) W
ﬂ

Se lavara cada
pocillo, 3 veces con
al menos 300 pL de
Solucion de Lavado.

C1yD1. [

7. Conjugado ] Se colocard

=+ 20 pL de cada muestra a analizar en los -
pocillos restantes.

( 5. Incubacidn ]

—_—_— — — = ==

100 pL del
preparado de
conjuado 1X
en cada uno

de los
pocillos.

Se cubrird la placa
y se incubaré por
45 mina 21°C.

8. Solucidn de revelacion ]

7. Se realizara otra incubacion, vaciado y lavado.
+ Selncubaré la placa por 30 minutos a 21°C.
+ Se vaciara los pocillos
* Se lavara los pocillos &
{recomendacion del fabricante).

veces

Se distribuird 100 pl de

] Solucion de parada a

9. Solucion de parada :
cada pocillo y se

Solucién
de
revelacio
S
t}l% f{
#
® *F ® #*

se colocara
100 pl de
solucion de
revelacion en
cada pocillo y
se cubrirala
placae
incubara 15
mina 21°C.

Lavado
—_—

realizara la lectura en
una longitud de onda de
450 nm.

A4 oY
Solucion
de
parada

S.P

Despues de eliminar el exceso de eonjugado

Se zfizde la muestraz y los
centreles a los pocillos
zengibilizados con &l amtigena

gp31

Es distribuido el conjugado

mediante lavade, |z reaccidn == desarrclla
mediante la adicién de una sclucidn de

(anti.gp51marcado ), estos se
fijan a los epitopos del virus que
estan libres, formando un
complejo antigeno-conjugado-HRP

reveladao.

El  color resultarte esta  directamente
relacionade con la cantidad de anticuerpos
ezpecificos presentes en las muestras qus se
estdn analizando




Anexo 2. Ficha de resultado de Elisa competitivo para leucosis bovina (LB).
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Cadigo INIA-1
FICHA DE RESULTADOS DE PRUEBA DE ELISA COMPETITIVO. Fecha | 09/10/2024
LEUCOSIS BOVINA Enfermedad | Leucosis
muestreada Bovina
) Documento
Datos del propietario MADELENE MARIN LINAREZ de 26707685
Identificacion
Departamento | Provincia Distrito Localidad Referencia
Cajamarca | Cajamarca| Cajamarca Bella Union Betania
INFORMACION DE LA MUESTA
Cadigo de la . e
muestra ;fgstdr g Iddegltg‘rlﬁamc;?n Edad Sexo Raza
SENASA/INIA
O1MML/15 Suero Celia 3 afos Hembra Holstein
O1MM/5 Suero Lola 3 afos Hembra Holstein
O1MM/7 Suero Juanita 3 afios Hembra Holstein
O1MM/1 Suero Chela 4 afos Hembra Holstein
ANALISIS VIROLOGICO
Cadigo de la
muestra DF;LU?%ZSSO Técnica Valores Resultados
SENASA/INIA g
O1MML/15 Test de ELISA ELISA DE COMPETICION - BLV 64.8798521 Negativo
O1MM/5 Test de ELISA ELISA DE COMPETICION - BLV 97.4121996 Negativo
O1MM/7 Test de ELISA ELISA DE COMPETICION - BLV 82.8096118 Negativo
O1MM/1 Test de ELISA ELISA DE COMPETICION - BLV 4,25138632 Positivo

NOTA

EL TEST DE ELISA DE COMPETICION PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA LA
GP51 DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA EN SUEROS ES ES INVERSAMENTE
PROPORCIONAL POR ENDE LOS RESULTADOS DEL S/N < 50% ES POSITIVO Y S/N > 60% ES

NEGATIVO.
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APENDICE

Anexo 4. Fotografia N° 2: Kit ID Screen® BLV Competition



Anexo 5. Fotografia a, b, ¢, d, e y f: (a) dilucion de Diluyente 2x en microplaca de 96
pocillos (b) junto a los controles positivo y negativo mas los (c) sueros de los vacunos

muestreados, (e, f) cubiertos con papel aluminio.
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Anexo 6. Fotografia g, h, i, j y k : en la fotografia (g) se procede a preparar el
conjugado 1x diluyendo el conjugado concentrado con el Diluyente 2 y colocamos el
reactivo en los pocillos de la microplaca, en la fotografia (h, i) se ha colocado la
solucion de revelacion dando una coloracion azul y trascurrido 15 minutos de
incubacion distribuimos la solucion de parada, dando una coloracidén amarillas, la cual
puede revelar ya los resultados (en ausencia de anticuerpos en las muestras, se formara
una coloracion azul que se convierte en amarillo después de afiadir la solucion de
parada (S.P.) en presencia de anticuerpos en las muestras, no formard ninguna

coloracion), para finalizar en la fotografia (j) pasamos al BENCHMARK SCIENTIFIC

lector de microplacas a una longitud de onda de 450 nm.




