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RESUMEN

El proyecto de Investigacion tiene como objetivo principal desarrollar una alternativa
procedimental modificada para el diagnostico de Leucosis Bovina en ldminas portaobjetos,
sustituyendo el procedimiento original de la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel que se
realizaba con placas Petri. Para el cual, se recolectaron muestras sanguineas de la vena yugular
con vacutainer amarillos, las cuales fueron utilizadas para realizar la prueba de Inmunodifusion
en Agar Gel y detectar positivos a la enfermedad de Leucosis bovina. Obteniéndose 28 muestras
positivas (17.9%) de un total de 156 muestreados en el afio 2023, debido a su simplicidad, bajo
costo y facilidad de uso. Se aplic6 la Prueba de Chi Cuadrado para analizar la relacion entre la
edad de los bovinos y la seropositividad a la prueba, concluyendo que no hay una relacion
estadistica significativa. Asimismo, se observaron variaciones en la frecuencia de bovinos
seropositivos en diferentes zonas, sin que la zona de procedencia influyera significativamente
en la interpretacion estadistica de resultados. Similarmente, el nimero de partos y el promedio
de produccion lactea diaria no mostraron asociaciones estadisticamente significativas con la
presencia de Leucosis Bovina. Al llevar a cabo la modificacion experimental en la metodologia,
se obtuvieron resultados positivos y claramente observables al emplear la técnica de
inmunodifusién en agar gel en placas portaobjetos que contenian hoyos de 3 mm de diametro
dispuestos a una distancia de 3 mm entre cada uno de otros 6 hoyos creados. Estos hoyos se
distribuyeron de manera radial alrededor de un orificio central destinado a contener el antigeno.
En la ejecucion de la investigacion, se lograron con éxito los objetivos propuestos, incluyendo
el muestreo sanguineo en diversos grupos de bovinos y la modificacion experimental de la
prueba en laminas portaobjetos. Estos logros establecen una base sélida para futuros desarrollos
en el campo de la serologia bovina, destacando la importancia de la investigacion experimental
y la adaptacion de metodologias para optimizar las técnicas diagnosticas en la salud bovina en
el distrito de Vitor.

Palabras clave: Inmunodifusion en agar gel, sueros, bovinos, Leucosis bovina.
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ABSTRACT

The main objective of the research project is to develop a modified procedural alternative for
the diagnosis of Bovine Leukosis in slides, replacing the original procedure of the Agar Gel
Immunodiffusion test that was performed with Petri dishes. For which, blood samples were
collected from the jugular vein with yellow vacutainers, which were used to perform the Agar
Gel Immunodiffusion test and detect positives for Bovine Leukosis disease. Obtaining 28
positive samples (17.9%) of a total of 156 sampled in 2023, due to its simplicity, low cost and
ease of use. The Chi Square Test was applied to analyze the relationship between the age of the
cattle and the seropositivity to the test, concluding that there is no significant statistical
relationship. Likewise, variations in the frequency of seropositive cattle were observed in
different areas, without the area of origin significantly influencing the statistical interpretation
of results. Similarly, the number of births and the average daily milk production did not show
statistically significant associations with the presence of Bovine Leukosis. When carrying out
the experimental modification in the methodology, positive and clearly observable results were
obtained when using the immunodiffusion technique in agar gel in slide plates containing 3 mm
diameter holes arranged at a distance of 3 mm between each other. 6 holes created. These holes
were distributed radially around another central hole intended to contain the antigen. In the
execution of the research, the proposed objectives were successfully achieved, including blood
sampling in various groups of cattle and the experimental modification of the test on slides.
These achievements establish a solid foundation for future developments in the field of bovine
serology, highlighting the importance of experimental research and adaptation of

methodologies to optimize diagnostic techniques in bovine health in the Vitor district.

Keywords: Immunodiffusion in agar gel, sera, cattle, Bovine leukosis
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1. INTRODUCCION

1.1.  Enunciado del problema
Ajuste metodologico experimental de la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel para la

prueba de Leucosis bovina, elaborada en placas porta objeto.

1.2.  Descripcion del problema
La Leucosis bovina es la enfermedad tumoral mas frecuente en el ganado Bovino a nivel
mundial, estd entre los 5 agentes patdgenos que mas afectan al ganado bovino, la
incidencia de esta enfermedad es mayor en el ganado destinado a producir leche respecto
al ganado carnico mayormente dado las condiciones de manejo de este, las cuales
facilitan la transmision (1).

Durante los ultimos afios, se demostré que el ganado importado a varios paises lleva
anticuerpos contra el virus de Leucosis bovina (BLV), ya que actualmente solo se
permite importar ganado al cual se le realizan analisis de sangre para detectar
anticuerpos séricos contra BLV, esto es una condicién de importacion en la mayoria de

los paises como criterio de importacion (2).

Los principales virus notificados en el control de importacion de semen bovino son la
fiebre aftosa, lengua azul, leucemia bovina, rinotraqueitis infecciosa bovina, diarrea
viral bovina, fiebre efimera y enfermedad de la piel nodular (3). Segun los valores de
prevalencia del 92% a nivel peruano se hace dificil la exportacién de Semen a otros
paises, asi como del desarrollo de lineas genéticas de alta productividad por las

limitaciones que presenta su comercio a nivel internacional.

Se demostro segun hallazgos de investigacion, que una vaca seropositiva a VLB, tenia
una vida atil mas corta que sus contrapartes seropositivas, ya que el ganado seropositivo
produjo 3.5% menos leche y ademas de esto tuvo 48 dias no productivos respecto al
ganado seronegativo, ademéas se demostrd una alta correlacion a la infeccion por

Trichoputon verrucosum (4).

La presencia de este virus en un hato productivo aumenta el riesgo de enfermedades con
etiologia infecciosa, en cambio las enfermedades de origen no infeccioso no aumentaron
(5), por lo que hablamos de una enfermedad que compromete el sistema inmune del

animal afectado, dada la disminucion del nimero de linfocitos T CD4 Y CD8 (6).
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Es importante determinar la prevalencia y epidemiologia en el Pais peruano, para de
esta manera obtener un conocimiento y mayor comprension de la situacion actual de la
Leucosis Bovina y de esta manera revelar la posibilidad de existencia de genotipos
enmascarados cuyos cebadores o primeros usados en OIE no pueden identificar (7),
aqui recae la importancia de facilitar el diagndstico de esta enfermedad para obtener
resultados réapidos y fiables.

A pesar de las tasas moderadas de incidencia, prevalencia y mortalidad de LBE, se
considera relevante desde un punto de vista social y econémico porque impone
restricciones de movimiento a los animales infectados, reduce su productividad, y
provoca la depreciacion economica de otros animales criados en la granja infectada. Por
lo tanto, EBL se incluye en la lista de enfermedades de declaracion obligatoria a la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (8).

1.3.  Efecto en el desarrollo local y/o regional
La enfermedad de Leucosis Bovina estd ampliamente diseminada a lo largo del territorio
peruano, con una prevalencia de 92,7% (1). Lo que se traduce en la disminucidén de los
indices productivos del ganado ya que existe una relacion directa entre la prevalencia
de la enfermedad, disminucion de los indices productivos y de calidad lactea (9), asi
como el deterioro de la salud del ganado dada la inmunosupresion producida por la
infeccion con VLB(Virus de Leucosis Bovina), que predispone a la aparicion de otras

enfermedades infecciosas tanto de origen Viral, Bacteriano y Parasitario.

1.4. Justificacion

1.4.1. Aspecto General
Este trabajo de investigacion tiene como finalidad, establecer un cambio procedimental
respecto a la prueba de inmunodifusién en Agar Gel, el cual se realizaria en placas

portaobjeto para diagndéstico de Leucosis Bovina.

1.4.2. Aspecto Tecnoldgico
La Medicina Veterinaria es una ciencia en constante expansion ya que afio a afio surgen
nuevas teorias y descubrimientos que no hacen mas que facilitar el trabajo del Médico
Veterinario, ya que aportan nuevas alternativas de diagnostico, asi como del manejo de
pacientes.
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Para el diagndstico de Leucosis Bovina se utilizan métodos de diagnostico seroldgico
como ELISA que mide titulos de anticuerpos, Inmunodifusion en Agar gel que indica
la presencia de glicoproteina P51, asi mismo como otra alternativa existe el diagndstico
molecular por medio de PCR para detectar la presencia de antigenos virales (8).

Poder establecer una alternativa rapida que facilite el diagnostico de esta patologia,
evaluamos la posibilidad de modificar la prueba de inmunodifusion en Agar Gel, al
realizarla en placas portaobjetos para de esta manera disminuir el tiempo mismo que

requiere la prueba diagnostica.

1.4.3. Aspecto Social
Es de alta importancia tanto para la salud publica como para el sector productivo, ya que
dada la similitud del Virus de Leucosis Bovina (BLV) con los virus linfotropicos T
humanos 1y 2(HTVLV1y HTLV?2), se ha demostrado que la infeccion con dicho virus
podria permitir el desarrollo de linfoma en Humanos (10), ademas de generar perdidas
invisibles para el ganadero dada la alta tasa de morbilidad de la enfermedad.

1.4.4. Aspecto econdémico

La infeccion por Leucosis Bovina genera grandes pérdidas econdémicas, principalmente
por la muerte de animales en produccion por Leucemia, Linfosarcoma y eliminacion
prematura de animales, asi mismo, las restricciones en el comercio internacional de
Bovinos y Material genético (1).

Otras causas de pérdidas econdmicas serian los costos de reemplazo de animales,
diagndstico y atencion Veterinaria, perdida de terneros y la pérdida de 10 meses de
produccion lactea, esto es significativo en caso se tenga un gran nimero de cabezas de
ganado en etapa productiva ya que se traduciria en menores indices de ganancia
economica. Ademas de esto dada la naturaleza subclinica de la enfermedad los animales
que desarrollan tumores lo haran generalmente en la etapa adulta, es decir en la etapa
de mayor produccion lo que se traduce en mermas y eliminacién de los animales en los

hatos lecheros (11).

1.45. Importancia
La importancia de este trabajo recae en mitigar la diseminacion de la enfermedad y por
medio de esto establecer nuevas medidas de manejo del ganado lechero y carnico siendo
el primero el que mas favorece la propagacion de la enfermedad, de detectarse la

presencia de animales seropositivos en hato lechero o cérnico, se podrian establecer
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nuevas medidas de control y manejo del ganado para de esta manera disminuir el
impacto econdémico que significa tener ganado seropositivo Leucosis bovina.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivos Generales
- Elaborar una alternativa procedimental a la prueba de Inmunodifusion en
Agar gel para el diagnostico de Leucosis Bovina.

1.6.2. Objetivos Especificos
- Determinar la frecuencia de Leucosis bovina en el distrito de Vitor, segln
edad, procedencia local, nimero de partos, Promedio de Produccion lactea
diaria.
- Realizar el ajuste metodoldgico de la prueba de Inmunodifusion en agar gel
en placas porta objeto y hoyos en dos especificaciones de 3 mmy 2 mm de

didmetro y distancia entre hoyos.
1.6.  Hipdtesis

Dado que las condiciones epidemioldgicas de la region Arequipa permiten la presencia
de Leucosis Bovina, es probable que al utilizar la prueba de inmunodifusion en Agar
Gel se encuentre una frecuencia alta en la zona de estudio, y que la modificacion de la

técnica pueda dar resultados positivos.
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CAPITULO II
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2. MARCO TEORICO
2.1  Marco Conceptual
2.1.1. Leucosis Viral Bovina

a. Sinonimias.
A esta enfermedad se le atribuyeron muchas sinonimias como Leucosis linfoide,
leucemia bovina, linfosarcoma, linfoma maligno, Leucosis enzo6tica o Leucosis

endémica (12).

b. Epidemiologia.
La Leucosis bovina es una enfermedad de curso créonico generalmente, en la que se
encuentran circulando una gran cantidad de linfocitos de caracter neoplésico en casi
todos los 6rganos del cuerpo, es de alta mortalidad ademas de esto afecta a bovinos
de todas las razas y edades. En estudios se demostro que en el ganado lechero existe
una mayor prevalencia comparado al ganado carnico, esta diferencia respecto al
ganado lechero puede mayormente deberse a las précticas de manejo, factor

importante para la transmision del Virus de la Leucosis Bovina (12).

Esta enfermedad no se propaga rapidamente con tasas de infecciones pequefias con
una prevalencia del 100% en animales de un mismo establo, y una mortalidad del 2
al 5%, siendo mayor la prevalencia en vacas lecheras por sobre el ganado cérnico.
Asi mismo es posible relacionar el tamafio del colectivo con una frecuencia alta de
linfoma, lo que refleja las frecuencias altas de infeccion por Leucosis en grandes
colectivos. Otros factores contribuyentes como nutricion, infecciones concurrentes
y factores estresantes ambientales y meteoroldgicos no se han estudiado lo suficiente
(13).

Normalmente tiene cuatro formas de presentacion:

e Forma Juvenil: se presenta normalmente antes del primer afio, aunque puede
presentarse previo al nacimiento, involucrando todos los nodulos linfaticos y
6rganos viscerales.

e Forma Timica: se presenta en bovinos de edades entre el afio y medio a dos afios
y medio. Cursa provocando tumores en el timo y nédulos linfaticos de cualquier
parte del cuerpo.
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e Forma Cuténea: se presenta en animales de dos a tres afios. La regresion de las
lesiones es posible, a lo que también predispone a la forma adulta de la
enfermedad.

e Forma Adulta o Multicéntrica: aparece entre los 4 a 8 afios, no existe una
localizacion especifica de los tumores ya que estos pueden formarse en todos los
organos linfaticos como nodulos linfaticos, rifidn, bazo, corazon, corddn espinal

en su porcién lumbar, dtero, abomaso Yy tejido linfatico retrobulbar (12) (14).

- Anomalias Cromosdmicas no aleatorias en el Linfoma Bovino.

Si bien es conocido el mapa genético del virus de la leucemia Bovina (BLV),
aun no se conoce el mecanismo por el cual la infeccién por BLV da como
resultado la transformacion y restriccion del linaje de células B neoplésicas. Para
lo cual se realizé un estudio que buscaba obtener nuevos conocimientos sobre la
patogenia y mecanismos de génesis tumoral inducida por BLV mediante la
determinacion de los cariotipos de BLV asociados a linfomas en bovinos, en
donde se encontraron entre las mas frecuentes, adquisicion de cromosomas
adicionales (23-29). Trisomia en cromosomas 5 y 7, translocaciones
robertsonianas e isocromosomas, también se encontraron reordenamientos en los
cromosomas 10,12, 23 y 26, monosomia X, trisomia X y translocaciones del

cromosoma X.

Los cromosomas 2, 3, 8, 9, 11, 13, 14, 19y 21 estuvieron involucrados con poca
frecuencia en cambios estructurales o numéricos. Los reordenamientos
estructurales de los cromosomas 10, 12, 23 y 26 pueden reflejar anomalias
primarias que ocurren tempranamente en la transformacion de las lineas
celulares linfociticas., mientras que la trisomia en el 5 par puede ser una

anormalidad secundaria comun (15).
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c. Etiologia
Figura 1. Diagrama de la estructura del virus de Leucosis bovina

Proteinas de envoltura

*De Instituto Suizo de Bioinformatica (16).

d. Taxonomiay ubicacion del VLB dentro de la familia de los retrovirus
Familia: Retroviridae (17)
Subfamilia:  Orthoretrovirinae
Género: Deltaretrovirus
Especie: Virus de la Leucosis bovina

Subfamilia:  Spumaretrovirus (18)

- Elvirus

El virus de la Leucosis bovina es un virus de tipo ARN perteneciente a la familia
Retroviridae. Esta familia incluye virus causantes y no causantes de tumores en
algunas especies incluyendo el hombre. La particula viral es esférica, de 80 a
100 nanometros de diametro, estd recubierta con unas proteinas de proyeccion
de superficie.

Se cree que la glicoproteina de envoltura del virus gp51, interactia con un
receptor de superficie celular, iniciando una endocitosis mediada por el receptor,
lo que lleva a entrar en la célula del huésped. Dentro de la particula hay tres
estructuras de proteinas no glicosiladas, la matriz, el nucleocépside y el nlcleo.
Tres enzimas, la transcriptasa inversa, la integrasa y una proteasa tambien se
empaquetan dentro del virion. Durante la replicacion, el ARN viral se convierte
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en ADN por medio de la enzima transcriptasa inversa. Esto permite que los
retrovirus se integren en el ADN del huésped, estableciendo una infeccion que
persiste durante la vida del animal. El virus de la Leucosis bovina esta presente
en una subpoblacion de linfocitos circulantes, donde se puede encontrar su
informacion genética integrada en mdltiples sitios del ADN celular. Los
linfocitos de los tumores inducidos por BLV normalmente son del Linaje de
Células B (Linfocitos B).

Las células tumorales son monoclonales u oligoclonales para el sitio de
integracion de VLB. Hasta ahora no se ha observado evidencia de un sitio de
integracion comdn para el provirus VLB en diferentes tumores. Es posible que

el VLB no sea viable mucho tiempo fuera del entorno del anfitrion.

Se inactiva facilmente por la exposicion a la luz ultravioleta, el calentamiento a
56°C durante 30 minutos y con pasteurizacion. Sin embargo, el virus puede
seguir siendo viable en la sangre almacenada a 4°C durante al menos dos

semanas (19).

- Genoma Retroviral

Se compone de dos copias idénticas en sentido positivo, ARN de una sola cadena
(19) .El genoma de un retrovirus es diploide, contiene 2 moléculas idénticas de
ARN no covalentemente unidas en los extremos de 5°. Cada segmento haploide
es una sola cadena lineal de moléculas sensoriales de 5Kb. que esta tapada en el

extremo de 5 y en el extremo poliadenilado de 3’ (20).

- Retropepsina del Virus de Leucemia Bovina

Se evidencio experimentalmente la existencia de retropepsina al someter las
proteinas del Virus de Leucosis Bovina, a inmunoprecipitacion, se analiz6 la
composicion de aminoacidos y la secuencia de 14 kDa de proteina lo que
verificd la presencia del nucleétido verificado en la secuencia de datos y sugirio
que la proteasa se produce por un mecanismo de cambio de marco ribosomal, a

esta proteina también se le denomina BLV proteasa o proteinasa BLV (21).

e. Distribucién
El Virus de la Leucosis Bovina se distribuye en todo el mundo, pero con marcadas

diferencias regionales en la prevalencia. Es mas comun en América del Norte y del
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Sur, Australia y algunas regiones de Africa. En Europa Occidental, el BLV se ha
erradicado en gran medida en los ultimos afios, pero sigue siendo comun en muchas
zonas de Europa del Este. Ademas de causar problemas significativos de salud
animal, la Leucosis bovina también puede representar una de las principales causas

de perdidas economicas (19).

Figura 2. Leucosis bovina a nivel mundial
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f. Patogenia

Una vez ingresado el virus al interior de las células, hay una interaccion entre el
genoma viral y los genes celulares. Esto provoca que los retrovirus mantengan un
estado de latencia o que la infeccion progrese a un estado de linfocitosis persistente
o linfosarcoma. Las principales células blanco para el virus de la leucemia bovina
son los linfocitos B, los linfocitos T también pueden llegar a infectarse.

Ademas de la formacidn de linfosarcomas un trastorno benigno llamado “linfocitosis
persistente” ocurre hasta en un 30 % del ganado seropositivo. ElI ganado con
linfocitosis persistente tiene un mayor nimero de linfocitos infectados con Virus de
Leucosis bovina y una mayor posibilidad de eliminar el virus (12).

g. Transmisién
El virus esta presente en el calostro y la leche, en las secreciones tragueales,
bronquiales, y méas raramente, en las secreciones nasales y la saliva de los animales
infectados. El virus también se encuentra en la fraccion celular de la sangre, pero no
en el plasma o el suero a menos que se haya producido una hemolisis. Sin embargo,
no se ha encontrado en las heces ni en la orina y probablemente esté ausente del
semen de la mayoria de los toros infectados. Un nimero muy pequefio de células
sanguineas infectadas son capaces de transmitir BLV. Tan solo 0,1 ml de sangre
completa de una vaca infectada puede ser infecciosa cuando se administra en forma

subcutanea al ganado (19).

Se estim0 que la transmision uterina se da en aproximadamente el 18% de los casos,
en términos de infectividad, la sangre calostro y leche se consideran como medios
para la transmision por contener un numero significativo de linfocitos infectados,
sin embargo, cualquier contacto con leucocitos infectados puede ocasionar la

infeccion.

La transmisién horizontal es mas comun, como el uso de instrumental sin buena
limpieza demostré altas tasas de transmision de LVB. En general el material no
esterilizado usado en las cirugias y el uso de una aguja para varios animales aumenta
el riesgo de infeccidn. Se ha comprobado que la palpacion rectal usando el mismo
guante para varias vacas puede ser una via de diseminacién de la enfermedad dentro
de un hato (10).
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Se ha observado una mayor tasa de infeccion que coincide con el manejo
reproductivo de las vaquillas, tal vez por la exposicion a ganado de més edad, asi

como con la palpacion rectal (12).

La infeccion experimental en ovejas al inyectar semen libre de leucocitos demostrd
que dicho semen no transmite la enfermedad, siendo la venta de semen libre de
leucocitos una alternativa a paises con seroprevalencias altas que cuentan con
geneticas de elevado valor productivo, siendo quizas obstaculizado por el coste que

significa la obtencion de semen libre de leucocitos (22).

En ensayos de transmisién del virus a conejos, se demostré que estos eran
seropositivos a lo largo del tiempo que fueron evaluados (2 afios), expresando
siempre anticuerpos contra la glicoproteina gp51, Siendo la prueba de
inmunodifusién en Agar gel la que se utilizd en estas pruebas experimentales ya que
demostré una alta especificidad al mismo. Ademéas de que la inoculacion
experimental de monocitos y macrofagos producia animales persistentemente
infectados (23).

En una investigacion donde se infecta experimentalmente a bufalos, se demostrd
que, si bien todas las subespecies de bufalos eran susceptibles a la infeccion
experimental, la infeccion natural solo fue demostrada en Bufalos de agua (24).

Se sabe que la infeccion por el virus tiene una distribucién mundial, en climas
templados el virus tiende a transferirse en forma iatrogénica de linfocitos infectados,
en los climas calidos existen areas densamente poblados por insectos hematéfagos,
hay indicios de la transmision por insectos (10).

Se examinoé la microbiota fecal de vacas lecheras ya que esta puede verse afectada
por la inmunomodulacion resultante de infecciones virales y se encontré que la
microbiota de vacas infectadas con BLV diferia de las vacas no infectadas. Lo que

explica el porqué de la transmisién fecal del virus de Leucosis Bovina (25).

Segun recientes investigaciones se comprobd, que los insectos hematéfagos jugaban
un rol importante en la transmisién de la Leucosis Bovina, ya que de controlar la
presencia de insectos en los hatos productivos se veria reducida en gran numero la

transmision de la enfermedad (26).
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También al realizar evaluaciones al suero de fetos, no se encontraron anticuerpos
para la enfermedad (27), lo que afirma que se contrae la infeccion en las primeras
etapas de vida del animal.

Se realizd un ensayo experimental en ovejas, en donde se inoculo con células
extraidas de cultivos celulares que contenian la cepa de células permanentemente
infectadas, perteneciente a la linea Fetal Lamb Kidney, la cual dio como resultado
que las ovejas inoculadas con 500 a 5000 células FLK-BLV desarrollaban la
enfermedad, mientras que la inoculacién con 50 células no desarrollaba la
enfermedad (28).

h. Signos Clinicos
Segun Venables (2004) afirma que la progresion de la infeccién de un animal con la
enfermedad BLV depende de factores genéticos, ambientales y desconocidos. Mas
del 60 por ciento de los bovinos infectados son asintomaticos, sin embargo, casi
todos desarrollan anticuerpos detectables con pruebas seroldgicas.

Entre el 30 y el 70 por ciento de los animales infectados muestran linfocitosis
persistente, pero menos del 10 por ciento desarrollan linfosarcoma. La linfocitosis
persistente se observa en el 28-85 por ciento de los casos de tumores. En los bovinos
con leucemia, el aumento en el recuento de leucocitos se debe a un aumento de los
linfocitos B. EIl porcentaje de linfocitos B en la sangre puede aumentar al 80 por
ciento, en comparacion con los valores normales del 15-20 por ciento. En el ganado
infectado por BLV clinicamente normal sin linfocitosis todavia puede haber un
aumento de los linfocitos al 40-50 por ciento.

Los signos clinicos en animales que desarrollan tumores dependen del 6rgano u
6rganos en particular involucrados. Uno o méas ganglios linfaticos superficiales
pueden agrandarse y estos se pueden sentir como bultos debajo de la piel,
especialmente en las areas del cuello y el flanco trasero. Sin embargo, cuando los
ganglios linfaticos internos son los Unicos afectados, el diagnostico puede ser mas
dificil (19).

Los tumores pueden ocurrir en el abomaso, el lado derecho del corazdn, la columna
vertebral, el Gtero, los ganglios linfaticos y el sistema nervioso central y en el espacio
retrobulbar de la 6rbita de ambos ojos.
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Los signos clinicos pueden incluir depresion, indigestion, hinchazon cronica,
abomaso desplazado, cojera o pardlisis. Los tumores abdominales a veces se
detectan por palpacion rectal durante el examen del embarazo. La infeccion por BLV
no parece estar asociada con una menor produccion de leche, una disminucion de la
capacidad reproductiva en cualquiera de los sexos, o0 con mastitis, menor longevidad
0 mayor susceptibilidad a otras enfermedades. El virus de la Leucosis bovina no
parece causar una inmunosupresion significativa en el feto o en el animal adulto
(29).

La mayoria de las infecciones por el virus de la leucemia bovina son asintométicas
y solo se reconocen mediante pruebas seroldgicas. De los bovinos infectados,
alrededor del 30% desarrollan linfocitosis persistente, pero esto no esta asociado con

ningun signo clinico.

En esos pocos animales que desarrollan enfermedad, se observan signos clinicos a
los 4 a 8 afios; hay tumores linfoides (es decir, linfosarcomas o linfomas malignos)
en los ganglios linfaticos, el abomaso, el corazon, el bazo, los rifiones, el utero, las
meninges espinales y el cerebro, pero no la patogénesis, la patologia y la
oncogénesis de inmunidad es muy probable que dependa de la integracion de un
gen(s) v-oncogénico proviral bovino en el ADN celular (29).

En animales en etapa tumoral de BLV, las secuencias provirales se encontraron en
celulas leucocitarias, asi como en tumores solidos como son los linfosarcomas, y en
6rganos con infiltracion de células linfoides tumorales. Pero no se encontraron

secuencias provirales en érganos que aparentaban estar normales (30).
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i. Lesiones macroscopicas

Figura 3. Lesiones macroscopica

*De Blowey, R.W. (31).

Figura 4. Linfosarcoma multicéntrico

De Blowey, R.W. et al (31).

La imagen muestra el ganglio preescapular agrandado, de un ternero el cual mostr6
linfadenopatia generalizada, los ganglios submandibulares, parotideos Yy
retrofaringeos también se agrandaron simétricamente. La palpacion reveld que los
ganglios linfaticos eran lisos, indoloros y tenian movimiento libre, sin afectar con

algun tipo de ulceracion a la piel (31).
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Figura 5. Linfosarcoma Timico

*De Blowey, R.W. et al (31).
Se observa una masa grande, firme y lisa que ocupaba la region preesternal de la
novilla Guernsey de un afio de edad, tambien encontramos edema, el novillo no

presentd linfadenopatia generalizada.

Figura 6. Linfosarcoma Timico asemejando un exudado caseoso

*De Blowey, R.W. et al (31).

Podemos observar una seccién transversal del tumor discreto de un Angus, no se
encontrd tejido granulomatoso, el contenido era amarillo palido asemejando un
exudado caseoso (31).
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Figura 7. Bovino Hereford con leucosis cutanea

*De Blowey, R.W. et al (31).

Figura 8. Linforsarcoma de Piel

*De Blowey, R.W. et al (31).

En las dos anteriores imagenes podemos observar la forma cutanea de Leucosis, la
cual es rara. En la primera imagen se trata de un bovino Hereford, lo cual presenta
nodulos de color blancos sobre el cuello, la espalda y los flancos, dichos nddulos se
pueden extender profundamente en el tejido subcutaneo. También hay una
linfadenopatia generalizada con prominentes ganglios precurales. En la segunda
imagen observamos Leucosis cutanea limitada a grandes lesiones ulceradas
alrededor de la cabeza. Dichas lesiones podrian presentarse también en
actinobacilosis y actinomicosis para lo cual una biopsia y una prueba seroldgica
podria ser de utilidad diagnostica (31).
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Figura 9. Leucosis Bovina forma Adulta

*De Blowey, R.W. et al (31).

Se presenta linfadenopatia generalizada con agrandamiento simétrico de la mayoria

de los ganglios linfaticos periféricos, a menudo con otros signos (31).

En la imagen observamos como en algunos casos la presencia de tumores tiene
predileccién por las orbitas de los ojos en forma bilateral, normalmente se trata de
una neoplasia retrobulbar, en este caso la vaca presenta exoftalmia masiva bilateral
y protrusion del tejido de granulacion como resultado de infiltracion linfomatosa en
la rbita del globo ocular (31).

Otros sitios de ubicacion de Linfosarcoma, incluyen el propio globo ocular, canal
espinal, medula espinal, causante de paresia posterior progresiva como resultado de

la compresion de la medula espinal y el abomaso (31).

- Caracterizacién inmunolégica y Bioquimica de la glicoproteina de
envoltura del virus de leucemia bovina GP51, producido en Saccaromyces
cerevisiae
Se demostrd que la glicoproteina gp51 se sintetizaba también al introducir la
secuencia de nucledtidos que la codificaban, en un vector de Escherichia coli-
levaduras, las cuales expresaron la proteina glicosilada en moléculas de proteina
heterodispersas de 40 a 48 kDA (Kilodaltons), ademas de esto la gp51 no se
excreto en el medio de cultivo. Por Gltimo, se estimé que dichas proteinas solo
conformaban el 0,06% de proteinas solubles, este modesto nivel de expresion
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esta dado por la naturaleza toxica de la gp51 para la célula de levadura. Habiendo
poca reactividad para estas proteinas sintetizadas a partir de levaduras, esto se
comprobd mediante ELISA y el analisis de epitopos bioldgicos bien definidos
(32).

j. Diagnostico
Este virus normalmente se detecta mediante inmunodifusién en gel de agar o
ensayos ELISA. que se basan en la aparicion de anticuerpos contra una proteina de
superficie importante del virus, gp51, presente en el suero de ganado infectado.
Hemos utilizado la reaccién en cadena de la polimerasa, que depende de la
amplificacion de secuencias especificas de ADN como un ensayo sensible para la
deteccién de BLV. era posible detectar ADN proviral en 100 pares de genes de ADN
tumoral de un huésped infectado mediante electroforesis en gel de agarosa seguido
de tincion con bromuro de etidio. La sensibilidad del ensayo se increment6 en dos
6rdenes logaritmicos cuando el analisis de hibridacion, usando una sonda de ADN
proviral BLV, se usé en combinacion con la amplificacion del ADN Se detecto ADN
proviral tanto en ADN linfocitico como tumoral y en todos Etapas de la infeccion

en el ganado (33).

- Hematologia
Los rebafos con una alta incidencia de linfosarcoma a menudo contienen
muchos bovinos clinicamente normales con linfocitosis persistente. El desarrollo
del linfosarcoma a menudo va precedido de linfocitosis persistente en ausencia
de signos clinicos. Los métodos hematoldgicos fueron las principales
herramientas de diagndstico durante varios afios y se desarrollaron varias
"claves" relacionadas con el recuento de linfocitos y la edad, presentando valores
maximos por encima de los cuales se declaré que un animal tenia linfocitosis
persistente. El porcentaje de linfocitos en el ganado normal varia entre el 18 y el
28 por ciento. En el ganado infectado por BLV con linfocitosis persistente, el
porcentaje de linfocitos B puede aumentar hasta el 70 por ciento. En el ganado
infectado con BLV clinicamente normal sin linfocitosis, los linfocitos B

aumentan al 40-50 por ciento (19).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




A ¢ - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE §.CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

- Serologia
La prueba de inmunodifusion en gel de agar (AGIDT) se puede utilizar para
detectar anticuerpos especificos contra los antigenos virales p15, p24 y gp51. La
prueba de anticuerpos gp51 es mas sensible que las pruebas pl5 y p24 o
hematologia para la deteccion de animales infectados. La prueba es simple y

practica y se ha utilizado ampliamente.

El antigeno de glicoproteina empleado en la prueba se prepara a partir del
liquido sobrenadante de una linea celular infectada persistentemente con BLV.
Utilizando monocapas de células infectadas por BLV, los sueros también se
pueden probar para detectar anticuerpos especificos mediante técnicas de
inmunofluorescencia indirecta 0 inmunoperoxidasa. También se han descrito
varias pruebas de neutralizacion, basadas en la capacidad de los anticuerpos para

inhibir los efectos del BLV en cultivos celulares.

Se ha utilizado la prueba de fijacion del complemento utilizando antigenos
virales de una linea celular infectada con BLV, pero parece ser menos sensible
que la prueba de inmunodifusion en gel de agar para anticuerpos contra el
antigeno glicoproteina gp51. Se ha descrito una prueba de inhibicion de la
transcriptasa inversa, basada en el hecho de que el suero de algunos bovinos
leucémicos inhibe la actividad de la transcriptasa inversa de BLV.

El radioinmunoensayo es muy sensible, pero tiene la desventaja de que se
requieren reactivos radiomarcados Yy equipos especiales. El ensayo de
inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) es el método preferido actualmente para
la deteccion de anticuerpos BLV. La prueba se puede utilizar con leche o tejido
y fluidos, asi como con muestras de suero. EI ELISA es rapido, sensible y
adecuado para la prueba de un gran nimero de muestras. Los kits de ELISA
disponibles en el mercado, lo suficientemente sensibles como para permitir el
examen de sueros y leche agrupados para su deteccién y vigilancia, han formado
la base de programas exitosos de erradicacion de VLB en varios paises europeos
(19).

- Aislamiento y deteccion del virus
Las particulas virales se pueden demostrar mediante microscopia electrénica en
cultivos a corto plazo de linfocitos de animales infectados por BLV. El virus
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también se puede recuperar del ganado infectado mediante el cultivo de células
mononucleares de sangre periférica con una célula indicadora susceptible, por

ejemplo, células renales de cordero fetal.

Es posible que se requieran varios pasajes de los cultivos antes de que se pueda
observar sincitios en monocapas manchadas de Giemsa. Las células infectadas
se pueden visualizar especificamente, a menudo antes de la formacion de
sincitio, utilizando técnicas de inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa. Sin
embargo, al igual que con otros retrovirus, ni la microscopia electronica ni el
aislamiento de virus son un método particularmente sensible para demostrar la
infeccion. Hoy en dia, se utilizan con frecuencia técnicas que incluyen el ensayo
de la actividad de la transcriptasa inversa o la demostracion de la presencia de
secuencias especificas de acidos nucleicos VLB. Los ensayos de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), generalmente desarrollados para detectar el
ADN provincial BLV y ofrecer una sensibilidad y especificidad exquisitas, estan
ganando rapidamente la ventaja sobre los métodos culturales en los campos de

investigacion, diagnostico y vigilancia (19).

- Ensayo de ELISA
Se basa en la deteccion de anticuerpos contra el virus de la leucemia bovina, esta
prueba se basa en el sistema biotina-estreptavidina que utiliza 1gG bovina
policlonal no marcada contra la BLV como anticuerpo de captura e IgG bovina
anti-BLV biotinilada como anticuerpo de deteccion. Se encontrd que la
sensibilidad era 50 a 100 veces mayor que la prueba de Inmunodifusion en Agar
gel, con una especificidad de 100%. El ELISA de blogueo demostré ser
adecuado para la deteccion de anticuerpos contra BLV en suero y leche (34) (35).
Asi mismo, a nivel mundial se realizan ensayos de ELISA para determinar la
prevalencia de anticuerpos en leche, con la finalidad de optar por medidas de
control y prevencion en las zonas productivas y seropositivas a la infeccion (36).

- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Este procedimiento detecta el virus de la leucemia bovina proviral en sangre
periférica, evaluando el ADN de células mononucleares. Esta prueba también

logré distinguir los terneros infectados con BLV de terneros no infectados.
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Esta prueba solo falla en el caso de que exista una baja proporcion de linfocitos
infectados con BLV en la muestra obtenida. La sensibilidad de la prueba de PCR
de doble amplificacion es comparable a la prueba de Inmunodifusion en Agar
Gel. El problema del uso de esta prueba radica en las estrictas condiciones del
PCR para prevenir resultados falsos positivos debido a la contaminacion de las

muestras (8).

El diagnostico también se evalla detectando la presencia de anticuerpos
circulantes contra la proteina de envoltura viral, gp51. este método que detecta
directamente la presencia de ADN viral, tiene ventajas sobre los métodos
disefiados para medir anticuerpos del huésped. Por lo que podemos optar por esta

prueba ya que proporcionara un diagndstico sensible (37).

- Linfocitosis como criterio diagnostico:
En la década de 1970 a nivel mundial se reporto la presencia de linfocitosis en
la mayoria de ganado infectado con Leucosis bovina, lo que a futuro sirvié como
criterio diagndstico de Leucosis y en menor medida de neoplasias de origen
hemolinfatico (38).

En 1994 se uso la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar
el ADN proviral, se demostré que la sangre con antigeno positivo podria
contener hasta 106 veces mas Provirus integrado que la sangre de ganado

negativo al antigeno (39).

- Linfocitosis concepto (40):

Se refiere a un mayor numero de linfocitos circulantes. Es dificil poner un limite
superior preciso al numero de linfocitos en diferentes especies, pero alrededor
de 9mil millones por litro en rumiantes, existe a decrecer con la edad y cerca de
6émil millones por litro en monogastricos, estos valores sirven como guia. En el
caballo, el namero de linfocitos circulantes (y, por lo tanto, el nimero total de
glébulos blancos) disminuye con la edad hasta una medida bastante marcada,
por lo que una leucopenia aparente es bastante normal en los caballos viejos.

Con la excepcién de las afecciones neoplasicas, un hallazgo clinico de
linfocitosis es bastante poco comun y la interpretacion es bastante inespecifica.
Una linfocitosis fisiolégica debido a la movilizacion de las células secuestradas
en camas capilares colapsadas puede ocurrir de la misma manera que para los

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




X . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

neutréfilos, y es bastante comln en gatos asustados. Si bien es posible inducir
linfocitosis por medios experimentales (por ejemplo, inyeccion de heparina o
Bordetella pertussis), una respuesta inmune a un antigeno bacteriano, aunque
puede estimular la linfopoyesis, normalmente no causa un aumento significativo

en el nimero de linfocitos circulantes.

La linfocitosis no suele ser una caracteristica de las infecciones virales, esta es
una impresion engafiosa obtenida al intentar interpretar los recuentos relativos
(porcentaje) en lugar de los recuentos numéricos absolutos + una neutropenia

absoluta, por supuesto, conduciréd a una aparente linfocitosis relativa.

La leucemia es un tema complejo que se aborda mejor a través de textos
especializados en oncologia, puede manifestarse como un nimero anormalmente
alto de linfocitos circulantes, o formas anormales de linfocitos en circulacion, o
ambas cosas. Cuando el recuento de linfocitos esta marcadamente elevado (con
o0 sin células anormales), el diagnéstico basico rara vez esta en duda real; sin
embargo, puede ocurrir confusion cuando el recuento esta solo ligeramente
elevado, o cuando se ven ceélulas anormales en ausencia de un recuento
aumentado, o cuando las células son demasiado anormales o degeneradas para

reconocerlas.

En las dos primeras situaciones (recuento ligeramente elevado de células
normales, o algunas células anormales, la Gnica anomalia), un examen repetido

en unos 5 +7 dias generalmente proporcionara una imagen mas clara.

Las células genuinamente extrafas e irreconocibles son practicamente siempre
neoplésicas, pero la degeneracién anormalmente rapida de los globulos blancos
también debe considerarse potencialmente siniestra. Aunque los leucocitos
equinos se degeneran regularmente a formas irreconocibles dentro de las 18 +
24 horas posteriores a la recoleccion de muestras, esto no es habitual en el perro
o el gato. Por lo tanto, el hallazgo de muchas células degeneradas una muestra
gue se ha manejado correctamente y no se ha retrasado indebidamente en el
transporte al laboratorio bien puede ser una advertencia de una posible leucemia
en un animal pequefio. La solucién es hacer una pelicula de sangre
inmediatamente se recoge la muestra y enviarla con la muestra repetida + una
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precaucion sabia, en cualquier caso, y una precaucion esencial si se publican o
retienen muestras de sangre equinas para el andlisis al dia siguiente (40).

- Seroconversion a BLV

El tiempo de seroconversion segun estudios es de 4 a 5 semanas después de la
infeccion, donde se observo la caracteristica linfocitosis aguda con ayuda de la
técnica de citometria de flujo (6), la cual permite diferencias lineas celulares
tanto por tamafios como por marcadores de superficie expresados por el
complejo mayor de histocompatilidad.

Al momento de la seroconversion, el porcentaje de Linfocitos B Aumento de
19,1% + 7,5% a 37,9% £ 15,8%, y los porcentajes de linfocitos T (CD2+)
disminuyeron de 36,7% * 7,3% a 22,7% * 6,0%, esto se le atribuyd a la
disminucion del porcentaje de células T CD4 + asi como de T CD8, para los
terneros infectados. Aumentando también el nimero absoluto de células CD5+

lo que se coincide con el aumento de células B totales (6).

- Reacciones de Precipitacion (41)
Si una solucion de antigeno soluble se mezcla con un antisuero fuerte, la mezcla
se vuelve turbia en unos minutos y luego flocula, finalmente se forma un
precipitado el cual se asienta en el fondo de un tubo en aproximadamente una

hora.

Este precipitado estd compuesto de complejos de antigeno anticuerpo. Si se
mezclan cantidades crecientes de antigeno soluble con una cantidad constante
de anticuerpo, la cantidad de precipitado que se desarrolla esta determinada por
las proporciones relativas de los reactivos. No se forma ningun precipitado obvio
a bajas concentraciones de antigeno. A medida que aumenta la cantidad de
antigeno, se forman mayores cantidades de precipitado hasta que la cantidad sea
méaxima. Sin embargo, con la adicién de aun mas antigeno, la cantidad de
precipitado disminuye gradualmente, hasta que no hay ninguno presente en los

tubos que contienen un gran exceso de antigeno.

En la primera etapa de estas reacciones, s6lo un poco de antigeno se compleja
con anticuerpos, por lo que se deposita poco precipitado. En los tubos donde se
produce la mayor precipitacién, tanto de antigeno como de anticuerpo estan
completamente unidos formando mdaltiples complejos, y ninguno de los dos
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puede ser observado en el liquido sobrenadante. Esto se llama la zona de

equivalencia, y la proporcion de anticuerpo a antigeno es optima.

Cuando el antigeno se afiade en exceso, no se forma un precipitado, aunque hay
complejos inmunitarios solubles, y se puede detectar antigeno libre en el liquido
sobrenadante. Su patron es el resultado del hecho de que los anticuerpos son
bivalentes y, por lo tanto, solo pueden interconectar dos epitopos a la vez, pero
los antigenos complejos son generalmente multivalentes y poseen muchos
epitopos. Cuando hay un exceso de anticuerpos, cada molécula de antigeno esta
cubierta con moléculas de anticuerpos, lo que evita la reticulacion y, por lo tanto,

la precipitacion.

Cuando los reactivos estan en proporciones optimas, la relacion entre el antigeno
y el anticuerpo es tal que la reticulacién y la formacion de complejos son
extensas. A medida que el nimero de complejos aumenta, se vuelve insoluble y
finalmente precipita. En mezclas en las que el antigeno es excesivo, cada
molécula de anticuerpo se une a dos moléculas de antigeno. Es imposible una
mayor reticulacion, y como estos complejos son pequefios y solubles, no se
produce precipitacion. Los fagocitos mononucleares son mas eficientes en la
unién y eliminacion de complejos formados en proporciones éptimas y en exceso

de anticuerpos (41).

- Prueba de Inmunodifusion
Un método simple para demostrar la precipitacion inmunitaria es la
inmunodifusion o la difusion en gel. Se elaboran pequefios orificios cortando
pequefas partes del agar transparente y estéril. Con tamafios, de unos 5 mm de
diametro y aproximadamente 1 cm de distancia.
Un pozo se llena con antigeno soluble y el otro con antisuero; los reactivos se
difunden radialmente. Cuando los reactivos se encuentran en proporciones

Optimas, aparece una linea blanca opaca de precipitado (41).
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Figura 10. Prueba de Inmunodifusion

*De Tizard, lan R. (41).

La figura muestra la precipitacion en agar gel, tanto antigeno como anticuerpo
colocado en su respectivo hueco o0 pozo en el agar, estos se precipitan en una
region donde se logran proporciones 6ptimas. En la imagen referencial de la
prueba de inmunodifusién en donde dos antigenos exactamente iguales son
colocados en la parte superior, y como resultado de esto las lineas de

precipitacion se fusionan para mostrar la presencia de un mismo antigeno.

Si las soluciones utilizadas contienen varios antigenos y anticuerpos diferentes,
es poco probable que los componentes alcancen las proporciones dptimas
exactamente en la misma posicion. En consecuencia, se produce una linea
separada de precipitado para cada conjunto de antigenos y anticuerpos que

interactla.

Esta prueba se puede utilizar para determinar la relacion entre los antigenos. Si
se establecen dos pozos de antigeno y un pozo de anticuerpos, se formaran lineas
entre cada pozo de antigeno y el pozo de anticuerpos. Si estas dos lineas se unen,
los dos antigenos son probablemente idénticos. Si las lineas se cruzan, los dos
antigenos son completamente diferentes. Si las lineas se fusionan con la
formacion de espuelas, existe una identidad parcial, lo que indica que un

antigeno posee epitopos que no esta presente en el otro.
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antigenos diferentes
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*De Tizard, lan R.Nota. (41)

La prueba de Coggins es un método de difusion en gel utilizado para detectar
anticuerpos contra el virus de la anemia infecciosa equina en el suero de caballo.
En esta prueba, un extracto del bazo de caballo infectado o un antigeno de cultivo
celular reacciona con el suero del caballo sometido a prueba en gel de agar, y el
desarrollo de una linea de precipitado constituye una reaccion positiva.

Se utiliza una prueba similar para identificar el ganado infectado con el virus de

la leucemia bovina (41).

k. Tratamiento
No existen vacunas o procedimientos terapéuticos que prevengan la diseminacion
del Virus de Leucosis Bovina, disponibles a la fecha (26), pero eso no descarta la
posibilidad de elaborar una vacuna que podria ser de ARN recombinante de la
glicoproteina gp51, ya que es la proteina que actla como epitopo antigénico y

estimula la respuesta humoral (42).

I. Control
Las medidas de control apropiadas para cualquier situacién en particular estan
dictadas en gran medida por factores locales. La prevalencia de la infeccién es

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




X . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

probablemente la consideracion principal, pero la economia, las practicas de cria,
los movimientos de ganado y la politica pueden ser importantes (19).

Cada vez mas, impulsados por las ventajas comerciales, los Estados miembros de la
Unidn Europea y otros paises europeos han establecido estrategias de vigilancia y
erradicacion. Muchos de ellos han tenido éxito y los paises ahora estan oficialmente

libres de Leucosis Bovina Enzootica (19).

Los tipos de acciones utilizadas, relacionadas con el monitoreo serolégico, para

producir rebafios libres de BLV se detallan a continuacion:

» Los animales positivos para BLV se mantienen fisicamente separados de los
animales negativos para BLV. Las pruebas de control de animales negativos se
llevan a cabo a intervalos regulares.

» Los terneros nacidos de vacas negativas se mantienen alejados de los animales
infectados.

« Los terneros nacidos de vacas infectadas se crian solo con calostro y leche de
vacas negativas y se mantienen aislados. Si son serolégicamente negativos a los
siete meses de edad, estos terneros se unen al rebafio negativo.

« Los animales de reemplazo deben introducirse de fuentes que se sabe que estan
libres de virus y deben someterse a un cribado serolégico. Cualquier persona
originaria de rebafio de estado desconocido debe demostrar dos pruebas claras a
intervalos de seis meses antes de unirse a la manada principal.

» Latransferencia de embriones e Inseminacion Artificial a veces se utilizan como
parte de un programa de control para que se puedan introducir nuevas

poblaciones genéticas con un riesgo minimo de introducir BLV (19).

Donde la prevalencia de ganado infectado ha sido baja, como ha sido el caso en la
mayoria de los paises de Europa Occidental ahora libres de EBL, se ha utilizado con
éxito la deteccidn seroldgica seguida de la matanza de reactores. Sin embargo, el
aumento de la prevalencia de la infeccion rapidamente hace que este enfoque sea
antieconémico (19).

Una alternativa de control puede ser la que se implemento en Lituania, donde a partir
de 1986 se empezd a separar a todo el ganado positivo a BLV y al negativo a BLV,
donde se aliment6 a todos los terneros nacidos que conformaron el grupo de
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seropositivos, con leche pasteurizada lo que disminuyé los indices de incidencia
gradualmente (43).

Se descubrio, que la vacunacion contra el virus de la fiebre aftosa (FMDV) en
animales seropositivos o infectados con BLV, producia bajos titulos de anticuerpos
anti -FMDV- en la primera vacunacion. Por lo que era importante vacunar por
segunda vez para lograr titulos méas altos de anticuerpos que confieran una

proteccion ante la enfermedad (44).

Al ser una enfermedad ampliamente diseminada en el continente latinoamericano,
en el afio 2009 en chile se establecieron zonas geogréaficas en base a las tasas de
prevalencia de Tuberculosis, lo que les permitié tomar acciones correctas para

reducir la prevalencia de tuberculosis en el pais (45).

Si bien el Peru tiene niveles mas bajos de tuberculosis, los tenemos muy elevados
llegando a un 92% (1), siendo esto un problema, y es de importancia copiar o adaptar
este modelo para poder reducir el nimero de animales infectados con Leucosis

bovina reduciendo su morbilidad y por ende también su mortalidad.
2.2  Antecedentes de investigacion
2.2.1 Revision de tesis Universitarias

a. ldentificacion de la gp51 y la p24 para el diagndstico de leucosis bovina en
ganado lechero de la Irrigacion de Majes Seccion C-1 C-2 C-3 provincia de

Caylloma regién Arequipa 2016

Resumen

Este trabajo de investigacion se realizd en los establos de las secciones C1-C2- C3
de la Irrigacion de Majes, distrito de Lluta, provincia de Caylloma, Region de
Arequipa; durante el periodo de setiembre - diciembre 2016 y enero — marzo 2017,
con el objetivo de determinar la frecuencia de infeccion por el virus de la leucosis
bovina en ganado lechero. Se estim6 un tamafio de muestra de 100 animales
seleccionados al azar. En las muestras de suero tomadas se procedio a identificar
gp 51 y la p-24 viral mediante la prueba de inmunodifusion en agar gel. Los
resultados obtenidos muestran una frecuencia de 22 animales positivos a leucosis

bovina de los 31 establos monitoreados lo que representa el 22% del total de
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%

muestras evaluadas, de este total de animales positivos a LVB pudimos determinar
que el 36.2 %, procedia de animales comprados en la feria ganadera de La Colina
del distrito de Majes, ademas de establecer que la mayoria de vacas seropositivas
eran mayores de 5 afos de edad. Paralelamente a este estudio realizamos una
encuesta a cada ganadero de los establos comprometidos, determinandose el nivel
de conocimiento de esta enfermedad, donde el 25.8% de los encuestados conocia
esta enfermedad infecciosa en ganado vacuno. Por lo tanto, es necesario considerar
a la leucosis bovina como una seria amenaza que pone en riesgo la salud del ganado

lechero de la Irrigacion de Majes secciones C-1, C-2, C-3 (46).

b. Leucosis bovina: actualizacién sobre los mecanismos de transmision vy

estrategias de control y erradicacion

Resumen

La leucosis enzodtica bovina es una enfermedad infecciosa transmitida por el virus
de la leucosis bovina (VLB). Es importante porque causa pérdidas econdémicas
relacionadas a la disminucion de la produccién lactea y ganancia de peso de los
animales afectados, aumenta costos por tratamientos, aumenta la prevalencia de
enfermedades infecciosas por la inmunosupresion que causa y origina pérdidas por
el descarte y muerte prematura de animales con linfosarcomas. Existen estudios que
demuestran una relacion entre el VLB y el cancer mamario en humanos,
presumiendo un riesgo zoondtico para la poblacion. Esta enfermedad es de
distribucion mundial y muchos paises reportan una alta prevalencia, aunque otros
han logrado erradicarla estableciendo diferentes estrategias de manejo, control y
prevencion. La eleccion de estrategias de control y erradicacion del VLB depende
del nivel inicial de prevalencia, el compromiso de querer erradicar la enfermedad y
la factibilidad para aplicar medidas de bioseguridad y buenas practicas de manejo.
En nuestro pais se debe iniciar con medidas poco costosas como las buenas
practicas de manejo y protocolos de bioseguridad para disminuir la transmision
iatrogénica y por calostro o leche contaminados con el virus. Ademas, se debe
capacitar al ganadero, técnicos y veterinarios sobre la importancia de la
enfermedad, su forma de transmision y cdmo evitar que los animales se infecten.
Se recomienda realizar el analisis de los animales para hallar aquellos que tienen

linfocitosis persistente y de ser posible descartarlos o aislarlos de los otros animales,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




: . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

con el objetivo de disminuir la diseminacion de la enfermedad. La mejor medida de
control y erradicacion es la deteccion de positivos y descarte inmediato, aunque en
nuestro pais esto aun no sera posible debido a que no existe un sistema de
compensacion para el ganadero, por lo tanto, se sugiere que se realice la formacién

de hatos paralelos separando animales positivos y negativos (47).
2.2.2. Revision de trabajos de investigacion e Internet

a. Leucosis bovina: una vision actualizada

Resumen

La leucosis bovina enzodtica, causada por el virus de la leucosis bovina (BLV), es
la enfermedad tumoral mas frecuente del bovino. Las razas bovinas de leche y de
carne son susceptibles a la infeccion por BLV vy al linfosarcoma; sin embargo la
enfermedad es mas prevalente en rodeos lecheros, principalmente debido a las
préacticas de manejo. La patogenicidad del BLV en el bovino esta asociada a la
genética del animal. La mayoria de los bovinos infectados por el BLV son
asintomaticos, por lo que la infeccion puede pasar desapercibida cuando los indices
de infeccion son relativamente bajos. En ausencia de medidas de control, el virus
se disemina lentamente entre los animales del rodeo. EI BLV causa importantes
pérdidas productivas, no sélo debido a la mortandad de animales con linfosarcoma,
sino también por las restricciones al comercio de animales infectados y sus
subproductos. Existen distintas alternativas para el control del BLV, adecuadas para
distintas situaciones epidemioldgicas. Hasta el momento no existe ningun
tratamiento o vacuna eficaz para el control de este virus. Cuando la prevalencia de
infeccion es baja, inferior al 10-15% de animales infectados, se recomienda
identificar y eliminar la totalidad de los animales infectados. Esta alternativa no se
adecUa a rodeos con altas prevalencias de infeccion, como ocurre con la mayoria de
los rodeos lecheros en Argentina. La seleccidn genética de animales resistentes a la
diseminacion del BLV surge como una estrategia natural para limitar la
diseminacion de este virus y, por ende, para el control del linfosarcoma asociado
(48).
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3.

3.1

3.1.1.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Localizacion del trabajo

a. Espacial

3.1.2.

3.1.3.

3.14.

El trabajo de investigacion se realiz6 en el distrito de Vitor, provincia de
Caylloma, Departamento de Arequipa.

b. Temporal. Se realiz6 durante los meses de octubre 2022 a diciembre 2023.

Materiales biol6gicos
o Las muestras bioldgicas fueron sueros sanguineos de los bovinos del distrito de
Vitor.

Materiales de laboratorio.
Placas Petri
Dispositivo de Coggins
Agarosa al 1%
Céamara de humedad
Micropipetas de 100 a 250 ul
Micropipetas de 20 a 100 ul
Micropipetas de 5 — 10 ul
Kit de Inmunodifusion de Leucosis bovina
Centrifuga de 2000 a 6000 rpm
Tips para micropipetas
Horno Microondas
Mechero Bunsen
Cuchara de laboratorio
Laminas portaobjeto

Saca bocados de metal de 3 mmy 2 mm de diametro

Materiales de campo
Botas de jebe
Marcadores
Tubos vacutainer de tapa amarilla
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- Agujas doble punta 20G
- Cajatérmica
- Geles de conservacion de frio

- Gradilla para tubos

3.1.5. Equipos y maquinarias
- Centrifuga
- Cémara de humedad
- Microondas

- Fuente de luz fria
3.2. Meétodos
3.2.1. Muestreo

a. Universo.
El universo esta conformado por la totalidad de bovinos hembras lecheras del distrito
de Vitor que segun SENASA es de 49,201 al afio 2023.

b. Tamario de la muestra.

El tamafo de muestra se calculé mediante la férmula de estadistica muestral de Daniel:

N
"T N@2+1
En donde:
N: Universo: 49,201
d: Constante: 0.075
49201
"= 49201(0.075)2 + 1
n= 156
C. Procedimiento de muestreo

e Las muestras de sueros sanguineo fueron tomadas en vacutainer de tapa amarilla con
activador de la coagulacién, directamente de la yugular.

e Las muestras de sangre tomadas permanecieron en ambiente a temperatura ambiente
por 1 horas para permitir su coagulacion luego transportadas al laboratorio 1+D EIRL

del Pedregal — Majes, para su centrifugacion por 10 minutos a 5,000 rpm.
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e Las muestras de sueros permanecieron congeladas en el laboratorio hasta su

procesamiento en la prueba de IDAG.

3.2.2. Formacion de Unidades Experimentales de Estudio
Cada muestra de sangre obtenida es una unidad experimental.

a. Metodologia de la experimentacion
- Preparacion del agar para IDAG: Agarosa al 1%

1. Disolver Agarosa al 1% en agua destilada estéril, en un microondas hasta
que esté completamente mezclado, en un tiempo aproximado de 30 minutos.
Dejar enfriar hasta 50° C aproximadamente en un Bafio Maria.

Colocar 15 ml en placas petri de 50 mm y dejar enfriar
Perforar el agar con el dispositivo de Coguins
Extrae al agar de las perforaciones para dejar los hoyos visibles.

o ok w N

Para la fase experimental:

e Se coloco agar sobre laminas portaobjeto y se dejé enfriar

e Parael ajuste metodoldgico se disefiaron dos plantillas (1 de 3 mmy otra
de 2 mm) y hacer las perforaciones.

e Para conservar las laminas portaobjetos preparados se colocaron en una
camara para evitar su deshidratacion. Se recomienda prepararlo un dia
antes de su utilizacion.

- Reconstitucion de los componentes liofilizados
1. Antigeno BLV: reconstituir con 2ml de agua destilada.

2. Control Positivo: reconstituir con 3ml de agua destilada.

- Reaccion
1. Dispensar 72 ul de antigeno BLV, en un pocillo central
2. Enlos pocillos externos colocar 72 ul de control positivo y en los otros 72 ul

de suero problema.
3. Sellar las placas con cinta Parafilm.
- Elaboracién de la prueba de inmunodifusién como ajuste metodolégico:
1. Se limpid y esterilizé la lamina portaobjetos antes de su uso.
2. Previamente se prepard Agarosa al 1% con el procedimiento anteriormente

descrito.
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3. Paralaelaboracion utilizaremos el gel de agarosa aplicando una capa delgada
en la superficie de la lamina porta objetos.

4. Una vez solidificado el agar, se procede a perforar la capa de agar en forma
equidistante utilizando un sacabocado.

5. Se agregaron 30 ul de suero sanguineo a los hoyos o pocillos periféricos y
30 ul de antigeno BLV al pocillo central.

6. Al cabo de 72 horas de incubacién después de la difusion el complejo
antigeno anticuerpo, se formaron precipitados representados bajo la forma
de una linea blanquecina visible con ayuda de luz fria de bajo de la lamina.

7. Se considero positivo si la linea de precipitacion se forma con el antigeno, la
muestra se considerard como negativa si no se forma una linea de

precipitacion con el antigeno.

b. Recopilacion de la informacion

- Enel campo. Se obtuvo muestras de bovinos, en cuyo hato existia la presencia
de Leucosis bovina diagnosticada previamente.

- En el laboratorio. Se realizd diversos ensayos experimentales, para
precisamente poder modificar la prueba de inmunodifusion, al elaborarla sobre
placas portaobjeto.

- En la biblioteca. Recopile informacion de libros y bibliotecas virtuales
obtenidos en la etapa de revision bibliografica.

- En otros ambientes generadores de la informacion cientifica. Informacion
principalmente de Pubmed de NCBI.

3.2.4. Variables de Respuesta

a. Variables independientes
e Edad
e NuUmero de Partos
e Raza
e Produccion lactea
e Zona

b. Variables dependientes

e Prueba de Leucosis Bovina en inmunodifusion en agar Gel Modificado
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3.2.3. Cuadro Operacional de Variables

Variable Definicion Indicadores Instrumento

Independiente

e Edad e De 2 afos a 7 afios

e NUmero de e De 1 a 6 partos
Partos

e Promedio de e De 7 a 16 litros
produccion Tabla
diaria lactea de

e Zona de e Procedentes de las zonas de Taca, registros
Procedencia Chanal, Pueblo Viejo, San Luis, El

Pasto, Pie de la cuesta, la caleta,
Mocoro, Sotello, el Pastor, El Parto,
La Cana, Valle Vitor

Dependiente

¢ Frecuencia de » NUmero de Positivos y negativos a la prueba de Prueba de
Leucosis Bovina  repeticiones Inmunodifusion en Agar Gel Inmunodifusién en
de una Modificada Agar Gel
unidad de Modificada para
medida Diagndstico de

Leucosis Bovina

3.2.4 Disefio Experimental

a. Unidades experimentales. Cada Bovino Hembra muestreado, es una unidad
experimental.
b. Disefio de tratamientos. Cada muestra de suero sanguineo sera sometida a la prueba

de inmunodifusion en agar gel modificada.
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3.2.5 Analisis Estadisticos

e Método Chi cuadrado
La prueba de Chi-Cuadrado es un procedimiento estadistico utilizado para
determinar si existe una diferencia significativa entre los resultados esperados y los
observados en una 0 mas categorias (49).
Se trata de una prueba no paramétrica que es utilizada por los investigadores para
examinar las diferencias entre variables categéricas en la misma poblacion. También
puede utilizarse para validar o proporcionar un contexto adicional para las
frecuencias observadas (49).
De esta forma, se busca determinar si una diferencia entre los datos observados y
los esperados se debe al azar, o si se debe a una relacion entre las variables que se
estan estudiando (49).

La formula es:

o (fo— 1)’

x> = Chi-cuadrado

%~ = Sumatoria

fo = Frecuencia observada
ft = Frecuencia esperada
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, utilizando la prueba de

inmunodifusién en agar (IDGA).

Inmunodifusiéon en Agar N.° de Bovinos %
Gel Modificado
Positivo 28 17.9%
Negativo 128 82.1%
Total 156 100%

Grafico 1. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, utilizando la prueba de

inmunodifusion en Agar Gel (IDGA).
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En la tabla y gréafico 1. Muestran que de un total de 156 bovinos muestreados y sometidos a la Prueba
Diagnostica de Inmunodifusion en Agar Gel Modificada para diagnéstico de Leucosis Bovina, un 17.9%

dio resultado Positivo a la prueba , mientras que un 82.1% dio resultado negativo a la prueba.

El 17.9% esta conformado por 28 animales positivos a la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel, siendo

el 82.1% conformado por 128 animales negativos a la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel.

La Prevalencia relativa de Leucosis bovina en esta poblacién es relativamente baja, aun asi estos
resultados representan una preocupacion dado a que méas de un sexto de la poblacion muestra resultados
positivos.

La seroprevalencia de este estudio en el afio 2023 (17.9%) es mayor en comparacion con los resultados
de Flores y Rivera (2000), que mediante el uso de la prueba de ELISA obtuvieron una seroprevalencia
de 12.8% de un total de 410 muestras. Dicho aumento en la seroprevalencia podria reflejar un cambio
en la epidemiologia de la Leucosis bovina en la region Arequipa. (50)

Las ventajas de la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel respecto a la prueba de ELISA, es que la
primera; es mas simple de utilizar, mas econémica , requiere menos manipulacion y capacitacion,
permite obtener resultados apreciables a simple vista, siendo también mas versatil. Es importante sefialar
gue a pesar de las ventajas cada método tiene sus propias limitaciones, tratindose a la prueba de
Inmunodifusion, como una prueba cualitativa, a diferencia de la Prueba de ELISA, que seria cuantitativa

y con utilidad para multiples tipos de estudios cuantitativos de Anticuerpos en suero sanguineo.

Considerando la facil utilizacion y bajo costo de este método diagnostico, el mismo deberia
implementarse en los establos bovinos, como protocolo de tamizaje de la enfermedad de Leucosis
Bovina, para de esta manera poder establecer las mas adecuadas medidas de control y prevencion de

esta enfermedad.

Si bien el universo muestreado es pequefio, no se descarta que al realizar posteriores estudios abarcando
un universo de un tamafio y muestra mayor se podrian obtener distintos resultados en las tasas de
seroprevalencia, por lo que es recomendable realizar nuevos estudios utilizando este método

diagndstico.
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Tabla 2. Frecuencia de Leucosis bovina en el distrito de Vitor, segun edad.

Inmunodifusion en Agar Gel Modificada para

Leucosis TOTAL
Edad/ afios Negativo Positivo

N.° % N.° % N.° %
2 afios 13 8.3% 3 1.9% 16 10.2%
3 afios 36 23% 10 6.4% 46 29.4%
4 afios 37 23.7% 6 3.9% 43 27.6%
5 afios 26 16.6% 5 3.2% 31 19.8%
6 afios 10 6.4% 3 1.9% 13 8.3%
7 afios 6 3.8% 1 0.6% 7 4.4%
Total 100%

Grafico 2. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, segun edad.
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En la Tabla y Gréafico 2. Muestra los resultados de la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel
modificada y su relacion con el grupo etario; los bovinos con edad de 2 afios tuvieron 1.8% de
resultados positivos, y 8.3% de bovinos con resultado negativo; los bovinos con edad de 3
afios tuvieron 6.4% de resultados positivos, y 23% de bovinos con resultado negativo ; los
bovinos con edad de 4 afios tuvieron 3.9% de resultados positivos, y 23.7% de bovinos con
resultado negativo; los bovinos con edad de 5 afios tuvieron 3.2% de resultados positivos, y
16.6% de bovinos con resultado negativo; los bovinos con edad de 6 afios tuvieron 1.9% de
resultados positivos, y 6.4% de bovinos con resultado negativo; los bovinos con edad de 7 afios
tuvieron 0.64% de resultados positivos, y 3.8% de bovinos con resultado negativo. Destacando
que del total de todos los grupos, los mas jovenes (2, 3, 4 afios) son los que presentan una mayor

frecuencia de Leucosis Bovina respecto a los mas adultos.

A los 3 afios es la edad donde se encontro la frecuencia mas alta con 6.4%, representando un
total de 10 animales que dieron resultado Positivo a la Prueba de Inmunodifusion en Agar Gel
modificada para Leucosis bovina, siendo el segundo grupo etario con méas animales del total de

bovinos muestreados.

Se utiliz6 la Prueba de Chi Cuadrado ya que es la mas adecuada para variables de tipo

categorico.

Segun la prueba de Chi Cuadrado X2(1, N=156; N= Tamafio de la muestra) =0.92 muestra que
la edad de los bovinos muestreados no presenta una relacion estadistica significativa con la
presencia de Bovinos con Leucosis. (P>0.05). Por tanto, se puede asumir que el grupo etario al
que pertenece cada animal no influye en la interpretacién animales seropositivos a la prueba de
Inmunodifusién en Agar Gel Modificada para diagnostico de Leucosis.

Dado el pequefio tamafio de muestra en este estudio, al realizarse un estudio futuro que abarque un
tamafio de muestra mayor, es probable pueda encontrarse una relacion estadistica entre el grupo etario

y su influencia en la Interpretacion de positividad o negatividad de la prueba.
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Tabla 3. Frecuencia de Leucosis bovina en el distrito de Vitor, segun procedencia

Inmunodifusion en Agar Gel

Modificada para Leucosis TOTAL
Zona Negativo Positivo
N.° % N.° % N.° %
Taca 10 6.4% 1 0.6% 11 7%

Chaiial 6 3.8% 0 0% 6 3.8%
Pueblo Viejo 6 3.8% 2 1.3% 8 51%

San Luis 7 4.5% 1 0.6% 8 5.1%

El Pasto 12 7.7% 3 1.9% 15 9.6%

Pie de la Cuesta 4 2.6% 1 0.6% 5 3.2%
La Caleta 11 7.1% 5 3.2% 16 10.3%
Mocoro 17 10.9% 6 3.8% 23 14.7%

Sotello 8 5.1% 1 0.6% 9 5.7%

El Pastor 6 3.8% 1 0.6% 7 4.4%

La Cana 4 2.6% 0 0% 4 2.6%
Valle Vitor 37 23.7% 7 6.4% 44 28.2%

TOTAL 156 100%

Gréfico 3. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, segun Zona de procedencia
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En la tabla y grafico 3. Se evidencia la relacion entre el resultado de la prueba de
Inmunodifusién en Agar Gel modificada y la Zona de procedencia de los bovinos muestreados
pertenecientes al Valle de Vitor. En la zona de Taca un 0.6% de bovinos con resultados
positivos, y 6.4% de bovinos con resultados negativos; en la zona de Chafial un 0% de bovinos
con resultados positivos, y 3.8% de bovinos con resultados negativos; en la zona de Pueblo
Viejo un 1.3% de resultados positivos, y 3.8% de bovinos con resultados positivos; en la zona
de San Luis 0.6% de resultados positivos, y 4.5% de bovinos con resultados negativos; en la
zona de EIl Pasto 1.9% de resultados positivos, y 7.7% de bovinos con resultados negativos; en
la zona de Pie de la Cuesta 0.6% de resultados positivos, y 2.6% de bovinos con resultados
negativos; en la zona de La Caleta 3.2% de resultados positivos, y 7.1% de bovinos con
resultados negativos; en la zona de Mocoro 3.8% de resultados positivos, y 10.9% de bovinos
con resultados negativos; en la zona de Sotello 0.6% de resultados positivos, y 5.1% de bovinos
con resultados negativos; en la zona de El Pastor 0.6% de resultados positivos, y 3.8% de
bovinos con resultados negativos; en la zona de La Cana 0% de resultados positivos, y 2.6% de
bovinos con resultados negativos; en la zona de Valle Vitor 4.5% de resultados positivos, 23.7%

de bovinos con resultados positivos.

La zona con mayor frecuencia de bovinos seropositivos es la del Valle de Vitor con 4.5%, esto
se debe en parte a que fue la Zona con mas individuos muestreados; destaca también Mocoro

con 3.8% de bovinos seropositivos, siendo la segunda Zona con mas individuos muestreados.

Segun la prueba de Chi Cuadrado X2(1, N=156) =0.84 muestra que la Zona de procedencia no
presenta una relacion estadistica significativa con la presencia de Bovinos con leucosis.
(P>0.05). Esto concluye en que la zona de donde proceden los bovinos, no tiene influencia en
la interpretacion de animales seropositivos a la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel

Modificada para diagnostico de Leucosis Bovina.
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Tabla 4. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, segin nimero de partos

Inmunodifusion en Agar Gel Modificada para

Leucosis TOTAL
Negativo Positivo

Partos NS % N % NS %
1 13 8.3% 3 1.9% 16 10.3%
2 36 23.1% 10 6.4% 46 29.5%
3 37 23.7% 6 3.8% 43 27.6%
4 26 16.7% 5 3.2% 31 19.9%

5 10 6.4% 3 1.9% 13 8.3%

6 6 3.8% 1 0.6% 7 4.5%
TOTAL 156 100%

Grafico 4. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, segn nimero de partos
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En la tabla y gréafico 4. Muestra la relacion entre el resultado de la prueba de Inmunodifusion en
Agar Gel modificada y el Numero total de Partos. En los bovinos que solo tuvieron 1 parto se
encontraron 1.9% de bovinos con resultados positivos, y 8.3% de resultados negativos a la
prueba; en los bovinos que tuvieron 2 partos se encontraron 6.4% de bovinos con resultados
positivos, y 23.1% de resultados negativos a la prueba; en los bovinos que tuvieron 3 partos se

encontraron 3.8% de bovinos con resultados positivos, y 23.7% de resultados negativos a la
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prueba; en los bovinos que tuvieron 4 partos se encontraron 3.2% de bovinos con resultados
positivos, y 16.7% de resultados negativos a la prueba; en los bovinos que tuvieron 5 partos
se encontraron 1.9% de bovinos con resultados positivos, y 6.4% de resultados negativos a la
prueba; en los bovinos que tuvieron 6 partos se encontraron 0.6% de bovinos con resultados

positivos, y 3.8% de resultados negativos a la prueba.

Los bovinos con 2 partos presentaron la frecuencia més alta con 6.4% de bovinos positivos, el
segundo grupo con la frecuencia mas alta es la de los bovinos con 3 partos los cuales mostraron

3.8%, asi mismo es importante resaltar que ambos grupos de animales son los mas grandes.

Segun la prueba de Chi Cuadrado X?(1, N=156) =0.942 muestra la cantidad de partos no
presenta una relacion estadistica significativa respecto a la presencia de Bovinos con leucosis
(P>0.05). Lo que sugiere que el nimero total de partos no tiene influencia en la interpretacion
de animales seropositivos a la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel Modificada para

diagnostico de Leucosis Bovina.
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Tabla 5. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, segin promedio de produccion

lactea diaria.

Promedio de Inmunodifusion en Agar Gel Modificada

para Leucosis Total
Produccién Negativo Positivo
Lactea diaria N.° % N.° % N.° %
7 a 7.5 litros 5 3.2% 0 0% 5 3.2%
8 a 8.5 litros 3 1.9% 0 0% 3 1.9%
9 a 9.5 litros 13 8.3% 2 1.2% 15 9.5%
10 a 10.5 litros 18 11.5% 5 3.2% 23 14.7%
11 a 11.5 litros 6 3.8% 5 3.2% 11 7%
12 a 12.5 litros 34 21.8% 6 3.8% 40 25.6%
13 a 13.5 litros 19 12% 1 0.6% 20 12.6%
14 a 14.5 litros 17 10.9% 4 2.6% 21 13.5%
15 a 15.5 litros 12 7.6% 4 2.6% 16 10.2%
16 a 16.5 litros 1 0.6% 1 0.6% 2 1.2%
Total 156 100%

Grafico 5. Frecuencia de Leucosis Bovina en el distrito de Vitor, segun promedio de

produccién lactea diaria.
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En la tabla y gréafico 5. Muestra la relacion entre el resultado de la prueba de Inmunodifusion
en Agar Gel modificada y el Promedio de Produccion Lactea diaria. En los bovinos con
promedios de 7 a 7.5 litros diarios, no se encontraron bovinos con resultados positivos (0%),
siendo 3.2% de bovinos con resultados negativos; en los bovinos con promedios de 8 a 8.5
litros diarios, no se encontraron bovinos con resultados positivos (0%), siendo 1.9% de bovinos
con resultados negativos; en los bovinos con promedios de 9 a 9.5 litros diarios, se encontr6 un
1.2% con resultados positivos , siendo 8.3% de bovinos con resultados negativos; en los bovinos
con promedios de 10 a 10.5 litros diarios, se encontré un 3.2% con resultados positivos , siendo
11.5% de bovinos con resultados negativos; en los bovinos con promedios de 11 a 11.5 litros
diarios, se encontrd un 3.2% con resultados positivos, siendo 3.8% de bovinos con resultados
negativos; en los bovinos con promedios de 12 a 12.5 litros diarios, se encontr6é un 3.8% con
resultados positivos, siendo 21.8% de bovinos con resultados negativos; en los bovinos con
promedios de 13 a 13.5 litros diarios, se encontré un 0.6% con resultados positivos, siendo 12%
de bovinos con resultados negativos; en los bovinos con promedios de 14 a 14.5 litros diarios,
se encontrd un 2.6% con resultados positivos , siendo 10.9% de bovinos con resultados
negativos; en los bovinos con promedios de 15 a 15.5 litros diarios, se encontrd un 2.6% con
resultados positivos , siendo 7.6% de bovinos con resultados negativos; en los bovinos con
promedios de 16 a 16.5 litros diarios, se encontr6 un 0.6% con resultados positivos, siendo 0.6%

de bovinos con resultados negativos.

La frecuencia de resultados positivos aumenta en los rangos de produccion lactea de 9 a 9.5
litros diarios, 10 a 10.5 litros diarios, 11 a 11.5 litros diarios, 12 a 12.5 litros diarios y 14 a 14.5
litros diarios, alcanzando valores entre 0.6% y 3.8%. Esto puede deberse a que los grupos de
bovinos de 7 a 7.5 litros y 8 a 8.5 litros estan conformados por un numero bajo de individuos

al igual que los del grupo de 16 a 16.5 litros.

Segun la prueba de Chi Cuadrado X2(1, N=156) =0.089 muestra el promedio de produccion
lactea diaria no presenta una relacion estadistica significativa con la presencia de Bovinos con
Leucosis (P>0.05). Lo que permite concluir que el promedio de produccion lactea diaria no
tiene influencia en la interpretacion de animales seropositivos a la prueba de Inmunodifusién

en Agar Gel Modificada para diagnéstico de Leucosis Bovina.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-3 . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE “ CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

Resultado del Ajuste metodologico de la Prueba de Inmunodifusion en agar gel en Portaobjeto

Los resultados después de la adecuacion del gel de agaraosa a dos dimensiones de tamafio de hoyos o
perforaciones y utilizacion de diferentes cantidades de suero y antigenos se llegaron a visualizar las
lineas de precipitacion entre las muestras positivas a la prueba de Cogings, en placas portaobjeto con

hoyos y distancias de 3 mm, mas no con las de 2mm de didametro de hoyos y distancia entre ellas.
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5. CONCLUSIONES

Primera. Se concluyd que el porcentaje de prevalencia general de Leucosis Bovina para el

distrito de Vitor 2024 fue de 17.9 %, siendo la mayor prevalencia en vacas de 3 afios
procedentes del Valle de Vitor con un 6.4%, en vacas con 2 parto con un 6.4%, en
vacas entre 12 a 12.4 litros de produccion con 3.8%.
Se observaron variaciones en la frecuencia de bovinos seropositivos, entre la edad,
procedencia de la zona del Valle de Vitor, nimero de partos, promedio de produccion
lactea diaria; dichas variables, nos indican que no tienen influencia significativa en
la interpretacion de resultados seropositivos a la prueba de Inmunodifusién en Agar
Gel para el diagnostico de Leucosis Bovina en la poblacion estudiada.

Segunda. En el ajuste metodoldgico de la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel adecuada a
laminas portaobjeto se logré identificar que las variaciones de hoyos a didmetro 3
mm y distancia entre hoyos de 3 mm son adecuadas para una prueba de Leucosis
Bovina, con uso de menor cantidad de antigeno y sueros

Tercera. Se implement6 adecuadamente la Prueba de Inmunodifusiéon en Agar Gel con hoyos
y distancia entre ellos de 3mm, como una alternativa de protocolo de tamizaje en los

establos bovinos, dada su simplicidad, bajo costo y facilidad de uso.
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6. RECOMENDACIONES

o Dada la seroprevalencia del 17.9% de Leucosis Bovina y su aumento con respecto a
estudios anteriores, se recomienda la implementacion de la Prueba de Inmunodifusion
en Agar Gel como protocolo de tamizaje en los establos bovinos del distrito de Vitor.
Su simplicidad, bajo costo y facilidad de uso la convierten en una herramienta valiosa
para la deteccion temprana de la enfermedad.

o Monitoreo continuo de la epidemiologia de la Leucosis Bovina, ya que, dada la
variabilidad en la seroprevalencia entre diferentes grupos etarios, zonas geograficas y
niveles de produccion lactea, se sugiere llevar a cabo un monitoreo continuo de la
epidemiologia de la Leucosis Bovina en la region. Esto permitird entender mejor los
factores que contribuyen a la propagacion de la enfermedad y adaptar estrategias de
control especificas.

o Considerar factores adicionales en futuras investigaciones, si bien la edad, la zona de
procedencia, el nimero de partos y la produccion lactea diaria no mostraron una
correlacion estadistica significativa con la presencia de Leucosis, se recomienda
explorar otros posibles factores de influencia. Futuras investigaciones podrian incluir
variables ambientales, genéticas o de manejo que podrian tener un impacto en la
seropositividad.

o Refuerzo de medidas de bioseguridad y manejo adecuado en zonas con mayor
frecuencia de seropositividad, a pesar de la falta de correlacion estadistica significativa
entre la zona de procedencia y la presencia de Leucosis, se sugiere reforzar las medidas
de bioseguridad y adoptar practicas de manejo adecuadas en aquellas zonas con una
mayor frecuencia de bovinos seropositivos. Esto podria contribuir a la prevencion y
control de la enfermedad en estas areas.

o Dado el éxito en la implementacion de la fase experimental y la adaptaciéon de la
metodologia para la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel, se recomienda utilizar el
ajuste metodoldgico estudiado y continuar con la investigacién experimental. Esto
permitird afinar aln mas la sensibilidad y precisiéon de la prueba, contribuyendo a su
aplicabilidad en futuros estudios y diagndsticos.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Mapa o croquis de ubicacion del distrito de Vitor, Arequipa

*De Tomado de Google maps,
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Anexo 2. Fotografias del trabajo de investigacion

Figura 12. Procesando las muestras en agar gel de agarosa

Figura 13. Placa Petri con gel de Agarosa y formacion de hoyos de 5 mm
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Figura 14. Placas Petri luego de incubacion de 72 horas con control positivo y con muestras
positivas

Figura 15. Placa portaobjetos con gel de agarosa y hoyos de 3mmy 2 mm
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