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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo es evaluar la eficacia de la congelacion sobre la inactivacion
del virus de la leucosis bovina presente en leche como estrategia de control en terneros
lactantes. Para el estudio se realizo un bioensayo ovino, en el cual se emplearon 12 ovinos.
Los ovinos recibieron por via intraperitoneal un indculo proveniente de leche con células
infectadas por el virus de leucosis bovina (VLB) previamente tratada con uno de los métodos
de inactivacion del virus. Se evaluaron cuatro grupos de estudio: a) grupo control: leche con
células infectadas por el VLB sin ningun tratamiento previo, b) grupo congelacion 12 horas:
leche con células infectadas por el VLB tratada por congelacién durante 12 horas, ¢) grupo
congelacion 36 horas: leche con células infectadas por el VLB tratada por congelacion
durante 36 horas. Se encontrd que a la décima semana post inoculacion, el 100% de los
animales del grupo control y el 75% de los animales del grupo congelacion por 12 horas
fueron seropositivos al VLB, mientras que ningun animal fue seropositivo (0%) al VLB en el
grupo congelacion por 36 horas. Los resultados nos indican que el proceso de congelacion
por 36 horas es eficaz para inactivar el virus de leucosis bovina, mientras que el proceso de
congelacion por 12 horas no logra inactivar el virus. La implementacion del procesamiento de
la leche y el calostro que reciben los terneros podria reducir la prevalencia de infeccion del

VLB en los establos que implementen un hato paralelo como medida de control y eliminacion

del VLB.

Palabras clave: congelacion, calostro, leche, leucosis enzodtica bovina, terneros



ABSTRACT
The objective of this work is to evaluate the efficacy of freezing on the inactivation of bovine
leukosis virus present in milk as a control strategy in lactating calves. For the study, a sheep
bioassay was performed, in which 12 sheep were used. The sheep received an inoculum
intraperitoneally from milk with cells infected with bovine leukosis virus (VLB) previously
treated with one of the virus inactivation methods. Four study groups were evaluated: a)
control group: milk with cells infected by the VLB without any previous treatment, b)
freezing group 12 hours: milk with cells infected by the VLB treated by freezing for 12
hours, ¢) freezing group 36 hours: milk with cells infected by the VLB treated by freezing for
36 hours. It was found that at the tenth week after inoculation, 100% of the animals in the
control group and 75% of the animals in the freezing group for 12 hours were seropositive to
the VLB, while no animal was seropositive (0%) to the VLB in the freezing group for 36
hours. The results indicate that the process of freezing for 36 hours is efficient to inactivate
the bovine leukosis virus, while the freezing process for 12 hours fails to inactivate the virus.
The implementation of milk and colostrum processing received by calves could reduce the
prevalence of VLB infection in stables that implement a parallel herd as a measure of control

and elimination of VLB.

Keywords: pasteurization, freezing, colostrum, milk, bovine enzootic leukosis, calves



I. Introducciéon
El presente trabajo estudia un problema que afecta la sanidad del ganado y que tiene

un potencial impacto en la salud del hombre. Su propésito es lograr evaluar una estrategia
que permita disminuir la transmision de la enfermedad a través de la evaluacion de una
técnica que permita inactivar al virus presente en los linfocitos que estan presentes en
diversas secreciones del ganado, entre ellas, en la leche. La introduccion del presente
documento est4 conformada por descripcion y formulacion del problema, los antecedentes,
los objetivos, la justificacion y la hipdtesis del presente documento.
1.1. Descripcion y formulacion del problema

La Leucosis Enzodtica Bovina es una enfermedad de elevada prevalencia en los
establos lecheros, con un importante efecto negativo en la economia y sanidad de estos.
Recientes investigaciones demuestran que posee un importante potencial zoonoético. Esta
enfermedad posee tres formas de presentacion: seropositividad asintomatica, linfocitosis
persistente y fase tumoral. Los animales con linfocitosis persistente tienen un rol de gran
importancia epidemiologica porque poseen alta carga proviral en las células de sangre
periférica. El agente etioldgico de la Leucosis Enzootica Bovina es el virus de la leucosis
bovina (VLB), el cual presenta una distribucion mundial y es altamente endémico en el Peru.

Econdmicamente afecta negativamente a la produccion de leche en los establos,
disminuyendo 95 litros por vaca al afio por cada incremento de 10% de prevalencia. Asi
también, diversos autores consideran que la infeccion del VLB es una importante y silenciosa
amenaza que afecta la respuesta inmune del ganado, encontrandose una correlacion positiva
entre la infeccion por VLB y la incidencia de mastitis, problemas de pezuia, gastroenteritis y
bronquitis en los rebafios lecheros.

Se ha encontrado que el 59% de muestras de cdncer mamario de mujeres tenian la

presencia de ADN del VLB, mientras que so6lo 29% de muestras sin cancer mamario mostré
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exposicion al VLB. Demostrandose con esto que el VLB es transmisible a los seres humanos
y que las probabilidades de tener cancer de mama en una mujer que presenta el VLB es 3,1
veces mayor que cuando el virus esta ausente.

A pesar de que la Leucosis Enzodtica Bovina es una enfermedad considerada en la lista
de enfermedades de declaracion obligatoria de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OEI), sélo veintidds paises en el mundo han podido erradicarla. Esta situacion no es
diferente en nuestro pais, que poco o nada ha hecho por implementar estrategias de control y
erradicacion de esta enfermedad.

La presencia del virus en leche y el calostro ha sido demostrada desde los afios setenta,
por lo tanto, es necesario implementar un plan estratégico de control y erradicacion de la
Leucosis Enzootica Bovina en el Peru. La mejor manera de erradicarla es mediante un
programa de deteccion y sacrificio, sin embargo, cuando la prevalencia es demasiado elevada
y cuando el estado no subvenciona al ganadero es necesario utilizar un programa de deteccion
y segregacion.

Un punto critico de la implementacion de un programa de deteccion y segregacion es el
manejo del calostro. La toma de calostro en las primeras cuatro horas de vida es trascendente
para la sobrevivencia del ternero, debido a que no recibe anticuerpos a través de la placenta
durante la gestacion. Si bien la presencia de inmunoglobulinas en el calostro tiene un efecto
protector, también actua como una fuente infectiva del VLB.

Aunque la leucosis bovina enzodtica no es una enfermedad que se transmita
unicamente durante el periodo neonatal, durante este periodo los terneros estan en un riesgo
especial de llegar a ser infectados, y los terneros infectados pueden desempefiar un papel
activo en la propagacion temprana del VLB a los animales susceptibles.

Si bien, la pasteurizacion del calostro ha demostrado ser efectiva para conservar

concentraciones ideales de inmunoglobulinas y evitar la transmision del virus, este
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tratamiento no es practico cuando se aplican en el campo para alimentar un gran nimero de
terneros. La congelacion del calostro desde hace muchos afios ha sido una alternativa para
conservar el calostro y mantener las inmunoglobulinas. Asi mismo, algunos estudios han
demostrado que la congelacion del calostro evita la transmision VLB. Por estas razones
resulta interesante estudiar si la congelacion de los linfocitos provenientes de vacas con
linfocitosis persistente nos permitiria eliminar la transmision del virus mediante una sencilla
practica de campo. Por lo tanto, es necesario investigar: ;Qué efecto posee la congelacion de
los linfocitos provenientes de vacas con alta carga proviral en la prevencion de la transmision

del virus de la leucosis bovina en un bioensayo ovino?
1.2. Antecedentes

1.2.1. A Nivel Nacional

Un estudio realizado por Sandoval, et al. (2015), determinaron que la frecuencia de
seropositividad del virus de la Leucosis bovina en un establo lechero de Lima fue de 92.7%.
Siendo la prevalencia de 100% para los bovinos mayores de 5 afios, 97% para los animales
entre 2 y 5 afios y 60% para los animales menores de 2 afios, recomendandose un plan de
control y erradicacion.

Un estudio realizado por Barrera (2010), determin6 que la seroprevalencia del virus de
la leucosis bovina en Valle Viejo (Santa Rosa, Omo, Rinconada, Charsagua) distrito de
Moquegua fue de 20.00 %. Siendo de 32.00% en Omo, de 31.82% en Rinconada, de 21.21%
en Santa Rosa y de 0% en Charsagua. Asi también se determind las prevalencias segun la
edad, obteniéndose un 25,75% en bovinos mayores de 2 afios, 21,05% en bovinos de 1 a 2
afios y 4% en bovinos menores de 1 ano. Encontrandose que la prevalencia de leucosis segiin
sexo del animal fue de 22,73% para hembras y 9,09% para machos. Quedando demostrado

que existe un aumento de la prevalencia del VLB en el Valle Viejo de Moquegua, lo cual
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confirma la necesidad de implementar un programa de control y prevencion contra esta
enfermedad, con la finalidad de reducir las pérdidas econdémicas.

Asi también, un estudio realizado por Romero (2008), determind la seroprevalencia del
virus de la Leucosis bovina en el valle de Sama, provincia y departamento de Tacna. Los
resultados evidenciaron una prevalencia de 23% para el Valle de Sama. Quedando

evidenciado la importancia de esta enfermedad en el valle de Sama.

1.2.2. A Nivel Internacional

Un estudio realizado por Mirsky, et al. (1996) no encontr6é que pruebas convincentes de
que los monocitos y linfocitos T de sangre periférica contengan el BLV provirus en vacas
seropositivas con o sin linfocitosis persistente. Las vacas sin linfocitosis persistente
presentaron 9.2% de células B CD51 y 0.1% de células B CD52 de los linfocitos B
circulantes. Las vacas con linfocitosis persistente presentaron 66% de células B CD51 y
13.9% de células B CD52 infectadas con BLV. El aumento del nimero de linfocitos en las
vacas con PL fue atribuible a 45 veces mas y 99 mas veces de células B CD51 y CD52
infectadas, respectivamente. Por lo tanto, se demuestra que las células B son las Uinicas
c¢lulas mononucleares en la sangre periférica que son significativamente infectados con BLV
y existe una mayor propagacion del virus por parte de los animales seropositivos con
linfocitosis en comparacidn a los seropositivos sin linfocitosis.

En un estudio anterior realizado por Ferrer, et al. (1981) se ha encontrado que 17 de 24
vacas infectadas naturalmente con el VLB presentan carga proviral en su leche,
demostrandose que el consumo de leche no pasteurizada es riesgo de infeccion para los
terneros y humanos.

Otra investigacion realizada por Romero, et al. (1983) revel6 que la transmision del
virus a través la leche es significativa. Se ha encontrado que de los terneros alimentados con

leche de vacas libres del VLB y habian nacido de madres seropositivas, solo el 8.7% fueron
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seropositivos al VLB. En cambio, de los terneros alimentados con leche de vacas
seropositvas y habian nacido de madres positivas, el 16,7% resultaron seropositivos al VLB.
Asi también, al evaluar los terneros nacidos de madres seronegativas, se encontr6 que el 27%
de los terneros que fueron alimentados con leche de vacas seropositiva se convirtieron en
positivos al VLB. Esto demuestra que, si bien la presencia del VLB en el calostro es una
fuente de transmision, la presencia de inmunoglobulinas en el calostro también tiene un
efecto protector.

Asi también, Kanno et al. (2014) utilizaron un bioensayo ovino para determinar el
efecto del congelamiento de calostro para prevenir la transmision del virus de leucosis bovina
(BLV) entre terneros neonatales. Se aislaron leucocitos del calostro de una vaca Holstein
infectada con BLV y luego se dejaron y fueron sometidos al tratamiento de congelacion.
Ovejas fueron inoculadas intraperitonealmente con los leucocitos provenientes del calostro.
Tres semanas después de la inoculacidn se encontr6 que las ovejas inoculadas con leucocitos
tratados no se infectaron.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la congelacion de los linfocitos provenientes de vacas con alta
carga proviral como preventivo de la transmision del virus de la leucosis bovina en un
bioensayo ovino.
1.3.2. Objetivos especificos
Evaluar los porcentajes de seroconversion de ovinos infectados experimentalmente
con linfocitos sin congelar de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina.
Evaluar los porcentajes de seroconversion de ovinos infectados experimentalmente
con linfocitos congelados durante 12 horas de vacas con alta carga proviral del virus de la

leucosis bovina.
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Evaluar los porcentajes de seroconversion de ovinos infectados experimentalmente
con linfocitos congelados durante 36 de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis

bovina.

1.4. Justificacion

La Leucosis Enzootica Bovina es una enfermedad de gran importancia economica y
sanitaria en los establos lecheros de nuestro pais y del mundo. Investigaciones recientes
demuestran que la seropositividad al VLB disminuye la produccion lechera y es considerada
una amenaza silenciosa que afecta la respuesta inmune del ganado infectado. Su importancia
zoonotica se ha demostrado recientemente al haber sido relacionado con el cancer de mama
en mujeres. Por consiguiente, implementar un plan de control y erradicacion del virus en
nuestro pais es urgente, ya que la prevalencia tanto a nivel de los hatos y del ganado es muy
elevada.

La mejor manera de erradicar la Leucosis Enzodtica Bovina es mediante un programa
de deteccion y sacrificio. Sin embargo, cuando la prevalencia es demasiado elevada y cuando
el estado no subvenciona al ganadero se puede utilizar un programa de deteccion y
segregacion. Parte importante de este programa es asegurar que el calostro que reciben los
terneros no sea una fuente de transmision, y a su vez cumpla su rol protector contra el virus.
Por lo tanto, es necesaria la implementacion de un adecuado manejo del calostro destinado al
terneraje. Existen antecedentes de que la pasteurizacion podria eliminar la posibilidad de
transmision del VLB, pero esta técnica no se realiza probablemente porque ese demasiado
complicado ponerla en la practica. La mayoria de los terneros son alimentados con calostro
crudo. Por lo tanto, es sumamente importante realizar una investigacion que compruebe la
congelacion es capaz de evitar la transmision del VLB a partir del calostro de vacas con alta

carga proviral.
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1.5. Hipétesis
1.5.1. Hipotesis general
La congelacion de los linfocitos provenientes de vacas con alta carga proviral
previene la transmision del virus de la leucosis bovina en un bioensayo ovino.
1.5.2. Hipotesis especifica

Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos sin congelar de vacas
con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina seroconvierten en un 100%.

Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos congelados durante 12
horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina no se mantienen
negativos y seroconvierten.

Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos congelados durante 36
horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina no se mantienen

negativos y seroconvierten.
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I1. Marco tedrico

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Leucosis Enzodtica Bovina: Definicion

La Leucosis Enzootica Bovina (LEB) es una enfermedad de gran importancia
econdmica y sanitaria en los establos lecheros (Nekouei et at., 2015), que posee un
importante potencial zoonoético (Buehring et al., 2015). Se caracteriza por tres estadios o
formas de presentacion: seropositividad asintomatica, linfocitosis persistente y fase tumoral o
linfosarcoma (Bartlett et al., 2013). El agente etiologico de la LEB es el virus de la leucosis
bovina (VLB), el cual se encuentra distribuido en todo el mundo (Kobayashi et al., 2010;
Gutiérrez et al., 2015; Nekouei et al., 2015) y es altamente endémico en el Peru (Romero,
2008; Barrera, 2010;Sandoval et al., 2015). Aproximadamente mas del 60% de animales
seropositivos son asintomaticos, el 30% desarrolla linfocitosis persistente, mientras que solo
un 0,15 % desarrolla linfosarcoma (Kabeya et al., 2001). Los animales con linfocitosis
persistente tienen un rol de gran importancia epidemioldgica porque poseen alta carga
proviral en las células de sangre periférica (Mirsky et al., 1996).

A pesar de que la Leucosis Enzootica Bovina es una enfermedad considerada en la lista
de enfermedades de declaracion obligatoria de la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal
(OIE) (OIE, 2012), s6lo veintidos paises en el mundo han podido erradicarla (Acaite et al.,
2007). Su prevalencia a nivel mundial es preocupante, paises como Estados Unidos, Japon y
Argentina presentan infecciones bastante generalizadas, mas del 83% de los rebafios

infectados, con una prevalencia mayor al 30% dentro de cada hato (Frie y Coussens, 2015).



17

Esta situacion no es diferente en nuestro pais, que poco o nada ha hecho por implementar

estrategias de control y erradicacion de esta enfermedad.

2.1.2. Situacion en el Peru y en el mundo

Los estudios epidemiologicos del VLB realizados en los establos lecheros de USA han
mostrado que al menos 84% de los hatos lecheros de USA estan infectados con el VLB y que
23% a 47% de las vacas dentro de cada hato infectado sean positivas al virus (LaDronka et
al., 2018). Un estudio reciente reporta que 33.6% de los bovinos de carne hembras
descartadas llevadas a los camales de USA eran seropositivas al VLB (Bauermann, et al.,
2017). Se ha reportado por Bartlett et al. (2013) que el 25.7% de los toros de carne en
Michigan, de més de un afio de edad, estaban infectados por el VLB. Luego, (Benitez et al.,
2019) reportaron un 44.6% de toros mayores de un afio de edad provenientes de 39 diferentes
establos de carne en Michigan fueron seropositivos. La evidencia de la infeccion por el VLB
en hatos de carne origina nuevas preguntas sobre el impacto de esta enfermedad en la
industria carnica. Deben ser considerados mas estudios a nivel nacional e internacional para
comprender completamente el potencial impacto del VLB en la industria cérnica.

Muchos paises y regiones alrededor del mundo estan reportando una prevalencia leve
(China (Yang et al., 2016), Colombia (Usuga-Monroy et al., 2015), Costa Rica (Jiménez et
al., 1995), Iran (Nekoei et al., 2015), Japon (Murakami et al., 2013), Mongolia (Ochirkhuu
et al., 2015), Filipinas (Polat et al., 2015), Sudéfrica (Ndou et al., 2011), Turquia (Sevik et
al., 2015), Africa Occidental (Walrand et al., 1986)) hasta alta (Argentina (Monti et al.,

2005), Canada (Nekouei et al., 2015), USA (LaDronka et al., 2018)) y frecuentemente en
incremento. Mientras tanto, las areas que han implementado programas de control hacia el
VLB, tales como la Union Europea, contintian apretando las restricciones de comercio para

proteger sus hatos (The European Commission [EC], 2016).
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Hace algunos afios, en el Perq, las investigaciones sobre esta enfermedad determinaron
que la prevalencia estaba entre 12 y 20% (Barrera, 2010). Sin embargo, un estudio realizado
por (Sandoval et al., 2015) determinaron una prevalencia de casi 93%. Asimismo, en otro
estudio se encontrd que la frecuencia de linfocitosis persistente era del 5% (Arévalo et al.,
2018). Se ha demostrado que en paises como el nuestro, que no aplican ninguna medida de
control, la prevalencia se incrementa con el transcurso de los afos (Ruiz et al., 2018). Esto
debido a que la mayor parte de los animales infectados son portadores asintomaticos de la
enfermedad y no son separados del hato oportunamente (Kabeya et al., 2001; Juliarena et

al., 2007).

2.1.3. Etiologia y fisiopatologia de la leucosis enzodtica bovina

a) Etiologia de la enfermedad. La LEB es una enfermedad infecciosa que se presenta
naturalmente en los bovinos, causada por el VLB. Su forma clinica, el linfosarcoma, fue
descrito por primera vez en Europa oriental en 1871 (Schwartz y Lévy, 1994), y durante
décadas, muchas teorias expusieron por qué estos tumores aparecian en grupos geograficos y
algunos hatos, pero no en otros (Bendixen, 1963). Aunque se sospechaba de una causa
infecciosa, paso casi un siglo antes que Miller et al. identificaran particulas virales, similares
morfologicamente a los virus de la leucosis tipo C de otras especies (Miller et al., 1969). El
virus ademads fue descrito por Kettmann et al. (1976), en estudios bioquimicos que
caracterizaron al agente como un virus ARN exdgeno, y su genoma fue secuenciado por
Sagata et al. (1985). Desde ese momento, el genoma, particularmente la estructura del gen
evn, ha sido utilizado para identificar e investigar un creciente nimero de genotipos virales
que han sido hallados a través de todo el mundo (Polat et al., 2016).

b) Fisiopatologia de la enfermedad. En la figura 1 se puede observar como se

transmite el VLB por via horizontal o vertical a través de la transferencia de fluido biologico
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contaminado con linfocitos que contienen al provirus del VLB. El VLB suftre un ciclo de

replicacion y produce nuevas infecciones en nuevas células blanco (Gutiérrez et al., 2014a).

Figura 1.

Las principales rutas de transmision del VLB.

El virus de la leucosis bovina puede diseminarse ya sea de forma horizontal desde un
hospedero a otro, o de forma vertical desde una generacion a otra (madre a ternero). La

transmision horizontal del VLB es considerada la principal ruta de infeccion en los bovinos.

Dentro de 2 a 10 semanas después de la exposicion inicial, el sistema inmune inicia una
fuerte respuesta que limita la infeccion de nuevas células blanco (Burny et al., 1988). Desde
aqui, la enfermedad natural puede progresar entre un par de meses hasta varios anos.
Aproximadamente el 60 a 70% de los bovinos infectados con el VLB son mayormente

asintomaticos. En estos animales no se manifiestan signos clinicos, y no ocurre la alteracion
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del conteo total de linfocitos (Swenson et al., 2013). Alternativamente, el VLB sufre una fase
de escape donde 30% al 40% de los bovinos infectados con el VLB desarrollan una
proliferacion policlonal de células B, conduciendo a una linfocitosis persistente (Lewin, 1989;
Kabeya et al., 2001). Consecuentemente, habra diferentes clones de células B infectados que
portan al provirus integrado del VLB que incrementa rapidamente durante la fase de
linfocitosis persistente (Kettmann et al., 1980). Los diferentes cambios de la linfocitosis
persistente pueden revelar ya sea una condicion viral severa o una transitoria (Swenson et al.,

2013; Juliarena et al., 2016). El curso clinico del VLB es representado en la figura 2.

Figura 2.

Curso clinico del VLB.

Linfocitosis
persistente (LP)

Portadores del virus sin

Infeccién primaria |
= i ! linfocitosis persistente

’ | Uinfosarcoma |

Debilidad, infecciones Forma fatal

Mala inmunorregulacién 7
oportunistas

I

1-10 semanas meses/afios atos
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' Células B infectadas ‘ Células B tumoral ‘ vis sl Provirus Vi

Durante la infeccion primaria una célula infectada (roja) con el VLB integrado en el
cromosoma del hospedero (provirus verde) es transmitida a un nuevo animal. El provirus del
VLB entonces es expresado en particulas virales (hexdgono verde) que infectan mds células

B (piirpura). Durante la infeccion persistente, las células que portan el provirus (rojas) se
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expanden principalmente por mitosis debido a la presencia de una respuesta inmune activa.
Esta fase dura varios meses o afios y se caracteriza por una alteracion del sistema inmune
que puede conducir a un incremento en el niimero de células afectadas (animales con LP).
Durante la fase de LP, la morbilidad estd caracterizada por debilidad e infecciones
oportunistas. En la fase tumoral, una sola célula infectada sufre mutaciones genéticas
(negra) y forma un linfoma dentro o fuera de los nodulos linfdticos, conduciendo a la muerte

del animal.

2.1.4. Vias de transmision y fuentes de contagio

La transmision entre hatos parece ser casi exclusivamente via el movimiento de animales
(Bendixen, 1963; European Food Safety Authority Panel on Animal Health and Welfare
[EFSA AHAW Panel], 2015). La transmision entre animales es mucho mas complicada, ya
que han sido descritas la transmision vertical y horizontal del VLB, aunque la transmision
uterina parece ser rara (Thurmond et al., 1983). Las particulas virales son inestables
(Rodriguez et al., 2011), asi que se considera que la transmision célula a célula es el
mecanismo primario para la diseminacion del VLB entre células en las etapas tempranas de
la infeccidon, como en muchos otros retrovirus (Sattentau, 2010).

a) Transmision vertical. La transmision del VLB puede ocurrir in ttero (Jacobsen
et al., 1983), pero se cree que ocurre infrecuentemente (Thurmond et al., 1983); solamente el
4% de los terneros nacidos de vacas naturalmente infectadas fueron seropositivos al VLB al
nacimiento (Jacobsen et al., 1983; Agresti et al., 1993). El riesgo de ser seropositivo al VLB
al nacimiento parece ser mayor si el ternero nace de una vaca seropositiva al VLB con
linfocitosis persistente o linfosarcoma (Agresti et al., 1993). Esto refleja el incrementado
riesgo de la transmision del VLB desde las vacas que estan en una fase avanzada de la

enfermedad (Gutiérrez et al., 2014b). Algunos reportes también demuestran que el BLV
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podria ser transmitido durante el parto cuando la sangre infectada y el fluido bioldgico
contaminado pueden infectar el itero (Agresti et al., 1993).

- Al momento del parto. El momento mas probable de transmisién de madre a
descendencia es en el periodo periparto, ya sea a través de la transferencia de sangre
durante el parto (Nagy et al., 2007) o a través de la ingestion de células infecciosas en la
leche (Ferrer et al., 1981). El calostro es un factor de riesgo para la transmision (Hopkins y
DiGiacomo, 1997) y de tener efectos protectores debido a la transferencia pasiva de
anticuerpos contra el VLB (Nagy et al., 2007). La evidencia del efecto protectivo del
calostro se ha comprobado en estudios experimentales (Nagy et al., 2007) y en escenarios
de transmision natural (Kobayashi et al., 2010), no encontrandose nuevas infecciones en
animales jovenes cuando los terneros fueron alimentados con calostro de sus madres
positivas al VLB (Dimmock et al., 1991). Estas ultimas rutas de transmision s6lo explican
un pequetio numero de casos (6-16%) (Hopkins y DiGiacomo, 1997), sobre todo en hatos
con alta prevalencia de infeccion del VLB. Ademas, ni la exposicion experimental de
embriones al VLB ni la inseminacion de ovocitos con semen conteniendo el VLB
resultaron en embriones con VLB detectable (Bielanski, et al., 2000). Otra potencial fuente
del VLB incluye cualquier fluido contaminado con linfocitos infectados (Asadpour y Jafari,
2012; Yuan et al., 2015).

- Calostro y leche. El calostro y la leche pueden desempefiar un importante rol
en la transmision del VLB en terneros (Sprecher et al., 1991). La alimentacion de terneros
con calostro ha sido asociada con un papel protector en la infeccion con el VLB en la
transmision experimental, asi como en la natural, mientras que la alimentacion con leche no
tratada es identificada més frecuentemente como un factor de riesgo para la infeccion con el

VLB (Kanno et al., 2014). Por lo tanto, una estrategia preventiva para la transmision del
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VLB podria ser la alimentacion de terneros con leche de vacas negativas al VLB o con
calostro pasteurizado proveniente de vacas positivas al VLB.

Kanno et al. (2014) revelan que el calostro con linfocitos infectados con un periodo de
congelamiento de 24 horas no es infeccioso para ovinos sensibles de forma experimental. Esta
practica podria ser ficilmente factible como una estrategia protectora para pequeiios ganaderos
en lugar de incrementar los costos con calostro pasteurizado y la seguridad para los terneros ya
que la pasteurizacion puede desnaturalizar los anticuerpos necesarios para la inmunizacioén
pasiva (McMartin et al., 2006). La alimentacion con calostro esta asociada a la infeccion y los
efectos protectores en escenarios de transmision experimental y natural, mientras que la
alimentacion con leche mezclada, no tratada, es identificada mas frecuentemente como un
factor de riesgo (Romero et al., 1983; Dimmock et al., 1991; Kanno et al., 2014). Las mejores
recomendaciones practicas, por lo tanto, estan basadas ya sea en una abundancia de precaucion
(alimentar solamente con calostro o leche negativos al VLB o pasteurizados) o en el deseo de
prevenir la transmision a los terneros (alimentar con calostro de vacas positivas al VLB). Un
trabajo reciente realizado por Kanno et al. (2014) muestran evidencia de que los linfocitos del
calostro de vacas positivas al VLB que se someten a un ciclo de congelamiento-
descongelamiento de 24 horas no son infecciosos para ovinos sensibles. Esta puede ser una
medida protectora mas facilmente alcanzable para los pequefios ganaderos que invertir en un
pasteurizador (Pelzer, 1997) y es menos probable que desnaturalice los anticuerpos que la
pasteurizacion (McMartin et al., 2006).

b) Transmision horizontal. La transmision horizontal del VLB ha sido fuertemente
asociada con los procedimientos iatrogénicos (Sprecher et al., 1991). Una gran variedad de
practicas de manejo comunes puede resultar en transferencia de sangre tales como el tatuaje
(Lucas et al., 1985), el descorne sin desinfeccion del equipo (Lassauzet et al., 1990), la

reutilizacion de agujas hipodérmicas y guantes obstétricos (Hopkins y DiGiacomo, 1997), y
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la monta natural (Erskine et al., 2012). El rol de los insectos hematdfagos no es claro y
puede ser geograficamente dependiente, aunque la evidencia experimental (Perino et al.,
1990), observacional (Bech-Nielsen et al., 1978), y epidemiologica (Erskine et al., 2012;
Ohno et al., 2015) parece indicar que estos vectores pueden desempefiar un rol. El estrecho
contacto entre animales también ha sido identificado en muchos estudios como un factor de
riesgo (Ohno et al., 2015), aunque el mecanismo exacto de transmision no ha sido
dilucidado. Recientes estudios que detectan ADN proviral del VLB en secreciones
salivares y nasales (Yuan et al., 2015) asi como en secreciones vaginales y heces (Yang et
al., 2016) pueden proporcionar alguna informacion sobre en contacto como un factor de
riesgo, pero aun no ha sido reportada evidencia experimental, aparte de los intentos fallidos

para inocular ovinos con saliva (Dimmock et al., 1991).

- Reutilizacion de guantes obstétricos. La reutilizacion de guantes obstétricos
para palpacion rectal fue identificada como un factor de riesgo (Hopkins y DiGiacomo,
1997; Erskine et al., 2012), pero no en todos (Kobayashi et al., 2010) los estudios
epidemiologicos. Una alta infectividad fue observada cuando se analiz6 experimentalmente
la transmision del VLB por palpacion rectal utilizando el mismo guante entre un animal
infectado con VLB y vacas nunca expuestas (Kohara et al., 2006). Otro estudio reportd que
la presencia de 2 ml de sangre infectada sobre el guante durante la palpacion es el volumen
minimo necesario para infectar animales sin trauma de la mucosa rectal (Hopkins et al.,

1991).

- Reutilizacion de agujas hipodérmicas. Ha sido reportada una similar
transmision hematogena del VLB a través de la reutilizacion de agujas hipodérmicas en
bovinos (Wilesmith, 1979), como en la transmision de otros patogenos (Darpel et al.,
2016). El uso repetitivo de la misma aguja para administrar productos farmacéuticos puede

desempefiar un importante papel en la transmision iatrogénica del VLB (Lassauzet et al.,
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1990). La transferencia del VLB puede ocurrir a través de pequeiias cantidades de sangre
con células infectadas de un animal a otro por vehiculos que son utilizados diariamente en
la practica veterinaria. Los estudios han demostrado que 0.1 pL de sangre de un bovino
infectado con linfocitosis persistente fue capaz de infectado exitosamente a otro animal
independientemente de la ruta de inoculacion (Mammerickx et al., 1981; Foil et al., 1987).
Fue necesario un volumen 1000 veces mas alto de sangre infectada con el VLB para inducir
la misma respuesta si el animal no presentaba linfocitosis persistente (Mammerickx et al.,
1981). Muy interesante, las agujas entre 20G al8G con una longitud de 1” a 1.5” pueden
contener voliumenes entre 0.061 a 0.1 puL en su cuerpo después de su uso (Kiime et al.,
2012); por lo tanto, ello implica que el riesgo de transmision del VLB puede incrementarse
de un bovino a otro cuando se utiliza la misma aguja para mas de un animal. Compartir la
aguja hipodérmica es un factor de riesgo conocido para la transmision del virus linfotropico
humano de células T tipo 1 (HTLV-1) (Robert-Guroft, 1986) y ha sido identificado como
un factor de riesgo para la infeccion con el VLB en estudios epidemiologicos (Hopkins y
DiGiacomo, 1997; Erskine et al., 2012). Sin embargo, una cantidad de otros estudios no
han mostrado una asociacion estadistica entre la reutilizacion de las agujas hipodérmicas y
la infeccion con el VLB (Lassauzet et al., 1990; Kobayashi et al., 2010), y Weber et al.
(1988) fueron incapaces de transmitir experimentalmente el VLB a ovinos susceptibles por

la reutilizacion de agujas hipodérmicas.

- Insectos chupadores. La contribucion de los insectos chupadores de sangre a
la transmision del VLB, comtinmente investigada por medios cualitativos tales como
descripciones subjetivas de cantidades de moscas (Kobayashi et al., 2010) es apoyada en
algunos casos por una incrementada incidencia en los meses de verano (Bech-Nielsen et al.,
1978; Kobayashi et al., 2010). El rol de los insectos hematofagos en la transmision del VLB

no es claro y puede ser geograficamente dependiente (Perino et al., 1990).
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Ha sido reportado que el VLB es transmitido por insectos (Foil et al., 1989). Los
estudios epidemioldgicos reportaron una alta asociacion entre la transmision del VLB y la
presencia de insectos hematofagos (Erskine et al., 2012) tales como garrapatas (Romero et
al., 1984) y una amplia variedad de moscas (Tabanid nipponicus, Tabanid trigeminus,
Tabanid juscicostatus, y moscas del establo) (Bech-Nielsen et al., 1978; Foil et al., 1987;
1989). Las partes bucales de muchos insectos son similares a una pequefa aguja que puede
contener desde 1 nL hasta 12 nL de sangre (Foil et al., 1987).

La transmision del VLB puede ocurrir con la transferencia de aproximadamente 100 a
200 nL de sangre infectada (Foil et al., 1987) que puede contener ~ 2,500 linfocitos; lo que es
considerado una dosis infecciosa intradérmica apropiada para bovinos (Klintevall et al.,
1994). El volumen transferido de células infectadas y el riesgo de transmision del VLB por
insectos a los bovinos puede depender del tamafio de la mosca y el nimero de mordidas en el

mismo animal (Foil et al., 1989).

- Reutilizacion de equipo quirirgico y empleado en el tatuaje. El tatuado y el
descorne son practicas de manejo comunes asociadas con un incremento en la
seroprevalencia del VLB en hatos de carne y lecheros (Ott et al., 2003; Erskine et al.,
2012). Durante el proceso de tatuado, la piel es punzada por agujas del tatuador y los vasos
sanguineos pueden ser rotos en el proceso. En un rebafio de ovinos, 21/24 animales nunca
expuestos tatuados al azar con el mismo instrumento utilizado para tatuar animales
infectados con el VLB desarrollaron anticuerpos al VLB (Lucas et al., 1985). De forma
similar, durante el descorne, podria haber sangre con células infectadas con el VLB en la
herramienta de descorne (Stafford y Mellor, 2011) conduciendo a la transferencia de sangre
entre animales infectados con el VLB y los animales nunca expuestos.

- Monta natural. Algunos estudios han reportado la deteccion del provirus del

VLB en semen (Sharifzadeh et al., 2011), la administracion experimental de semen de toros
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positivos al VLB a ovejas susceptibles (Kaja y Olson, 1982), y la inseminacién artificial
con semen de toros positivos al VLB no ha sido asociada con la infeccion (Monke, 1986).
Por lo tanto, la deteccion del VLB en semen es probablemente debido a la contaminacion
del esmegma con linfocitos que contienen al virus (Benitez et al., 2019). El uso de toros
para monta natural esta asociado con una mayor prevalencia del VLB en hatos lecheros
(Erskine et al., 2012). El servicio natural puede facilitar la transmision del VLB por el
trauma del pene, vulva y vagina durante el acto fisico de la copulacion, lo cual puede
conducir a la transferencia de sangre. También se conoce que las secreciones prepuciales
(esmegma) contienen gldbulos blancos y podrian servir como una fuente de transmision del
VLB durante la copulacion (Cobo et al., 2011). Alternativamente, la transmision del VLB
también puede ocurrir via la transferencia de semen durante la copulacion. La mayoria de
los estudios en este tema no reportan evidencia del VLB en semen (Monke, 1986); sin
embargo, un solo estudio reporté la presencia de provirus del VLB, segin lo determinado
por PCR, en el semen de bovinos seropositivos (Asadpour y Jafari, 2012). Recientemente
se encontrd que el ADN del provirus del VLB fue detectado en el esmegma de 7.4% (4/54)
de toros infectados con el VLB. El niumero de copias provirales del VLB en el esmegma
fue desde 4.50-618.78 copias/105 células. El provirus del VLB no fue detectado en las
muestras de semen. (Ruggiero, 2019).
2.1.5. Formas de presentacion de la enfermedad

Esta enfermedad se caracteriza por tener tres estadios o formas de presentacion, una
seropositividad asintomatica, una fase de linfocitosis persistente y una fase tumoral o
linfosarcoma (Bartlett et al., 2013).

El desarrollo de linfoma/linfosarcoma, a pesar de ser la primera secuela reconocida del
virus, solamente ocurre en un pequefio porcentaje (< 5%) de bovinos infectados (Bendixen,

1963; Arévalo et al., 2018). A pesar de este hecho, los tumores linfomatosos son la razon mas
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comun de la condena de la carcasa de vacas lecheras al beneficio en USA (White y Moore,
2009), representando una carga econdémica para los productores (Pelzer, 1997; Ott et al., 2003;
Rhodes et al., 2003).

Inicialmente fue propuesta una etapa subclinica de la enfermedad por los veterinarios
europeos quienes observaron una asociacion entre los hatos con multiples tumores y los hatos
con una gran cantidad de bovinos con un elevado conteo de linfocitos (linfocitosis) (Marshak
et al., 1963). Los datos experimentales han confirmado esto y ahora es reconocido que
aproximadamente 30% de los bovinos infectados desarrollaran persistentemente elevados
conteos de linfocitos (Lewin, 1989; Kabeya et al., 2001). Hasta 70% experimentan una
expansion en la poblacion de células B, incrementando la proporcion de células B/T, y algunas
veces resultando en una inversion de la proporcion de células B/T (Lewin et al., 1988).

La linfocitosis parece ser un marcador del compromiso inmune (Trainin et al., 1996),
no es un predictivo de la oncogénesis, debido a que no todos los bovinos linfomatosos tienen
linfocitosis (Lewin, 1989). En un reporte sobre 112 casos de linfoma bovino por Burton et al.
(2010), solamente 25% tenian linfocitosis. Sin embargo, Lewin (1989) reportod que los bovinos
con una proporcion invertida de células B/T proporcionaron la poblacién de fondo para los
animales que desarrollaron tumores.

Segun lo mencionado anteriormente, la genética es un area de enfoque para
comprender la susceptibilidad y resistencia a la infeccion, perfiles de la enfermedad y
desarrollo del tumor. Los alelos BoLA, especificamente, han sido asociados variadamente con
un riesgo incrementado o disminuido para linfocitosis (Lewin y Bernoco, 1986) y linfoma
(Aida, 2001).

La investigacion de la integracion del provirus del VLB dentro del genoma de la célula
hospedera indica que el VLB es capaz de unirse en multiples sitios y que pueden integrar

multiples copias del provirus dentro de una sola célula (Onuma et al., 1982). Pruebas PCR
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cuantitativas mas recientes proporcionan mas informacion para permitir la determinacion de la
carga proviral, generalmente definida como el niimero de copias de provirus. Ademas de
mejorar la sensibilidad de las pruebas seroldgicas (Klintevall et al., 1994), varios autores han
propuesto utilizar la determinacion de la carga proviral como una medida de la eficiencia de la
transmision (Gutiérrez et al., 2011; Rodriguez et al., 2011). Esta metodologia es utilizada
comunmente para monitorear el riesgo de transmision para humanos infectados con el HTLV-
1 (Percher et al., 2016). Ohno et al. (2015) reportaron una fuerte correlacion (r = 0.855) entre
la alta carga del VLB y las cantidades de linfocitos en bovinos lecheros, y estudios previos han
demostrado que los bovinos con altos conteos de linfocitos son mas eficientes para transmitir
el VLB (Mammerickx et al., 1987).

Experimentalmente, Molloy et al. (1994) fueron capaces de disminuir la transmision de la
infeccion del VLB descartando selectivamente vacas en base a la expresion del antigeno viral,
que ellos asociaron con la linfocitosis persistente. Mas recientemente, Gutiérrez et al. (2014b)
reportaron una incrementada transmision periparto del VLB en bovinos con alta carga viral, y
otros investigadores han demostrado que las vacas con baja carga representan un bajo riesgo

de transmision a sus compaiieras de hato susceptibles (Juliarena et al., 2016).

2.1.5. Efectos en la salud animal y salud humana

a) Efectos en la salud animal. Emanuelson et al. (1992), encontraron una
significativa correlacion positiva entre la infeccion por VLB y la incidencia de mastitis,
problemas de pezuiia, gastroenteritis y bronquitis en los rebafios lecheros. Se ha demostrado
que la infeccion con el VLB produce una funcion inmune anormal (Frie y Coussens, 2015).
El VLB inserta ADN proviral en el genoma de la célula huésped, principalmente linfocitos B,
alterando progresivamente la maduracion celular y la funcidn para eventualmente interrumpir

el sistema inmunitario del huésped (Frie et al., 2016).
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Esta disfuncion inmune facilita el desarrollo de linfosarcomas y linfocitosis, asi como la
reduccion de la produccion lechera (Ott et al., 2003; Erskine et al., 2012; Bartlett et al.,
2014). Se ha encontrado que disminuye la calidad de la leche e incrementa el nimero de
células somaticas en leche (Yang et al., 2016). Asi también, diversos estudios sostienen que
disminuye la longevidad de las vacas infectadas (Bartlett et al., 2013; Nekouei et al., 2015),
esto debido a que las vacas seropositivas presentan mas problemas reproductivos y tienen
mayor riesgo de descarte prematuro en comparacion con las seronegativas (Romero et al.,
2015). La LEB es considerada una amenaza silenciosa que afecta la respuesta inmune,
incrementando los casos de mastitis clinicas, neumonias y otras enfermedades infecciosas
(Emanuelson et al., 1992; Trainin et al., 1996; Erskine et al., 2011; Frie y Coussens, 2015;
Yang et al., 2016).

Se ha demostrado que la infeccion con el VLB produce una funcién inmune anormal
(Frie y Coussens, 2015). El virus infecta los linfocitos B (Schwartz et al., 1994) y provoca
una expansion policlonal benigna de éstos durante la linfocitosis persistente (Gillet et al.,
2013). Esto conlleva a un funcionamiento anormal de los linfocitos B, como también de los
linfocitos T, los monocitos, la produccion diferencial de citoquinas, la expresion del receptor
superficial y las capacidades proliferativas y apoptoéticas (Frie y Coussens, 2015). Asi
también, se ha encontrado que las concentraciones totales de IgA en la leche y saliva de vacas
seropositivas al VLB son menores que en las vacas seronegativas con linfocitosis, lo cual
concuerda con el creciente consenso de que este virus altera el sistema inmunolédgico y podria
disminuir las defensas a nivel de mucosas (Ruggiero, 2019).

b) Efectos en la salud animal. En los afios 70, cuando Canada y USA acordaron
no controlar la diseminacion del VLB debido a la carencia de evidencia sobre su impacto
sobre la salud y rentabilidad, toda la evidencia disponible sugeria que el VLB no era un riesgo

para la salud humana. Mas tarde, fue demostrado que el VLB prolifera en células cultivadas de
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tejido humano (Buehring et al., 2003) y desencadena la produccion de anticuerpos contra el
VLB (Buehring etal., 2001).

Con respecto a su impacto zoonotico, en los ultimos afios se han presentado alarmantes
descubrimientos. En el ano 2013, un grupo de investigadores encontraron genes del VLB en
tumores mamarios humanos (Mesa et al., 2013). Consecuentemente, Buehring et al. (2014) en
una segunda investigacion mas profunda confirmaron la presencia del VLB en tejidos
humanos provenientes de tumores mamarios. Finalmente, este ultimo grupo de investigacion
encontr6 que el 59% de muestras de cancer mamario de mujeres tenian la presencia de ADN
del VLB, mientras que so6lo 29% de muestras sin cdncer mamario mostr6 exposicion al VLB
(Buehring et al., 2015). Demostrandose con esto que el VLB es transmisible a los seres
humanos y que las probabilidades de tener cancer de mama cuando un ser humano presenta el
VLB es 3,1 veces mayor que cuando el virus estd ausente (Buehring et al., 2015). Sin
embargo, los resultados son conflictivos con relacion a si estos genes son hallados mas
frecuentemente en tejidos cancerosos o no cancerosos (Mesa et al., 2013). El consenso con
relacion al potencial zoondtico del VLB ahora es menos claro que lo era hace décadas, y este
interés de salud publica claramente impacta la decision con relacion a si la transmision del
VLB debe ser restringida. Los efectos de la leche infectada con el VLB sobre la salud humana

no han sido realizados y necesitan una cuidadosa consideracion.

2.1.6. Impacto en los sistemas de produccion
Definir el impacto econdomico real del VLB es desafiante y probablemente sub
reportado debido a costos desconocidos y efectos subclinicos no reconocidos (Pelzer,
1997). Se ha estimado que los costos de la condena de la carcasa debido a linfosarcomas
asociados a la infeccion por el VLB estan sobre los $400 (Rhodes et al., 2003).
Recientemente, nuestro grupo demostro que los bovinos lecheros infectados con el

VLB en hatos de Michigan (n =3849) tienen una menor supervivencia segun lo comparado



a sus compafieras de hato no infectadas (Bartlett et al., 2013). Fue 23% mas probable que
los bovinos infectados sean descartados en un periodo de monitoreo de 19 meses. Fue 40%
mas probable que las vacas con los niveles mas altos de anticuerpos al VLB en leche sean
descartadas que sus compaieras de hato negativas. Mientras que los estudios previos
mostraron una asociacion entre el VLB y la disminucion de la longevidad (Thurmond et al.,
1985; Bartlett et al., 2013), otros no hallaron esta relacion (Rhodes et al., 2003). Un estudio
canadiense mostr6 una tendencia de que los bovinos lecheros mayores de 3.5 afios positivos
al ELISA son descartados a una mayor tasa que los bovinos negativos al ELISA (Jacobs et
al., 1995).

Los efectos subclinicos (es decir, no tumorales) del VLB son variados, pero han sido
reportadas consistentemente altas tasas de descarte en bovinos infectados con el VLB
(Trainin et al., 1996; Bartlett et al., 2013). La alterada respuesta inmune puede ayudar a
explicar esta tendencia (Frie y Coussens, 2015) tal como los recientes reportes de una
disminuida respuesta a la vacunacion en los bovinos infectados con el VLB (Erskine et al.,
2011; Frie et al., 2016). Trainin et al. (1996) también observaron disminuidas respuestas
humorales en animales infectados, incluyendo el fracaso para eliminar infecciones por
Trichophyton, y Emanuelson et al. (1992) hallaron que la infeccion con el VLB estaba
asociada con la incidencia de mastitis.

Diversos autores consideran que la infeccion del VLB es una amenaza importante y
silenciosa que afecta la respuesta inmune del ganado seropositivo (Emanuelson et al., 1992;
Erskine et al., 2011; Trainin et al., 1996). Erskine, et al. (2011) demostraron que los bovinos
infectados con VLB produjeron menos anticuerpos en respuesta a la vacuna J5 en
comparacion con los animales no infectados.

El impacto econdmico de la enfermedad se sustenta en investigaciones recientes que

sostienen que la infeccion del VLB afecta negativamente a la produccion lechera,
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disminuyendo 95 litros por vaca al afio por cada incremento de 10% de prevalencia dentro
del hato (Bartlett et al., 2014). Pelzer (1997), encontr6 un efecto negativo de la infeccion
del VLB sobre la produccién lactea en bovinos lecheros y puede resultar en el descarte
prematuro de vacas (Da et al., 1993). Varios reportes estiman que los efectos econdomicos
son de US$1500 a US$5000 por vaca genéticamente valiosa, US$2500 hasta US$10,000
por 100 vacas lecheras/ano, y sobre US$400 por caso de LEB (Rhodes et al., 2003), US$85
a US$250 millones (para los productores lecheros de USA; Ott et al., 2003), y
frecuentemente dependen de factores inciertos tales como la presion del mercado (Losinger,
2006) y la prevalencia a nivel del hato (Rhodes et al., 2003).

La evidencia sobre un efecto perjudicial del VLB sobre la salud humana, puede llegar
a ser un obstaculo mayor para el futuro del mercado de exportacion lechero y de carne. Por
ejemplo, las exportaciones de los productores lecheros y de carne son las principales
contribuyentes para la economia de USA, explicando en 12% de todas las exportaciones de
productos agricolas (Klobuchar, 2013). Las restricciones a la importacion en bovinos y
productos bovinos en USA son guiadas parcialmente por un deseo de que los paises sin VLB
permanezcan libres de la enfermedad, pero los importadores preocupados con los asuntos de
salud publica y bienestar animal (reales o imaginarios) pueden preferir comprar productos
lecheros de uno de los 21 paises que han erradicado el VLB (EFSA AHAW Panel, 2015).

Por otro lado, las vacas con potencial genético alto productivo también tienen mayor
susceptibilidad genética al VLB segtin lo reportado por Wu et al. (1989), por lo tanto,
seleccionar vacas con una disminuida susceptibilidad genética al VLB puede tener efectos
negativos sobre la produccion. Siendo necesario la considerar cuidadosa los programas de
seleccion reproductiva y sus potenciales consecuencias a largo plazo sobre la industria lactea

(Rauw et al., 1998).

2.1.7. Mecanismos de control y erradicacion
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La mejor manera de erradicar la LEB es mediante un programa de deteccion y
sacrificio, es decir identifico a los animales positivos al virus y los elimino del establo. Estos
programas solo son factibles cuando las prevalencias son bajas. Sin embargo, cuando la
prevalencia es elevada y el estado no subvenciona al ganadero es necesario utilizar un
programa de deteccion y segregacion (Rodriguez et al., 2011). La seleccion de animales a

eliminarse o segregarse depende mucho de los factores de riesgo y las vias de trasmision.

a) Identificacion de animales seropositivos. En paises de baja prevalencia se
puede realizar la estrategia de la deteccion de animales seropositivos al virus y su sacrificio
(Batho et al., 2008). En algunos casos, el descarte de todos los bovinos serologicamente
positivos no es deseable o puede no ser econdmicamente factible. La segregacion de
animales positivos al VLB hasta que ellos puedan ser eliminados y reemplazados con
bovinos libres del VLB ha sido exitosamente utilizada para eliminar la prevalencia del VLB
a nivel del hato (Shettigara et al., 1989). Sin embargo, es necesaria una estricta adherencia a
los protocolos de manejo para prevenir el contacto entre los bovinos positivos al VLB y los
susceptibles — incluyendo la desinfeccion o descarte de equipos y suministros utilizados en
los animales positivos al BVL — y deben ser mantenidos por largos periodos de tiempo, ya
que los periodos previos a la erradicacion de la enfermedad rapidamente resultan en nuevas
infecciones (Johnson et al., 1985; Shettigara et al., 1989).

b) Identificacion de animales con linfocitosis persistente. La implementacion del
analisis hematoldgico fue empleada hace muchas décadas en Dinamarca en 1959 (Bendixen,
1963). Brevemente, a la identificacién de un animal afectado (linfoma), el hato seria evaluado
para leucocitosis. Si eran identificados animales con linfocitosis, el hato seria puesto en
cuarentena y estas vacas serian descartadas. Aunque esto elimind nuevos casos de tumores en
un periodo de cinco afios, las vacas continuaron desarrollando leucosis y, por lo tanto, tales

programas fueron considerados inadecuados para erradicar la enfermedad (Bendixen, 1963). El
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descubrimiento de una poblacion de bovinos con conteo normal de linfocitos y una alta carga
proviral (Juliarena et al., 2007) al menos puede explicar parcialmente por qué este enfoque
fracas6. Cuando las pruebas seroldgicas llegaron a estar disponibles, la incrementada
sensibilidad hizo a las pruebas y el beneficio de animales individuales més eficaces (Batho et

al., 2008).

El control de la diseminacion del VLB utilizando las estrategias previamente
mencionadas ha disminuido exitosamente la prevalencia del VLB en hatos con alta
prevalencia (Sprecher et al., 1991), pero no siempre ha sido exitoso en otros casos
(Kobayashi et al., 2010; Gutiérrez et al., 2011).

La evidencia apoya una correlacion entre el nivel de infectividad del VLB y la
probabilidad de un animal para infectar animales nunca expuestos (Benitez et al., 2019).
Mammerickx et al. (1987) reportaron que son suficientes poco menos de 200 linfocitos
prevenientes de un donador bovino seropositivo al VLB con linfocitosis persistente para
inducir la infeccion por el VLB en ovinos, mientras que 20,000 linfocitos de un bovino
seropositivo al VLB sin linfocitosis persistente no causa ninguna infeccion después de
inocularlos a los ovinos (Mammerickx et al., 1987).

El mismo estudio realizado por Benitez et al. (2019), reportd que para lograr la
infeccion, fue requerido 1 ml de sangre de una vaca sin linfocitosis persistente para inducir la
infeccidon en comparacion con solamente 0.1 pl de sangre proveniente de un animal con
linfocitosis persistente (Mammerickx et al., 1987). Esto es parcialmente explicado por el
hecho de que 25-40% de los leucocitos totales de animales con linfocitosis persistente
incorporan las secuencias provirales del VLB cuando se comparan con animales sin
linfocitosis persistente, mientras que menos del 5% de los leucocitos totales llevan el provirus

(Kettmann et al., 1980).
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En bovinos, las células B CD5+, el blanco principal para el VLB (Meiron et al., 1985),
corresponden a aproximadamente 90.5% de las células B de los animales con linfocitosis
persistente, mientras que solamente el 31% de células B de los bovinos no infectados
expresaran tipicamente CD5 (Stone et al., 1995). Ademas de esto, los bovinos con linfocitosis
persistente tienen una sintesis disminuida de citoquinas que son una parte importante de la
respuesta inmune al VLB en comparacion con los bovinos sin linfocitosis persistente (Trainin
et al., 1996). Los bovinos con linfocitosis persistente también incrementan la expresion del
receptor de superficie de la envoltura CTLA-4 durante las capacidades proliferativa y
apoptotica dentro de las células infectadas, mientras que ocurre lo opuesto en los bovinos sin
linfocitosis persistente (Trainin et al., 1996).

Estos hallazgos indican que los bovinos con linfocitosis persistente tienen un alto
numero de células infectadas en comparacion con los bovinos sin linfocitosis persistente,
representando asi un mayor riesgo de transmitir el VLB con cantidades menores de
transferencia de fluido infectado (Johnson et al., 1985). Por esta razon, el descarte de los
bovinos seropositivos al VLB y con linfocitosis persistente es una de las potenciales practicas
para disminuir la diseminacion del VLB dentro de los hatos.

c) Identificacion de animales con alta carga viral. Las nuevas técnicas de
deteccion con PCR, particularmente la cuantificacion de la carga proviral, abren nuevas
posibilidades para mejorar los programas de control del VLB, y continuaran ganando
importancia para el uso diagnostico mientras contintie el desarrollo de la vacuna (Barez et al.,
2015).

Los enfoques mixtos han demostrado éxito particularmente con la adicion de la estricta
segregacion de los animales positivos al VLB y el cumplimiento de protocolos de manejo
disenados para reducir la transmision dentro del hato (Shettigara et al., 1989; Sprecher et al.,

1991), aunque estos esfuerzos requieren una inversion financiera (Pelzer, 1997) asi como
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administradores de hato comprometidos (Johnson et al., 1985) y son mas exitosos con la
implementacion a nivel nacional (Acaite et al., 2007).

Entre los protocolos de manejo disefiados para reducir la transmision del virus dentro
del hato, tenemos los siguientes:

a) Administracion de calostro y leche libre del virus a los terneros. La
presencia del virus en leche y el calostro ha sido demostrada desde los afios setenta (Burny et
al., 1978; Miller y Van Der Maaten, 1979). Se ha encontrado que 17 de 24 vacas infectadas
naturalmente con el VLB presentan carga proviral en su leche, demostrandose que el
consumo de leche no pasteurizada es riesgo de infeccion para los terneros y humanos (Ferrer
et al., 1981). Por lo tanto, es necesario implementar un plan estratégico de control y
erradicacion de la Leucosis Enzoodtica Bovina en el Perti. La mejor manera de erradicar la
Leucosis Enzootica Bovina es mediante un programa de deteccion y sacrificio, sin embargo,
cuando la prevalencia es demasiado elevada y cuando el estado no subvenciona al ganadero
es necesario utilizar un programa de deteccion y segregacion (Rodriguez et al., 2011),
también denominado hato paralelo.

Un punto critico de la implementacion de un programa de deteccion y segregacion es
el manejo del calostro y la leche. Con respecto esto, se ha encontrado que los terneros nacidos
de vacas seropositivas, que recibieron calostro de sus madres y que fueron alimentados con
leche de vacas seronegativas, s6lo el 8.7% se volvieron seropositivos. Mientras que de los
terneros nacidos de las vacas seropositivas al VLB, que recibieron calostro de sus madres y
que se alimentaron con leche de vacas seropositivas, el 16,7% se volvieron seropositivas
(Romero et al., 1983). Lo que comprueba que no solo el calostro es una fuente de
transmision, sino que también la leche de vacas seropositivas es una fuente importante de
transmision. Por otra parte, de los terneros nacidos de vacas seronegativas, que recibieron

calostro de sus madres y que fueron alimentados con leche de vacas seropositivas se
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convirtieron en positivos el 27% (Romero et al., 1983). Esto nos muestra que si bien, por la
presencia del VLB, el calostro es una fuente de transmision, la presencia de
inmunoglobulinas tiene un efecto protector (Lassauzet et al., 1989).

Por otro lado, un estudio epidemioldgico encontré que VLB se encuentra mas
difundido en hatos lecheros que en hatos de carne (Murakami et al., 2011). Esta diferencia
probablemente se debe a que los hatos lecheros alimentan a sus terneros con leche de tanque
y leche de descarte, jmezclando la leche de madres positivas y negativas; mientras que los
terneros del ganado de carne suelen ser alimentados s6lo con la leche de su madre (Dimmock
et al., 1991). Muchos programas de control de enfermedades infecciosas requieren calostro y
leche libre de Mycobacterium paratuberculosis, Salmonella spp, Mycoplasma bovis,
Staphylococcus aureus, virus de la diarrea bovina y VLB (McGuirk y Collins, 2004). Si bien
los tratamientos fisicos como la pasteurizacion (Baumgartener et al., 1976; Johnson et al.,
2007) y congelacion (Kanno et al., 2014) han demostrado ser efectivos para conservar
concentraciones ideales de IgG y existe evidencia de que podrian evitar la transmision del
virus.

b) Prevencion de la transferencia sanguinea mediante materiales e
instrumental. Otros programas de control han sido desarrollados exclusivamente en base a
practicas de manejo aparte de la segregacion, tales como el tratamiento del calostro/leche y la
prevencion de la transferencia sanguinea via el equipo de descorne, agujas y guantes. Aunque
algunos de estos programas han disminuido la prevalencia del VLB en hatos con una alta
prevalencia inicial (Sprecher et al., 1991), no han sido universalmente exitosos (Gutiérrez et

al., 2011).

2.1.8. Tratamientos para eliminar el VLB de la leche y el calostro
El manejo de la leche y el calostro en la alimentacion de los terneros es un punto

critico de la implementacion de un programa de deteccion y segregacion. La implementacion
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de tratamientos que permitan la eliminacion del VLB presente en la leche y el calostro es
necesaria (McGuirk y Collins, 2004). Existen estudios que evidencian que los tratamientos de
pasteurizacion y congelacion aplicados a la leche materna de mujeres infectadas por
citomegalovirus y virus linfotrépico humano (Ando et al., 2004; Forsgren, 2004) son capaces
de eliminar las posibilidades de infeccion de neonatos que consumen la leche de sus madres.

En un estudio realizado por Baumgartener et al. (1976) se mostré evidencia que
calentar la leche a altas temperaturas por cortos periodos de tiempo elimina el VLB. Por otro
lado, Johnson et al. (2007) demostrd que la pasteurizacion del calostro permite mantener una
adecuada concentracion de inmunoglobulinas y mantiene las propiedades nutricionales del
calostro. Asi mismo, se ha reportado que la congelacion del calostro permite la inactivacion
del virus de leucosis bovina en el calostro (Kanno et al., 2014), sin embargo, este estudio no
determino si existia diferencia estadistica entre los grupos. Hoy en dia, la pasteurizacion o
congelacion de la leche y calostro vuelven a ser importantes para alimentar de manera segura
a los terneros lactantes.

Las variables criticas para el proceso de pasteurizacion incluyen a la temperatura, el
tiempo y la composicion del producto (Groner et al., 2018). Los tratamientos que emplean el
calor para inactivar virus desestabilizan térmicamente las interacciones intermoleculares entre
las proteinas de la capside y la integridad de la envoltura del virus. Esta desestabilizacion
térmica produce una pérdida de la integridad estructural de la capside del virion y la pérdida
de infectividad de los virus (Boschetti et al., 2004). Las variables consideradas en el proceso
de pasteurizacion fueron una temperatura de 60°C, durante un tiempo de 30 minutos. Estas
variables criticas deben ser estrictamente controladas, monitoreadas y verificadas por
practicas de control de calidad durante el proceso de pasteurizacion a gran escala (Groner et
al., 2018). La pasteurizacion de la leche y el calostro es una estrategia factible para garantizar

la inactivacion del VLB (Baumgartener et al., 1976). Groner et al. (2018) demostraron que la
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pasteurizacion es un método efectivo para inactivar una amplia gama de virus envueltos y no
envueltos. Asimismo, la pasteurizacion relampago también tiene el beneficio adicional de
ayudar a limitar la propagacion de la enfermedad de Johne y otros patdégenos (Stabel y
Lambertz, 2004).

Todos estos hallazgos sugieren que realizar tratamientos tanto para el calostro como
para la leche de tanque antes de administrarlos a los terneros podria ayudar a prevenir la
infeccion temprana por VLB. Estudios realizados por Roberts et al. (1983) mostraron que el
procedimiento de pasteurizacion de la leche a 50° C durante 70 segundos inactiva a los
linfocitos infectados con VLB. Los resultados del trabajo de Chung et al., (1986) demuestran
que el tratamiento térmico de la leche a 63 °C durante 30 minutos o una pasteurizacion
relampago, a 72-73 ° C durante 15 a 20 segundos, destruye la infectividad de los linfocitos
infectados con VLB y del VLB libre en la leche. Asi también, existen estudios en humanos
que demuestran que la pasteurizacion también destruye de manera confiable al
citomegalovirus pero desafortunadamente destruye algunos de los componentes nutricionales
e inmunoldgicos (Forsgren, 2004).

Maschmann et al. (2006) reportan que la congelacion de la leche materna evita la
transmision de citomegalovirus en humanos por lo que el proceso logra inactivar el
citomegalovirus presente en la leche materna humana. Asimismo, Forsgren (2004) encontr6
que la congelacion de la leche a -20 © C durante 12 horas s6lo redujo la infectividad en un
90%, mientras que la congelacion durante 72 horas redujo la infectividad al 100%. Esto nos
indica que la congelacion por un periodo reducido de horas no es suficiente para inactivar a
los virus.

En este sentido, un estudio encontrd que el procesamiento de congelacion-
descongelacion puede eliminar la infectividad del HTLV-1 de la leche materna, y que los

portadores de este virus podrian administrar a sus bebés con leche materna congelada-
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descongelada como una forma de prevenir la infeccion del HTLV-1 (Ando et al., 2004).
Estos resultados se pueden explicar, ya que la congelacion de las células produce la
formacion de hielo intracelular, lo que ocasiona que pierdan su potencial de membrana
cuando un cristal de hielo rompa la membrana, por lo que no sobreviven al proceso de
congelacion (Shi et al., 2017). Normalmente los virus sobreviven al proceso de congelacion,
sin embargo, los virus intracelulares, como el VLB, que dependen de la célula que lo alberga,
y si la célula no sobrevive durante el proceso de congelacion, el virus no serd capaz de
infectar a otra célula.

La leche y el calostro del ganado infectado con el VLB contienen células infectadas
con este virus que pueden causar infeccion en terneros neonatales de madres no infectadas,
sin embargo, los anticuerpos presentes en el calostro protegen al ternero contra la infeccion
neonatal (Kanno et al., 2014).

Segun lo reportado por Hopkins y DiGiacomo (1997), las tasas de transmision de
VLB en terneros de 6 a 12 meses de edad potencialmente atribuible a la transmision por leche
o calostro infectada con el VLB es entre 6% y 16%. Por tanto, la poblacion de terneros libres
del VLB es infectada cuando reciben calostro y leche infectada, reduciendo las posibilidades
de crear un hato paralelo libre de infeccion a partir de un hato infectado. La implementacion
del procesamiento de la leche y el calostro que reciben los terneros podria reducir la
prevalencia de infeccion del VLB en los establos que implementen un hato paralelo como

medida de control y eliminacion del VLB.
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Esta tesis tiene un enfoque cuantitativo y un disefio experimental propiamente dicho.

El disefio experimental fue un disefio aleatorio simple.

3.2. Ambito temporal y espacial

El presente trabajo se realizé en la Clinica de Animales Mayores de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, durante los meses de

marzo a diciembre del 2018.
3.3. Variables

3.3.1. Variable independiente

Tratamiento de congelacion en los linfocitos proveniente de vacas con alta carga
proviral del VLB, el cual fue inoculado intraperitonealmente a los ovinos con los que se
realizara el bioensayo. Es una variable nominal.
3.3.2. Variable dependiente

Presencia o ausencia de seroconversion al VLB de los ovinos que fueron inoculados
intraperitonealmente con los indculos de linfocitos proveniente de vacas con alta carga
proviral del VLB. Es una variable binomial.
3.4. Poblacion y muestra

Se trabajé con 12 ovinos de 2 a 3 meses de edad seronegativos al virus de leucosis
bovina, los cuales fueron distribuidos aleatoria y equitativamente en los tres grupos

experimentales: grupo control, congelacion 12 horas, congelacion 36 horas.
3.5. Instrumentos

3.5.1. Diagnostico de seropositividad al virus de leucosis bovina

El diagndstico se realizé empleando el kit comercial INGEZIM BLV COMPAC 2.0 que

es un inmunoensayo enzimatico de competicion basado en la utilizacion de anticuerpos
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monoclonales especificos de la gp51 del VLB. Este kit diagnostico mantiene el nivel de
sensibilidad (100%) y especificidad (100%) requerido por la OIE. El proceso de evaluacion

se realizd segun las indicaciones de la casa comercial (INGEZIM BLV COMPAC 2.0).

3.5.2. Determinacion de alta carga proviral

La determinacion de la alta carga proviral se realizé de manera indirecta mediante el
diagnostico de la linfocitosis persistente (Juliarena et al., 2007). El diagnostico de linfocitosis
persistente fue positivo cuando los recuentos de linfocitos superen los 10.000/ul y los
recuentos de leucocitos superen los 15.000 /ul por dos veces consecutivas con un intervalo de

72 dias (Thurmond et al., 1990).
3.6. Procedimientos

3.6.1. Obtencion de muestras de sangre

Se colectaron dos muestras de sangre por animal, las cuales fueron destinadas para
realizar la prueba seroldgica y la evaluacion del hemograma. La obtencion de la muestra se
realizd mediante la puncion de la vena coccigea media en el caso de los bovinos y la vena
yugular en el caso de los ovinos. Se empled una aguja Vacutainer®, 20 mm x 1’ y se conectd
a un tubo colector sin anticoagulante (BD Vacutainer®) y/o a un tubo colector con EDTA
(BD Vacutainer®) para tomar la muestra de suero y sangre entera, respectivamente. Una vez
obtenidas las muestras, se rotularon los tubos considerando: identificacion del animal y fecha
de muestreo.

Los tubos sin anticoagulante se pusieron en reposo (en angulo inclinado de 45°) por
aproximadamente 30 minutos para la formacién del coagulo. Una vez pasado el tiempo se
centrifugaron a 2000 g por 5 minutos. Posteriormente se colect6 el suero con la pipeta Pasteur

y se almacend en crioviales a una temperatura de inferior 20°C.
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3.6.2. Determinacion de alta carga proviral en las vacas

La determinacién de la alta carga proviral se realizé de manera indirecta mediante el
diagnostico de la linfocitosis persistente. El cual fue positivo cuando los recuentos de
linfocitos superen los 10.000/ul y los recuentos de leucocitos superen los 15.000 /ul por dos

veces consecutivas con un intervalo de 72 dias (Thurmond et al., 1990).

3.6.3. Procesamiento de los linfocitos

Con la finalidad de obtener la muestra, la sangre de cuatro vacas con linfocitosis
persistente fue colectada. Se colectdo 450 mL de sangre de cada vaca. Las muestras fueron
rotuladas, envasadas y transportadas adecuadamente a temperatura de refrigeracion a 2°C.
Posteriormente, la muestra fue dividida en tres partes iguales para luego ser sometidas a los
diferentes tratamientos.

a. Control. 500 mL de sangre fue refrigerado a 2°C hasta su posterior centrifugacion
para la obtencion del indculo correspondiente.

b. Congelacion durante 12 horas. 500 mL de sangre fue congelada a menos 23°C y
mantenido en congelacion durante toda una noche, para su posterior descongelacion. Una vez
a temperatura ambiente se realizo la centrifugacion para la obtencidn del indculo
correspondiente (Kanno et al., 2014).

c. Congelacion durante 36 horas. 500 mL de sangre fue congelada a menos 23°Cy
mantenido en congelacion durante 36 horas, para su posterior descongelacion. Una vez a
temperatura ambiente se realiz6 la centrifugacion para la obtencion del indculo
correspondiente (Kanno et al., 2014).

3.6.4. Obtencion del inéculo

Para la obtencion del inoculo, la muestra procesada fue centrifugada a 2800 g durante

15 minutos para recuperar el suero y leucocitos. Después, el suero y leucocitos fue

centrifugada a 2800 g durante 15 min adicionales. El sedimento fue mezclado con buffer
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fosfato salino (PBS) y fue sometido a centrifugacion a 2800 g durante 15 minutos. Se elimin6
el sobrenadante y el sedimento fue diluido con PBS hasta completar un volumen de 10 mL

(Kanno et al., 2014). Fueron inoculados 2 ovinos con cada in6culo obtenido.

3.6.5. Bioensayo en ovejas

Estudios anteriores han demostrado que los ovinos proporcionan un medio alternativo
para estudiar la transmision del VLB (Miller y Van Der Maaten, 1979; Ferrer et al., 1981;
Kenyon et al., 1981; Murakami et al., 2011; Kanno et al., 2014). Se ha demostrado que esta
especie es altamente susceptible a la infeccion experimental por el VLB y que no existe
transmision horizontal de la infeccidn entre ovinos (Kenyon et al., 1981). Estudios previos
han utilizado de manera exitosa el bioensayo ovino como un método para estudiar la
transmision del VLB desde las secreciones y excreciones de vacas naturalmente infectadas
con el virus (Miller y Van Der Maaten, 1979; Ferrer et al., 1981; Kanno et al., 2014).

Al iniciar el experimento, los ovinos fueron sometidos a un examen clinico completo
con la finalidad de obtener las medidas de los ganglios linfaticos superficiales y se comprobo
la seronegatividad de los mismos al VLB. Una vez obtenida y verificada esta informacion, los
ovinos fueron inoculados por via intraperitoneal con el indculo correspondiente a cada grupo
experimental. Posteriormente se tomaron muestras semanales de sangre para determinar la
seropositividad al antigeno gp51 del VLB. Las muestras fueron colectadas durante 10

Ss€manas.

3.7. Analisis de datos
Para el andlisis estadistico se empled el software IBM SPSS Statistics 22. Se realizd
una prueba de asociacion con la prueba exacta de Fisher. Todos los andlisis fueron realizados

con un nivel de significancia del 5%.
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3.8. Consideraciones éticas

La presente investigacion fue aprobada por el comité de ética y bienestar animal de la
Universidad Nacional Mayor de san Marcos, segun la constancia de autorizacion ética N°
2019-5. Los ensayos respetaron los principios directrices internacionales para la investigacion
biomédica que implica el uso de animales aprobado por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas, Ginebra, 1985 (CIOMS). La presente investigacion
tiene como finalidad proteger la salud y bienestar del hombre y de los animales y tiene la
necesidad de recurrir a la experimentacion en animales vivos, no siendo posible su

simulacion in vitro.
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IV. Resultados

4.1. Efecto de la congelacion de los linfocitos provenientes de vacas con alta
carga proviral como preventivo de la transmision del virus de la leucosis bovina en un
bioensayo ovino

Con la finalidad de evaluar el efecto de la congelacion de los linfocitos provenientes de
vacas con alta carga proviral como preventivo de la transmision del virus de la leucosis
bovina en un bioensayo ovino se compararon los resultados obtenidos con los diferentes
tratamientos presentados anteriormente.

Ho: La congelacion de los linfocitos provenientes de vacas con alta carga proviral no
previene la transmision del virus de la leucosis bovina en un bioensayo ovino.

Ha: La congelacion de los linfocitos provenientes de vacas con alta carga proviral
previene la transmision del virus de la leucosis bovina en un bioensayo ovino.

Los resultados generales se presentan en la tabla 4 y demuestran que, bajo las
condiciones especificas e implementadas en cada proceso, la congelacion es un método que
permiten la inactivacion del VLB de forma altamente efectiva. Segun los resultados del
presente trabajo, el proceso de pasteurizacion y congelacion por 36 horas son eficientes para
inactivar el virus de leucosis bovina, mientras que el proceso de congelacion por 12 horas no
logra inactivar el virus. En la tabla 4, se puede observar que durante la décima semana post
inoculacion, el 100% de los animales del grupo control y el 75% de los animales del grupo
congelacion por 12 horas fueron seropositivos al VLB, mientras que ningun animal fue
seropositivo (0%) al VLB en el grupo congelacion por 36 horas. También se puede observar

que los animales del grupo control mostraron positividad a partir de la primera semana post
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inoculacién y que los animales del grupo congelacion por 12 horas mostraron positividad a

partir de la tercera semana post inoculacion.

Tabla 1.
Resultados semanales a la prueba de ELISA de las ovejas que recibieron por via
intraperitoneal un inéculo proveniente de leche con células infectadas por el virus de

leucosis bovina (VLB) previamente tratada con diferentes métodos de inactivacion

Semana Control Congelacion 12 h Congelacion 36 h
Pos/n (% Pos) Pos/n (% Pos) Pos/n (% Pos)
0 0/4 (0%) * 0/4 (0%)* 0/4 (0%)*
1 1/4 (25%)* 0/4 (0%)* 0/4 (0%)*
2 4/4 (100%)* 0/4 (0%)° 0/4 (0%)°
3 4/4 (100%) 3/4 (75%) 0/4 (0%)°
4 4/4 (100%) 3/4 (75%) 0/4 (0%)°
5 4/4 (100%)* 3/4 (75%) 0/4 (0%)°
6 4/4 (100%) 3/4 (75%) 0/4 (0%)°
7 4/4 (100%) 3/4 (75%) 0/4 (0%)°
8 4/4 (100%) 3/4 (75%) % 0/4 (0%)°
9 4/4 (100%)* 3/4 (75%) 0/4 (0%)°
10 4/4 (100%)? 3/4 (75%)® 0/4 (0%)°

Pos: niimero de ovinos seropositivos; n: total de ovinos; % Pos: porcentaje de positivos.

Letras (a,b) diferentes indican diferencia estadistica significativa entre las filas (p<0.05).

Por lo tanto, los resultados obtenidos con el tratamiento de congelacion durante 36 horas
rechazan la Ho y se puede concluir que el método de congelados durante 36 horas de los
linfocitos de vacas con alta carga proviral del VLB previene la seroconversion en los ovinos
inoculados. A diferencia de los resultados obtenidos con el tratamiento de congelacion

durante 12 horas, los cuales no rechazan la Ho y no se puede concluir que el método de
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congelacion durante 12 horas de los linfocitos de vacas con alta carga proviral del VLB

prevenga la seroconversion en los ovinos inoculados.

4.2. Seroconversion de ovinos infectados experimentalmente con linfocitos sin

congelar de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina

Con la finalidad de evaluar el porcentaje de seroconversion de ovinos infectados
experimentalmente con linfocitos sin congelar de vacas con alta carga proviral del virus de la
leucosis bovina se inocularon cuatro ovinos. Se plantearon las siguientes hipdtesis:

Ho: Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos sin congelar de vacas
con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina no seroconvierten.

Ha: Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos sin congelar de vacas
con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina seroconvierten en un 100%.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 5. Como podemos observar, al inicio
del experimento, semana 0, los cuatro ovinos seleccionados fueron negativos al VLB. Luego
de la inoculacion, la semana 1, uno de los ovinos seroconvirtid, sin embargo no se encontrd
diferencia estadistica significativa a la prueba exacta de Fisher entre los resultados de la
semana 1 en comparacion con la semana 0 (p=1.00) y ya a partir de la semana 2, los cuatro
ovinos inoculados con linfocitos sin congelar de vacas con alta carga proviral
seroconvirtieron (100%) y se mantuvieron positivos durante las semanas posteriores,
encontrandose diferencias estadisticas significativas a la prueba exacta de Fisher entre los
resultados de la semana 2 y las siguientes semanas con respecto a la semana 0 (p=0.03). Por
lo tanto, como los resultados de la prueba exacta de Fisher a partir de la semana 2 fueron
menores a (.05, se rechaza la Ho y se concluye que la inoculacion con linfocitos sin congelar

de vacas con alta carga proviral del VLB produce la seroconversion en los ovinos inoculados.
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Tabla 2.
Resultados semanales a la prueba de ELISA de los ovinos que recibieron por via
intraperitoneal un inéculo con linfocitos sin congelar de vacas con alta carga proviral del

virus de la leucosis bovina (VLB)

OVINO Sem0 Seml Sem2 Sem3 Sem4 Sem5 Sem6 Sem7 Sem8 Sem9 Seml10

Control 1 - + + + + + + + + + +
Control 2 - - + + + + + + + + +
Control 3 - - + + + + + + + + +
Control 4 - - + + + + + + + + +
Positivos 0 1 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Negativos 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% Positivos 0%  25%  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Sig (Sem x
1.000 0.029 0.029 0.029 0.029 0.029 0.029 0.029 0.029 0.029

vs. Sem 0)

Sem: Semana; (+): Numero de ovinos positivos al ELISA; (-): Numero de ovinos negativos al
ELISA; % Pos: Porcentaje de ovinos positivos; n: Numero total de ovinos; Sig (Sem x vs.
Sem 0): Significancia a la prueba exacta de Fisher al comparar la semana de la columna

indica con la semana 0.

4.3. Seroconversion de ovinos infectados experimentalmente con linfocitos
congelados durante 12 horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis

bovina

Con la finalidad de evaluar el porcentaje de seroconversion de ovinos infectados
experimentalmente con linfocitos congelados durante 12 horas de vacas con alta carga

proviral del virus de la leucosis bovina se inocularon cuatro ovinos.
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Ho: Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos congelados durante 12
horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina se mantienen negativos
y no seroconvierten.

Ha: Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos congelados durante 12
horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina no se mantienen

negativos y seroconvierten.

Tabla 3.
Resultados semanales a la prueba de ELISA de los ovinos que recibieron por via
intraperitoneal un inéculo con linfocitos congelados durante 12 horas de vacas con alta

carga proviral del virus de la leucosis bovina (VLB).

OVINO Sem0 Seml Sem2 Sem3 Sem4 Sem5 Sem6 Sem7 Sem8 Sem9 Sem10

Congl2-1 - - - + + + + + + + +
Congl2-2 - - - + + + + + + + +
Cong12-3 - - - + + + + + + + +
Cong12-4 - - - - - - - - - - -
Positivos 0 0 0 3 3 3 3 3 3 3 3
Negativos 4 4 4 1 1 1 1 1 1 1 1

% Positivos 0% 0% 0% 75% 75% 75% 75% 75% 75% 75% 75%
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Sig (Sem n

1.000 1.000  0.143 0.143 0.143 0.143 0.143 0.143 0.143 0.143
vs. Sem 0)

Sem: Semana; Pos: Numero de ovinos positivos al ELISA; Neg: Numero de ovinos negativos
al ELISA; % Pos: Porcentaje de ovinos positivos; n: Numero total de ovinos; Sig (Sem x vs.
Sem 0): Significancia a la prueba exacta de Fisher al comparar la semana de la columna

indica con la semana 0.
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Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6. Como podemos observar, al inicio
del experimento, semana 0, los cuatro ovinos seleccionados fueron negativos al VLB. Luego
de la inoculacion, la semana 3, tres de los ovinos seroconvirtieron (75%) y se mantuvieron
positivos durante las semanas posteriores, sin embargo, no se encontrd diferencia estadistica
significativa a la prueba exacta de Fisher entre los resultados de la semana 3 y posteriores en
comparacion con la semana 0 (p=0.14). Por lo tanto, como los resultados de la prueba exacta
de Fisher a partir de la semana 1 fueron mayores a 0.05, no se rechaza la Ho y a pesar de que
tres ovinos seroconvirtieron, no se puede concluir que la inoculacion con linfocitos
congelados durante 12 horas de vacas con alta carga proviral del VLB produzca la

seroconversion en los ovinos inoculados.

44. Seroconversion de ovinos infectados experimentalmente con linfocitos
congelados durante 36 horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis
bovina.

Con la finalidad de evaluar el porcentaje de seroconversion de ovinos infectados
experimentalmente con linfocitos congelados durante 36 horas de vacas con alta carga
proviral del virus de la leucosis bovina se inocularon cuatro ovinos.

Ho: Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos congelados durante 36
horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina se mantienen negativos
y no seroconvierten.

Ha: Los ovinos infectados experimentalmente con linfocitos congelados durante 36
horas de vacas con alta carga proviral del virus de la leucosis bovina no se mantienen
negativos y seroconvierten.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 7. Como podemos observar, al inicio
del experimento, semana 0, los cuatro ovinos seleccionados fueron negativos al VLB. Luego

de la inoculacion, ninguno de los ovinos seroconvirtio (0%), por lo que no se encontrd
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diferencia estadistica significativa a la prueba exacta de Fisher entre los resultados de la
semana 1 y posteriores en comparacion con la semana 0 (p=1.00). Por lo tanto, como los
resultados de la prueba exacta de Fisher a partir de la semana 1 fueron mayores a 0.05, por lo
que no se rechaza la Ho y se puede concluir que la inoculacion con linfocitos congelados
durante 36 horas de vacas con alta carga proviral del VLB no produce la seroconversion en

los ovinos inoculados.

Tabla 4.
Resultados semanales a la prueba de ELISA de los ovinos que recibieron por via
intraperitoneal un inéculo con linfocitos congelados durante 36 horas de vacas con alta

carga proviral del virus de la leucosis bovina (VLB)

OVINO Sem0 Seml Sem2 Sem3 Sem4 Sem5 Sem6 Sem7 Sem8 Sem9 Sem10

Cong36-1 - - - - - - - - - - -
Cong36-2 - - - - - - - - - - -
Cong36-3 - - - - - - - - - - -
Cong36-4 - - - - - - - - - - -
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativos 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
% Positivos 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Sig (Sem n

1.000  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000  1.000  1.000
vs. Sem 0)

Sem: Semana; Pos: Numero de ovinos positivos al ELISA; Neg: Numero de ovinos negativos
al ELISA; % Pos: Porcentaje de ovinos positivos; n: Numero total de ovinos; Sig (Sem X vs.
Sem 0): Significancia a la prueba exacta de Fisher al comparar la semana de la columna

indica con la semana 0.
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V. Discusion de resultados

Los resultados de la presente investigacion nos muestran que los ovinos del grupo
control, animales inoculados con células linfociticas provenientes de la centrifugacion de
calostro de vacas con linfocitosis persistente comprobada, seroconvierten positivamente al
VLB. La obtencion de un 100% de ovinos infectados en el grupo control nos demuestra que
la inoculacion de ovinos con células linfociticas del calostro de vacas con linfocitosis
persistente es capaz de transmitir la enfermedad, lo cual coincide con los resultados de Kanno
et al. (2014) También podemos observar que la seroconversion positiva al VLB, no es
inmediata en los ovinos del grupo control. Notandose que incrementa el nimero de animales
positivos en el transcurso de 3 semanas. Esto esté relacionado por el largo periodo de
incubacion propio del VLB (Ruiz et al., 2018).

Asi también, la obtencion de un 100% de ovinos infectados en el grupo control nos
sirve para comprobar que esta especie es ideal para realizar simulaciones de infeccioén con el
VLB. Coincidiendo con Ruiz et al. 2018, quienes sustentan el modelo ovino es el mas
consistente para estudiar la infeccion la infeccion del VLB, pues en este modelo ocurre la
presentacion completa de la enfermedad en un periodo aproximado de 18 meses y la
frecuencia de linfocitosis persistente y linfosarcomas es de casi el 100%.

Por otro lado, en el presente trabajo se evalu6 el efecto de la congelacion -
descongelacion de la leche considerando dos tiempos de congelacion, pudiéndose encontrar
que cuando se compara el grupo control con el grupo congelacion por 12 horas, no se
encuentra diferencia estadistica significativa (p > 0.05), mientras que al comparar el grupo
control con el grupo congelacion por 36 horas, se encontrd diferencia estadistica significativa
(p <0.01). Este trabajo coincide con lo reportado por Maschmann et al. (2006), quienes
reportan que la congelacion y descongelacion de la leche materna evita la transmision de

citomegalovirus en humanos por lo que el proceso logra inactivar el citomegalovirus presente
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en la leche materna humana. Asimismo, estos resultados coinciden con los encontrados con
Forsgren (2004), quien encontr6 que la congelacion de la leche a -20 © C durante 12 horas
solo redujo la infectividad en un 90%, mientras que la congelacion durante 72 horas redujo la
infectividad al 100%. Esto nos indica que la congelacion por un periodo reducido de horas no
es suficiente para inactivar a los virus.

En este sentido, un estudio encontrd que el procesamiento de congelacion-
descongelacion puede eliminar la infectividad del HTLV-1 de la leche materna, y que los
portadores de este virus podrian administrar a sus bebés con leche materna congelada-
descongelada como una manera de evitar la transmision del HTLV-1 (Ando et al., 2004).
Estos resultados se pueden explicar, ya que la congelacion de las células produce la
formacion de hielo intracelular, lo que ocasiona que pierdan su potencial de membrana
cuando un cristal de hielo rompa la membrana, por lo que no sobreviven al proceso de
congelacion (Shi et al., 2017). Normalmente los virus sobreviven al proceso de congelacion,
sin embargo, los virus intracelulares, como el VLB, que dependen de la célula que lo alberga,
y si la célula no sobrevive durante el proceso de congelacion, el virus no sera capaz de
infectar a otra célula.

La leche y el calostro del ganado infectado con el VLB contienen células infectadas
con este virus que pueden causar infeccion en terneros neonatales de madres no infectadas,
sin embargo, los anticuerpos presentes en el calostro protegen al ternero contra la infeccion
neonatal (Kanno et al., 2014). El presente estudio demuestra que el proceso de pasteurizacion
y el proceso de congelacién por mas de 36 horas eliminan la infectividad del VLB, lo cual
significa que se deben realizar estos procesos antes de administrar leche y calostro de vacas
infectadas a sus crias. Asi también, estos procesos eliminan al VLB de la leche destinada para

consumo humano.
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Segtin lo reportado por Hopkins y DiGiacomo (1997), las tasas de transmision de
VLB en terneros de 6 a 12 meses de edad potencialmente atribuible a la transmision por leche
o calostro infectada con el VLB es entre 6% y 16%. Por tanto, la poblacion de terneros libres
del VLB es infectada cuando reciben calostro y leche infectada, reduciendo las posibilidades
de crear un hato paralelo libre de infeccion a partir de un hato infectado. La implementacion
del procesamiento de la leche y el calostro que reciben los terneros podria reducir la
prevalencia de infeccion del VLB en los establos que implementen un hato paralelo como
medida de control y eliminacion del VLB. Asimismo, muchos programas de control de
enfermedades infecciosas requieren calostro y leche libre de Mycobacterium

paratuberculosis, Salmonella spp., Mycoplasma bovis, Staphylococcus aureus, Virus de la

Diarrea Bovina y VLB (McGuirk y Collins, 2004).
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VI. Conclusiones

La inoculacion con linfocitos sin congelar de vacas con alta carga proviral del VLB
produce la seroconversion en los ovinos inoculados.

A pesar de que tres ovinos que recibieron linfocitos congelados durante 12 horas de
vacas con alta carga proviral del VLB seroconvirtieron, no se puede concluir que la
inoculacion produzca la seroconversion en los ovinos inoculados.

La inoculacion con linfocitos congelados durante 36 horas de vacas con alta carga
proviral del VLB no produce la seroconversion en los ovinos inoculados.

El método de congelados durante 36 horas de los linfocitos de vacas con alta carga
proviral del VLB previene la seroconversion en los ovinos inoculados. A diferencia
del método de congelacion durante 12 horas de los linfocitos de vacas con alta carga

proviral del VLB, el cual no previene la seroconversion en los ovinos inoculados.
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VII. Recomendaciones

El bioensayo ovino para evaluar la transmision del VLB es un método adecuado para
realizar estudios de investigacion en esta enfermedad.

El tiempo de congelacion debe ser tomado en cuenta como una variable a controlar
cuando se emplee este método con la finalidad de prevenir la transmision del VLB.

La congelacion por 36 horas o mas puede prevenir la transmision del VLB, por lo cual
debe ser tomada en cuanta como una alternativa de control para esta enfermedad.

Se recomienda realizar futuras investigaciones para evaluar la eficacia en campo de la

congelacion del calostro y la leche como preventivo de la transmision del VLB.
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