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RESUMEN

La Leucosis Viral Bovina (LVB) enfermedad infectocontagiosa de amplia
distribucion en el mundo, que afecta a la produccién de vacunos. El presente
trabajo de investigacion fue realizado en mes de Noviembre de 2017 en los
sectores Chancarani, Cruz Mayo, Moroguita,Keraya y Hanccollo Layoni del
Distrito de Mafiazo, Provincia de Puno; con el objetivo de determinar la
seroprevalencia de la Leucosis Viral Bovina (LVB), considerando factores: sexo,
edad (menores a 2 afios y mayores a 2 afios), donde las hembras menores a 2
afos se considero solo sexo y a su vez las hembras mayores a 2 afios en estado
productivo y reproductivo se consider6 en vacias y prefiadas sin produccién y en
produccion. Para este fin se utilizé 82 animales; de estos se obtuvo muestras
sanguineas de la vena yugular, el suero fue separado trasvasado a los viales
debidamente identificados con la clave del animal, para su conservacion a una
temperatura de -20°C y su posterior traslado al laboratorio de Salud Animal del
CIP Chuquibambilla de la F.M.V.Z, UNA-PUNO, El procedimiento de analisis fue
mediante la prueba de Inmunoabsorcién Ligada a Enzima (ELISA). Los
resultados para seroprevalencia general de LVB fue de 0.00 % En conclusion los
agentes de la enfermedad no estan presentes en la zona de estudio, por lo cual
se tiene seguir con el control y vigilancia ya que esto perjudicaria a la produccién

lechera de esta cuenca.

Palabras Clave: Leucosis, ELISA, seroprevalencia, Vacunos
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ABSTRACT

Bovine Viral Leukosis (LVB) are infectious diseases of wide distribution in the
world, which affect the production of cattle. The present research work was
carried out in the months of November 2017 in the sectors of Chancarani, Cruz
Mayo, Moroguita, Keraya and Hanccollo Layoni of Mafazo District, Puno-Puno
Province; with the objectives of determining the seroprevalence of Bovine Viral
Leukosis (LVB), considering the following factors: sex, age (under 2 years and
older than 2 years), where females under 2 years are considered only sex and in
turn females older than 2 years in productive and reproductive state in turn is
divided into empty and pregnant without production and production. For this
purpose, 82 animals were used; of these, the blood measurements of the jugular
vein were obtained, the serum was separated and transferred to the vials. They
were identified with the key of the animal, for its conservation at a temperature of
-20 ° C and its subsequent transfer to the Animal Health Laboratory. CIP
Chuquibambilla of the FMVZ, UNA-PUNO, The analysis procedure was through
the Enzyme Linked Immunosorbent Test (ELISA). The results for the general
seroprevalence of LVB was 0.00%. In conclusion, the agents of the disease are
not present in the study area, so control and monitoring can be continued as this

would harm the milk production of this basin

Key Words: Leukosis, ELISA, seroprevalence, Cattle.
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l. INTRODUCCION
El Altiplano peruano, ubicado por encima de los 3 830 msnm, la ganaderia
bovina es uno de los pilares de la economia regional; y segun el tltimo censo
posee 617 163 vacunos que representan el 12% de la poblacion nacional; la
misma que esta conformada por animales de raza definida y en el distrito de
Mafazo (5288 vacunos Brown Swiss) (IV CENAGRO, 2012).La crianza del
ganado bovino es un pilar muy importante de nuestra estructura
econdémica y social que genera gran cantidad de sub productos de alto valor
dando origen a largas cadenas de transformacioén, el ganado bovino produce
alimentos ricos en proteina animal de alto valor nutritivo para satisfacer
necesidad de consumo humano que es fundamental para el desarrollo vy
bienestar de los pueblos porque la oferta y la demanda de estos
alimentos se distancia cada vez mas (Rojas 2007). La crianza de vacunos
es una actividad de gran importancia dentro del contexto social, cultural y
econdémico del Perl; porque constituye la base de la economia de muchas
familias y/o organizaciones productivas del sector rural del pais. Sin
embargo, existe una serie de factores que limitan en grado diferente el
desarrollo y crecimiento del capital bovino. Las enfermedades infecciosas,
bacterianas, virales y parasitarias son los problemas sanitarios que afectan
negativamente la productividad de los animales. La Leucosis Viral Bovina es
una patologia, de origen viral de distribucion mundial siendo su prevalencia
mayor en las ganaderias bovinas de produccion de leche en la etapa
productiva. impacto de la enfermedad de la Leucosis Viral Bovina radica en
la limitacion que genera la infeccion para la exportacion de vacunos y las

pérdidas para el aumento de los reemplazos, pérdidas de ingresos por

10
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decomisos de carcasas a causa de los linfomas, disminucion de la

produccion de leche (Baruta, y otros, 2011). En este contexto fue necesario

realizar la investigacion en la Provincia de Puno, Distrito de Mafiazo Siendo

por ello nuestro objetivo: Determinar la Seroprevalencia del Virus de la

Leucosis Bovina en vacunos Brown Swiss de la Provincia de Puno — Puno,

segun estado reproductivo, edad y sexo del animal.

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Leucosis Viral Bovina (LVB).

Leucosis Viral Bovina (LVB). Es una enfermedad de distribucion mundial
con particular predileccion por sistemas produccion intensiva. Tiene
varias formas de presentacion, una asintomatica caracterizada por la
seropositividad de los animales, pero sin sintomatologia clinica, otra en la
gue los animales presentan conteos linfocitarios por encima del rango
establecido para la especie y otra en la que prevalece la presencia de
neoplasias. Desde el punto de vista sanitario y econémico la LVB tiene
un impacto significativo por los costos en diagndstico, descarte de
animales, disminucion de los indices productivos, impacto en indices
reproductivos, tratamientos de patologias concomitantes, costos por
servicios médicos y la limitacion en exportaciébn de productos carnicos
y lacteos y comercializacion de semen y embriones procedentes de
animales infectados (Baruta et al., 2011; Rama, 2009; Abt, Marshak,

Ferrer, Piper & Bhatt, 1976).

Esta es una neoplasia muy mortal, sistétmica y maligna del sistema

reticuloendotelial de los bovinos que se caracteriza por la aparicion de
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acumulaciones de linfocitos neoplasicos en cualquier érgano, con una

variedad correspondiente en los sitios clinicos (Blood y Radostits, 1992).

Las primeras descripciones de la LVB datan de 1871 en Alemania,
realizadas por Leisering. Se cree que los primeros casos aparecieron en
la zona de Memel (Lituania) y luego se desplazaron hacia el oeste del
continente. En los afios posteriores a la Segunda Guerra Mundial se
incrementaron los casos de esta enfermedad con tumores en Alemania y
los paises del este de Europa, lo que origind la profundizacion de las
investigaciones en esta zona. A su vez, vacas infectadas fueron
exportadas desde las costas del Mar Baltico a EEUU y asi llegd la
enfermedad a América, expandiéndose por EEUU y Canada,
principalmente en el ganado lechero. Los demas paises de América
probablemente la han adquirido a través de importaciones para mejorar

los rebafios de los mismos (Johnson y Kaneene, 1992).

2.1.1 Definicién Leucosis Viral Bovina (LVB).

La Leucosis Viral Bovina (LVB) también llamada linfosarcoma, linfoma
maligno es un proceso neoplasico comun en ganado bovino. Los primeros
casos clinicos fueron observados en Bendixen en 1908 en Dinamarca

(Hung, 1987).

Los animales infectados con LVB en su mayoria permanecen
clinicamente normales, una tercera parte inmortaliza a los linfocitos B, en
este caso se observa una linfocitosis persistente de 1 a 10 % desarrolla

proceso tumoral (Jonhson y Kaneene, 1991 b).
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La LVB es una particula de 70 a 130 mm de diametro con genoma ARN
protegido por una cubierta proteica y una envoltura externa. El virus es
inactivado por solventes organico y detergentes como el hipoclorito de
sodio. Dentro del linfocito el virus es distribuido facilmente por la
pasteurizacion, sin embargo, su compleja estructura lo hacen mas
resistente a la luz UV y radiaciones en comparacion a otros retrovirus

(Ferrer, 1993).

La LVB tiene un periodo de incubacion prolongado y curso crénico e
inaparente, del 30 a 70 % de los animales infectados son portadores
asintomaticos, con un proceso de linfocitosis persistente; solamente el 0.5
al 5% cursan con manifestaciones clinicas de linfosarcoma. Afecta a
bovinos adultos aunque la infeccion puede aparecer en animales jovenes;
las hembras sometidas a factores estresantes estan expuestas a perder
formas mas severas de la enfermedad (Resoagli et al, 1998; Rosciani et

al, 1997).

2.1.2. Agente etioldgico.

La LVB es una enfermedad infecciosa viral sistémica, maligna y mortal
gue afecta al sistema reticulo endotelial de los bovinos. La enfermedad es
causada por el virus de leucosis bovina (VLB), este es un retrovirus
oncogenico que pertenece a la familia de retroviridae, género oncovirus

tipo C mamifero. (Blood y Radostits, 1992).

Es un retrovirus y como tal posee un reverso-transcriptasa responsable
de la sintesis de una copia de ADN a partir de ERN viral. EI ADN asi

formando (provirus) puede conservarse en el nacleo de ciertas células del

13
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hospedador y esta propiedad original es la causa de las caracteristicas
particulares de las diferentes infecciones debidas a retrovirus. (Burny A,

et al, 2002, Toma B, et al, 1990).

Las infecciones por retrovirus son persistentes se prolongan durante toda
la vida del organismo hospedador y corresponden a la presencia de
"informacion de origen viral integrada en las células del mismo. Bajo la
forma integrada del agente patdégeno (retrovirus) esta al abrigo de las
defensas inmunitarias de su hospedador. Los retrovirus se presentan en
los organismos infectados bajo la forma pro viral mucho mas que abajo la
forma de viriones completos, circulantes en los liquidos del organismo.

(Evermann ,1992, Heuvel van den M, 2003).
ETIOLOGIA SEGUN MOHANTY (1983)

el virus de la leucosis viral bovina pertenece a:
a) Familia: retroviridae.

b) Subfamilia: oncoviridae

c) Género: grupo oncovirus tipo ¢

d) Especie: virus de la leucosis bovina (lvb).

2.1.3 Morfologia
El virus de la LVB presenta caracteristicas morfologicas, biofisicas y
bioquimicas de tipo C de mamiferos con algunas deficiencias. El diametro
del virus es de 90 a 120nm (nanometros), conteniendo un
nucleoidecentral de 60 a 90nm. La densidad es de 1,16 a 1,17g/ml, y el

coeficiente de sedimentacion de RNA viral es de 60 a 70s.
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Los viriones poseen transcriptasa inversa, y maduran por gemacion de
manera similar al tipo C de mamifero, pero difieren en que la transcriptasa
es preferencialmente activa en presencia de los iones de magnesio, y los
viriones maduran mientras se encuentran todavia adheridos a las

membranas celulares.

Los viriones contiene un antigeno de proteina interna principal con peso
molecular de veinticuatro mil y un antigeno en la envoltura de
glicoproteina de peso molecular de cincuenta y un mil difiriendo de todos
los otros virus tipo C de mamifero, los cuales poseen antigenos p30 y

gp70, respectivamente. El virus de la LVB es exdgeno. (Labvetsur, 1998)

2.1.4. Genoma Viral

El ARN viral es una molécula con 8714 nucleétidos y al igual que otros
retrovirus la molécula presenta en sus extremos secuencia repetidas

denominadas LTR (Long Terminal Repeat) (Schwartz y col., 1994).

En el genoma se han detectado 8 gens designadas como Gag, Prt, Pol,
Env. Tax, Rex, RIll y GIV. Cada uno de ellos son transcritos en ARN
mensajeros que codifican diferentes proteinas del virus como la proteina
de la capside (Gag), la transcriptasa reversa (Pol), proteasas virales (Prt)
y las glicoproteinas asociadas a la envoltura viral (Env). Ademas de estas

proteinas se codifican las proteinas Tax y Rex.

La proteina Tax al parecer estimula el inicio del proceso de transcripcion,

mientras que la proteina Rex favorece la estabilizacién y procesamiento
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de los ARNm y regula la sintesis de proteinas estructurales (Schwartz y

col., 1994).

2.1.5. Vias De Transmision.

Transmision vertical

Los principales mecanismos involucrados en la transmision vertical son:

* Transmision intrauterina

* Transmision via calostro y leche

* Transmisién por productos reproductivos (semen, 6vulo, embriones)

(Esteban E, 2005).

Las infecciones intrauterinas ocurren entre el 2 'y el 10 % segun el rodeo
(dependiendo de la susceptibilidad, la linea genética, etc.). No dependen
del nimero de paricion, ni del momento de infeccién de la madre, y ocurre
en etapas de la gestacion en que el ternero es inmunocompetente (a partir
del tercer mes de gestacion). Estas infecciones pueden ser detectadas
por métodos seroldgicos o virolégicos al momento del nacimiento.

(Castelli y Manzini, 2001).

El LVB esta presente en el calostro y leche de vacas infectadas. Tanto la
fraccion celular como las fracciones libres de células, aunque éstas
tltimas con menor frecuencia, pueden ser infecciosas, tanto de leche

como de calostro. (Castelli y Manzini, 2001).

Otras formas de transmision se dan por la leche y calostro, sin embargo,
son poco frecuentes, debido a que los anticuerpos presentes neutralizan

al virus (Yoshikaway col., 1996; Hood, 1993).
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El semen, secreciones, fluidos uterinos, orina y heces eventualmente
serian fuente del virus para un animal susceptible (Islas y col., 1992; OIE,

1996).

2.1.6. Patogenia.

La LVB, se reconoce en cuatro formas diferentes: adulta o Enzootica,
cutanea en adultos, timica y de terneros en bovinos mas jovenes.
También que tan solo la forma adulta o enzootica se halla asociada con
infeccidn por virus de la leucemia bovina. Estudios serolégicos, viroldgicos
y epidemiolégicos no han proporcionado prueba alguna de infeccion en
bovinos por las formas cutaneas, timica o de ternero. Sin embargo,
existen informe relativo al aislamiento de un agente similar serologica y

morfoldégicamente al virus de la leucemia bovina. (Mohanty y Dutta, 1993).

La infeccion puede ser inaparente o puede evolucionar a una linfocitosis
permanente finalmente al desarrollo tumoral caracterizado por el aumento
de tamafio de los ganglios linfaticos e infiltraciones leucémicas en
diversos 6rganos y tejidos. Algunos tumores, principalmente los de casos
terminales, no contienen virus o antigenos viricos de la leucosis. (Quinn

P, et al, 2005).

El perfil genético del genoma huésped predispone el desarrollo de los
tumores. El factor mas importante en la progresion clinica de la
enfermedad es el complejo mayor de histocompatibilidad. Los tumores se
producen a causa de la infiltracion de linfocitos B trasformados, que se
acumulan en tejidos tales como higado, corazoén, ojos, piel, pulmones y

ganglios linfaticos (Gillet et al, 2007).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
| Attiplano

Durante el primer mes post infeccion las células infectadas son
detectables en sangre, alrededor de las 2 semanas, alcanzan un pico en
la tercera semana y luego decrecen rapidamente lo que sugiere que el
virus esta entrando a nuevas células huésped en otros tejidos (Fulton, et

al.,20086).

En el curso de este padecimiento influyen factores genéticos,
inmunoldgicos y de otra indole, y se comprueba también a menudo
linfocitosis persistente, con manifestacion clinica subsiguiente de

aumento de volumen de los ganglios linfaticos. (Quinn, et al, 2005).

2.1.7. Sintomatologia.

La linfocitosis sin signos clinicos es el primer cambio que ocurre y muchas
veces permanecen asi por afios sin que se observe un descenso del
rendimiento del animal. Sin embargo, en cierta proporcién de animales

aparece la enfermedad clinica (Rosario, 1993).

Los sintomas se aprecian mayoritariamente después de los 2 afios de
edad y el periodo de mayor frecuencia es entre los 5 y 8 afios. La mayor
proporcién de los sintomas son inespecificos y variables, puesto que van
a responder a la ubicacién de las formaciones neoplasicas y segun el
grado de afectaciéon de los érganos. Se ha descrito anemia, emaciacion e
infertilidad. También se han reportado momificaciones por tumoraciones
en las paredes del Utero y cuernos uterinos. El signo mas frecuente que
lleva a pensar en la enfermedad es el agrandamiento bilateral y mas o
menos simétrico de los ganglios explorables. Se ha informado de ganglios

preescapulares que llegan a pesar 1.8 kilos. (Chamizo 2005).
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Cerca del 5 % de vacunos afectados padecen una forma sobreaguda de
la LVB y mueren sin presentar signos clinicos previos. Esta muerte podria
relacionarse con el compromiso de glandulas adrenales, ulcera de
abomazo o el bazo seguido de hemorragia interna. La mayor parte de los
casos sigue un curso subagudo (hasta de 7 dias) o cronico (meses)
iniciAndose el deterioro del animal con pérdida de apetito, anemia y

debilidad muscular (Blood, et al., 1992).

Aungue las células tumorales se originan de los tejidos linfoides, estos
pueden localizarse virtualmente en todos los 6rganos. En los vacunos
adultos las lesiones se observan con mayor frecuencia que el abomazo,
corazon, utero y nodulos linfaticos viscerales y periféricos, y en los
animales jovenes a nivel de nddulos linfaticos viscerales, bazo e higado

(Jonson y Kaneene, 1991).

Pueden observarse trastornos circulatorios, respiratorios, digestivos,
reproductivos, urinarios y neurolégicos, cuando estos érganos especificos
estan comprometidos; sin embargo, los cuadros clinicos tipicos de mayor
a menor grado son: pérdida de peso, emaciacion, disminucién de
produccion lactea, agrandamiento de nddulos linfaticos externos, apetito
depravado, linfoadenopatia interna, pardlisis de miembros posteriores,
fiebre, respiracion anormal, protusion de ojos, diarrea o constipacion y

lesiones cardiacas (Jonson y Kaneene, 1991; Ollas, 1996).

La frecuencia cardiaca aumenta por compromiso del miocardio, y la
temperatura puede elevarse a 39.5° — 40°C debido a un crecimiento

rapido y en forma extensa del tumor. Es posible también la infeccion en
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las glandulas mamarias por el VLB esté relacionada con la mastitis
subclinica, porque se han encontrado numerosos linfocitos con particulas

virales en este organo (Yoshikawa, et al., 1996).

La presencia de deformaciones o masas tumorales subcutaneas en varias
partes del cuerpo, también es indicativo de la enfermedad, la presencia
de células tumorales en las extensiones de sangre (leucemia) es también

bastante especifica (Gatti, 2007).

2.1.8. Lesiones.

Mientras que en la preleucosis no se advierten particularidades
morfoldgicas, la fase tumoral provoca lesiones caracteristicas de
determinados 6rganos o de todo el aparato linfatico. Los infiltrados
leucocitos difusos o nodulares provocan una destruccibn mas o menos
marcada de la estructura organica y en muchos casos el aumento de

volumen de los 6rganos linfaticos (Schutz, y otros, 1991).

Resulta constante la localizacion de los tumores en los ganglios linfaticos,
describiéndose la extensibn de afeccibn de estos 6rganos en:
Generalizada: afecta 76 a 100%, Diseminada: afecta 26 a 75%,
Localizada: afecta 1 a 25%. Los ganglios linfaticos afectados son los
iliacos, seguidos por los intratoracicos y mesentéricos y los superficiales
(pre escapular, pre crurales, y de la regién cervical. Se muestran

aumentados de tamario en forma difusa (Pestana, 1995).

Existen reportes de la ocurrencia de masas tumorales en tejido
subcutaneo de la region abdominal como asi también adherencias en

pleura. El Utero se afecta también con relativa alta frecuencia, con
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infiltracion y engrosamiento de sus paredes, pero las estructuras fetales
rara vez se ven afectadas (Gatti, 2007). EI musculo esquelético puede

estar afectado de igual forma (Pestana, 1995)

En el intestino pueden observarse lesiones semejantes a las del abomaso
(Pestana, 1995). En los rifiones se ven lesiones infiltrativas con

hemorragias visibles, nédulos y atrofia del parénquima renal (Gatti, 2007).

2.1.9. Diagnostico.

El diagndstico de la infeccion con el VLB en las vacas se realiza utilizando
técnicas serolégicas como una prueba de Inmunodifusion o precipitacion
en gel de agar (IDGA), es una prueba de Inmunodifusion doble conocida
como prueba de OUCHTERLONY interviene en la identificacion de
Anticuerpos e identificacion de Antigeno, Inmunotransferencia, Elisa, o el

radioinmumoensayo (RAI) (Pestana, 1995).

Esta prueba usa las proteinas p24 y gp51 como antigeno y emplea como
marcador del anticuerpo o antigeno un radioisétopo radioactivo. Esta
prueba tiene una alta sensibilidad sin embargo el costo del equipo y el
riesgo de trabajar con radiois6topos son una limitante para su aplicacién

(Fenner, 1993; Jonson y col., 1991).

AGIO es un método simple que se usa para detectar anticuerpos
precipitantes, como antigeno se emplea la grupo 51 que se difunde
radialmente hacia los antisueros, y cuando estos encuentran el punto de
equivalencia precipitan formando una linea visible. Esta prueba posee 93

% y 75 % de especificidad y sensibilidad, respectivamente para detectar
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anticuerpos en suero de animales individuales (Tizard, 1995; Manchego

y col., 1996)

La prueba de ELISA se usa para la deteccion de anticuerpos Ig G1 e Ig M

en suero y/o leche (Jonson y col., 1991).

El principio de esta prueba es la detecciébn del complejo antigeno-
anticuerpo mediante el uso de un antisuero (anticuerpo monoclonal)
conjugado con un marcador como la enzima peroxidasa, la misma que es
detectada por el desarrollo de color al ponerse en contacto con el

substrato. Nielsen y col., 1996; OIE, 1996; Tizard, 1995).
2.1.9.1. Diagndstico Diferencial.

Este depende de los 6rganos afectados por los linfosarcoma, por ejemplo,
el linfosarcoma abomaso puede confundirse con una Ulcera o enfermedad
de Johne, si afecta las raices nerviosas de la médula espinal debe
diferenciarse con rabia, espondilosis y otras enfermedades con signos

nerviosos. (Barrientos, et al, 2008).

2.1.10. Tratamiento.

No existe ningun tratamiento para esta enfermedad (Diaz, 2007).El
ganado afectado puede vivir durante un corto tiempo mediante cuidados
en la lactancia o mediante tratamiento quirargico con el fin de eliminar la
presién producida por el espacio que ocupa las lesiones. En las vacas
prefiadas cuyos fetos son viables, estos pueden ser extraidos mediante

operacion cesarea (Kahrs, 1994)
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2.1.11. Control Y Erradicacion.

La metodologia a seguir para el control y la erradicacion depende de: la
edad de los animales afectados, el porcentaje de animales infectados en
el rodeo, la infraestructura del establecimiento y las practicas de manejo

(Castelli, y otros, 1999).

También depende en principio de la prevalencia de la infeccion en el
rebafio, del valor de los animales del rebafo, y de si existen
indemnizaciones oficiales para las vacas seropositivas sacrificadas

(Radostits, y otros, 2002).

Hay que muestrear a todo el ganado de reciente adquisicion y
cuarentenarlo hasta tener el resultado. Se recomienda deshacerse de
todos losseropositivos, pero de no ser posible, se deben mantener
separados de los negativos, evitando cualquier contacto entre ellos. (Van,

et al, 2000; Chamizo, 2005

2.2. ANTECEDENTES

2.2.1. ANIVEL MUNDIAL,

Por medio de prueba serolégica VLB se ha demostrado una amplia
diseminacion de la infeccion en América del Norte. En 1980 en
Canada se observé 9,3% del ganado de leche y 40-45% de los
rebafos de leche infectados, mientras que 0,5 % del ganado de
carney .11-14% de los rebafios de engorda estaban infectados con
VLB. El porcentaje de rebafos infectados en cada provincia

canadiense vario de 0-60% y alrededor del 90% de los rebafios

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

infectados estan en el centro de Canada (Manitoba, Ontario,

Québec). (Samagh BS et Kellar JA, 1982).

Se reportaron altas prevalencias en China (0 al 60%), en Estados
Unidos y Canada (20-66% en rebafios lecheros y 11-14% en
rebafos de carne), en Costa Rica (39 a 50% en vacunos lecheros
y 5% en vacunos de carne), México (8- 50%), Cuba (14%),
Venezuela (21% en ganado de carne) y Chile (28,5-39,5%).
(Rodriguez, et al, 1980; Bonilla et al, 1991, Modena et al, 1992;

villouta et al, 1994; Schawartz y Levy, 1994).

2.2.2. ANIVEL DE PERU
Muestras de sangre de 680 vacas lecheras de varios hatos a nivel
nacional fueron examinadas para detector linfocitosis persistente y
su relacién con leucemia bovina para determinar la incidencia de
esta enfermedad de acuerdo a este método, la incidencia de

leucemia bovina 3,1 % (Hung , 1980).

Se ha realizado una encuesta seroldgica para detectar anticuerpos
al virus de la leucemia bovina en dos hatos lecheros de Lima,
empleando la técnica de inmunodifusion en agar gel, de los 189
animales muestreados los reactores fueron 33,1% para Holstein,

13,6% para Brown Suis, 25% rojo danés (Hung ,1981).

Una encuesta serolégica para determinar la prevalencia de la
leucemia bovina en el Perua fue realizada usando la Inmunodifusion
en agar gel. La prevalencia para Lima 28,3 %, paralca,7 %, en Junin

de 11,1 %, Cajamarca 39,1 %, Ayacucho y Arequipa O %, la mayoria
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del ganado afectado tenia entre 3 y 7 aflos de edad. De los 16
machos examinados 2 fueron reactores positivos y pertenecian a

hatos de la selva (Hung, 1987).

Altos niveles de prevalencia fueron reportados en Arequipa (27 %),
Huanuco (84 %) y San Martin (33 %), en tanto que, en Cajamarca y
Lima los niveles de infeccion, tuvo una amplia variacion a nivel de
los establos o hatos lecheros. De esta forma en Cajamarca y Lima
prevalencias promedio de 32 % y 30 % con rangos de O a42 % y
16-90 % respectivamente; sin embargo, en Cajamarca se encontrg

una mayor prevalencia 51 % (FAO/IAEA, 1995).

La prevalencia de la leucosis viral bovina en la cuenca lechera de
Arequipa fue de 9151 %; de los 261 hatos estudiados
aparentemente 14,6 % estaban infectados, y la prevalencia por
sectores fue la siguiente: Santa Rita (20,7 %), Zamacola (19,7 %),
Vitor (14,3 %), El Cural (13,8 %), La Joya (10,3 %), Islay (9,5%),

Majes (7,1 %), y Chiguata (O %). (Flores, 2000).

La prevalencia de LVB en la irrigacion de La Joya Antigua es de
19,7%, las vacas mayores de 4 afios de edad a mas son las mas
susceptibles a contraer la enfermedad, el 34% del total de positivos
pertenecen a este grupo y el 15,74% corresponde a vacas de 2 a 4
afios de edad. Las vacas de mayor produccion de leche son mas
susceptibles a la enfermedad, aquellas que producen mas de 17

litros/dia han alcanzado el 64% y las de menor produccion (menos
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de 16 Litros/ dia) han alcanzado el 32,36% de la infeccion. (Obando,

2008).

2.2.3. ANIVEL REGIONAL
No existe reportes de ninguna institucion ya sea entidades publicas

y privadas.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1 LUGAR DE ESTUDIO
El presente estudio se realizé en la cuenca lechera de distrito de Mafazo,
de la provincia de Puno, region Puno, Un recorrido de aproximadamente
de 44 Km desde Puno. Segun el INEI, Mafiazo tiene una superficie total
de 410,67 km? a una altitud de 3.926, Latitud: 15°48'04" y Longitud:

70°20'53". (SENAMHI 2012).

3.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales para la obtencion de muestra.

Material de campo

- Caja térmica refrigerante.

- Gradilla.

- Tubos vacutainer de 10 ml.

- Aguja vacutainer n° 21G.x 2 pulgadas.
- Folder.

- Plumones.

- Guantes quirdrgicos.

- Algodon.

- Alcohol al 70°

- Vehiculo de transporte.

Otros Materiales

- Jabodn carbdlico.

- Céamara fotografica.
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Medios audiovisuales.

Sogas.

Mocheta.

Formatos.

Material de laboratorio.

- Kit IDEXX Leukosis serum x2 proporciona un meétodo rapido, simple,
sensible y especifico para detectar anticuerpos frente al virus de la

leucosis Bovina (BLV) en muestras individuales de suero o plasma.

Reactivos.

- 1 Placa tapizado con antigeno BVL.

- 2 Control negativo (Negative control ELISA (bovine) x 1Ml)
- 3 Control positivo (positive control ELISA (bovine) x 1Ml

- 4 Conjugado.

- 5 Diluyente de la muestra.

- A Substrato TMB n. °12.

- B Solucion de frenado n. °3

- C Solucion de lavado concentrada (10X).
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- Micro pipetas de precision y micro pipetas de multidispensadores.
- Puntas de pipetas desechables.

- Probetas graduadas para la solucion de lavado.

- Lector de placas de 96 pocillos (equipo con filtro de 450 nm).
- Lavador de placas, manual semiautomatica o automatica.

- Vortex o equivalente.

- Bandejas para depdésito de reactivos.

- Papel toalla.

- cubiertas de placas (tapa, papel de aluminio o adhesivo).

- Camara humeda.

- Incubadora.

- Algodon.

- Agua destilada

Equipo

- Estufaincubadora a 37°C

- Balanza analitica

- Refrigeradora convencional

- Congeladora a -20°C

- Potenciometro.

- Crontémetro de tiempo.

- Lector de ELISA

- Vortex

- Micro pipeta canal simple 20 a 200 pl.

- Micro pipeta canal simple 100 a 1000 pl
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- Micro pipetas multicanal 50-300 ul.

3.3 METODOLOGIA

Procedimiento de muestreo.

Se realizé la toma de muestra de sangre, aproximadamente 07 mL de
sangre de la vena yugular, en tubos al vacio sin anticoagulante (vacutainer)
a 82 vacunos Bronws Swiss, los tubos fueron colocados en posicion
inclinada a 37 °C durante veinte minutos por lo que fue necesario
centrifugar, posteriormente los sueros sanguineos se aislaron en viales y
se mantuvieron en congelacion a -20°C, hasta el momento del trabajo, en
el laboratorio de Salud Animal del CIP Chuquibambilla de la F.M.V.Z, UNA-
PUNO y para su posterior andlisis. Durante el muestreo se registré los

datos del productor, edad del vacuno, sexo y estado productivo.
Tamafo de muestra.

Se determiné mediante el método de muestreo al azar estratificado, con un
nivel de confianza de 95% y un error de precision de 10%, mediante la

siguiente formula (Miranda, 1987).

A) calculo de muestra inicial

_ 22(p)(q)
==t

Donde:

n = NUmero de animales (muestra)

Z2 = Valor de Z al 95% de confiabilidad

p = Proporcion de la poblacién objeto de estudio, prevalecia
g = Complemento=1-p

d? = Grado de precisién del muestreo al 90%

n = 82 vacunos
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3.3.1.1 Estratificacion de muestra.

La estratificacion de la muestra se hizo de la siguiente manera.

TABLA 1. Distribucién de animales a muestrear.
Sexo Hembras  Machos Hembras Mayor (>) a 2 afios

Edad Menor (<) Menor (<) >a 2 afios >a 2 afios >a 2 afios >a 2 afios
A2 afios A2 afios

Productivo Vacias sin Vacias en Prefiada sin  Prefiada en
Reproductivo produccién produccién produccién produccién
NUmero de 12 14 14 14 14 14
animales

SUB TOTAL 26 56

TOTAL 82

Fuente: Elaboracion propia

Anélisis de muestra mediante el método ELISA.

EL andlisis de muestra de realizo en el laboratorio de Salud Animal del
CIP Chuquibambilla de la F.M.V.Z, UNA-PUNO. Durante el mes de

diciembre del 2017.

3.3.1.2 Deteccion y cuantificacion de anticuerpos especificos, frente a

LVB, mediante ELISA indirecto.

a. Preparacién de reactivos.

Se equilibra los reactivos a temperatura ambiente antes de comenzar el
procedimiento del ensayo. La solucién de lavado (10x) (vial N° 0): para
reconstituir se afladi6 1 volumen de Solucién de Lavado (10x) y 9
volimenes de agua destilada o desionizada. El diluyente de muestras
(3x) (vial N° 1): para reconstituirla se afiadié 1 volumen de Solucién

Diluyente de Muestras (3x) a 2 volumenes de agua destilada o
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desionizada. Las soluciones son estables durante 7 dias a temperatura

ambiente (+20°C a +25°C).

b. Preparacién de muestras.

Los controles positivo y negativo se encuentran listos para su uso y no
requieren dilucion. Las muestras de suero Individual se diluyo 1/100 en

Solucién Diluyente de muestras diluida.
C. Desarrollo del ensayo.

1. Obtener la placa (o placas) tapizada(s) con antigeno y anotar la
posicion de la muestra. Si no se utiliza toda la placa, separar
anicamente los pocillos necesarios para analizar las muestras. Guardar
el resto de pocillos, junto con el desecante, en la bolsa de plastico de

cierre hermético reutilizable y volver a almacenar a 2-8°C.
2. Dispersar 90 pl de Diluyente de muestra en cada pocillo.

3. Dispersar 10 pl de control positivo (CP) NO DILUIDO en pocillos

duplicados.

4. Dispersar 10 ul de control negativo (CN) NO DILUIDO en pocillos

duplicados.
5. Dispersar 10 pl de muestra NO DILUIDA en los pocillos apropiados.

6. Mezclar el contenido de los pocillos golpeados levemente la placa o usar

un agitador de placas.

7. Cubrir la placa e incubar 60 minutos a +37°C (+-3°C) o0 14-18 horas a 18-

26°C. Para ambas opciones las placas deben de estar selladas
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herméticamente o deben cubrirse e incubarse en una camara humeda

usando cubiertas de placa para evitar evaporacion.

8. Eliminar el contenido liquido de cada pocillo y lavar cada pocillo con
aproximadamente 300 pl de solucion de lavado 3 veces. Evitar que las
placas se sequen entre los lavados y antes de afiadir el reactivo
siguiente. Después de lavado final, eliminar el fluido de lavado residual

de cada placa golpeandola sobre material absorbente.

9. Dispersar 100 ul conjugado en cada pocillo.

10. cubrir la placa e incubar durante 60 min. a +37°C (+-3°C). Las placas
deben de estar selladas herméticamente o incubarse en una camara

himeda usando cubiertas de placa para evitar evaporacion.

11. Repetir el paso 8.

12. Dispersar 100 pl de sustrato TMB n. °12 en cada pocillo.

13. Incubar a 18-26°C durante 15 minutos (+-1min).

14. Dispersar 100 ul de soluciéon frenado n.°3 en cada pocillo.

15. Leer los resultados a una longitud de onda de 450 nm.

d. validacién del ensayo.

CNx< 0.500. Control Negativo Promedio.

CPx £ 2.000. Control Positivo Promedio.

CPx- CNx = 0.30. Control Positivo promedio - control Negativo promedio.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
Altiplano

e. interpretacion del ensayo

Para la interpretacion de los resultados es preciso transformar las DO450

en porcentajes de inhibicion (%IN) utilizando la siguiente formula.

Muestra A (450)— CNx
CPx— CNx

M/P %=100 x=

Interpretacion de resultados de suero para LVB

VALOR DE IRPC ESTADO INMUNE FRENTE LVB

M/P < 30 NEGATIVO
30= M/P %<40 DUDOSO
M/P %240 POSITIVO

Fuente: kit para la deteccibn de Anticuerpos frente al Virus de la Leucosis

Bovina (BLV).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SEROPREVALENCIA DE LEUCOSIS VIRAL BOVINA.

PREVALENCIA GENERAL DE LVB.

La seroprevalencia general Leucosis Viral Bovina en vacunos del distrito de
Mafazo-Puno. Los resultados del presente trabajo de investigacion la
prevalencia de infeccion fue negativo. contrastando con Estudios realizados
por Flores, A. (2000), en las cuencas lecheras del sur del pais se
encontraron prevalencias de 12,68% Arequipay en sus microcuencas 18%
en Majes (Valencia, 2009), 19,65 % en La Joya, (Obando,2008) indican
que los propietarios de Majes y la Joya de la region Arequipa reciben
ganado lechero de diversos lugares incluyendo las zonas de mayor
riesgo como Cajamarca (39, 1 %), Pucallpa (31 %) y Lima (28,3 %) datos
corroborados por Hung (1984). Comparado con los resultados del presente
estudio (0.00 %) estos resultados medianamente elevados donde reporta
que la prevalencia de leucosis bovina en el pais es de 23.6% y para la zona

de Selva report6 prevalencia de la enfermedad de 31%.

Finalmente Resoagli (2000), indica que la seroprevalencia negativa
determinada en la provincia de Corrientes Argentina fue de 67,45 %,
seflalando que podria deberse a los sistemas intensivos de produccion,
como es el caso de los Tambos, que son los que sufren el mayor impacto

sanitario y econémico.
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4.2. PREVALENCIA SEGUN SEXO.

TABLA 2. seroprevalencia de la Leucosis viral Bovina segun sexo

Sexo N Positivos Porcentaje
Macho 12 0 0.00 %
Hembra 70 0 0.00 %
TOTAL 82 0 0.00 %

Fuente: Elaboracion propia.

La muestra seroprevalencia Leucosis Viral Bovina en vacunos del distrito
de Mafiazo-Puno segun sexo donde se encontrd negativo. Sin embargo,

existen trabajo de investigacion.

Como reporte de Diaz, A (2000) en el Centro Poblado Menor de Obenteni,
Ucayali con 12,9% en vacas y 28,6% en toros; de igual modo, Mamani, S
(2008) encuentra 21,81% para hembras y 0% en machos para el Valle de
Sama, estos resultados podrian deberse a que en el Valle Viejo del
distrito de Moquegua se usa tanto la monta natural como la
inseminacioén artificial y ambos métodos diseminan la enfermedad de
hembras a hembras por el método de inseminacién artificial y de
machos a hembras por la monta natural. Similar trabajo encontrado por
Obando (2008) reporta la prevalencia de LVB de 19,7%. en la irrigacion

de La Joya Antigua.

Finalmente, Mamani, S. (2008), menciona que para el sexo el 22,81 %
corresponde a las vacas y el 0,00 % a los toros la prevalencia encontrada

de LVB en el valle de Sama.
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4.3. PREVALENCIA SEGUN EDAD

La muestra seroprevalencia Leucosis Viral Bovina en el distrito de Mafazo-
Puno segun edad. En donde se encontré negativo sin embargo existen
trabajos de investigacion como Obando (2008), quien reporta que las
vacas que son mayores a 6 afios de edad tienen una mayor probabilidad
en contraer la enfermedad en un 34,2% en comparacion de las vacas de
2 a 3 afos de edad. Diaz, A (2000) reporta para vacas 12,9 %, vaquillas
7,39%, toros 28,6 % y toretes 9,50 %, lugar en Valle de Sama.

Obando, G. (2008), reporta que la prevalencia de LVB en la irrigacion de
La Joya Antigua es de 34% del total de positivos, que pertenecen menores
a 2 afios y el 15,74% corresponde a vacas de 2 a 4 afios de edad. Las
vacas de mayor produccion de leche son mas susceptibles a la
enfermedad, y aquellas que producen mas de 17 litros/dia han alcanzado
el 64% y las de menor producciéon (menos de 16 Litros/ dia) han alcanzado

el 32,36%.

la prevalencia de LVB en funcién a la edad de los animales en la provincia
de Leoncio Prado, los resultados positivos se encuentran en los animales
de 5 afos (5+x7%), 6 afios (13+13%), 7 afios (36+25%), 8 afios
(45+22%), 9 afos (100+7%) y 10 afos (100+10%). Estos resultados
obtenidos indican que la prevalencia LVB es alta en los animales mayores
de 5 afos (Darcel, (1996), Ollis, (1996) y Shirley et al., (1997), en contraste,

en presente estudio se reporta 0.00% de seroprevalencia de LVB.

También Mamani, S. (2008), reporta en Tacna, la prevalencia encontrada
de LVB en el valle de Sama es de 22,81 %, en cuanto a la edad los
bovinos mayores a 6 afos presentaron 10,06 %, 2 a 3 afios con 7,37 %,
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4.4. PREVALENCIA SEGUN ESTADO REPRODUCTIVO

La muestra la seroprevalencia de LVB del distrito de Mafiazo-Puno segun
estado reproductivo vacias y prefiadas en donde se encontré negativo sin
embargo existen trabajos de investigacion que reportan la presencia de la
enfermedad en otros departamentos de nuestro pais como en Arequipa y
no existe ningun reporte en nuestra region (Valencia ,2008), quien encontré
bortos causados por LVB en vacas Holstein Friesian en el periodo de
abril-setiembre con la prueba de ELISA, en establos de la seccion "A"
de la irrigacion Majes, provincia de Caylloma, departamento de
Arequipa, de igual modo el mismo afio, encontré una prevalencia de 18 %,
los niveles de prevalencia de las sub-secciones son Al: 15,50 %, AZ2:
18,18%, A3: 19,35%, al determinarlas por periodos entre abril-mayo,
junio-julio y agosto-septiembre se obtuvieron prevalencias de 16 %,
208% y 17,3 % respectivamente, no encontrandose diferencias

significativas.
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V. CONCLUSIONES
La seroprevalencia de LVB Vacunos Brown Swiss en la Cuenca Lechera del
Distrito de Mafiazo-Puno fue negativo respecto al total de la poblacion quiere
decir que en el afio 2017 que yo hice mi trabajo de investigacion no existe adn
la enfermedad ademas la prevalencia es un estudio transversal de determinado

periodo de tiempo.
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VI. RECOMENDACIONES
En la cuenca lechera del Distrito de Mafiazo los vacunos de raza Brown Swiss
se encuentran libre de esta enfermedad infecciosa y se debe implementar con

programas de vigilancia epidemiologica.

Las futuras investigaciones, se deben realizarse utilizando otros métodos para

confirmas los resultados del presente trabajo de investigacion.

Para futuras investigaciones la muestra de sangre se debe obtener de la vena
coccigea del vacuno debido a la facilidad del manejo del animal; ya que para el
presente trabajo se obtuvo de la vena yugular es un poco dificil en cuanto al

manejo del animal

Los trabajos de investigacion de prevalencias seroldgicas puedan ser
procesados en el laboratorio de Salud Animal del CIP Chuquibambilla de la

F.M.V.Z, UNA-PUNO porque es un mega laboratorio.
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FIGURAS

FIGURA A 1. CAPITAL DE DISTRITO DE MANAZO

FIGURA A 2 FORMATO DE REGISTRO DE LA TOMA DE MUESTRA.

FIGURA A 3. TOMA DE MUESTRA DE LA VENA YUGULAR.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO I ' Nacional del

Altiplano

FIGURA A 4. SELECCIONAR PARA EL MUESTREO.

FIGURA A 5 TUBOS VACUTAINER EN POSICION DE 45°

FIGURA A 6 CENTRIFUGAR Y LUEGO EXTRAER EL SUERO SANGUINEO
A LOS VIALES HASTA EL MOMENTO DE ANALISIS.
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FIGURA A 7 PLACA DE ELISA

FIGURA A 8. DISPENSAR CONJUGADO EN CADA POCILLO.

FIGURA A 9. ESTUFA INCUBADORA A 37°.
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FIGURA A 10. MEZCLAR EL CONTENIDO DE LOS POCILLOS

FIGURA A 11. LECTOR DE ELISA

FIGURA A 12. EQUIPO DE TRABAJO DE CAMPO
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