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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el valle de Sama,
perteneciente a la provincia y departamento de Tacna, durante el periodo
septiembre —noviembre 2008, teniendo como objetivos, determinar la
seroprevalencia de anticuerpos contra el virus de la leucosis viral bovina
(LVB) y determinar la seroprevalencia de leucosis viral bovina segun
sexo y edad de bovinos. Con un tamafio de muestra de 149 bovinos
mayores de 2 afos, los que fueron tomados al azar; las muestras fueron
procesadas en el laboratorio SENASA-Lima, mediante la técnica de Elisa,
utilizando el Kit Corporation Synbiotics, para la deteccion de anticuerpos

especificos a leucosis viral bovina.

Los resultados evidenciaron una prevalencia de 22,8 % * 6,7 %
(34/149) para el valle de Sama, con relacion a la edad, los bovinos
mayores a 6 anos de edad) tienen una mayor probabilidad de contraer
la enfermedad con un 10,06 % + 7,3 % y menos susceptibles los bovinos
entre 4 a 5 afos con 5,36 % + 7,4 % de prevalencia. Con relacion al sexo,
los bovinos hembras son las mas susceptibles con un 22,81 % + 6,8 %

de seroprevalencia y 0,00 % son bovinos machos.



I. INTRODUCCION

La crianza de vacunos es una actividad de gran importancia dentro
del contexto social, cultural y econdmico del Perd; 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, siendo la leucosis bovina (LB) una de ellas.

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un retrovirus oncogénico
que pertenece a la familia Retroviridae y es reconocido por una
distribucién mundial. Fue aislado por primera vez en 1969, es una en-
fermedad infecciosa con periodo de incubacion prolongado y curso

cronico e inaparente.

En el Pert, la LB ha sido identificado serolégicamenre en vacunos

de las principales cuencas lecheras del pais. Altos porcentajes de



prevalencia fueron encontrados en Pucallpa 31 %, Arequipa 28,3 %

(Hung, 1984).

Probablemente una de las causas es la falta de difusion en los
ganaderos y profesionales de campo sobre las implicancias de Ila
enfermedad, la introduccién de animales desde zonas con altas tasas de

infeccion.

Detectada la importancia del problema se hizo el trabajo de
investigacion ya que el conocimiento de los resultados seran (tiles, a
nivel general, para contribuir con la sanidad de la ganaderia lechera del
departamento de Tacna, especificamente para lograr conocimientos sobre
la presentacion de esta enfermedad en esta zona ganadera, ya que NO

EXISTE vacuna para esta enfermedad.

Cuyo conocimiento servira para la toma de medidas preventivas y
de control por parte del SENASA- Tacna y por los mismos productores.
Servira ademas como antecedente para realizar futuros estudios
similares de mayor envergadura a nivel provincial, departamental y

regional.



1.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general
Contribuir con la sanidad de la ganaderia lechera del departamento

de Tacna.

1.1.2. Objetivos especificos
e Determinar la seroprevalencia de anticuerpos contra el virus de
’Ia leucosis viral bovina (VLB) en el valle de Sama.
e Determinar la seroprevalencia de leucosis viral bovina segin

edad y sexo en bovinos del valle de Sama.

1.1.3. Hipétesis
La seroprevalencia de la leucosis viral bovina (LVB) alcanza un

elevado porcentaje (> a 12 %) en el valle de Sama.



Il. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Polanco, J. (2000), realiz6 un estudio con el objetivo de conocer la
prevalencia de leucosis viral bovina (LVB) en vacas en siete microcuencas
lecheras de Arequipa: Arequipa, Chiguata, Islay, La Joya, Majes, Santa
Rita y Vitor, durante el periodo de junio- setiembre 2000. Se estimé un
tamafio de muestra de 392 animales, los mismos que fueron
seleccionados al azar. Las muestras de suero fueron procesadas
mediante la técnica de ELISA utilizando un kit para la deteccién de

anticuerpos especificos de leucosis viral bovina.

Los resultados muestran una prevalencia general de 19,64 % para
las siete microcuencas lecheras, de los cuales, el valle de Vitor tiene una
prevalencia de 34,38 %, la Joya 27,78 %, Santa Rita 26,92 %, Majes

19,59 %, Islay 5,75 %, Chiguata y Arequipa 0 %.



Diaz, A (1999), el trabajo se realizé6 en el Centro Poblado Menor
(CPM) Obenteni, Gran Pajonal, ubicado en el distrito de Raimondi,
provincia de Atalaya de la Regién Ucayali, a una altitud de 1100 — 1300
msnm. El clima es semicalido muy hiimedo con temperatura media anual
de 22 — 25 °C (Scout 1981). Se recolectaron 377 muestras de sangre de
vacunos cruzados para doble propésito y mayores de 2 afios de edad, los
cuales fueron seleccionados en forma aleatoria de 8 fundos ganaderos.
Estos fundos seleccionados en base a su accesibilidad, disponibilidad de
corrales de manejo y la colaboracién de los ganaderos, se localizaron al
este, oeste, norte y Sur del CPM Obenteni. Se utilizd la prueba de Elisa.
La seroprevalencia del VLB en los vacunos del Centro Poblado Menor
de Obenteni fue de 12,5 % (47/377). El porcentaje mas elevado de
seropositividad se encontré en vacunos mayores de 5 a mas afios.

(23,0 %).

Valencia, G (2009), estimé un tamano de muestra de 150 animales
de un total de 330 que sufrieron abortos los mismos que fueron tomadas
completamente al azar. Las muestras de suero de sangre fueron
procesadas mediante la técnica de ELISA indirecta utilizando anticuerpos

especificos para la deteccién de la leucosis viral bovina.



Los resultados obtenidos muestran una prevalencia de 18 % para el
ganado lechero con abortos. Dentro de las causas de abortos se llego a
determinar que el 18 % son producidas por leucosis bovina (LVB), por lo
que se constituye en una enfermedad de bajo riesgo de abortos para el

ganado vacuno lechero.

Obando, G 2008, realizé otro trabajo con el objetivo de determinar
la prevalencia de leucosis viral bovina en vacas mayores de dos afos,
donde se obtuvieron muestras de sangre de las vacas ya sea; bajo la
crianza extensiva e intensiva, con un tamano de muestra de 346 vacas de
los que fueron seleccionados completamente al azar. Los resultados
evidenciaron una prevalencia de 19,7 %, con relacién a la produccién de
leche; en vacas con mayor produccion de leche son mas propensas a
adquirir el virus de la leucosis viral bovina, que en vacas con menor
produccion. Con relacion a la edad; las vacas que tiene mas de 4 afios
de edad tienen una mayor probabilidad de contraer la enfermedad, en un
porcentaje de 34,2 %, en comparacién con las vacas de 2 a 4 afios de

edad, las cuales solo se presentan la enfermedad en un 15,4 %.



Resoagli, J 2005, proces6 1093 muestras de suero bovino,
pertenecientes a animales mayores de dos afios, de razas europea,
indicas, criolla y cruzas. E| diagnéstico de laboratorio se realiz6 por medio
de la técnica seroldgica de Inmuno Difusién en Gel de Agar. Sobre las
1093 muestras analizadas, se detectaron 977 sueros negativos y 116
positivos. Una aproximaciéon de prevalencia para la zona estudiada nos
indica un 11,8 % de animales infectados de LEB, que clinicamente no

manifestaron sintomas de la enfermedad.

2.2. CONCEPTOS Y TEORIAS

La LEB o también Ilamada leucemia o linfosarcoma bovino es una
enfermedad que afecta al bovino, principalmente a la especie Bos Taurus,
y es producida por el virus de la leucosis bovina (VLB)(Floss y col., 1993
El VLB junto con los virus tipo 1 y 2 de la leucemia de células T en
humanos (HTLV-1 y HTLV-II) y el virus de la leucemia de células T en
simios (STLV) pertenecen al Subgrupo HTLV/BLV de la familia
Retroviridae (Fechner y col, 1997; Schwartz y col, 1994). Los retrovirus
de este subgrupo comparten  caracteristicas como: organizacion
gendmica, presencia de proteinas regulatorias, homologia en la secuencia

de nucledtidos, ausencia de viremia en el hospedero infectado e



integracién del provirus en varios sitios del genoma de la célula (Ban y

col, 1993).

La variaciébn genética de los virus del Subgrupo HTLV/BLV, al
parecer es minima comparada con otros retrovirus como Sarcoma de
Rous vy lentivirus (Fechner y col, 1997). Mamoun y col, (1990) demostré
un 6 % de variabilidad en la secuencia de nucleétidos del gen Env del
VLB aislados en Europa, Japén y USA. Una explicacién para esta baja
diversidad genética podria ser el bajo nivel de mutacién del VLB. Sin
embargo, en base al analisis de comparacién entre las secuencias de
aminoacidos se demostré que el VLB posee variantes que difieren segin
las regiones geograficas (Mamoun y col, 1990), pero hay poco estudios
sobre la implicancia de las variantes en la patogénesis de la enfermedad

(Fechner y col, 1997).

La mayoria de los animales infectados con el VLB permanecen
clinicamente normales, una tercera parte desarrolla una proliferacién
masiva de linfocitos B denominado linfocitosis persistente (LP)y 1 a 10 %
puede desarrollar la forma tumoral (Darcel, 1996). La LEB tiene
distribucion mundial siendo el bovino lechero el mas afectado aunque

otras especies como ovejas, cabras, venados, antilopes, porcinos,



monos, perros, gatos y ratas pueden ser infectados experimentalmente

desarrollando LP (OIE, 1996).

El VLB es una particula de 70 a 130 mm de diametro con genoma
ARN protegido por una cubierta protéica 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
pasteurizacién, sin embargo, su compleja estructura lo hacen mas
resistente a la luz UV y radiaciones en comparacion a otros retrovirus

(Fenner, 1993; Floss y col., 1993; Shirley y col., 1997).

2.3. GENOMA VIRAL

El ARN viral es una molécula con 8714 nucledtidos 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 designados 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
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proteinas se codifican las proteinas Tax y Rex. La proteina Tax al parecer
estimula el inicio del proceso de transcripcién, mientras que la proteina
Rex favorece la estabilizacién y procesamiento de los ARNm y regula la

sintesis de proteinas estructurales (Schwartz y col., 1994).

2.3.1. Las Proteinas del VLB

El VLB codifica muchas proteinas, pero las proteinas estructurales
son codificadas por los genes Gag y Env. El gen Gag es traducido como
una proteina precursora Pr 70 Gag y luego es procesada por las
proteasas virales en 3 proteinas: la p15 o proteina M (matriz), la p24 la
mas abundante constituyente del capside y la p12 que es la

nucleoproteinas.

El gen Env es traducido, es una proteina precursora Pr75 Env, la
cual igualmente es procesada en las glicoproteinas 51 (gp51) y 30 (gp30)
(Callebaut y col., 1993; Orlik y col.,, 1996). Estas glicoproteinas estan
asociadas a la envoltura virél y son de importancia en el reconocimiento
por los receptores celulares y en el mecanismo de fusién celular asi
como, en la inducciéon de los anticuerpos neutralizantes (Schwartz y col.,

1
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2.3.2. Replicacion Viral

El VLB presenta un especial tropismo por los linfocitos B circulantes,
luego que el virus es transmitido por contacto directo, picadura de
insectos, iatrogénicamente o por la leche, se adhiere al receptor presente
en la membrana del linfocito; este receptor aiin no es bien determinado,
pero al parecer es una proteina denominada BLVRcp1 que es producto
de un gen altamente conservado presente en el ADN del bovino y otras
especies. Ban y col (1993) comprobé experimentalmente que esta
proteina confiere la susceptibilidad a la infeccién por el VLB a través de su
habilidad de unirse a la gp51 del virus. Luego de la adherencia, el virus
ingresa a la célula hospedero por endocitosis mediada por receptor. El
genoma es liberado dentro del linfocito y mediante la transcriptasa
reversa .se genera un ADN de cadena doble, este ADN es denominado
provirus y es capaz de integrarse en el genoma de la célula receptora,
pudiendo permanecer latente en forma de provirus o iniciar el ciclo
normal de replicacion para dar origen a la progenie viral (Johnson y col.,

1991: Floss y col., 1993).
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2.3.3. Patogénesis

Debido a que el VLB se encuentra raramente como virus libre
(excepto en la fase per aguda) es necesario el traspaso de linfocitos
infectados al animal susceptible (Floss y col., 1993; Islas y col., 1996) a
través del uso comdn de: agujas y jeringas en coleccion de sangre,
vacunaciones, prueba de tuberculina; asi como guantes obstétricos,
materiales usados en descorne, tatuaje, aretaje y marcacion
contaminados con sangre e instrumental quirtrgico usado sin la debida
limpieza y desinfeccién (Schwartz y col., 1994 y Shirley y col., 1997), ya
que 5 ul de sangre (2 500 linfocitos) de un animal infectado o 1 ul de
sangre (1 500 linfocitos ) de una vaca con linfocitosis persistente (LP) son
suficientes para infectar a un animal susceptible (Schwartz y col., 1994;

Shirley y col., 1997).

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 (Yoshikawa y col.,, 1996; Hood, 1993). El semen,
secreciones, fluidos uterinos, orina y heces eventualmente serian fuente

del virus para un animal susceptible (Islas y col., 1992; OIE, 1996).
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Los insectos hematoéfagos como tabanos, mosca del establo y
garrapatas podrian ser vectores mecanicos del VLB, y se asocian a un 3-
16 % de las infecciones en climas tropicales o estaciones de verano
(Jonson y sol., 1991b: Hood, 1993). Se han observado que estos insectos
se alimentan mas en animales adultos que en jévenes y que el riesgo de
transmision al insecto se incrementa al aumentar el nimero de linfocitos
circulantes infectados en vacas adultas (Weber y col., 1988; Foll y col,,
1989). Los murciélagos también pueden ser vectores mecanicos del VLB
(Blood y col., 1992). La transmision vertical (epigenética) ocurre cuando
los linfocitos infectados con el VLB alcanzan al feto a través de la barrera
placentaria durante la 2da mitad de gestacioén, principalmente cuando la
madre tiene LP, sin embargo sélo el 17 % de todos los terneros
provenientes de madres infectadas, nacen infectados con el VLB

(Roenfeldt, 1999; Schwartz y col.,1994).

El grado de infeccion depende de la dosis del virus, la ruta de
entrada y del sistema inmunolégico del animal (Jonson y col., 1991).
Luego de la infeccién el virus se establece en el bazo y se replica en los
linfocitos B, después de esta fase esplénica inicial el virus infecta otros
linfocitos en sangre periférica y permanece en ellos en forma latente

(Blood y col., 1992; Schwartz y col., 1994). La permanencia del virus
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dentro de los linfocitos B les permite persistir sin ser eliminado por el
sistema inmune del animal y ser estos las principales fuentes del virus
(Floss y col., 1993; Ollas, 1996). Luego de la infeccidén la mayoria de los
animales infectados permanecen saludables o progresan a estadios mas
avanzados caracterizados por un aumento permanente de linfocitos B
(LP) (Orlik y col., 1996), alcanzando cuentas de hasta 1 000,000/mm3
(Schwartz y col., 1994). La LP es considerada una reaccion benigna y es
el resultado de la proliferaciéon policlonal de linfocitos B maduros, pero
citoloégica y cariotipicamente normales. El mecanismo por el cual produce
la LP no estd bien estudiado, sin embargo hay evidencia que la
resistencia y susceptibilidad genética al desarrollo de la LP estaria
asociada a la presencia del gen BolLA asociado a la Clase | del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (Schwartz y col., 1994; Orlik Y COL., 1996;

Villouta y col., 1994).
2.3.4. Manifestaciones Clinicas

Las diversas manifestaciones clinicas después de la infeccién viral
es el resultado de procesos multiples en que pueden estar involucrados
factores genéticos, inmunolégicos y medioambientales. La linfocitosis sin

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

aparece la enfermedad clinica (Rosario, 1993).

Cerca del 5 % de vacunos afectados padecen una forma
sobreaguda de la LB 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 crénico
(meses) iniciandose el deterioro del animal con pérdida de apetito, anemia

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

Aunque las células tumorales se originan de los tejidos linfoides,
estos pueden localizarse virtualmente en todos los o6rganos. La
manifestacion de los signos clinicos depende del 6rgano comprometido,
de la tasa de crecimiento tumoral, y del grado de difusién del proceso
neoplasico. En los vacunos adultos las lesiones se observan con mayor
frecuencia que el abomazo, corazén, atero y nédulos linfaticos viscerales
y periféricos, y en los animales jéovenes a nivel de nédulos linfaticos

viscerales, bazo e higado (Jonson y Kaneene, 1991).
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Pueden observarse trastornos circulatorios, respiratorios, digestivos,
reproductivos, urinarios y neuroldgicos, cuando estos érganos especificos
estan comprometidos; sin embargo, los cuadros clinicos tipicos de mayor
a menor grado son: pérdida de peso, emaciacién, disminuciéon de
produccién lactea, agrandamiento de nédulos linfaticos externos, apetito
depravado, linfoadenopatia interna, paralisis de miembros posteriores,
fiebre, respiracion anormal, protusion de ojos, diarrea o constipacién 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 infeccién en las glandulas
mamarias por el VLB esté relacionada con la mastitis subclinica, ya que
se han encontrado numerosos linfocitos con particulas virales en este

6rgano (Yoshikawa, et al., 1996).

2.3.5. Diagnéstico

El diagnéstico clinico de la enfermedad puede hacerse a través de
palpacién rectal para detectar tumores internos que no se pueden
observar y por aumento de volumen de los ganglios periféricos, en

especial los escapulares y popliteos (Blood y col., 1992; OIE, 1996 y
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Shirley y col., 1997), sin embargo es necesario la confirmacién mediante

pruebas de laboratorio.
2.4. DETECCION DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos contra el virus, y de utilidad diagnéstica son dirigidos
contra la p24 y gp51 del virus y pueden ser detectados por la prueba de
Radioinmunoensayo (RIA). Esta prueba usa las proteinas p24 y gp51
como antigeno y emplea como marcador del anticuerpo o antigeno un
radioisotopo radioactivo. Esta prueba tiene una alta sensibilidad sin
embargo el costo del equipo y el riesgo de trabajar con radioisotopos son

una limitante para su aplicacion (Fenner, 1993; Jonson y col., 1991).
2.4.1. Inmnunodifusion en gel de agar (AGID)

AGID es un método simple que se usa para detectar anticuerpos
precipitantes, como antigeno se emplea la gp 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 anticuerpos en suero de animales individuales (Tizard, 1995;



18

OIE, 1996; Manchego y col., 1996) y es de gran utilidad en la mayoria de

laboratorios.

2.4.2. Prueba de ELISA (Inmunoabsorbancia ligada a enzimas)

La prueba de ELISA se usa para la deteccién de anticuerpos Ig G1 e
Ig M en suero y/o leche (Jonson y col., 1991). El principio de esta prueba
es la deteccion 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 desarrolio de color
al ponerse en contacto con el substrato. La densidad 6ptica del color es
medido en el espectrofotometro y esta en relacion directa a la cantidad del
complejo antigeno-anticuerpo durante el ensayo (Nielsen y col., 1996;

OIE, 1996; Tizard, 1995).

La prueba de ELISA para el diagnéstico de Leucosis posee
96,5 y 96 % de sensibilidad y especificidad, respectivamente (Rivera,
comunicacion personal), demostrandose que esta prueba es mas sensible
(93,01 %) que AGID (75,0 %) para la deteccién de anticuerpos contra el

VLB; sobre todo en hatos con baja prevalencia (Manchego y col., 1996).
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Hoy en dia, el ELISA como tecnologia se viene empleando en
diferentes instituciones, para detectar diversas enfermedades de interés
publico y gran impacto econémico (Informe al IAEA, 1995- 1999) ya que
gracias a su alta sensibilidad y especificidad permite establecer bajas
concentraciones de anticuerpos, practicidad que puede emplearse en
muestras de leche que es facil de obtener y menor costo, pudiendo
utilizarse para trabajar muchas muestras simultaneamente; por lo que es
la prueba mas indicada para hacer estudios seroepidemiologicos (Nielsen

y col., 1996; Jonson y col., 1991)

2.4.3. Otras Pruebas

También hay técnicas moleculares como PCR (Reaccién en Cadena
por la Polimerasa) un método de amplificacion de pequenas secuencias
de DNA (ampliacion exponencial in Vitro) usando la DNA polymersa y
dependiente de diferentes ciclos de temperatura. EIl PCR puede detectar
el genoma del VLB en linfocitos en estadios tempranos de la infeccién, sin
embargo debido al alto costo de los equipos requeridos no es aplicable
como prueba rutinaria para diagnéstico de esta enfermedad (Masolais y

col., 1994).



Ill. MATERIAL Y METODOS

31. METODOLOGIA

3.1.1. Diseno de la Investigacion

El tipo de investigaciéon sera descriptiva transversal, ya que este tipo
de investigacion describe la situacién en un momento dado y no requieren
la observacién de los sujetos estudiados durante un periodo de tiempo.
Este tipo de disefio es adecuado para describir el estado del fenémeno

estudiado en un momento determinado.

3.1.2. Ambito de Estudio

El estudio se realiz6 en el valle de Sama que comprende los distritos
de Sama e Inclan pertenecientes a la provincia y departamento de Tacna,
los cuales se encuentran a una altitud de 374 msnm y 550 msnm

respectivamente.
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Latitud sur 17°47°22”

Longitud oeste: 70°33'39”

El clima es templado entre 25 °C y 28 °C en verano y entre 6 °C y
13 °C en el invierno con una temperatura media anual de 17 °C, la
precipitacion total anual esta por debajo de los 100mm, con una humedad

relativa de 75 %.

Latitud sur: 17°47°22”

Longitud oeste: 70°33’39"

Fuente: (Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia -

SENAMHI, Direccion Regional de Tacnha y Moquegua- 2008)

3.1.3. Poblacion y Muestra

3.1.3.1. Poblacién

La poblacién total de bovinos en el valle de sama, que corresponde

los distritos de Sama e Inclan, es de 3 910 cabezas, MINAG-DIA (2004).
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El distrito de Sama cuenta con 1 885 bovinos y el distrito de Inclan

con 2 025 bovinos, MINAG-DIA 2004.

Unidades de muestreo: Las unidades de muestreo son las vacas y

toros reproductores pertenecientes a establos del valle de Sama.

eVacas y toros 2 a 3 afos.
eVacas y toros 4 a 5 afios.

eVacas y toros mayores a 6 arios.

Unidades de analisis: Las unidades de analisis son las muestras de
sangre de las cuales se uso6 la fraccidn sérica de las vacas y toros
reproductores del valle de Sama, cada muestra se obtuvo de la vena

coccigea del bovino debido a la facilidad de la manipulacion.

3.1.3.2. Tamaiio de Muestra

Para el calculo del tamano de muestra se empleara el método de

muestreo aleatorio simple, para lo cual se empleara las siguientes

férmulas, segun Rojas, 1996.
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o P1-P)Z?
0 E2
n

n =- On

1+-2

N
_0,1429(1-0,1429)1,96°
0,05°
Y = 188
1 188
I+ ——
3910

n, =159 n, =149
Donde:
no = Tamafio de muestra calculada ?
N = Poblacion total en estudio (Universo) :3 910
p = Prevalencia referencial 0,1229
Z = Valor para un nivel de confianza del 95 %: 1,96
E = Error de precisién del 5 % : 0,05
n! = Tamafo de muestra ajustado : ?

El tamafio de muestra sera de 149 bovinos. (vacas y toros).



24

3.1.4. Distribucion de la Muestra

La muestra se distribuira por distritos:

Tabla I. Poblacion de bovinos estimada segin distritos.

Distritos Poblacion Poblacion
bovina estimada | bovina por distrito

Sama 1885 69

Inclan 2 025 80

Total 3910 149

Fuente: Elaboracién propia.

Nd: cantidad de animales por distrito.
Nk: Nimero de animales de cada distrito.
N : poblacién total.

n : tamafo de muestra.
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3.1.5. Variables

3.1.5.1. Variable Independiente
e Edad

e Sexo

3.1.5.2. Variable Dependiente

e Seroprevalencia de bovinos

3.2. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.2.1. Método de Recolecciéon de Campo

Se recolectdé un total de 149 muestras, una por animal seleccionadas

en forma aleatoria.

Se colecté sangre no menor a 5 ml, la sangre fue tomada de la vena
yugular o vena coccigea del animal, con el sistema de tubos al vacio y
agujas de 20x1” para cada animal. La sangre fue colectada en tubos sin
anticoagulante, los cuales se codificaron y se registraron en la ficha de

muestreo.



26

Después de la sangria los tubos se mantuvieron en posicion
inclinada y bajo refrigeracion (4 a 8 °C) colocandolos en gradillas hasta la
formacién del coagulo (4 a 5 minutos) acomodados en termos apropiados
con hielo hasta su llegada al laboratorio del SENASA — Tacna, donde se
procedié a la separacion del suero sanguineo y depositados en viales

especiales para su conservacion.

En el laboratorio del SENASA — Tacna, se realiz6 la transferencia de
los sueros contenidos en los tubos a los viales debidamente codificados
con los mismos numeros de los tubos dentro de las 24 horas. La
transferencia de los sueros a los viales se realizé utilizando una pipeta
una vez desprendido el coagulo. El suero obtenido para ser lievado al
laboratorio debera ser limpio, libre de hemdlisis y contaminacion, se
incluira como maximo 3,5 ml que es la capacidad total de un (1) vial y un

minimo de 50 % de la capacidad del frasco.

Los viales con los sueros seran desinfectados a través de la
inmersién en una solucion de acido citrico al 0,2 % (cerciorarse de que las

tapas de los viales estén bien cerradas) antes del embalaje.
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Luego se almacenaran y embalaran adecuadamente en una caja de
tecnoport con geles refrigerantes para su conservacion a temperatura de
congelacion hasta su llegada al laboratorio, hasta que sean enviados al

Laboratorio del SENASA- Lima.

3.2.2. Trabajo de Laboratorio

La deteccidon de anticuerpos se hizo mediante la prueba de ELISA
Indirecta, utilizando el kit, previamente estandarizada en el Laboratorio de
Virologia del SENASA- Lima. El procedimiento que se sigui6 fue segun el

Manual de IAEA/FAO, brevemente este consistio:

Fase 1: Cubierta de placa con el antigeno del VLB.

Se diluy6 el antigeno del VLB en 1:1 000 utilizando el buffer de cubierta
(ph 9,6), se colocé 100 ul en cada uno de los 96 hoyos de microplaca, se
sell6é esta con papel parafina y se le incub6é a +4°C toda la noche (16-17

horas).

Fase 2: Desarrollo de la prueba
Se realiz6é la dilucién de los sueros problema y control 1:10 en una

microplaca de 96 huecos (que no pertenece al Kit).
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La placa (del kit) incubada con el antigeno fue lavada con el buffer

de lavado (ph 7,4) 3 veces.

Luego, se colocod a toda la microplaca 80ul de buffer diluyente (ph
7.4) y luego se anadié 20 ul de los sueros pre-diluidos (1:10) resultando
una dilucién final de 1:50, se cubrié la placa a + 37 °C por 1 hora, en

constante movimiento.

Se lavé la placa como en el paso “b” y se afiadié 100ul de conjugado
a cada pozo, se cubrié e incubd la placa a +37 °C por 1 hora, en

constante movimiento.

Se lavé la placa como en el paso “b” y se le afnadi6 100ul de
substrato/cromégeno a cada pozo, se cubrié e incubd la placa a +37 °C

por 15 minutos, en constante movimiento.

Luego se detuvo la reaccion adicionando 100ul de la solucion de

bloqueo (2MH204 — acido sulftirico 2 molar) a toda la placa.



29

Finalmente, la lectura se realizé en el espectrofotometro utilizando el
programa para lectura de leucosis bovina y un filtro de 450 nm de longitud

de onda.

3.3. EVALUACION ESTADISTICA

3.3.1 Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina (LVB):

Para determinar la prevalencia se empleé la siguiente formula:

Prevalencia = NiUmero de animales infectados X 100
Total de animales muestreados

Seroprevalencia real o corregida (Pr):

a+p-1

Donde :

P =Seroprevalencia real

P =Seroprevalencia encontrada
S = Especificidad de la prueba
« = Sensibilidad de la prueba
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Se considerara o= 97 % y p= 88 % (Recabal, 2005)
Valores de sensibilidad, especificidad y valor kappa (k) calculados

con un nivel de confianza del 95 %
3.3.2. Prueba de Chi- Cuadrado (Prueba de Independencia)

Los datos obtenidos durante el proceso de investigacion para la
variable de reactores positivos/negativo al VLB en efecto de las variables:

edad y sexo.

(fo — ﬁz)z

X% =
fe

X2: Ji cuadrado
fo: frecuencia observada

fe: frecuencia esperada



IV. RESULTADOS

Tabla Ii. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina (LVB) en el

Valle de Sama- Tacna, 2008

N° DE SEROPOSITIVO SERONEGATIVO
MUESTRAS
N° % N° %
149 34 22,81% 115 77,19

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla Il se observa los resultados obtenidos en el presente
estudio, de un total de 149 bovinos muestreados, 34 resultaron
seropositivos con una seroprevalencia de 22,81 %; y 115 bovinos fueron

seronegativos representando el 77,19 %.
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Fuente; Elaboracién propia.
Grafico 1. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina (LVB)

En el Grafico 1, se observa que la prevalencia de leucosis viral

bovina en el valle de Sama es de 22,81 %.
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Tabla lll. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segin Edad

en el Valle de Sama.

Seropositivo Seronegativo
EDADES N° N°
% %

Bovinos Bovinos
2 a 3 afios 11 7,37 38 25,43
4 a 5 afos 8 5,36 27 18,11
6 amas 15 10,06 50 33,54
Total 34 22,81 115 77,08

Fuente: Elaboracién propia
x*=0,0 063 gl=2 p = 0,997

En la Tabla lll, se observa que los bovinos que han alcanzado
mayor seropositividad han sido los bovinos mayores a 6 afios con un
10,06 %, y en segundo lugar, los bovinos que comprenden entre 2 a 3
afios, con un 7,37 % .Y finalmente los bovinos de 4 a 5§ afios con un
5,36 %; de seropositividad, valores sometidos a la prueba estadistica de
chi-cuadrado muestran que no existe asociaciéon estadistica significativa
entre la LVB y la edad del bovino, con un nivel de confianza al 95 % y un

valor p> 0,05
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Grafico 2. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina seglin Edad en ei Valle

de Sama.

En el Grafico 2, se observa el mayor porcentaje de casos
seropositivos a los bovinos mayores de 6 afios con una prevalencia de

10,06 %, y menor porcentaje entre las edades de 4 a 5 arios con 5,36 %.
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Tabla IV. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina Segin Edad

en el Distrito de Inclan.

Seropositivo Seronegativo
Edades Ne°
% N° Bovinos %
Bovinos
2 a 3 anos 7 4,69 22 14,7
4 a 5 afos 5 3.5 13 8,72
6 a mas 9 6,04 24 16,01
Total 21 26,25 59 39,52
Fuente: Elaboracion propia.
x2 = 0,1064 gl=2 p= 0,948

En la Tabla IV, se observa que los bovinos que han alcanzado
mayor seropositividad son los bovinos de 6 a mas afnos de edad con un
6,04 %, y en segundo lugar los bovinos de 2 a 3 afos, con un 4,69 %. Y
finalmente los bovinos de 4 a 5 afios con un 3,5 % de seropositividad,
valores sometidos a la prueba estadistica de chi-cuadrado muestran que
no existe asociacion estadistica significativa entre la LVB y la edad del

bovino, con un nivel de confianza al 95 % y un valor p> 0,05
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Grafico 3. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segiin Edad en el

Distrito de Inclan.

En el Grafico 3, se observa el mayor porcentaje de casos
seropositivos a los bovinos mayores de 6 afios con una prevalencia de

6,04 %, y menor porcentaje entre las edades de 4 a 5 afos con 3,5 %.
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Tabla V. Seroprevalencia de Leucosis viral Bovina segin Edad

en el Distrito de Sama.

Seropositivo Seronegativo
Edades N°
% N° Bovinos %
Bovinos
2 a 3 afios 4 2,62 16 10,73
4 a 5 afos 3 2,01 14 9,39
6 amas 6 4,02 26 17,44
Total 13 18,84 56 37,56
Fuente: Elaboraci6n propia.
x? = 0,0336 gl=2 p= 0,983

En la Tabla V, se observa que

los bovinos que han alcanzado

mayor seropositividad son los bovinos de 6 a mas afios de edad con un

4,02 %. En segundo lugar los bovinos de 2 a 3 afios con un 2,62 %. Y

finalmente los bovinos de 4 a 5 anos con un 2,01 % de seropositividad.

Los valores sometidos a la prueba estadistica de chi-cuadrado muestran

gue no existe asociacion estadistica significativa entre la LVB y la edad

del bovino, con un nivel de confianza al 95 % y un valor p> 0,05.
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Grafico 4. Seroprevaiencia de Leucosis Viral Bovina segtin Edad en el

Distrito de Sama

En el Grafico 4, se observa la seroprevalencia de leucosis viral
bovina segun edad en el distrito de sama, los bovinos que han alcanzado
mayor seropositividad son los bovinos mayores a 6 afos con un 4,02 %,
seguido de los bovinos que comprenden las edades de 2 a 3 afos con 2,
62 %, y finalmente los bovinos de 4 a 5 afios con un 2,01 % de

seropositividad.
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Tabla VLI. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segin Sexo

en el Valle de Sama.

Sexo Seropositivo Seronegativo Total
del Bovino N° % Ne % Ne
Macho 0 0 4 2,68 4
‘Hembra 34 22,81 111 74,49 145
Total 34 22,81 115 7717 149

Fuente: Elaboracion propia.

X2 =122 gl=1 p=0,270

En la Tabla VI, se observa un total de 149 bovinos, segun sexo. En
machos de un total de 4, no presentaron anticuerpos contra la leucosis
viral bovina, lo que constituye un 0,00 % y en hembras de un total de
145 bovinos, 34 fueron positivos con un 22,81 % de seroprevalencia. Los
valores sometidos a la prueba estadistica de chi-cuadrado muestran que
no existe asociacion estadistica significativa entre la LVB y el sexo del

bovino, con un nivel de confianza al 95 % y un valor p> 0,05.
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Grafico 5. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segiin Sexo en el Valle

de Sama.

En el Grafico 5, se observa que el porcentaje de seropositivos en
los bovinos hembras corresponde a un 22,81 % vy en cuanto a los
bovinos machos no presentaron anticuerpos contra la leucosis viral

bovina, por lo que constituye un 0,00 %



Tabla VII. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segiin Sexo

en el Distrito de Inclan

Sexo del Seropositivo Seronegativo Total
Bovino Ne % N° % N°
Macho 0 0 3 2,01 3
Hembra 21 14,09 56 37,58 77

Total 21 14,09 59 39,59 80
Fuente: Elaboracion propia.
=111 g.l=1 p=0,292

En la Tabla VIl, se observa un total de 80 bovinos, segin sexo. En
machos de un total de 3, no presentaron anticuerpos contra la leucosis
viral bovina, lo que constituye un 0,00 % y en hembras de un total de 77
bovinos, 21 fueron positivos con un 14,09 % de seroprevalencia. Los
valores sometidos a la prueba estadistica de chi-cuadrado muestran que
no existe asociacion estadistica significativa entre la LVB y el sexo del

bovino, con un nivel de confianza al 95 % y un valor p> 0,05.
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Grafico 6. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segin Sexo en el

Distrito de inclan

En el Grafico 6, se observa que el porcentaje de seropositivos son
los bovinos hembras con un 14,00 % y en cuanto a los bovinos machos

no presentaron anticuerpos contra la leucosis viral bovina, por lo que

constituye un 0,00 %
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Tabla VIIl. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segin Sexo en

el Distrito de Sama.

Sexo del Seropositivo Seronegativo Total
Bovino N° % N° % N°
Macho 0 0 1 0,67 1
Hembra 13 8,72 55 36,99 68
Total 13 8,72 56 37,58 69

Fuente: Elaboracion propia.

X2 =0,24 gl=1 p=0,627

En la Tabla VI, se observa un total de 69 bovinos, segin sexo. En
machos de un total de 1, no presentaron anticuerpos contra la leucosis
viral bovina, lo que constituye un 0,00 % y en hembras de un total de 68
bovinos, 13 fueron positivos con un 8,72 % de seroprevalencia. Los
valores sometidos a la prueba estadistica de chi-cuadrado muestran que
no existe asociacion estadistica significativa entre la LVB y el sexo del

bovino, con un nivel de confianza al 95 % y un valor p> 0,05.
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Gréfico 7. Seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segin Sexo en el

Distrito de Sama.

En el Grafico 7, se observa que en el distrito de Sama, los bovinos

del sexo hembra son las que presentaron un 8,72 % de seropositividad vy

0,00 % corresponde a los bovinos del sexo macho.



V. DISCUSION

SEROPREVALENCIA GENERAL

Como resultado del estudio de investigacion, se encontré una
seroprevalencia general de 22,81 % de bovinos que presentan
p

anticuerpos contra el virus de la leucosis viral bovina.

Las conclusiones obtenidas en el presente estudio para el virus de la
leucosis viral bovina (VLB) en vacas y toros del valle de Sama son:

22,81 % en bovinos seropositivos y 77,18 % en bovinos seronegativos.

El resultado correspondiente a los bovinos seropositivos es alto
22,81 % con respecto al promedio de los resultados de seroprevalencia
positiva obtenidos por otros autores en diferentes trabajos consultados,
cuyo promedio es de 16,15 %; Obando (2008). Este elevado porcentaje
se debe probablemente a la falta de control sanitario por parte de los
ganaderos y de los encargados de la sanidad animal y a los elevados
costos de la prueba. De no llevarse un control estricto, esta enfermedad

podria perpetuarse y llegar a niveles demasiado altos.



Esta alta prevalencia se debe a que un gran nimero de bovinos
son procedentes de Arequipa de zonas con alta prevalencia de leucosis
viral bovina, segun datos corroborados por Cahuana (2004). Cabe indicar,
que los estudios realizados por los investigadores mehcionados han
usado la técnica de Kit de Elisa Indirecta para la deteccion de anticuerpos

contra la leucosis viral bovina.

Se aprecia que Diaz (1999) encontré una seroprevalencia positiva
de 12,47 % en bovinos. El analisis de este resultado se considera bajo
con respecto al presente estudio (22,81 %), debido a que en el valle de
Sama la mayoria de los ganaderos someten a los bovinos a una intensiva

produccién lechera ocasionando stress en las vacas lecheras.

Valencia (2008) como Obando (2008), encontraron una
seroprevalencia positiva de 18,00 % y 19,65 % respectivamente,
indicando que los propietarios de Majes y la Joya de la regiéon 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 el presente estudio

(22,81 %). Se puede indicar que la mayoria de los propietarios del valle
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de Sama adquieren ganado lechero procedente de estas zonas de

Arequipa.

Finalmente Flores (2000), obtuvo una seroprevalencia positiva de
12,8 %, indicando que la causa de la baja prevalencia podria ser la
crianza de tipo semiextensivo, donde los bovinos son confinados sélo en
las noches disminuyendo la oportunidad de contagio, asi como el
reducido numero de ellos por hato, como ocurre en el distrito de Majes. A
este respecto, comparado con el presente estudio (22,81 %) se puede
sefalar que la crianza es tipo semiextensivo lo cual no se sigue

extrictamente el procedimiento de confinar a los bovinos durante la noche.

A nivel internacional, se encuentra que Resoagli y colaboradores
(2000) Corrientes, Argentina, arroj6 un resultado de 32,55 % de
seroprevalencia positiva en bovinos, utlizando la técnica de
Inmunodifusion en gel de Agar. Este resuitado se debe a que realizaban
la reposicion de hembras con su propia produccién, situacion
epidemiolégica propicia para la transmision de leucosis bovina. Este
resultado no ha sido considerado para fines comparativos, en razén de

que para el valle de Sama se utiliz6 la Técnica del Kit de Elisa Indirecta.
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Asimismo, este ultimo método presenta mas sensibilidad y especificidad

para la deteccién del anticuerpo contra la leucosis viral bovina.

En cuanto a la seroprevalencia negativa correspondiente al Valle de
Sama, se ha obtenido un 77,19 %, respecto del promedio general que es
83,45 % de la Tabla Il, se considera relativamente alto, lo cual significa
que existen mayor numero de bovinos portadores del virus de la Leucosis
Bovina y menos bovinos sin la presencia del virus. Esto, debido a que los
ganaderos consideran costosas las pruebas para descartar el virus de la
Leucosis Viral Bovina. A esto se suma el costo por servicios veterinarios.
Se puede apreciar a partir de la Tabla. VIIl, que los valores de la
prevalencia negativa de los diversos autores fluctian entre 80,35 % y
87,53 % lo que significaria que hay mayor numero de bovinos portadores
del virus de la Leucosis Bovina, en las regiones de Ucayali, Arequipa y

Tacna.

Y por Ultimo, segiin Resoagli (2000), la seroprevalencia negativa
determinada en la provincia de Corrientes Argentina fue de 67,45 %,
sefialando 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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LA SEROPREVALENCIA DE LA LEUCOSIS VIRAL BOVINA SEGUN

SEXO

Los resultados en el presente estudio de investigacion se observaron
los casos positivos, en bovinos del sexo hembra con una seroprevalencia

de 22,81 % y en bovinos machos con 0,00 % de seroprevalencia.

De la Tabla V, se desprende que del 22,81 % de seroprevalencia
positiva en bovinos hembras, el 14,09 % corresponde al distrito de Inclan
y el 8,72 % corresponde al distrito de Sama. Por otro lado dentro de la
seroprevalencia negativa es de 74,49 % del valle se Sama, 37,58 %
pertenece al distrito de Inclan y 36,91 % al distrito de Sama. Se indica
ademas que el porcentaje de seroprevalencia positiva en machos es de
0.00 % ya que no hubo presencia de anticuerpos contra el virus de la
leucosis viral bovina. En cuanto a la seroprevalencia negativa se muestra
un 2,68 % lo que indica que no hay la presencia de anticuerpos contra el

virus de la leucosis viral bovina.

Para efectos de analisis, Diaz (1999) reporta que el 12,9 % de las
vacas Yy 28,6 % de los toros presentaron anticuerpos contra el virus,

indicando la existencia de mayores prevalencias en los animales adulfos.
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En la Tabla V, del presente estudio se muestra que el 22,81 %
corresponde a las vacas y el 0,00 % al de los toros, lo cual significa que
los bovinos hembras son las mas susceptibles a la presentacion de la
enfermedad. Esto se deba probablemente a que las vacas lecheras estan
sometidas a constante stress. Se considera también que otros autores no
han considerado al sexo como variable de estudio, para la determinacion

de la seroprevalencia.

LA SEROPREVALENCIA DE LA LEUCOSIS VIRAL BOVINA SEGUN

EDAD

Los resultados del presente estudio de investigacién en relacién a la
edad se encontré una mayor seroprevalencia de casos positivos con un

10,06 % a los bovinos mayores de 6 afnos.

En la Tabla Il del presente trabajo se puede apreciar que los
bovinos mayores a 6 anos presentan mayor seroprevalencia seropositiva

(10,06 %). En segundo lugar los bovinos de 2 a 3 afios con 7,37 %.

Seglin Obando (2008), las vacas que son mayores a 6 afnos de

edad tienen una mayor probabilidad de contraer la enfermedad en un
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34,2 % en comparacién de las vacas de 2 a 3 afos de edad, las cuales
solo se presentan la enfermedad en un 15,4 %. Estos valores indican que
hay una mayor probabilidad de contraer la enfermedad, cuando los

bovinos son mayores a 6 afios.



1.

VI. CONCLUSIONES

El VLB esta presente en el valle de Sama de la regiéon de Tacna con

un nivel de prevalencia alto 22,81 %.

La seroprevalencia de Leucosis Viral Bovina segun edad se observa
que los bovinos mas afectados corresponden a los bovinos mayores

a 6 arios con 10,06 %.

La seroprevalencia de leucosis viral bovina segin sexo se observa un
22,81 %, de la presencia de anticuerpos contra el virus de la LVB en

bovinos hembras.



VIl. RECOMENDACIONES

1. Recomendamos a las autoridades encargadas de Sanidad Animal, que
adopten mayor interés ante la presencia del virus en el valle de Sama,
ya que se encuentra en crecimiento progresivo y de seguir asi, podria

llegar a niveles alarmantes.

2. Solicitar a las autoridades de Sanidad Animal, una reduccién del costo
de las pruebas para la deteccién del LVB, asi como de los servicios
veterinarios a fin de que los ganaderos puedan acceder a estos
controles periédicamente y se pueda controlar oportuna y eficazmente

la presencia del virus en el valle de Sama.

3. Se Realizar pruebas de descarte de LVB a los bovinos que presentan
placas cutaneas en el cuello, dorso, grupa y muslos se debe
considerar como sospechosos a LVB y someter a los bovinos que
salieron seropositivos a la prueba de Elisa, un examen adicional con la

Prueba de PCR.
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ANEXO 1

ENCUESTA
Datos Generales:
Nombre del propietario:
Sector :
Fecha:
Distrito al que pertenece:
SAMA INCLAN
Nombre del animal
Sexo: macho hembra
Edad: _ 2 a3 afios 4 a 5 afios 6 a mas

Procedencia:




