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RESUMEN

El Virus de la Leucosis Bovina (BLV) es el agente etiologico de la Leucosis Bo-
vina Enzootica (LBE), esta enfermedad es infecciosa, cronica y especifica del
ganado bovino, presentando alta prevalencia, pero un bajo porcentaje de enfer-
mos con manifestaciones clinicas. Entre 30-70% los animales infectados puede
desarrollar Linfocitosis Persistente (LP) y entre el 0,1-10% de los bovinos con
mas de tres afios de infeccion sufre algun tipo de Linfosarcoma (LS). El objetivo
de este trabajo fue detectar serologicamente el BLV en muestras de leche de
vacas Holstein en tres hatos lecheros del departamento de Antioquia. Se toma-
ron 133 muestras de leche de vacas Holstein de tres hatos lecheros ubicados
en los municipios de Medellin y Belmira, se realizo una ELISA indirecta contra

Recibido para evaluacion: 2 de Mayo de 2016. Aprobado para publicacion: 14 de Septiembre de 2016.

1

2

3

4

5

Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion BIOGEM.
Zoot, M Sc, (e) Ph.D. Medellin, Colombia.

Universidad Nacional de Colombia Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion BIOGEM.
(e) Zoot. Medellin, Colombia.

Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion BIOGEM.
(e) Zoot. Medellin, Colombia.

Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion BIOGEM.
Zoot, M.Sc, Ph.D. Medellin, Colombia.

Universidad Nacional de Colombia Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion BIOGEM.
Zoot, M.Sc, Ph.D. Medellin, Colombia.

Correspondencia: cusugam@unal.edu.co



132
=

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 15 No.1 (131-137) Enero _ Junio 2017

la proteina de envoltura gp51 viral. La prueba ELISA mostro una seropre-
valencia del 79,69% (106/133) para el total de muestras evaluadas. E/
hato con la mayor seroprevalencia fue el hato 1 (82,86%), sequido por
el hato 2 (80%) y por ultimo el hato 3 (77,08%). La presencia del BLV ha
aumentado en Antioquia durante los ultimos arios, el diagndstico rapido
y eficiente a través de metodologias confiables permitiria el control sobre
la diseminacion de la enfermedad en los hatos lecheros.

ABSTRACT

The Bovine Leukosis Virus (BLV) is the etiological agent of the Enzootic
Bovine Leukemia (EBL), this disease is infectious, chronic and specifically
cattle, presenting a low percentage of patients with clinical manifestations.
Between 30-70% of infected animals can develop persistent lymphocytosis
(LP) and between 0,1-10% of cattle over three years of infection suffers
some form of lymphosarcoma (LS). The aim of this work was serologically
detection of BLV in milk samples from Holstein cows in three dairy herds in
the department of Antioquia. Were taken 133 milk samples from Holstein
cows three dairy herds located in the municipality of Medellin and Belmi-
ra, was conducted an indirect ELISA against gp51 envelope protein of the
virus. The ELISA test showed a seroprevalence of 79,69% (106/133) for all
samples tested. The herd was the largest herd seroprevalence 1 (82,86%),
followed by the herd 2 (80%) and finally the herd 3 (77,08%). The presence
of the BLV has increased in recent years in Antioquia, so fast and efficient
diagnosis through reliable methodologies allow control over the spread of
the disease in dairy herds.

RESUMO

A leucose virus (BLV) é o agente etiologico da Leucose Bovina Enzootica
(EBL), esta doenca € infecciosa, crénica, e, gado especifica, apresentando
uma baixa percentagem de pacientes com manifestacées clinicas. Entre
30-70% dos animais infectados podem desenvolver linfocitose persistente
(LP) e entre 0,7-10% dos bovinos com mais de trés anos de infecg¢do sofre
alguma forma de linfossarcoma (LS). LBE. O objetivo deste trabalho foi
detecgdo sorologicamente o BLV em amostras de leite de vacas da raga
Holstein em trés rebanhos leiteiros no departamento de Anfioquia. 133
amostras de leite de vacas da raga Holstein em trés rebanhos leiteiros
localizados no municipio de Medellin e Belmira tomaram um ELISA indireto
contra a proteina do envelope gp51 do virus foi realizado. O teste de ELISA
mostrou uma soroprevaléncia de 79,69% (106/133) para todas as amos-
fras testadas. a maior seroprevaléncia era evidente no rebanho (82,86%),
segquido do rebanho 2 (80%) e, finalmente, o rebanho 3 (77,08%). A pre-
senga do BLV tem aumentado Antioquia nos ultimos anos, o diagnostico
rapido e eficiente através de metodologias fidveis permitem o controle so-
bre a propagagao da doenga em rebanhos leiteiros.
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INTRODUCCION

El Virus de la Leucosis Bovina (BLV) es miembro del
género Deltaretrovirus, familia Retroviridae. El BLV es
el agente causante de la Leucosis Bovina Enzootica
(LBE) y se ha descrito en todo el mundo [1]. La ma-
yoria de los animales infectados (60%) no muestran
signos hematologicos de la infeccion y se convierten
en portadores asintomaticos del virus. Entre 30-70%
los animales infectados puede desarrollar Linfocitosis
Persistente (LP) y entre el 0,1-10% de los bovinos con
mas de tres arfios de infeccion sufre algin tipo de Lin-
fosarcoma (LS) [2,3].

La deteccion de ganado infectado con BLV es funda-
mental para el control de la infeccion la mayoria del
ganado infectado con BLV no muestra sintomas cli-
nicos, por lo que no puede detectarse a través de las
practicas de examen de rutina; sin embargo, algunos
animales presentan exoftalmia la cual se caracteriza
por la degeneracion del tejido retro ocular y/o de las
estructuras internas del ojo, este signo es bastante
especifico como signo de la enfermedad [4]. En otros
casos los nodulos linfaticos aumentan de tamano en
animales con mas de 3 anos de infeccion, la palpacion
de los ganglios linfaticos es importante para identificar
los animales infectados con BLV. Los principales mé-
todos serologicos para identificar un portador infec-
tado con el BLV son la inmunodifusion en gel de agar
(AGID) y el inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA)
[5]. Ambas técnicas de diagnostico son recomenda-
das por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) para la deteccion de anticuerpos especificos
contra las proteinas gp51 y p24 que hacen parte de la
envoltura del virus [3,6].

La Leucosis Bovina Enzootica se encuentra dentro de
las 14 enfermedades bovinas sin control en nuestro
pais [7], lo que ha permitido que el desconocimiento
juegue un papel a favor en la diseminacion de la enfer-
medad. Durante el 2005 y 2009 se procesaron mues-
tras de suero sanguineo para determinar la seropreva-
lencia de LBE en algunos departamentos de Colombia;
el departamento de Antioquia obtuvo una seropositi-
vidad del 28% y el departamento de Cordoba registro
la mayor seroprevalencia de todos los departamentos
evaluados (59%) [8], en tanto el resultado para Colom-
bia fue del 25% de positividad [9]. La seroprevalencia
del BLV en Colombia durante el 2014 fue del 42.7% en
animales y del 67,7% en los hatos, esta informacion se
obtuvo a partir del analisis serologico (ELISA) de 8150
bovinos ubicados en los departamento de Antioquia,

Boyacd, Cesar, Cordoba, Cundinamarca, Narifio y Meta
[10]. La deteccion serologica del BLV en muestras de
leche no se ha realizado en nuestro medio; sin embar-
go, se han detectado anticuerpos de BLV en muestras
de tanques de leche [11]. De otra parte se ha reportado
que la sensibilidad y especificidad de la técnica ELISA
en muestras de leche son similares a las obtenidas en
muestras de suero [12]. Detectar el BLV en leche es
ideal por ser menos invasivo ya que la toma de mues-
tras se realiza durante el ordefio, ademas la toma de
muestras de sangre crea un factor de estrés en los
bovinos, por lo que algunos productores son reacios
a esta practica en sus hatos. La identificacion de los
animales infectados y el conocimiento de la prevalencia
del BLV son parametros de gran importancia, ya que
permiten tomar medidas de control importantes para la
produccion. El objetivo de este trabajo fue determinar la
prevalencia serologica del Virus de Leucosis Bovina en
muestras de leche en una poblacion de vacas Holstein
en el departamento de Antioquia.

METODO
Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales fueron lle-
vados a cabo de acuerdo a las guias propuestas por
“The International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals” [13]. Para la toma de
muestras se obtuvo la aprobacion por parte del comité
de ética de la Universidad Nacional de Colombia (CE-
MED-007, 14 de mayo de 2012).

Area de estudio

Se tomaron muestras de leche de 133 vacas Holstein
que pertenecen a hatos de lecheria especializada entre
primer y quinto parto con edades de 3 a 7 anos, las
cuales pertenecen a 2 municipios del departamento
de Antioquia. Las muestras estuvieron distribuidas de
la siguiente forma: un hato de 35 vacas ubicado en
el municipio de Medellin y dos hatos ubicados en el
municipio de Belmira uno con 50 vacas y otro con 48
vacas. El manejo, la alimentacion y sanidad son varia-
bles y dependen de cada hato.

Toma de muestras de leche
Para la toma de muestras de leche se limpio la ubre y

cada uno de los pezones con servilletas de papel, se
recolectaron los primeros chorros antes de poner las
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pezoneras antes de iniciar el ordefio. La leche se reco-
lectd en tubos individuales de 50 mL, cada tubo tenia
como conservante un antimicrobiano (Bronopol). Las
muestras fueron marcadas por vaca y hato, se homo-
geneizaron por inversion y se trasladaron al laboratorio
en condiciones de refrigeracion (-4°C) para su poste-
rior procesamiento el dia siguiente al muestreo. Todos
los hatos contaban con ordefio mecanico.

Extraccion de sueros de leche

Las muestras de leche se trasladaron a tubos de 15
mL y se centrifugaron a 1500 g por 10 minutos para
separar la leche en fraccion grasa y fraccion clarifica-
da o suero. Se retiro la fraccion grasa y el suero se
recolecto en tubos marcados de 1,5 mL. Las muestras
se conservaron a -20°C para su posterior analisis de
anticuerpos por la técnica ELISA.

Prueba seroldgica ELISA

Para el diagndstico de anticuerpos contra el BLV
(gp51) enlas 133 muestras de leche se uso la técnica
de ELISA. El procedimiento se realizd con un kit co-
mercial (SVANOVIR® BLV gp51-Ab). Se adicionaron 4
uL del reactivo A (control positivo) y 4 uL del reactivo
B (control negativo) en los pozos para los controles.
Se adicionaron 100 ulL de suero de cada muestra en
los otros pozos. Se agito el plato y se incubo a 37°C
por 1 hora. Se lavo el plato con la solucion PBS-Tween
en un lavador de platos y se adicionaron 100 ulL del
conjugado (peroxidasa de rabano conjugado con anti-
cuerpos monoclonales anti-lgG bovino) en cada pozo
y se incub6 a 37°C por 1 hora. Se repitio el lavado
con la solucion PBS-Tween y se adicionaron 100 ulL
de solucion sustrato (Tetrametilbenzidina en tampon
de substrato con H,0,), se incubd 10 minutos a 25°C.
Se adicionaron 50 ulL de solucion de parada (Acido
sulfarico 2M). Se midio la densidad optica (DO) de los
controles y las muestras a 450 nm en un espectrofo-
tometro para microplatos (BioTek® ELx800)

Andlisis estadistico

De acuerdo con la DO se consideraron positivas a la
presencia de anticuerpos contra la proteina del BLV
(gp51) aquellas muestras que obtuvieron un valor po-
sitivo porcentual (PP) mayor o igual a 10 de acuerdo
con los criterios del fabricante. Los resultados fueron
tabulados en el paquete estadistico Excel® (Microsoft
Office) mediante tablas, el andlisis de los resultados se
realizo de forma descriptiva.

RESULTADOS

Se establecio una prevalencia serologica total del
79,69% en los tres hatos evaluados. La mayor sero-
prevalencia se encontro en el hato 1 con un porcentaje
de 82,86% ubicada en el municipio de Medellin, segui-
do del hato 2 con 80% de seropositividad en el mu-
nicipio de Belmira y por ultimo el hato 3 con 77,08%
de seropositividad también ubicado en el municipio
de Belmira (Cuadro 1). No se encontro asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia del
virus y el hato (X°c= 0,4215 P=0,8100 P>0,05),
entre la presencia del BLV y el municipio (X?c=0,2928
P=0,5885 P>0,05), ni entre la presencia del BLV y el
numero de parto (Xc=7,6944 P=0,4639 P>0,05).

El Virus de la Leucosis Bovina tiene distribucion mun-
dial su tasa de prevalencia varia ampliamente entre
paises y continentes, en Estados Unidos y Europa la
enfermedad es considerada como enzodtica. El BLV
Tiene una alta prevalencia serologica en Estados
Unidos uno de los principales productores de leche
(83,9%) [14]. En Suramérica también se han encon-
trado altas seroprevalencias en muestras de suero
sanguineo, en Uruguay la seroprevalencia para BLV
fue del 45% en vacas de recria en ganado lechero [15],
en Brasil la seroprevalencia fue del 27,78% en bovinos
con edades entre 11 y 15 anos de edad [16], en Chile
se han encontrado prevalencias serologicas del 23,9%

Cuadro 1. Seroprevalencia del BLV en tres 3 hatos lecheros del departamento de Antioquia.

Hatos Nu‘rlr;i;osde ELISA+ ELISA - Seropositivos (%) | Seronegativos (%)
Hato 1 35 29 6 82,86% 17,14%
Hato?2 50 40 10 80,00% 20,00%
Hato 3 48 37 11 77,08% 22,92%
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en predios chicos (<40 animales), 43,5% en predios
medianos (40-200 animales) y del 83,3% en predios
grandes (>200 animales) [17].

La prevalencia de anticuerpos en muestras de leche
del presente estudio encontré un 79,69% de mues-
tras antigénicamente positivas a la proteina gp51,
Felmer et al., (2006) encontro una prevalencia del
82,5% en muestras de leche del estanque predial
[18]. Otro estudio realizado en Argentina encontro
una seroprevalencia del 84% en muestras que tam-
bién provenian de tanques de almacenamiento de
leche [19]. Los resultados en muestras individuales
y un “pull” de leche son similares; sin embargo, el
manejo de muestras individuales permite detectar los
individuos sanos de los infectados, lo cual es una
estrategia para de desarrollo de planes de control de
la enfermedad.

En el contexto nacional se han encontrado multi-
ples resultados de evaluaciones de la presencia del
BLV en distintos departamentos, pero hasta el mo-
mento no se ha reportado la deteccion del virus en
muestras de leche. En el municipio de monteria se
encontré una seroprevalencia del 21% en muestras
de suero sanguineo de animales que presentaban
problemas reproductivos [20], siendo este valor
menor respecto al encontrado en esta investigacion,
lo cual puede darse debido al tipo de sistema de
produccion, ya que se evaluo la seroprevalencia del
virus en ganado cebuino y en doble propdsito y no
en lecheria especializada.

Betancur et al., (2008) encontraron una mayor sero-
positividad en ganado doble propdsito (82,9%) con
respecto al ganado de carne (17,1%). Lo anterior
puede explicarse debido a que el manejo ganadero en
sistemas de produccion de carne es extensivo, por lo
cual no es tan frecuente la infeccion iatrogénica en el
sistema; en contraste los sistemas de produccion de
leche intensiva o doble proposito en la cual durante
el ordeno se requiere una alta intervencion y mani-
pulacion de los animales que facilita la diseminacion
iatrogénica de particulas virales en el hato a través de
la leche, equipos 0 manos de los operarios.

Se ha reportado que la leche de vacas infectadas pre-
senta exosomas que contienen proteinas del BLV, que
aunque “no son infecciosas” son transmitidas por
una via alternativa diferente de la infeccion viral y tie-
nen un papel importante en la eliminacion de protei-
nas del BLV a través de células infectadas [21]. En el

Departamento de Antioquia la prevalencia serologica
del BLV en hatos lecheros del Municipio de San Pe-
dro de los Milagros, por medio de la técnica de AGID
fue del 12,07%, encontrandose la mayor prevalencia
en el grupo etario de 5 a 9 afios [22]. Esta misma
técnica fue aplicada en muestras de suero sanguineo
de la Sabana de Bogota y de los Valles de Ubaté y
Chiquinquira, encontrandose una seroprevalencia del
45,28% [23].

Las técnicas de diagndstico AGID y ELISA han sido
aceptadas por la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE) para el diagnostico seroldgico del BLV
[3]; ambas técnicas detectan anticuerpos anti-BLV, los
anticuerpos son generados por el estimulo que genera
la infeccion viral la cual se desencadena como parte
de respuesta inmune humoral frente a las proteinas in-
munogeénicas gp51 y p24 [6]. El valor de sensibilidad
de la prueba ELISA para la deteccion del BLV en mues-
tras de leche respecto al AGID fue del 100%, mientras
que la especificidad fue del 51% [12]. Por lo tanto la
técnica ELISA detecta el 100% de los animales verda-
deramente infectados.

El aumento en la seroprevalencia del BLV en los ha-
tos lecheros puede ser explicado por malas practicas
de manejo. La reutilizacion de agujas para procesos
de vacunacion [10], de guantes durante la palpacion
[25] o el descorne [26] ayudan a la diseminacion
del virus. Los toros con BLV pueden transmitir la
infeccion a través del semen, en el cual se ha en-
contrado el genoma del virus [27]. Los insectos he-
matofagos como los tabanos (Tabanus spp) también
se encargan de distribuir el virus entre los animales
[28], pero aun se desconoce el papel de la mosca
con cuernos (Haematobia irritans) y la mosca del
establo (Stomoxys calcitrans) que se presentan con
mayor frecuencia en las producciones. Estas prac-
ticas probablemente explican la diferencia entre las
seroprevalencias encontradas en este trabajo con las
reportadas por otros autores.

CONCLUSIONES

La seroprevalencia del BLV en muestras de leche de
hatos lecheros del Antioquia fue del 79,69%, esta alta
seroprevalencia indica la capacidad de diseminacion
del virus en los hatos lecheros. El diagndstico sero-
logico en leche del BLV se propone como alternativa
de facil uso para ser aplicada en los hatos lecheros.
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