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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia de Leucosis Viral Bovina
(LVB) en vacas lecheras y establecer si existia una relacién directa con la
produccion de leche. Se trabajo con 194 animales de la raza Holstein y Jersey (1-5
partos), en 9 hatos ubicados en la zona central del departamento del Valle del
Cauca. Las 194 muestras de sangre fueron procesadas en el laboratorio de
biologia molecular de la Universidad Nacional de Colombia, donde se detecto el
virus mediante la técnica de PCR anidada, encontrando que el 77,83% de
animales fueron positivos al VLB; dentro de los positivos 66,22% fueron
portadores asintomaticos del virus y 33,77% presentaron algun tipo de signos
clinicos compactibles con el curso clinico de la enfermedad determinandolos como
positivos sintoméaticos. La produccion de leche en vacas negativas fue de 5.012 kg
y en las positivas fue de 4.762 kg. Se concluye que la prevalencia del provirus

afecta significativamente la produccion de leche en los animales evaluados.

Palabras claves: Leucosis, provirus, PCR, leche, salting out.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the prevalence of bovine leukemia virus
(BLV) in dairy cows and establish whether there was a direct relationship with milk
production. We worked with 194 animals of the races Holstein and Jersey (1-5
deliveries), in 9 herds located in the central department of Valle del Cauca. The
194 blood samples were processed in the laboratory of molecular biology at the
National University of Colombia, where the virus was detected by nested PCR and
found that 77.83% of animals were positive; within 66.22% positive were
asymptomatic carriers of the virus and 33.77% had some type of clinical signs
related with the clinical course of the disease determining them as positive
symptoms. Milk production in cows was 5,012 kg negative and the positive sample
was 4,762 kg. We conclude that provirus prevalence significantly affects milk

production in animals evaluated.

Key words: Leukemia, provirus, PCR, milk, salting out.



INTRODUCCION

La Leucosis Viral Bovina (LVB), llamada también leucemia o linfosarcomatosis, es
una enfermedad infecciosa, cronica, insidiosa y especifica del ganado bovino,
presentando un bajo porcentaje de enfermos con manifestaciones clinicas.
(Resoagli et al.,, 1999), Luego de un prolongado periodo de incubacion, en
general de 3 a 5 afos, solo una baja proporcidon de animales desarrollan tumores
(0,1 — 5 %) (Gonzalez et al., 2001). El virus de la LVB es un retrovirus de la familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Deltaretrovirus, conocido por ser
un retrovirus tipo C de distribucién mundial, induce linfocitosis persistente y en un

determinado namero de casos produce tumores linfoides (Giuseppe et al., 2004).

La infeccidbn se transmite fundamentalmente en forma horizontal o por via
iatrogénica, por exposicion de los bovinos susceptibles a los linfocitos “B”
portadores del virus. (Gonzélez et al., 2001). La transmisién de la LVB de animal a
animal puede ocurrir a través de la sangre o secreciones. En la actualidad, la
transmision es principalmente por transferencia iatrogénica de linfocitos
sanguineos por el repetido uso de instrumentos veterinarios sin una desinfeccion
entre un animal y otro; los insectos picadores también pueden ser responsables de
la transmisién. El virus se encuentra en el calostro y la leche de animales
infectados y puede ser transmitido de madre a hijo en la lactancia. La via
transplacentaria también es responsable de aproximadamente el 5 % de terneros
infectados nacidos de madres portadoras. La prevalencia aumenta a partir de los 6
meses de edad, con la mayor incidencia entre los 2 y 3 afios, siendo mayor en
explotaciones de bovinos tipo de leche que en bovinos tipo carne (Gonzélez et al.,
2001).

Los sintomas dependen del lugar en que aparecen los tumores y pueden incluir;
desarreglos digestivos, inapetencia, pérdida de peso, debilidad general y a veces,

manifestaciones neurolégicas. Los ganglios linfaticos superficiales pueden verse
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inflamados y se pueden palpar bajo la piel o por examen rectal. Los 6rganos
implicados con mas frecuencia son la cuarta cavidad del rumen, la auricula
derecha del corazén, el bazo, el intestino, el higado, el rifidn, la tercera cavidad del
rumen, los pulmones y el Utero. La susceptibilidad del ganado a una linfocitosis
persistente esta determinada genéticamente, y quiza también el desarrollo del
propio tumor. En un estudio se demostré que los hatos infectados con LVB
presentaban menor produccion lactea (2,5-3% a nivel de hato) y un aumento en la
tasa de pérdidas selectivas, asi como una mayor susceptibilidad a otras
enfermedades de etiologia infecciosa, del tipo de la mastitis, diarrea y heumonia,

pero el efecto sobre la fertilidad fue escaso (OIE, 2004).

Las pérdidas econémicas son el resultado del descarte de canales en los
mataderos, el descarte de animales a temprana edad o la muerte de individuos
con linfoma, igualmente la barrera de exportacion de animales vivos y sus
productos (carne, leche, semen y embriones) y el incremento en gastos de

medicinas y asistencias del veterinario (De souza, 2008).

Estudios realizados en la florida reportaron una prevalencia del 48% en ganado
lechero y 7% en ganado de carne; En cuanto, los paises latinoamericanos, en
baja California en México reportaron 32% de prevalencia (Chamizo, 2005). En
Colombia la LVB se identificd por primera vez en 1957 a partir de casos clinicos y
de necropsia llegados a centros de diagnéstico veterinario (Marifio, 1984). En este
sentido se encontraron prevalencias en ganado de leche de 24.9 % para la regién
Andina, 14.4 % para la region Caribe y 15.3 % para el Piedemonte Llanero
(Romero et al. 1999). En el departamento de Cérdoba en un estudio de
prevalencia hecho sobre 104 fincas de bovinos doble propédsito sobre 2909
animales en 1991, se encontro una prevalencia de 1.5 % para LVB (Betancur et
al., 2008).
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En otro estudio en este mismo departamento en los municipios de Cereté, San
Carlos y Momil, se reporté un 15% de seroprevalencia con la técnica de ELISA, al
igual que un 21% en animales con trastornos reproductivos (Betancur et al.,
2008). En una compilacion realizada por la Federacion Colombiana de Ganaderos
entre los afios 2005 y 2009 encontraron que los laboratorios del ICA y otros de
referencia reportan una prevalencia del 25% en un total de 20910 muestras
procesadas de todo el pais, en este mismo documento precisa que en el Valle del
Cauca para ese mismo periodo presenté un 32% de positividad al virus de 1056

muestra procesad as.

La LVB es la tercera causa de solicitud diagnéstica en el grupo de enfermedades
reproductivas en el pais (Fedegan, 2011). La incidencia del virus en el Valle del
Cauca fue 25% identificado mediante la técnica de Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR) anidado (Mufioz et al., 2008); Otro estudio en el Valle del

Cauca en la raza criolla Harton del Valle fue 83% (Hernandez, et al., 2011).

En los estudios de infecciébn con LVB se han empleado nimerosos métodos
diagnésticos como: Seroneutralizacion  (SN), Radioinmunoensayo (RIA),
Inmunodifusién (ID), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Western Blot
(WB) y PCR; la PCR es una prueba conveniente para detectar ADN proviral en
muestras de sangre, suspensiones de Organos y material tumoral, siendo un
meétodo sensible que permite un diagnostico rapido y temprano, (Gonzéalez et al.,
2001).

El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia del virus de la LVB
en vacas lecheras con la técnica molecular PCR anidada y establecer si existe
una relacion directa con la produccion de leche, la reproduccion y el estado

sanitario del rebafo.
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1. REVISION DE LITERATURA
1.1. Leucosis Enzootica Bovina
1.1. 1 Definicién

La leucosis bovina tiene dos origenes:

+ Leucosis bovina esporadica, que afecta animales menores de tres afios de
edad y que incluye:
v" Juvenil, que afecta animales menores de seis meses de edad, que se
caracteriza por un aumento de tamafio de multiples ganglios linfaticos.
v Forma timica en animales menores de dos afos caracterizada por
hinchazoén en el cuello que causa timpanismo y edema.
v' Forma cutanea en bovinos de uno a tres afios de edad, que se caracteriza

por la aparicion de nédulos y placas en la piel.

+ Leucosis Viral Bovina (LVB), se describe como un proceso neoplasico mortal,
sisttmico y maligno del sistema reticuloendotelial, caracterizada por la
aparicion de acumulos de linfocitos neoplasicos en casi cualquier érgano, con
una variedad correspondiente de los signos clinicos, (Blood & Radostits 1992),
describiendo tres formas clinico-patoldgicas:

= |nfeccion permanente con anticuerpos detectables. Portadores
asintomaticos (Chamizo, 2005)

» Linfocitosis persistente (LP), que es un proceso linfoproliferativo benigno.
(Blood & Radostits, 1992)

» Linfosarcoma maligno (Blood & Radostits 1992)

La LP ha sido definida por el Comité Internacional de Leucosis Bovina como “un
incremento en el nidmero absoluto de linfocitos de tres o mas desviaciones
16



estandar sobre la media normal determinada para cada raza y grupo etario. Este
concepto debe ser aplicado al incremento de linfocitos circulantes que persisten
por mas de tres meses (Chamizo, 2005).

En la LVB se encuentra un grupo de animales portadores de manera inaparente,
caracterizados por la presencia del virus y su consecuente formacion de
anticuerpos sin ningun otro tipo de manifestacion clinica aparente y otro grupo que
luego de un prolongado periodo de latencia, en general de tres a cinco afios y que
representan un bajo porcentaje (0,1 — 5 %) de individuos desarrollan tumores
(neoplasias) (Gonzalez et al., 2001); Estos procesos neoplasicos se desarrollan
cada afio en 0,5 a 1% de los animales infectados en el hato y evoluciona
rapidamente hacia la muerte, en este estadio del virus se reporta un decrecimiento
de la produccion de leche ya que las hembras sometidas a factores estresantes
estan expuestas a padecer formas mas severas de la enfermedad. (Kahn, et al.,
2007).

La primera referencia de LVB se remonta a 1861, en un hato del oeste del rio
Elba en Alemania, pero solo llego a describirse detalladamente por profesionales
en 1916 por Knuth y Volkmann, quienes encontraron una forma tumoral asociada
a un incremento en el niamero de leucocitos sanguineos concluyendo que se
trataba de una enfermedad infecciosa, comprobando la presencia del virus a
través de microscopia electronica, se cree que el virus es originario de la region
del mar Baltico en los hatos lecheros explotados de forma intensiva. La LVB fue
traida de Europa a las Américas en la primera parte del siglo XX, y regresé a
Europa a través de la importacion de Holstein Canadiense (Galdino de Lima.
1999).
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1.1.2 Etiologia

La LVB es una enfermedad causada por un retrovirus exdgeno linfotrépico Tipo C
perteneciente al género de los deltaretrovirus y a la subfamilia orthoretrovirinae.
Los retrovirus tienen la capacidad de producir una transformacion neoplasica a la
célula hospedadora y posteriormente linfoma, leucemia o ambas (Vélez, 2006),
infectan principalmente los linfocitos B pero también tienen la capacidad de
infectar otras células como los linfocitos T y monocitos (Felmer et al., 2006),
contienen una Unica cadena de ARN y su ciclo vital se basa en la conversion de su
ARN geonomico en doble cadena de ADN y posteriormente en la integracion de
éste Gltimo en los cromosomas bovinos en lo que se denomina provirus endégeno,
este proceso lo realiza mediante el uso de la transcriptasa-reversa que es
responsable de la sintesis de una copia de ADN, éste integrado al cromosoma
puede conservarse en el nucleo de diversas células del individuo, haciéndose
persistente, y prolongandose durante toda la vida del organismo hospedero
(Andujar, 2004)

Los virus se consideran parasitos intracelulares permaneciendo dentro de la célula
hospedera evadiendo el sistema inmune, por otro lado, se procesan proteinas
virales capaces de activarlo. (Vélez, 2006). El retrovirus de la LVB es un virus de
transformacion lenta que no posee oncogenes. El mecanismo por el que provocan
transformaciones neoplasicas se ha denominado mutagénesis de insercion; En
algunas células el ADN proviral se encuentra integrado cerca de un protooncogén,
la expresion de éste puede estar incrementada por la presencia de fuertes
promotores y elementos reguladores que interaccionan con las LTR virales y da
lugar a una mayor transcripcion a la conversion en un oncogeén, estos fenomenos

tienen periodos de latencia largos. (Andujar 2004)
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La familia Retroviridae se divide en tres subfamilias.

Orthoretrovirinae, comprende los siguientes grupos: B, C (Leucosis viral
bovina), y D; y un grupo sin nombre donde se encuentra el virus de la
leucemia humana de células T (o linfotrépico): VLTH-1 y VLTH-II. Todos
ellos son virus oncogénicos, producen leucemias, linfomas, tumores

mamarios y neuronales.

Lentivirinae, comprende el grupo de los virus Visna y el VIH. Se parecen a
los anteriores en lo que se refiere a su morfologia, a la naturaleza de su
genoma y a la posesion de una transcriptasa reversa, pero no transforman
células. El nombre de la subfamilia alude al largo periodo de incubacion que
transcurre entre la infeccion y la enfermedad clinica, que puede incluso

superar los 10 afos.

Spumavirinae, comprende los virus “espumantes” los cuales se encuentran
en cultivo de células de rifidbn que degeneran de forma espontanea y que
provocan la formacion de células gigantes vacuoladas y multinucleadas,

con un aspecto muy caracteristico (Cordeiro, 2008).

El genoma de los retrovirus contiene tres componentes importantes: los genes

gag, pol y env. A ellos hay que sumar dos regiones reguladoras (LTR) en los

extremos 5' y 3'. El gen gag codifica tres proteinas que son: de nucleocépside

(NC), de la matriz (MA) y de la capside (CA). Esta ultima es el componente

proteico mas importante del virus; la proteina de matriz se dispone por la parte

externa de la capside y contacta con la membrana suprayacente. El gen pol

codifica tres enzimas: la transcriptasa inversa (RT), una ribonucleasa (PR) y una

integrasa (IN). El gen env codifica una proteina de superficie (SU) que interacciona
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con la célula huésped, y una proteina transmembrana (TM) Figura 1, (Andujar,
2004).

Figura 1: Genes que componen la estructura de un retrovirus, gag, pol y env; y las
dos regiones reguladoras (LTR) (Andujar 2004)

ADN del provirus
Bl =S - (O B
HUESPED LTR gag pol env LTR HUESPED
Transcripcion
L A N L)
Ly - paaaasaaas K]
gag pol env
MA: MATRIZ PR: PROTEASA || SU: PROT. SUPERFICIE
CA: CAPSIDE RT: REV. TRANS || TM: TRANSMEMBRANA
NC: NUCLEOCAPSIDE || IN: INTEGRASA

Las regiones LTR juegan un papel crucial en el ciclo vital del retrovirus. Son
responsables de la expresion génica viral y son necesarias para la integracion viral
en el genoma celular. Las LTR se dividen en tres regiones: U3, Ry U5. A U3 se
unen una serie de cooperadores ("enhancers") que ayudan a regular los niveles de
expresion génica del provirus. Esta dependencia de los cooperadores de origen
celular hace que muchos retrovirus sean especie especificos. Entre 5' de LTR y el
codon de iniciacion del gen gag hay una secuencia lider (leader region) y en ella
se encuentran tres locus muy importantes como son el lugar de union del cebador
(PBS) donde tiene lugar la unidbn de un ARNt que sirve de cebador para la
transcriptasa inversa; el segundo locus es env relacionado con los transcritos del
gen env y el dltimo locus es de secuencias de empaquetamiento que permite al
ARN viral ser reconocido por las proteinas gag y poder ser incorporado al virion y

ser expulsado de la célula. Figura 2 (Andujar, 2004).
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Figura 2: Regiones reguladoras y sus 3 divisiones U3, R y U5, con su secuencia
lider y la unién de cebadores (PBS) (Andujar 2004)

(VK] R U5 U3 R U5

LTR

Leader Region

U5

U3 R

“Enhancers”: NFAB (HIV), cAMP (HTLV1), GluccR (MMTYV)
Restriccion del huesped

Las proteinas estructurales de LVB como p24 y gp51 son importantes
inmundgenos Yy los anticuerpos contra ellas pueden ser detectados en la mayoria
de los animales infectados. Las proteinas codificadas por el gen gag, forman la
estructura del virion y juegan un rol importante en las etapas iniciales del ciclo de
la infeccién. Son designadas por su peso molecular como p24, p15, p12 y p10. De
ellas, p24 es el mayor componente de la capside y tiene varios sitios antigénicos.
Figura 3, (Recabal, 2005). Las proteinas de la envoltura, codificadas por el gen
env, son reconocidas por el receptor celular y son responsables del tropismo,
interferencia viral y fusion celular. Derivan de un precursor comdn que es
modificado por glicosilacion y clivaje proteolitico, produciendo dos proteinas
asociadas: gp51 de superficie y gp30 de transmembrana. La gp51 es un potente
antigeno, responsable de la principal respuesta humoral del huésped. Los
anticuerpos anti gp51 se detectan generalmente con titulos mas altos que aquellos

dirigidos contra la proteina p24 (Klintevall, 1994).
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Figura 3: Estructura del virus de la Leucosis Viral Bovina, (Recabal, 2005)

Virus de
Bovina.

Glicoproteinas (gp), proteinas (p) y Acido ribonucleico
(ARN)

1.1.3 Manifestaciones Clinicas

La LVB se caracteriza por multiples casos de linfosarcoma multicentrico en
bovinos adultos, que son tumores caracterizados por cumulos de linfocitos
neoplasicos que desarrollan rapidamente en varios lugares del cuerpo y por tanto
con sintomas clinicos variables. EIl periodo habitual de incubacion es de cuatro a
cinco afnos. La linfocitosis persistente sin sintomas clinicos aparece antes, pero
raramente antes de los dos afios de edad. Muchas vacas permanecen en el
estado preclinico de la enfermedad durante afios, con frecuencia durante toda la
vida productiva, sin ninguna reduccion aparente en su rendimiento, aunque los
animales pueden infectarse con LVB a cualquier edad, los tumores (linfosarcoma)

se observan tipicamente en animales de mas de tres afos. (Kahn, et al., 2007).
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Normalmente las infecciones son subclinicas; solamente el 30-70% del ganado
infectado desarrolla una linfocitosis persistente, y el 0,1-10% desarrolla tumores.
Los sintomas dependen del lugar en que aparecen los tumores y pueden incluir
desarreglos digestivos, inapetencia, pérdida de peso, debilidad general y, a veces,
manifestaciones neurolégicas. Los ganglios linfaticos superficiales pueden verse
inflamados y se pueden palpar bajo la piel o por examen rectal. Los 6rganos
implicados con mas frecuencia son la cuarta cavidad del rumen, la auricula
derecha del corazon, el bazo, el intestino, el higado, el rifidn, la tercera cavidad del
rumen, los pulmones y el Gtero. La susceptibilidad del ganado a una linfocitosis
persistente esta determinada genéticamente, y quiza también el desarrollo del
propio tumor. Existen dudas sobre el papel del virus como causa de la deficiencia
inmunolégica o del aumento de pérdidas selectivas (Chamizo, 2005). En un
estudio se demostré6 que las lecherias infectadas con LVB presentaban menor
produccion lactea (2,5-3% a nivel del hato) y un aumento en la tasa de pérdidas
selectivas, asi como una mayor susceptibilidad a otras enfermedades de etiologia
infecciosa, del tipo de la mastitis, diarrea y neumonia, pero el efecto sobre la
fertilidad fue escaso (OIE, 2004)

En el 5-10% de los casos clinicos el curso es hiperagudo; a menudo los animales
afectados mueren subitamente sin previa muestra de la enfermedad. La afectacion
de las glandulas adrenales, la rotura de una ulcera abomasal, o un bazo afectado
seguido de una hemorragia interna aguda son causas conocidas; en la mayoria de
los casos clinicos el curso es de subagudo (hasta siete dias) a crénico (varios
meses) y se inicia con una pérdida inexplicable de condicion corporal
(emaciacion), anorexia, palidez y debilidad muscular. La produccion puede caer
drasticamente en vacas lecheras. La frecuencia cardiaca no se ve aumentada
salvo que el miocardio este afectado con tejido infiltrativo y la temperatura es
normal excepto cuando el crecimiento tumoral es acelerado. Una vez que los
sintomas clinicos y el desarrollo del tumor sean detectables la muerte sobreviene

dos a tres semanas después. (Blood & Radostits, 1992)
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Los nodulos linfaticos superficiales aumentan de tamafio en el 75-90% de los
casos, y esto es con frecuencia un hallazgo clinico precoz. Normalmente va
acompafiado por pequefias lesiones subcutaneas (placas de un centimetro de
diametro) frecuentemente en los flacos y el periné. Sin embargo, las lesiones
periféricas pueden estar completamente ausentes en muchos casos con
afectacion visceral avanzada. El aumento de los nédulos linfaticos viscerales es
frecuente, pero esto es normalmente subclinico salvo que compriman otros
organos de importancia como los intestinos, o nervios. Estos nodulos pueden ser
palpables via rectal y hay que prestar especial atencidon en los nédulos inguinales
profundos e iliacos, en casos avanzados se produce una diseminacion extensa del
peritoneo y visceras pélvicas, palpandose facilmente las masas tumorales; el
agrandamiento puede estar limitado a los n6dulos pélvicos o a uno o més de los
nédulos subcutaneos, se observa a veces la afectacion de los ganglios de la
cabeza, frecuentemente de la regidn retro-ocular generando exoftalmos. Los
ganglios afectados son lisos y duros; en las vacas lecheras, se observan con
facilidad y es posible encontrarlos marcados por edematizacion local, en
ocasiones toda la superficie corporal esta cubierta con masas subcutaneas de 5 -
11 cm de diametro. (Kahn, et al., 2007)

La exoftalmia por degeneracion del tejido retro ocular y/o de las estructuras
internas del ojo, es bastante especifico como signo de la enfermedad. La
presencia de deformaciones o masa tumorales subcutaneas en varias partes del
cuerpo, también es indicativo de la enfermedad. Junto a los ganglios linfaticos, los
tejidos afectados con mayor frecuencia incluyen el abomaso, corazén, bazo,
riniones, Utero, meninges Yy tejido linfatico retrobulbar. Los tonos cardiacos estan
frecuentemente apagados, Yy son obvias otras alteraciones cardiacas. La
linfomatosis neural puede conducir al comienzo gradual de pardlisis posterior

durante varias semanas. (Gatti, 2007).

Las formas de los terneros, timica y cutanea son denominadas Leucosis bovina
esporadica. Los sintomas clinicos del linfosarcoma del ternero incluyen pérdida
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gradual de peso, aumento generalizado y subito del tamafio de los ndédulos
linfaticos y debilidad; fiebre, taquicardia y paresia posterior son sintomas menos
frecuentes. La muerte se produce entre los dos a ocho meses. Igualmente
sintomas como presidbn en oOrganos internos por las masas tumorales e
insuficiencia cardiaca. Asimismo se ha descrito necrosis del hueso y medula ésea,
con debilidad e inactividad, ataxia posterior, aumento de nodulos linfaticos, cojeras

y disnea asociadas. (Kahn, et al., 2007)

El linfosarcoma timico es un hallazgo frecuente en animales de 1-2 afios de edad y
se caracteriza por aumento masivo del timo en el area de la papada y lesiones en
la medula 6sea y nddulos linfaticos. También son frecuentes la congestion de la
vena yugular y el edema marcado de la papada y la region submandibular, puede
aparecer un timpanismo moderado a causa de la incapacidad para eructar debido
a compresion esofédgica por ganglios mediastinicos de la cavidad toracica, las
masas timicas normalmente no son palpables. La forma timica es mas comun en
ganado tipo carne que en ganado tipo leche. (Blood & Radostits, 1992) De otra
parte la forma cutanea es mas comun en ganado vacuno de 1-3 afios de edad,
siendo rara y manifestandose por placas en la piel de 1-5 cm de diametro que se
hardn presentes en cuello, parte posterior de los muslos y la grupa; estas placas
pueden desaparecer espontaneamente y transcurridos 1-2 afios reaparecer y

expresar afectacion de 6rganos internos. (Kahn, et al., 2007)

Los sintomas se aprecian mayoritariamente después de los dos afios de edad y el
periodo de mayor frecuencia es entre los cinco y ocho afios. La mayor proporcion
de los sintomas son inespecificos y variables, puesto que van a responder a la
ubicacion de las formaciones neoplasicas y segun el grado de afectacion de los
organos. Se ha descrito anemia, emaciacion e infertilidad. También se han
reportado momificaciones por tumoraciones en las paredes del Utero y cuernos
uterinos. El signo méas 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 pre-escapulares que llegan a pesar 1.8 kilos. La
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exoftalmia por degeneracion del tejido retro ocular y/o de las estructuras internas
del ojo, es bastante especifico como signo de la enfermedad. La presencia de
deformaciones o masa tumorales subcutaneas en varias partes del cuerpo,

también es indicativo de la enfermedad. (Gatti, 2007)

El signo mas evidente que permite presumir de la presencia de la enfermedad es
el aumento bilateral mas o menos simétrico de los ganglios linfaticos explorables.
Desde hace mucho tiempo se conoce que en hatos con alta incidencia de
linfosarcoma, un ndmero variable de animales clinicamente normales desarrollan
linfocitosis persistente (30%), estas células desde el punto de vista morfolégico
son normales, no obstante se ha descrito la presencia de células atipicas lo cual
ha sido considerado como un estado pre-leucémico. La asociacion entre LP y LS
dio lugar a que se postule que ambos procesos se debian al mismo agente
patologico y fue la base para el establecimiento de las claves hematoldgicas para

el diagnostico de la Leucosis bovina. (Chamizo, 2005)

En términos hematologicos, se debe distinguir la linfocitosis persistente (LP) de la
leucemia. La LP, se define como un aumento sostenido en el nimero promedio de
linfocitos para la raza y grupo etario mas dos veces la desviacion estandar y
Leucemia corresponde a la presencia de células tumorales o anormales
detectadas en la corriente sanguinea y su presencia es indicativa de la
transformaciéon neoplasica de la médula ésea o de la presencia de linfosarcoma
(LS). Las células neoplasicas aparecen entre un 5 a 10% de los casos de LS; son
células grandes, con un nucleo redondeado, indiferenciado y grandes nucléolos,
cromatina laxa y citoplasma abundante, alto contenido de basdfilos y con
presencia de vacuolas. Las mitosis son comunes y niamerosas. La presencia de
anormalidades en el cariotipo como: aneuploidias con cromosomas adicionales,
son pruebas claras del caracter neoplasico de estas células. Las anormalidades
pueden variar de un animal a otro pero se mantienen constantes en el mismo

animal, lo cual demuestra que el tumor es monoclonal. (Chamizo, 2005).
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La patogenia de la enfermedad inducida de forma experimental comienza con el
rapido establecimiento de la infeccion en el bazo. Tras esta fase esplénica inicial,
el virus aparece en los leucocitos de la sangre periférica una semana después, y
se detectan anticuerpos en el suero seis semanas después de la infeccion. La
linfomatosis es una neoplasia de todo el sistema linforreticular. Nunca es benigna,
y las lesiones aparecen a un ritmo variable en los distintos animales. (Odriozola,
2009).

Desde hace mucho tiempo se conoce que en hatos con alta incidencia de
linfosarcoma, aproximadamente un numero variable de animales clinicamente
normales desarrollan linfocitosis persistente (30%). Estas células desde el punto
de vista morfoldgico son normales, no obstante se ha descrito la presencia de
células atipicas, lo cual ha sido considerado como un estado pre-leucémico. La
asociacion entre LP y LS dio lugar a que se postulara que ambos procesos se
deberian al mismo agente patoldgico y fue la base para el establecimiento de las

claves hematoldgicas para el diagnostico de la Leucosis bovina. (Chamizo, 2005)

El Linfosarcoma (LS). Es comun en adultos de mas de cuatro afios, se observa el
agrandamiento de los linfonodos, se presenta taquicardia, pulso yugular positivo,
timpanismo ruminal con reflujo abomasal, indigestién, diarrea, exoftalmos,
mucosas palidas, heces oscuras y malolientes, tumoraciones en utero, vagina y
regiéon perivaginal, disminucién paulatina de la produccion de leche hasta el cese
total, disminucion de parametros reproductivos, disminucion progresiva de la

condicion corporal, finalizando con la muerte del animal (Chamizo, 2005).

La linfomatosis es una neoplasia de todo el sistema linforeticular, nunca es
benigna y las lesiones aparecen a un ritmo variable en los distintos animales,
(Odrizola, 2009).

27



1.1.4 Lesiones

Las lesiones mas constantes son tumores en los ganglios linfaticos, los mas
frecuentemente afectados son los iliacos (65 a 83%), intratoracicos (62 a 74%),
mesentéricos (66%) y los superficiales (pre escapulares, pre crurales y de la
region cervical) (41 a 62%). Estos se muestran a menudo lisos o con nédulos, sin
adherencia a tejidos circundantes, consistencia blanda y edematosa o firme
turgente y friable. En la superficie de corte los detalles de la estructura anatomica
del 6rgano se pierden por la infiltracion de tejido tumoral lardaceo, humedo y de

color blanco grisaceo o blanco amarillento. (Chamizo, 2005)

En algunos casos puede observarse hemorragia o pequeios focos de necrosis de
apariencia seca y color amarillento. Cuando esta afectada la médula 6sea (aunque
no se establezca en los registros, quizas debido a que los huesos generalmente
no se examinan con regularidad) aparece un tejido blanco-gris o blanco
remplazando el color rojo que se observa en la médula hemopoyética normal. La
afectacion tumoral de la médula ésea implica la presencia de leucemia, o sea, la

aparicion de células tumorales en la sangre. (Cafiibano, 2011).

En neonatos y animales jovenes, los sitos mas comunes son los rifiones, timo,
higado, bazo y ganglios periféricos e internos; en los adultos el corazén abomaso
y medula espinal estan a menudo afectados. En el corazén, las masas tumorales
invaden particularmente el atrio derecho, aunque se pueden encontrar por todo el

miocardio y se extienden al pericardio. (Kahn, et al., 2007)

El bazo se afecta en un 10 a un 50% de los casos, pudiendo presentar un
aumento moderado de tamafio o una esplenomegalia tumoral; la superficie de
corte aparece seca y se observan nédulos blanquecinos diseminados por todo el
parénquima. El corazon, a pesar de no ser un oOrgano linfoide, presenta una

frecuencia de afectacion bastante alta, aparecen nédulos de variado tamafio o
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areas infiltradas en forma difusa de color blanquecino con limites mal definidos en
el espesor del miocardio, visibles a través del epicardio y endocardio. EI musculo
esquelético se puede ver afectado de igual forma, pero se reporta con menos
frecuencia. El Utero aparece con sus paredes engrosadas por la infiltraciéon de
tejido de aspecto lardaceo de color blanco-gris 0 mate. El epitelio y las cubiertas
fetales no son regularmente afectados. El abomaso aparece infiltrado por el tejido
tumoral produciéndose el aumento del grosor de la pared, aunque también puede
presentar Ulceras. En el intestino puede presentar lesiones semejantes a las del
abomaso, pero la tendencia a la presentacion de Ulceras es mayor en la mucosa
intestinal. (Chamizo 2005)

En los rifiones, las lesiones aparecen en 50% de los casos y pueden tener
caracter infiltrativo, produciéndose hemorragias visibles en la superficie del
organo, o pueden presentarse nodulos que resultan en atrofia del parénquima
renal. La vejiga puede presentar su pared engrosada y su mucosa ulcerada debido
a la infiltraciéon tumoral. El tejido retro-ocular puede afectarse y puede provocar
con su crecimiento la protrusion del globo ocular o exoftalmos. Se ha observado la
infiltracion tumoral de la cérnea y también la presencia del tumor en la camara
anterior del ojo, el higado presenta aumento de tamafio y coloracion palida difusa.
Las lesiones tumorales en el pulmoén son raras pero puede presentarse de forma
infiltrativa difusa y nodular. Se nota la presencia de masas tumorales en el tejido

subcutaneo de la regién abdominal. (Chamizo 2005)

Linfosarcoma multicéntrico de adultos: La mayoria de los animales cursan con
signos inespecificos durante una semana o varios meses: perdida de peso,
anorexia, disminucion de la produccién, anemia, palidez, debilidad, marcha
tambaleante, dificultad para incorporarse y algunos pueden presentar fiebre
cuando el tumor crece rapidamente. Cuando el animal presenta estos signos
clinicos, la muerte se produce generalmente después de dos 0 tres semanas.
(Blood & Radostits, 1992)
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Linfadenectasia superficial: En la mayoria de los casos el aumento del tamafio
de los ganglios linfaticos superficiales es un signo inicial. Aumentan de tamafio los
ganglios palpables rectalmente, que a menudo se extienden al peritoneo y a las
visceras pelvianas, los hemolinfaticos del periné y los flancos, los de la cabeza o
la sinfisis mandibular. En muchos animales todos los ganglios estan afectados, y
en muy raras ocasiones la superficie corporal esta cubierta con masas

subcutdneas multiples, de 5 a 10 cm de diametro. (Cafiibano, 2011)

Linfosarcoma abomasal: La afectacion de la pared del abomaso causa: apetito
voraz, diarrea acuosa y persistente y melena debido a una Ulcera hemorragica que

puede romperse y convertirse en un caso hiperagudo. (Kahn, et al., 2007)

Linfosarcoma cardiaco: La afectacion de la pared del ventriculo derecho causa
insuficiencia cardiaca congestiva derecha, y se perciben los tonos cardiacos
amortiguados por el hidropericardio, disnea por hidrotérax, congestion venosa
yugular, edema en el pecho y el espacio intermandibular, taquicardia y arritmia,
soplo sistélico asociado con un aumento exagerado del pulso yugular, aumento
del tamafio del higado y diarrea debida a la hipertension portal. (Blood &
Radostits, 1992)

Afeccion del sistema nervioso: Se manifiesta con la aparicion gradual de
pardlisis en las extremidades pelvianas durante varias semanas y, a veces, en una
extremidad mas que en la otra. Comienza por la flexion del menudillo, marcha
tambaleante y dificultad para incorporarse; y por ultimo postracion (Blood &
Radostits, 1992).
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1.1.5 Transmision

Los bovinos son la Unica especie que se infecta de forma natural, la enfermedad
no se propaga con gran rapidez. Sin embargo, en hatos infectados el numero de
reactores positivos a la prueba de Inmunodifusion en gel de agar (AGID), a
menudo, es elevado, del orden del 80%. La infeccion no se extiende de bovino a

ovino cuando estos animales estan mezclados. (Blood & Radostits 1992).

1.1.5.1 Tipos de Transmision

Transmision Horizontal.

La infeccidén se transmite fundamentalmente en forma horizontal por exposicion
de los bovinos susceptibles a los linfocitos “B” portadores del virus. La sangre y la
leche son los principales vehiculos para la transmisidn, esta via es la principal y se

denomina infeccién postnatal. (Rama, 2009; Occhi. et al., 2002).

Una de las mayores causas de exposicion a linfocitos B portadores es la forma
iatrogénica por malas practicas de manejo veterinario (Rama, 2009) como la
reutilizacion de fémites y equipos veterinarios sin previa desinfeccion entre un
animal y otro, en procedimientos como vacunaciones, descornes, castraciones,
tatuajes, (De souza, 2008.) test de tuberculina subcutdneo, transfusiones
sanguineas (Galdino de Lima, 1999), remanentes de tejidos infectados, insectos
hemato6fagos, palpacion via rectal con mangas obstétricas no desechables o el no
cambio de manga, y la antigua practica de la premunicion (transfusion de sangre
de animales adultos a jovenes, para favorecer la “estabilidad enzodtica” por
babesia y el anaplasma), han favorecido la diseminacion de la infeccion,
particularmente en los hatos lecheros cuando se realizan sin respetar las medidas

higiénicas. Figura 4. (Betancur et al., 2008).
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Figura 1: Mecanismos de transmisién de Leucosis bovina. (Giraudo, 2010).

MECANISMOS DE TRANSMISION LEUCOSIS BOVINA

Bovino Infectado

1.— Contacto directo.

2.— Contacto indirecto por agujas, material
quirdrgico y otros.

3.— Insectos hematéfagos.

4.— Transmision transplacentaria .

5.— Calostro y leche.

La enfermedad viral presenta mayor prevalencia e incidencia en los hatos
manejados de forma intensiva, debido a que se incrementa el contacto estrecho
entre las vacas, y la manipulacibn de linfocitos contaminados durante
procedimientos que requieren mayor intervencion humana (Johnson & Kaneene,
1991).

Entre los materiales que han sido estudiados como posible fuente de
contaminacion se encuentran: la sangre, la saliva, el calostro, la leche, las
secreciones nasales, los lavados bronco-alveolares, la orina, las heces, el semen,
los lavados intrauterinos y los embriones. (Johnson & Kaneene, 1991).Pero el
virus de LVB no se encuentra en secreciones y excreciones del ganado bovino

infectado, sin embargo si estas se ponen en contacto con sangre mas
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especificamente con linfocitos, o presentan una fraccion celular, puede ser fuente
de transmision (OIE, 2004).

La infeccion ocurre frecuentemente a partir de la introduccion de animales
infectados asintomaticos al plantel y luego toma caracteristicas enzodticas.
(Gonsélez, et al., 2001).

Transmision por sangre: La transferencia iatrogénica de sangre puede resultar
en altas tasas de infeccion del ganado bovino. El riesgo de infeccion durante la
extraccion de sangre es mayor cuando el ganado bovino sano es muestreado

inmediatamente después del ganado infectado. (Di Giacomo, 1992c).

La inoculacion intradérmica de linfocitos procedente de animales infectados,
induce la infeccién en ganado receptor. La infusion rectal de 500 ml de sangre

procedente de vacas infectadas con LVB, resulto en infeccion.

Estudios siguientes con volimenes menores de sangre mostraron que la infusion
rectal de 2 ml de sangre procedente de animales infectados, con o sin palpacion
rectal, indujo la infeccion. La palpacién rectal durante la inseminacion artificial y
examen reproductivo constituye un factor de riesgo para la transmisién del virus de
la Leucosis bovina (VLB) (Giraudo, 2010). Por inoculacion de ovinos procedentes
de la provincia de Cordoba, logran la transmision experimental del virus a partir de
material obtenido de un tumor proveniente de una vaca lechera de dicha provincia.
(Resoagli et al., 1999) pero la infeccion no se extiende de bovino a ovino cuando
estos estan juntos ni tampoco sucede entre ovinos infectados experimentalmente
y ovinos sanos. Este proceso experimental se ha convertido en la técnica de
eleccion para la demostracion del virus. (Blood & Radostits 1992) los animales
sanos presentaron seroconversion entre 3 y 6 semanas después de haber sido
inoculadas por diferentes vias, entre ellas intramuscular, subcutanea, intravenosa
o intradérmica con pequefias o grandes cantidades de esta. (Johnson & Kaneene,
1991).
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Transmision por contacto: En la transmision horizontal el contacto fisico
prolongado y estrecho puede ser requerido para que se presente la transmision de
la infeccidén con la LVB aunque no precisamente el hecho del contacto genera la
transmision, sino que deben existir materiales bioldégicos contaminados con el
virus. Cualquier secrecion o excrecion contaminada con sangre (especificamente

linfocitos), puede servir como una fuente de transmision. (Giraudo, 2010).

Transmision por Vectores: Insectos vectores que se alimentan de sangre de
vacas infectadas, y que alternan su alimentacion de diferentes hospederos pueden
servir como fuente de propagacion del virus en hospederos susceptibles (Johnson
& Kaneene., 1991).

Los vectores como insectos y murciélagos podrian estar involucrados en la
transmision mecénica del virus, por transferencia de sangre infectada de animales
portadores a animales sanos; y se cree que para que esto suceda deben ir
linfocitos infectados, se han reportado altas tasas de transmision de LVB en
periodos de verano, donde se han podido recuperar linfocitos infectados en el
estbmago medio del Tabanus nigrovitatus; de otro lado fue demostrado que
garrapatas (Boophilus microplus) alimentadas en vacas infectadas también

contenian sangre infectiva para la transmision del virus (Perino et al., 1990).

Ensayos realizados utilizando moscas de establo que fueron alimentadas en vacas
seropositivas y luego en vacas seronegativas fallaron en la transmision del virus
concluyendo los investigadores que las moscas de establo no son vectores

capaces de inducir la transmision (Perino et al., 1990).

La mayoria de animales infectados son portadores sanos y representan una fuente
de contagio especialmente durante los meses de verano en paises con climas
estacionarios y en paises tropicales en los meses donde se presenta mayor

poblacién de insectos (Huici, 1995).
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Transmision Vertical.

Células germinales: Tedricamente, la transmision vertical puede ocurrir por la
integracion del provirus en el ADN de las células germinales (évulo o esperma),
(Meszaros et al.,, 1986). Aunque mudltiples estudios revelan que no lo han
descubierto en semen y embriones completos, los embriones fértiles de vacas
positivas a LVB se han transferido sin que se produzca infeccion del feto; Sin
embargo el virus se ha detectado en semen colectado por la técnica del masaje,
(Blood & Radostits, 1992); otros estudios realizados con semen y embriones de
vacas infectadas, indicaron que estos dos factores de exposicion, no predisponen
a la infeccion por LVB, y que por lo tanto no juegan un papel importante en la

transmision. (Meszaros et al., 1986)

Transmision Perinatal — Transplacentaria: Los terneros nacidos de vacas
seropositivas para LVB sufren por lo general infeccion congénita debido a la
exposicion transplacentaria del virus durante la gestacion. (Betancur et al.,
2008).La infeccion prenatal es menos frecuente presentadndose hasta en el 20%
de las madres infectadas (Occhi. et al., 2002).

La transmisién transplacentaria puede producirse, ya que el virus es capaz de
atravesar la barrera de la placenta, este tipo de infeccion puede ocurrir entre el 13
y el 18% de los terneros de vacas infectadas. (Galdino de lima, 1999).

La infeccion intrauterina ocurre entre el 2 y el 10 % segun el rodeo (dependiendo
de la susceptibilidad, la linea genética, etc.) y se debe al parecer a la invasion de
la placenta y paso a través de esta estructura de linfocitos infectados. La
ocurrencia de la infeccion intrauterina no depende del numero de paricion, ni del
momento de infeccion de la madre, y ocurre en etapas de la gestacién en que el
ternero es inmunocompetente (a partir del tercer mes de gestacion). Estas

infecciones pueden ser detectadas por meétodos serolégicos o virolégicos al
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momento del nacimiento. Un reciente trabajo de investigacion realizado por el
Instituto Técnico Argentino pone de manifiesto que alrededor del 10% de los
animales provenientes de vacas infectadas nacen infectados, y que no hay
progresion hasta los 12 meses de edad. A partir de entonces, el nivel de infeccion
en el rodeo aumenta paulatinamente hasta alcanzar el 24% de animales
infectados a los 2 afios de edad, y luego se eleva abruptamente al 60% a los 30
meses, coincidiendo con el ingreso a la lactancia. Esto muestra que el peri parto y
el ingreso al hato son puntos criticos en la evolucion de la infeccion (Trono, et al.,
2011).

Este periodo ha sido asociado con un alto riesgo de infeccion de LVB debido a
que algunas condiciones de manejo durante el periodo periparturiento pueden
conducir a la diseminacion del virus, ya que al momento del parto las vacas
infectadas, disminuyen los niveles de inmunoglobulinas; La exposicién de sangre,
tejidos y secreciones vaginales de vacas seropositivas en el area del parto y del
post parto temprano, aumentan el riesgo de infeccidon de las vacas seronegativas
periparturientas no prefiadas, comparadas con vacas prefladas. También se ha
reportado que vacas al momento del parto sin estar infectadas pueden sufrir
alteraciones en el sistema inmune gue son asociadas con stress y lactancia
temprana, aumentando la susceptibilidad a la infeccion. Las secreciones
vaginales, exudados y placenta de las vacas e instrumentos utilizados en el parto
y que estén contaminados pueden servir de fuente de células sanguineas
infectadas. (Kahn, et al., 2007)

La infeccion congénita se observa en 4-8% de los terneros nacidos de vacas
positivas, probablemente como resultado de la exposicion transplacentaria al virus
durante la gestaciéon. Algunas evaluaciones que se han realizado al comienzo de
la infeccion materna, revelan que las madres infectadas durante la prefiez tienen
como resultado una baja incidencia de infeccidon uterina; no hay transmision del
virus de madres infectadas a la progenie en prefieces sucesivas y que las
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infecciones prenatales no estan relacionadas con la edad de la madre, la raza, el

namero de partos, ni con el tiempo de infeccion materna (Digiacomo, 1992a).

Transmision a través del calostro y de la leche: La transmision a través de
leche o calostro infectado es posible por el paso de linfocitos infectados a través
del epitelio de la mucosa intestinal durante las primeras horas de vida. Sin
embargo la infeccién por esta via, al parecer, ocurre muy rara vez, posiblemente
debido a la existencia de anticuerpos maternos en la leche o calostro que también
son absorbidos por el ternero (Cafibano, 2011). Parece ser que solo vacas con
anticuerpos virales para el antigeno nuclear p24 del virus o linfocitosis persistente

transmiten el virus por esta ruta (Digiacomo, 1992a).

Experimentalmente se ha establecido que: el periodo de susceptibilidad para la
transmision a través del calostro y de la leche parece ser corto (del nacimiento
hasta los tres dias de edad), la presencia de anticuerpos calostrales contra LVB
previene la infecciébn, aunque al momento del parto la concentracién de
anticuerpos es alta, estos han sido detectados hasta después de seis dias; y que
los anticuerpos adquiridos pasivamente pueden persistir después de seis meses
(Digiacomo, 1992c).

1.1.6 Diagnostico

El 30% de los bovinos infectados desarrollaran linfocitosis persistentes (LP), y
entre el 2 y 10% linfosarcoma (LFS). En consecuencia, una primera aproximacion
diagnéstica puede hacerse a través de la sintomatologia clinica en bovinos con
linfosarcoma. Los signos clinicos dependen del sistema u oOrgano afectado,
presentandose exoftalmus, trastornos digestivos, circulatorios, urinarios,
reproductivos, locomotores y respiratorios. Se han reportado muertes subitas por
ruptura de bazo especialmente en vacas. En animales mayores la sintomatologia
concuerda con un proceso caquéxico. EL LFS se diagnostica por el examen
clinico y se confirma histopatolégicamente en biopsias de los tumores. La LP se
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diagnostica mediante examenes hematoldégicos peridédicos que demuestren la
persistencia de la linfocitosis por al menos 3 meses. (Giraudo, 2010); Esto hace
que el diagnostico de los bovinos con linfosarcoma sea relativamente sencillo para
el veterinario clinico, la deteccidén de los animales con linfocitosis persistente y de
los bovinos infectados sin signos clinicos requiere de la ayuda del laboratorio.
(Canibano, 2011); En estudios de infeccidn con LVB se han empleado nUmerosos
métodos diagnosticos tales como: Seroneutralizacion (SN), Radioinmunoensayo
(RIA), Inmunodifusion en gel de agar (IDGA), Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Western Blot (WB) y PCR; La PCR es una prueba conveniente
para detectar DNA proviral en muestras de sangre, suspensiones de 6rganos y
material tumoral, siendo un método sensible que permite un diagnéstico rapido y

temprano, (Gonzalez et al., 2001).

La deteccidn seroldgica mediante IDGA o ELISA, de anticuerpos principalmente
contra la glicoproteina P24 y Gp51 de la envoltura viral constituye el método mas
comunmente utilizado para la identificacion de animales infectados. (Rama, 2009;
OIE, 2004).

Estas técnicas son reconocidas por la organizacion internacional de epizootias y
aceptadas en la mayoria de los gobiernos como prueba oficial para el diagnostico
(Rama, 2009) diversos autores han demostrado una menor sensibilidad de IDGA
respecto de las pruebas diagnésticas ELISA y PCR (Trono et al. 2011). Pero tiene
la ventaja de ser econOmica y facil de realizar; La prueba de ELISA tiene la
ventaja cuando se trata de analizar muchas muestras provenientes de leche, por
su habilidad de detectar un bajo nivel de anticuerpos anti-VLB, La prueba de IGDA
no puede distinguir entre los anticuerpos adquiridos pasivamente (calostrales) y
los adquiridos mediante infeccion natural, haciendo dificil el diagnostico en el peri
parto, por tanto se requiere del uso de la PCR que demuestra la presencia del

provirus en el ADN del individuo. (De Souza, 2008).

38



Los antigenos p24 y gp51 pueden detectarse en el sobrenadante de los cultivos
mediante radioinmunoensayo (RIA), ELISA, IDGA, y la presencia de particulas del

provirus se puede demostrar por microscopia y por PCR. (OIE, 2004).

1.1.6.1 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

Varios autores han descrito la utilizacion de la PCR para detectar el provirus de
LVB, con diversa eficacia se han utilizado cebadores construidos para combinarse
con las regiones gag, pol y env del genoma. El método més sensible y rapido es la
PCR doble (anidada) seguida por electroforesis y tincion EIl método descrito se
basa en secuencias cebadoras del gen env, que codifica la gp 51. Este gen esta
muy conservado, y tanto el gen como el antigeno estan generalmente presentes
en todos los animales infectados a lo largo de las fases de la infeccion. (Beier,
2001; Kklintevall, 1995).

La técnica esta limitada en su ejecucion a aquellos laboratorios que dispongan de
servicios de virologia molecular, y deben tenerse en cuenta las precauciones
normales y los procedimientos de control necesarios para asegurar la validez de
los resultados de la prueba. (OIE, 2004)

La PCR ha sido utilizada para la deteccion temprana del VLB en animales
menores de seis meses y evita reacciones de falso positivas, causadas por
transferencia pasiva de inmunoglobulinas a través del calostro. Otra ventaja radica
en la capacidad para detectar el virus en animales inmunotolerantes, la
sensibilidad es 96% vy la especificidad 45%, con respecto a la prueba de IGDA.
Esto demuestra que la PCR es mas sensible que las otras pruebas (Felmer, et al.,
2006)
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La PCR anidada se aplica para la deteccion de LVB en animales individuales en

las siguientes circunstancias:

» Terneros jovenes con anticuerpos del calostro,

» Casos de tumor, para diferenciar entre linfoma esporadico e infeccioso,
= Tejido tumoral de casos sospechosos recogidos en mataderos,

» Nuevas infecciones, antes del desarrollo de anticuerpos contra el VLB,

» Casos de resultados débilmente positivos o inciertos en pruebas de tipo
ELISA,

» Andlisis sistematico de ganado en centros de prueba de reproduccion

(antes de la introduccién en centros de inseminacion artificial),

» Ganado empleado en la produccion de vacunas, para comprobar que estan
exentos de LVB.

La prueba de PCR no es adecuada para utilizacion a nivel de hato, pero puede
emplearse como una ayuda a la serologia en pruebas confirmativas. (OIE, 2004).

1.1.7 Impacto Econémico

La LVB tiene un impacto significativo desde el punto de vista sanitario y
economico en la produccion debido a la mortalidad causada por la patologia
tumoral, la alteracion del sistema inmune del ganado infectado (que permite el
aumento concomitante de otras enfermedades infecciosas) y las restricciones
impuestas a la exportacion de ganado en pie, semen y/o embriones infectados, asi
mismo se podria extender estas restricciones a las exportaciones de productos
carnicos y lacteos ya que se ha detectado rastros de linfocitos infectados con
presencia de ADN proviral (Rama, 2009), también es importante por los costos en

que se incurre para el diagndstico, por la muerte prematura de algunos animales

40



como resultado del linfosarcoma y la pérdida de canales en mataderos
(DiGiacomo, 1992b).

Uno de los efectos mas dificiles de medir pero también uno de los més
importantes, es la deficiente respuesta de los animales infectados a otras
infecciones bacterianas y virales dada la inmunosupresion causada y por lo tanto
los gastos en tratamientos o las fallas post-vacunales y las pérdidas indirectas por

efectos sobre la capacidad reproductiva (Sandez et al., 2006).

En calculos realizados por Rhodes et al., (2003) en los Estados Unidos, un hato
con 50% de prevalencia de la infeccion por LVB, se calcula en $412 USD
incluyendo el costo de la enfermedad clinica (linfosarcoma), los efectos de la
infeccion subclinica en la produccion de leche y el descarte prematuro de los
animales; y un costo anual por infeccidn subclinica de $ 6406 USD. Las pérdidas
anuales por la disminucion en la produccion de leche en el pais alrededor de 525

millones de USD.

Mas importante para la industria lechera que el costo directo por las muertes es el
impacto de la LVB en el comercio internacional. Las restricciones en la importacion
de animales sero-positivos y el descarte de los animales clinicamente enfermos,
tiene un efecto notable, La alta prevalencia de la infeccion por LVB limita
seriamente la eleccion de bovinos y semen para exportar (Chamizo, 2005).

También es importante en salud publica, existe un reporte sobre la presencia del
antigeno gp 51 (glicoproteina de superficie) del virus de la LVB en el 7% de los
casos de cancer de seno, lo que sugiere que este virus seria capaz de infectar
células humanas, pero es una teoria en investigacion sin una conclusion final
(Ochoa et al., 2006).
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En el sistema lechero Colombiano, con una tasa de natalidad del 75%, una
produccion promedia de leche por vaca de 11,13 litros por dia y con la proporcion
de abortos del 5%, las pérdidas por vaca/afio ascienden a $ 2985 dodlares. Estas
cifras se obtienen sumando las pérdidas por temeros (macho: US$30 y hembra:
US$300) al deterioro en fertilidad a través de la produccion de leche esperada
(precio de mercado de US$0,27). Para los calculos se asumio un incremento de
dias abiertos por al menos siete meses en vacas que abortan y se descartaron los

demas efectos adicionales. (Romero, 1999)

En Colombia existe un grupo de enfermedades de notificacién obligatoria, sujetas
a programas de control oficial (Rabia bovina, Tuberculosis, Encefalitis
Espongiforme, Brucelosis, y Fiebre Aftosa) que afectan el comercio internacional y
exponen a la poblacién humana por ser, algunas de ellas, zoonosis. Sin embargo,
los problemas sanitarios también son generados por otras enfermedades, como
las parasitarias (parasitos externos, internos y hemoparasitos), virales (Leucosis),
bacterianas y carenciales, lo que determina bajos indices de natalidad y tasas de
mortalidad del 2% en adultos y 6% en crias respecto al inventario nacional que
son 22.674.472 millones de bovinos segun el ciclo de vacunacién del afio 2009.
(Fedegan, 2011)

En una recopilacion realizada por la Federacion Nacional de Ganaderos entre el
2005 y el 2009, de informacion proveniente de 24 laboratorios oficiales del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) y 5 laboratorios particulares, sobre las 16
enfermedades y/o sindromes que mas afectan la poblacion bovina, entre las que
se encuentra la Leucosis Viral Bovina, y que no estan no sujetas a control oficial,
encontraron que causan hasta el 30% de infertilidad y abortos, bajos porcentajes
de preiiez, momificaciones, tasas de natalidad promedio de tan solo el 53% y
elevada mortalidad neonatal. Las pérdidas econdmicas son superiores a los
$518.000 millones de pesos anuales, de los cuales este grupo de 16

enfermedades aportan la mayoria. (Fedegan, 2011)
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En el pais mueren 257.687 crias al afio por diferentes causas entre ellas la
Leucosis, una proyeccion presuntiva realizada por la subgerencia de salud y
bienestar animal de Fedegan en el afio 2009, Con un avalué unitario por cria
muerta de $300.000, las pérdidas fueron $77.306 millones de pesos/afio, y
Haciendo una estimacion de que las crias hembras hubiesen tenido desarrollo
normal con al menos 4 lactancias de nueve litros/vaca/dia x 305dias x $770/It,
tendriamos perdidas por hembra de $8.454.600pesos dejados de percibir por
venta de leche. (Fedegan, 2011).

De la misma forma en ganado adulto se tasa un valor comercial por hembra en
etapa productiva de $1.200.000 pesos de perdida por vaca que muere y 2.113.650
pesos que se dejan de percibir por lactancia no realizada. Asi mismo otro dato
importante son los 185.000 millones de pesos anuales que se gastan los
ganaderos en compras de medicamentos para el tratamiento curativo o
sintomatico de multiples enfermedades que afectan el hato ganadero del pais

entre las que esta LVB. (Fedegan, 2011).

1.1.8 Prevalencia

La prevalencia aumenta a partir de los 6 meses de edad, con la mayor incidencia
entre los 2 y 3 aflos, siendo mayor en planteles bovinos de leche que en bovinos

de carne (Gonzélez, 2001).

El virus tiene una distribucién mundial, aunque las tasas de prevalencia varian
ampliamente entre paises y continentes, siendo esporadica su presentacion en
Asia, Africa y Oceania, al contrario de lo que ocurre en los Estados Unidos y
Europa, donde la enfermedad es enzodtica. Tiene un alta prevalencia en algunos
paises, por ejemplo; en Nueva Zelanda 36%, Israel 25%, 30% en Australia, Chile

35,9%, Costa Rica 18,4% de los animales y el 51% de los hatos, Estados Unidos
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de América 23% de las vacas y el 69,6% de los hatos. Tanzania 36%,(Galdino
de lima, 1999).

Uruguay en 60 ganaderias de 3 departamentos mediante la técnica de ELISA
encontraron una seroprevalencia del 77%, 72% y 57%, en Brazil se encontraron
prevalencias del 4% hasta unas mayores al 70% en hatos, (Galdino de lima,
1999); en chiles en diferente estudios encontraron prevalencias del 21% al 59%
(Grau & Monti, 2010).

En los dltimos afios se han implementado programas de erradicacion en varios
paises del mundo entre ellos Bélgica y Alemania en 1976, Australia en 1979,
Holanda y Ungria en 1982, en Dinamarca iniciaron la lucha contra la enfermedad
en 1959 utilizando pruebas sanguineas para identificar linfocitosis persistente
luego en el 76 utilizaron la Inmunodifusion en agar gel; gran parte de estos paises
lograron erradicar por completo la enfermedad y otros la mantienen a niveles muy
inferiores, en estonia un programa nacional contra LVB mostro un excelente
progreso llegando a cifras de 180 animales positivos por cada 100 mil bovinos en
los afios 80 y ya en el afio 1994 encontraron 0% de prevalencia. (Galdino de
Lima. 1999)

En Colombia, LVB se identificé por primera vez en 1957 a partir de casos clinicos
y de necropsia llegados a centros veterinarios de diagnostico (Marifio, 1984). En
1978, se reportd un caso de la forma juvenil de la Leucosis esporadica en un
animal de 21 meses proveniente del municipio de Facatativa, departamento de
Cundinamarca. En el afio siguiente se reportd un caso de la forma adulta de
linfosarcoma. Estos hallazgos estimularon a un grupo de investigadores del
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) para emprender el estudio sisteméatico de
la Leucosis bovina enzooética, que se inici6 con la normalizacion de las
metodologias de produccion de antigeno gp-51 (Marifio, 1984), el estudio de la

prevalencia serologica en la Sabana de Bogota y los estudios de infeccion
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experimental en ovinos y de comportamiento de proteinas séricas en temeros

infectados experimentalmente (Neira, et al., 1981, citado por Alfonso, et al., 1998).

Los primeros analisis epidemiolégicos establecieron una prevalencia serologica
de 36,4 (+/- 5,2%) para la Sabana de Bogota en 1980. Dos afios mas tarde, Parra
et al., 1982 reportaron una prevalencia de 25,9% para la zona Andina. En este
sentido se encontraron prevalencias en ganado de leche de 24.9 % para la region
Andina, 14.4 % para la region Caribe y 15.3 % para el Piedemonte Llanero
(Romero et al. 1999).

En otro estudio en este mismo departamento en los municipios de Cereté, San
Carlos y Momil, se reporté un 15% de seroprevalencia con la técnica de ELISA, al
igual que un 21% en animales con trastornos reproductivos (Betancour & Rodas
2008). En una compilacion realizada por la Federacion Colombiana de Ganaderos
entre los afios 2005 y 2009 encontraron que los laboratorios del ICA y otros de
referencia reportan una prevalencia del 25% en un total de 20.910 muestras
procesadas en busqueda de la enfermedad de todo el pais, La LVB es la tercera
causa de solicitud diagnostica en el grupo de enfermedades reproductivas, en la
tabla 1 observamos la distribucion nacional de las 20.910 muestras indicando el
departamento, nimero de municipios por departamento que enviaron muestras;
cuantas muestras se procesaron y cuantas fueron positivas con su respectivo

porcentaje de prevalencia. Tabla 1. (Fedegan, 2011).
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Tabla 1: Distribucibn de muestras procesadas y porcentaje de positividad a
Leucosis Viral Bovina, por departamento y nimero de municipios que enviaron
muestras. Colombia 2005 — 2009 (Fedegan, 2011)

Leucosis

Departamentos Municipios e Muestras Positividad
que enviaron
muestras

Segun la OIE (2004) en Colombia entre 1996 y 2004 se presentaron 198 focos de
la enfermedad, 1083 casos y 39 muertes.

En Antioquia, Aguilar et al., (1989) estudiaron la prevalencia serolégica de LVB en
hatos lecheros del Municipio de San Pedro de los Milagros, por medio de la
técnica de Inmunodifusién en gel de agar (IDGA), y encontraron un 12.07% de

prevalencia, la mayor prevalencia se encontré en el grupo etario de 5 a 9 afios.
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Ruiz, (1995) encontro un 3.9% de seropositividad a LVB, mediante la técnica de
IDGA.

La prevalencia de titulos de anticuerpos en el hato Paysandu, en el corregimiento
de Santa Elena departamento de Antioquia, hallando un 14.65% de infeccion en

la poblacion en estudio.

Ramirez et al., (2002) en tres fincas, utilizando la técnica ELISA, no encontro
presencia de LVB en los terneros, las novillas fueron 37,5% seropositivas a la
infeccion, 54% negativos y 8,3% sospechosos. ElI 71,9% de las vacas fueron

seropositivas, 19,5% negativos y 8,6% sospechosos.

Alfonso et al., (1998) determind la prevalencia del VLB en vacas productoras de
leche de la Sabana de Bogota y de los Valles de Ubaté y Chiquinquira, principal
area lechera de Colombia, mediante la técnica de inmunodifusion doble en gel de
agar con antigeno gp-51. Se establecié una prevalencia serologica del 45,28%,

con un nivel de confianza del 95%.

En el municipio de Villavicencio en los llanos orientales se encontré prevalencias

del 10% en los hatos lecheros y 51% de los predios afectados. (Fedegan, 2011)

Utilizando la técnica de inmunodifusion, en bovinos de la Costa Norte de Colombia
detectd la presencia del VLB en el 1,5% animales examinados. El porcentaje de
positivos aumento gradualmente con la edad, de 0,2% en animales menores de 7
meses, 0,6% de 7 a 12 meses, y 4,7% en animales mayores de un afo. El 9,4% y
el 1,4% de los Bos taurus y los Bos indicus respectivamente fueron positivos,
mientras que ninguno de los animales cruzados fueron positivos (Betancur et al.,
2008).

En el municipio de Monteria departamento de Cérdoba se encontro un 21.5% de

positivos a la enfermedad utilizando la técnica ELISA con mayor seroprevalencia
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en el grupo etario mayor de 7 afos, en las razas cruzadas, en explotaciones doble

propasito y en machos (Betancur et al., 2008).

Para el valle del cauca en la raza criolla harton del valle, mediante la técnica de PCR la
prevalencia de LVB fue del 83% (Hernandez, 2011). Otro estudio mostro 25%
identificado mediante la técnica de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) anidado
par hatos del valle del Cauca (Mufioz et al., 2008); Asi mismo en la recopilacion de
informacion documentada por Fedegan, precisa que en el valle del cauca para el
periodo 2005-2009 arrojo un 32% (tabla 1) de positividad al virus de un total de muestra
de 1056 procesadas. (FEDEGAN, 2011)
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Tamafo de Muestra (Animales)

En el censo ganadero que realiza Fedegan dos veces por afio en el ciclo de
vacunacion contra la fiebre aftosa, para el afio 2007 el valle del cauca contaba con
una poblacion bovina dedicada a la lecheria especializada de 24.130 animales,
que tenian una produccion reportada de 405.481 litros diarios.

Teniendo en cuenta este censo y la prevalencia del 25% encontrada por Mufioz et
al., (2008) se utilizo la siguiente formula establecida para la determinacion de la
muestra:

ZZ*N*p*q

€2 (N-1)+z2*p*q

Donde:

n: Tamafo de muestra = 200

Z: Asociado al nivel de confianza 90%
N: Tamafo de la poblacion.

P: probabilidad de animal con virus 0,25
Q: probabilidad de animal sin virus. 0,75
€: Probabilidad de error al 0.05
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Se muestrearon 200 hembras bovinas mayores de tres afios de edad, 155 de la
razas Holstein y 39 de la raza jersey, de uno a cinco partos y una a cinco
lactancias completas, en nueve fincas de lecheria especializada ubicadas en los
municipios de Darién, Yotoco, Restrepo, Buga, Guacari y San Pedro; en el
departamento del Valle del Cauca, distribuidos como muestra la tabla 2 y la figura
5. Una de las condiciones importantes fue que el hato llevara registros de la
informaciéon productiva, reproductiva, clinica y sanitaria de los animales. En el
estudio se ubicaron fincas donde el manejo nutricional y sanitario fuera acorde con
las buenas practicas ganaderas; en los nueve hatos la base de la alimentacion es
forraje verde en pastoreo rotacional y se suplementa en el modulo de ordefio con
concentrado especializado para produccién lechera y sales mineralizadas. El plan
sanitario preventivo en todos los hatos incluye vermifugaciones periddicas,
aplicacion de vacunas de control oficial como la fiebre aftosa y la brucelosis.
Ademas se aplican otras vacunas para prevencion de enfermedades como:
rinotraqueitis infecciosa bovina, diarrea viral bovina, para influenza, leptospirosis y

virus sincitial bovino.

De las 200 muestras trasladadas al laboratorio, Unicamente se logro extraer ADN
de 194.
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Tabla 2: Municipios de ubicacion de las fincas, numero de fincas por municipio y

numero de muestra tomadas.

TOTAL
MURNICIPIO FINCA MUESTRAS MUESTRAS
MUNICIPIO
1 O 20
Darién 2 o 18 60
3 3 22
Yotoco 4 o 23 23
Restrepo 5 < 17 17
Buga 6 e 28
T L 29 57
Guacari 8 Lo ] 24 24
San Pedro ) < 13 13

Figura 2: Distribucién geografica de las fincas muestreadas. Fuente: Mapa IGAC-
CVC Cartografia basica IGAC 1:300000
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2.2. Toma de muestras

Se tomaron 5 ml de sangre entera, extraidas de la vena coccigea en la base de la
cola mediante venipuncion cerrada, utilizando estilete para vacutainer y tubo tapon
lila que contiene EDTA (Acido etilendiamintetracetico) como anticoagulante. El
transporte hacia el laboratorio se realizo conservando la cadena de frio mediante
el uso de pilas (bolsas con gel) congeladas en las siguientes 4 horas, para llegar a
su disposicion final en refrigeradores a 4 °C.

2.3. Exploracion Clinica

A los 194 bovinos se les realizo una exploracion clinica mediante examen
tocolégico o de palpacién de los ganglios: retrofaringeos o submandibulares,
preescapulares, inguinales y mamarios; observacion del estado de las
membranas mucosas, apariencia general y alteraciones visibles de la piel; ademas
del desplazamiento del animal para identificar cojeras, como lo describe Blood &
Radostits (1992), en adicion se realiz6 una clasificacion de condicién corporal
segun los pardmetros establecidos por Ferguson (1994) en ganado tipo leche con
puntajes que van del 1 siendo un animal en estado extremo de desnutricion hata el
5 que es un animal obeso, en esta clasificacidbn se estima un animal ideal en
produccién de leche cuando califica entre 3 y 3,5. Para la resefia y consignacion
de los anamnesicos productivos y reproductivos, asi como los sintomas
encontrados en la exploracion clinica se utilizo la planilla de evaluacion clinica del

anexo 1.

2.4. Extraccién de ADN

La extraccion del ADN se realizo siguiendo la técnica de “Salting-out” modificado

para micro-extraccion descrita a continuacion:
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Rapidamente, tomar entre 0.2 y 0.5 ml de sangre total y agregarlos en 0.5 ml de
Solucién de Lisis | (0.32 M Sacarosa, 10mM Tris HCI pH = 7.5, 5mM MgCL,, 1%
Tritdbn X-100). Centrifugar a 14000 RPM x 1 minuto. Descartar el sobrenadante.
Adicionar 1 ml de Solucion de Lisis | y mezclar por inversion. Hacer vortex hasta
desbaratar el pellet. Centrifugar a 14000 RPM x 2minutos. Descarte el
sobrenadante. Repetir hasta lograr un pellet (Precipitado) de color totalmente
blanco o transparente. Agregar al precipitado 400 pl de Solucién de Lisis Il (10mM
Tris HCI pH = 7.5, 10mM de EDTA pH = 8.0, 50mM de NaCl, 0.2% SDS) y 20 ul de
Proteinasa K (10 mg/ml). Incubar 30 minutos a 56°C y hacer vortex cada 5
minutos. Agregar 300 pl de Solucién NaCl 5M. Hacer vortex de 30 a 60
segundos. Centrifugar a 14000 RPM x 12 minutos. Pasar 350 pl de sobrenadante
a un tubo nuevo con 900 ul de Etanol absoluto frio. Centrifugar a 14000 RPM x 12
minutos. Descartar el sobrenadante, evitar perder el pellet. Agregar 1 ml de Etanol
al 70%, mezclar por inversiéon durante 2 minutos y centrifugar a 14000 RPM
durante 5 minutos. Descartar suavemente el sobrenadante y dejar secar el pellet.
Adicionar 100 pl de TE 1X (1mM Tris HCI pH = 7.5, 0.1mM EDTA pH = 8.0)
(Sambrook et al., 2001).

2.4.1 Cuantificacion del ADN

La concentracion de ADN se determino con el bacterié6fago lambda, utilizando
concentraciones conocidas, haciendo observaciones mediante el uso de geles de
agarosa al 0.8% tenidos con Bromuro de etidio, luego se diluyo a una

concentracion de 20 ng/pl.

2.4.2 Amplificacién

Utilizando la técnica PCR-anidado se amplific6 una regién altamente conservada

del gen env viral.
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La primera reaccion se realizé a un volumen final de 30 pl que contenia 20 ng de
ADN, 1,25 mM de cada oligonucledtido (F-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA Y R-
AACAACAACCTCTGGGAAGGGT), 0.2 mM de cada DNTP, 1X de tampén PCR,
2.5 mM MgCI2 y 1U de Taqg DNA Polimerasa. En la segunda reaccion se utilizé
como ADN molde 2 ul del producto de PCR de la primera amplificacion, las
mismas concentraciones de los otros reactivos y los oligonucleétidos (F-
CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT y R-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG). EI
perfile térmico incluye una etapa de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 9
minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos para
desnaturalizacion, 60°C durante 30 segundos para hibridacion y 72°C durante 1

minuto elongacion, terminando con una extension final a 72°C durante 4 minutos.

2.4.3 Electroforesis

Para comprobar que la PCR genero el fragmento de ADN esperado, se empleo la
técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con 1 pl de bromuro de

etidio por cada 100 ml de agarosa.

2.5. Andlisis Estadistico

Para los analisis estadisticos se formaron los siguientes grupos: animales
positivos con sintomas clinicos evidentes (PS), positivos asintomaticos (PA) y
negativos (NE); segun origen de muestreo: finca 1, finca 2, finca 3, finca 4, finca 5,

finca 6, finca 7, finca 8 y finca 9, utilizando el software SAS versién 9.2.

Se determiné el porcentaje de presencia del virus para cada finca. Se realizaron
pruebas de X2 para determinar dependencia entre el virus y mastitis, metritis,
abortos y cojeras sufridas en algun periodo de desarrollo productivo del animal,
para esta prueba se plantea la Ho; que la mastitis, metritis, cojera o abortos son
patologias dependientes de la presencia del provirus y la H1; que la mastitis,

metritis cojera o abortos son patologias que se presentan independientemente de
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la presencia del provirus en el animal. También se probd con el test exacto de
Fisher y el método estadistico Odds Ration para determinar la oportunidad relativa
en numero de veces que puede estar expuesto a sufrir una patologia un animal

positivo al virus respecto al que no lo esta.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3. 1. Deteccidén del virus con PCR anidada.

La extraccion del ADN realizada en laboratorio de biologia molecular de la
Universidad Nacional de Colombia, mediante la técnica de “Salting-out,”
modificado para micro-extraccién dio buenos resultados obteniéndose ADN en
concentraciones que variaron desde 10 a 80 ng/ul; Para obtener mayor eficiencia
del protocolo se aumentd el tiempo de incubacion con proteinasa K de 30 a 60
minutos, y el proceso de purificacion del ADN con el etanol absoluto frio se
incremento de 30 a 60 minutos, con temperatura de 20 grados bajo cero, con esta
modificacion la concentracion de ADN EN las muestras aumento hasta 100 a 150
ng/ul. Para la identificacion del provirus de LVB se realiz6 la PCR anidada y la
técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1%, permitié observar una banda de
444 pares de bases en los animales positivos a la presencia del provirus. Asi
mismo se utiliz6 ADN de un testigo negativo y un testigo positivo que fueron
identificados previamente mediante la técnica de ELISA en el Centro de
Diagnostico Veterinario del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), para

contrastar los resultados. Ver figura 6.

En el anexo 2, se encuentran la tabla con las concentraciones de ADN de cada
muestra y la cantidad a diluir para obtener una concentracion de 10 ng/ul, el ADN
se conservara en el Laboratorio de Biologia Molecular para futuras

investigaciones.
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Figura 3: Producto de PCR amplificado. Carril 1. marcador de peso molecular
100bp; carril 2 al 5: animales positivos a la presencia del provirus; carril 6: animal

negativo a la presencia del virus; Carril 7; testigo negativo; carril 8; testigo positivo

500 bp
300 bp 444 pp

100 bp

3.2 Prevalencia del Virus de la Leucosis bovina.

La técnica de PCR anidada permitio encontrar el 77,8% de animales positivos al
VLB en los 9 hatos de lecheria especializada evaluados, siendo un resultado
similar al 83% encontrado por Hernandez et al., (2011) en ganado criollo Hartén
del valle en el departamento del Valle del cauca y alejado del reporte hecho por
Mufioz et al (2008) quienes haciendo uso de la misma técnica encontraron una
prevalencia viral del 25% en el mismo departamento. Se evidencia una tendencia
al incremento de la prevalencia viral en las explotaciones ganaderas del
departamento y posiblemente del pais; esta situacion pone al productor en
desventaja frente a los mercados nacionales e internacionales como el tratado de
libre comercio con los Estados Unidos, debido a que la legislacién nacional en la
resolucién numero 2905 del 2007 emanada por el ministerio de la proteccién social
“por la cual se establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios y de
inocuidad de la carne y productos carnicos comestibles de las especies bovina y

bufalina destinados para el consumo humano y las disposiciones para su
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beneficio, desposte, almacenamiento, comercializacion, expendio, transporte,
importacion o exportacién”. Define lo siguiente sobre la Leucosis viral bovina:
e Animales con lesiones mdultiples macroscopicas se debe decomisar
totalmente la canal y los 6érganos para uso industrial.
e Animales con reaccion positiva a la enfermedad se autoriza el uso de la
canal y las visceras condicionadas a que solo se debe utilizar en

produccion de derivados carnicos. (Fedegan, 2007)

La prevalencia (PA+PS) del virus en los hatos, varia de 58,9% en el hato 5 a
92,9% en el hato 6 es preocupante, por las implicaciones productivas,
reproductivas y comerciales, dado que hatos lecheros de alta productividad
venden ganado seleccionado y la posibilidad de venta se reduce debido a la
susceptibilidad que tienen las crias y descenso en la produccion de leche en la
fase de desarrollo de la enfermedad. (OIE, 2004).

3.3 Hallazgos clinicos.

En la exploracion clinica se observaron los sintomas mas comunes entre los
animales positivos al virus, encontrando 26,3% de individuos con sintomas
caracteristicos propios de LVB (PS) como: adenomegalia en ganglios (inguinales,
mamarios y supraescapulares), con superficie lisa consistencia firme y turgente,
de facil desplazamiento sin adherencias a los tejidos subyacentes; palidez
marcada en las membranas mucosas (ocular, vulvar y bucal) y nddulos
superficiales en la piel de forma irregular consistencia firme sin dolor al tacto con
tamafos diferentes que variaron desde 1 a 20 cm de espesor en diferentes areas
del cuerpo (periné, fosa paralumbar, regién costal, region perianal y tabla del
cuello); falla cardiaca (latidos cardiacos apagados arritmia, bradicardia,
ingurgitacién de la vena yugular con pulso venoso positivo), similar a lo descrito
por Kahn (2007); 51,5% de los animales que fueron positivos al virus, no

presentaron sintomas clinicos caracteristicos que permita relacionarlos con el
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desarrollo clinico de la enfermedad (PA) y 22,2% de animales fueron negativos

(NE) a la presencia de provirus, tabla 3.

Tabla 3: Resultados: Animales positivos asintométicos (PA), positivos
sintométicos (PS) y negativos (NE), nimero de muestras (N); Por Finca y Raza.

RAZAS _ FINCAS N PA PS NE
N % N % N %

1 20 14 70 2 10 4 20

2 18 11 611 4 222 3 167

3 22 13 591 5 227 4 182

HOLSTEIN 4 23 11 477 6 261 6 262
5 17 7 412 3 177 7 411

6 28 12 429 14 50 2 71

7 29 14 483 8 276 7 241

8 24 12 50 3 125 9 375

JERSEY 9 13 6 461 6 461 1 7.8

HOLSTEIN 82 529 42 252 33 219

PROMEDIOS JERSEY 18 481 9 293 10 22.6
TOTAL 9 104 100 515 51 263 43 22.2

Los sintomas clinicos se distribuyeron entre los PS, tabla 4; el sintoma mas comun
fue la adenomegalia en ganglios linfaticos 78,4%, siendo mayor que el 62%
reportado por Chamizo (2005); nédulos superficiales en piel 56,8%, palidez en las
mucosas 47%, fallas cardiacas 4% y masas tumorales (linfosarcoma) 4%. En los
PS el 88,3% de individuos presentaron dos o mas sintomas clinicos que los
asocian con la fase en desarrollo de LVB; El 11,3% aunque solo evidencio un
sintoma, este fue la hiperplasia ganglionar sin episodios febriles que es un signo
patognomonico de la fase activa de la enfermedad en sus estadios iniciales. Blood
& Radostis (1992). EI mayor numero de animales positivos sintomaticos se

observo en las fincas 4, 7y 9 con 35%, 36% y 50% respectivamente de
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individuos con al menos un sintoma relacionado con la enfermedad, respecto al

total de positivos de cada finca.

Tabla 4 Distribucion de los sintomas en los individuos positivos sintomaticos (PS).

CARACTERISTICAS COMUNES DE LEUCOSIS VIRAL BOVINA
NODULOS MUCOSAS MASAS ADENOMEGALIA  FALLAS

FINCA PS EN PIEL PALIDAS TUMORALES GANGLIONAR CARDIACAS
1 2 0 2 1 2 1
2 4 3 1 0 3 0
3 5 4 1 0 4 0
4 6 6 2 0 3 0
5 3 1 1 0 3 0
6 14 7 5 1 9 1
7 8 2 4 0 8 0
8 3 1 3 0 2 0
9 6 5 5 0 6 0

TOTAL 51 29 24 2 40 2

56,8% 47% 4% 78,4% 4%

Dos animales presentaron tumores que se pueden asociar a los linfosarcomas que
se generan en la fase terminal de la enfermedad, un individuo de la finca 1
presento ganglio linfatico supraescapular hiperplasico, mévil de consistencia lisa y
duro (foto 2A), masa nodular con caracteristica tumorales (linfosarcoma) en la
region perineal de la glandula mamaria que media 11cm de longitud, 6 de ancho y
5 de profundidad, turgente, no adherido a los tejidos adyacentes, sin cambios de
temperatura local (foto 2B), masa tumoral en la regidén perianal de 20 cm longitud,
15 cm ancho y 14 de profundidad, que alcanzo 1,5 kilogramos de peso de
consistencia firme al tacto, al corte el tejido de color blanquecino, friable y sin
aparente estructura anatomica; un animal de la finca 6 evidenciaba protrusion del
globo ocular izquierdo con lagrimeo constante y perdida total de la visiéon
unilateralmente, edema en la region submandibular (foto 3), ingurgitacion de la
vena yugular con pulso venoso positivo, letargia, latidos cardiacos apagados e
irregulares y postracion en decubito esternal (foto 2C); ambos presentaban

caquexia generalizada con condicion corporal 1,5 y 2 respectivamente segun la
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clasificacion para ganado lechero de Ferguson (1994). Estos individuos equivalen
al 1,32% de los animales portadores del virus, siendo consecuente con Gonzalez
et al.,( 2001) quien afirma que luego de un prolongado periodo de incubacion, en
general de 3 a 5 afos, solo una baja proporcidon de animales desarrollan tumores
(0,1 — 5 %) y muy cerca de lo descrito por Kahn, et al., (2007), quien asegura que
estos procesos neoplasicos se desarrollan cada afio en 0,5 a 1% de los animales
infectados en el hato y evoluciona rapidamente hacia la muerte, en este estadio
del virus se reporta un decrecimiento de la produccion de leche ya que las
hembras sometidas a factores estresantes estan expuestas a padecer formas mas

severas de la enfermedad.

3.4 Hallazgos de necropsia.

En el proceso de necropsia realizado, se encontrd el pericardio con gran cantidad
de tejido infiltrativo color lardaceo, parecido al tejido adiposo, al corte se pierde la
estructura anatébmica del 6rgano por la presencia de pequefias nodulaciones
tumorales, de igual manera en el musculo cardiaco pese a no ser un érgano
linfoide se encontraron grandes areas infiltrativas con tendencia nodular en forma
difusa de color blanquecino, perdiéndose la estructura anatomica al corte del
miocardio, las auriculas con engrosamiento y nodulaciones tumorales en toda la
superficie con limitada elasticidad del tejido y perdida de la estructura anatémica,
el corazdn alcanzo 12,5 kg en una vaca de 360 kg cuando el peso normal para un
animal de esta talla no debe superar los 4 kg; en el ojo, desprendimiento de retina,
edematizacion del globo ocular, degeneracion del tejido retrobulbar, necrosis del
nervio optico comprometiendo el quiasma oOptico y los cuerpos geniculados,
hipoplasia en la region de los cuerpos geniculados con focos necroticos
generalizados; ganglios linfaticos hiperplasico moviles, lisos, turgentes con gran
edematizacion al corte, perdida de la continuidad en la corteza del ganglio con
gran cantidad de tejido linfosarcomatoso; el higado congestivo de tonalidad oscura

con multiples focos hemorragicos; rifiones cubiertos de tejido linfoproliferativo en
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su capsula y focos blanquecinos en la pelvis renal; el intestino delgado en la
porcion del ileon se presenta disminucidon marcada del lumen intestinal con
engrosamiento de la pared, al corte se evidencia edematizado, turgente y con
perdida de continuidad estructural; y gran cantidad de tejido carcinomatoso en el

epiplon y tejido retroperitoneal.

Foto 1: A= Ganglio supraescapular hiperplasico; B= Masa tumoral en la region

perineal de la glandula mamaria; C= Ingurgitacién de la vena yugular con pulso

venoso positivo generado por la insuficiencia cardiaca congestiva derecha.

S

Foto 3: Protrusion del globo Foto 2: Corazén con focos difusos de
ocular y edema  tejido infiltrativo.
submandibular.
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3.5 Pruebas chi cuadrado, Odds Ration y Fisher.

En las pruebas de independencia realizadas con la distribucion X2 se encontré que
la mastitis es una patologia dependiente de la presencia del virus donde 43,1% de
los individuos PS sufrieron mastitis; 33% de los PA y los NE solo el 16,2% tuvieron
mastitis (tabla 5); siendo mayor que el 31,53% de mastitis en hatos colombianos
encontrado por Calderon y Rodriguez, (2008) esto debido al proceso de
inmunosupresion que se genera por la alteracion del sistema linforeticular (Kahn,
et al., 2007).

En la prueba Odds Ration los positivos sintomaticos tuvieron 3,9 veces mas
riesgo relativo de sufrir mastitis que los individuos negativos siendo significativo en
el test exacto de Fisher y para el total de positivos (PA+PS) comparado con los
negativos el riego relativo fue de 2,51 veces mas de sufrir mastitis; esta patologia
ha sido catalogada como una de las enfermedades de gran impacto econémico
para la ganaderia tipo leche, su efecto sobre la disminucién de la produccion de
leche como impacto primario, sumado a la baja en la calidad de leche por residuos
de farmacos utilizados en el tratamiento tiene sus consecuencias en el precio de la
leche y provoca restricciones comerciales, sumado a esto se da la pérdida de
animales de alta produccion por el descarte de los mismos y el alto costo de los
tratamientos curativos y preventivos a utilizar para disminuir el impacto de la
enfermedad (Romero, 1999). La mastitis bovina es muy persistente en el ganado
lechero, usualmente es tratada o prevenida con antibiéticos intramamarios;
representando una carga econémica muy alta a los productores de leche en todo
el mundo. Las pérdidas mundiales, anuales debido a la mastitis, se han estimado
en 35 billones de délares americanos (Wellenberg et al., 2002; O Flaherty et al.,
2005). Esto debido al proceso de inmunosupresion que se genera por la alteraciéon
del sistema inmune permitiendo el desarrollo de enfermedades concomitantes
(Rama, 2009).
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Al ser la glandula mamaria el o6rgano principal a cuidar en una explotacion
ganadera comercial dedicada a la produccion de leche, la predisposicion a sufrir
mastitis por el estado de inmunosupresién al que est4d sometido el animal
provocado por el virus, genera pérdidas al productor por los costos del tratamiento
médico que puede ascender a $120.000 pesos en un animal con mastitis
subclinica diagnosticado con el test de california mastitis test y hasta $250000 en
un mastitis clinica identificando el patégeno con el uso de cultivo y antibiograma,
ademas se debe sumar las pérdidas por descarte de leche generadas durante la
aplicacion del tratamiento y el tiempo de retiro estimado en las recomendaciones
del medicamento; en glandula mamaria al sufrir repetidos o prolongados periodos
de inflamacion el epitelio alveolar sufre transformaciones en su estructura y pasa
de ser un tejido galactopoyético a un tejido cicatrizal no recuperable, disminuyendo
la capacidad productiva del animal (Baez, 2002).

Tabla 5 Relacion de la patologia mastitis con la presencia viral.

PS PA NE
N % N % N %
MASTITIS
POSITIVO 22 43,1 33 33 7 16,2
MASTITIS
NEGATIVO 29 56,9 67 67 36 83,8
51 100 43

Con el método estadistico Odds ratio (Hutchon, 2001) se calculé el riesgo relativo
respecto al desarrollo de patologias concomitantes por la presencia del virus y se
aplicé el test exacto de Fisher (Agresti, 1992) encontrando que los animales
portadores del virus VLB tienen 2,51 veces mas riesgo de sufrir mastitis que los

animales NE, con un valor de significancia lo que afecta la produccion de leche,

64



generando pérdidas econdmicas por descarte y baja en el precio de la leche, asi
como el descarte de animales por eventos recurrentes de mastitis y pérdida de
uno 0 mas cuartos; las relaciones con otros sintomas fueron menor asi; 1,03
veces mas riesgo de sufrir metritis; 1,54 veces mas riesgo de sufrir cojeras; 0.96
de sufrir abortos, no siendo significativo al test exacto de Fisher por tanto se
determina que la metritis, cojera y abortos no son patologias dependientes de la

presencia viral en el hato, tabla 6.

Tabla 6: Prueba de Odds Ratio y test de Fisher para las patologias Mastitis,

Metritis, Cojeras y Abortos.

PATOLOGIA OR INTERVALO DE TEST
CONFIANZA 95% FISHER
MASTITIS 2,51 1,2177 5,1877 0,015 *
METRITIS 1,03 0,5245 2,0412 INS
COJERA 1,54 0,7391 3,2116 0,267NS
ABORTO 0,96 0,3321 2,7986 INS

*= P (0.01 £ a =< 0,05) significativo.
NS= P (a = 0.05) No significativo.

3.6. Efecto del virus sobre la produccion de leche a 305 dias y el intervalo

entre parto (IEP)

En el ANDV tabla 7, la finca tuvo efecto altamente significativo sobre la produccion
de leche a 305 dias de lactancia, al igual que el nimero de partos; esto debido al
manejo de cada explotacion donde difiere la alimentacién, el manejo, la sanidad y
el bienestar animal sumado a las condiciones medioambientales que hacen de
cada explotacion un universo diferente. El efecto del virus fue altamente
significativo en la produccion de leche, debido a la inmunosupresion causada por
el virus (Kahn 2007), la glandula mamaria se hace susceptible a la colonizacion de

microrganismos que ocasionan procesos infecciosos, la presencia de antigenos
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desencadena una respuesta inmunoldgica; la estructura del tejido galactopoyetico
sufre descamacion celular como mecanismo de defensa, en esta descamacion
van linfocitos y macréfagos que llevan en su nacleo el ADN proviral, esta leche se
convierte en una fuente de contaminacion para crias que se alimenten de la
misma y por la presencia de células leucocitarias se incrementa el recuento de
células somaéticas, bajando su calidad para el mercadeo en forma liquida; la
disminucién en la produccion se debe que, el tejido epitelial de la glandula
mamaria baja o detiene su produccion por la injuria y proceso inflamatorio,
generando pérdidas econdmicas por disminucién en la produccion y baja de la
calidad del producto entregado, (Baez, 2002) la no diferencia entre PA 'y PS puede
deberse a que los productores no eliminan del hato animales PA de alta
productividad, en la interaccioén finca x virus fue significativa porque el estado del
virus influyo de manera diferente sobre la produccion de leche dependiendo de la
finca, donde unos hatos presentaron diferencias en la producciéon entre los NE y
los PS finca 5 y en otros no se evidencio disminucion en el orden légico esperado
entre los NE, PA y PS finca 6, tabla 11; en la interaccion parto x virus se dio un
alto nivel de significancia porque, hubo una disminucién importante en la
produccion con la presencia del virus en el primer parto, en el segundo parto el
efecto fue menor y en el tercer parto solo existen pequefias diferencias tabla 8, el
porcentaje de animales negativos fue de 25,5% 21,9% y 20,4% para el primero
segundo y tercer parto, y el porcentaje de animales PS aumento de manera
drastica entre el primero 11,7%, el segundo parto 30,1% y el tercero 34%, lo que

indica el progreso de la enfermedad a través de los partos.
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Tabla 7: ANDEVA para produccion de leche a 305 dias de lactancia.

FUENTE GL CUADRADO DE LA MEDIA

FINCA 8 4483959**
NPARTO 4 6189715**

VIRUS 2 5858472**
FINCA*VIRUS 16 777581NS
NPARTO*VIRUS 8 3380128**
FINCA*NPARTO*VIRUS 28 1818792**

ERROR 127 594487

CV =19,74%

** =P (a < 0,01) altamente significativo.
* =P (0.01 <a< 0,05) significativo.
NS = P (a 20,05) No significativo.

Para el efecto del numero de partos en la produccién de leche a 305 dias los
individuos de quinto parto promediaron 6274 kg por lactancia en tanto que los de
primer parto 3793 kg por lactancia presentando diferencia significativa en la
prueba de promedios de Duncan tabla 9, demostrando que las vacas a medida
que aumentan el nimero de partos aumentan su produccion, este evento se da
por que las vacas continlan en crecimiento e incremento de su masa corporal
hasta el tercero o cuarto parto, por tanto incrementa de tamafio y capacidad de

produccion la glandula mamaria como lo afirma Olivera (2001).
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Tabla 8: Interaccién parto x virus en la produccion.

NPARTO VIRUS N PROMEDIO
1 NE 13 4.558
1 PA 32 3.561
1 PS 6 3.375
2 NE 16 4.962
2 PA 35 4.887
2 PS 22 4.546
3 NE 9 5.540
3 PA 20 5.484
3 PS 15 5.357
4 NE 2 4.122
4 PA 7 5.432
4 PS 4 6.183
5 NE 3 6.263
5 PA 6 7.555
5 PS 4 4.362
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Tabla 9: Prueba de promedios de Duncan para produccion de leche a 305 dias y
namero de partos.

DUNCAN* PROMEDIO N NPARTO

A 6274 13 5
B 5461 13 4
B 5452 44 3
C 4777 73 2
D 3793 51 1

*  Medias con letra diferente  son
significativamente diferentes P (a < 0,05).

El virus tuvo un efecto altamente significativo sobre la produccion de leche con
una diferencia de 251 kg/lactancia menos los PS respecto a los NE tabla 10, este
descenso en la produccion representa el 5% siendo superior a lo afirmado por la
(OIE 2004) que reporta una disminucién en la produccion de leche de 2,5 a 3%.
Tomando como base el valor comercial del kilogramo y/o litro de leche para la
zona del Valle del Cauca calculado en $897 y un valor estimado por animal
descartado de $1200.000 (Fedegan 2011) con una taza de descarte del 1,32%
que se encontrd en este estudio, por cada 100 animales en produccién positivos al
virus en un hato el ganadero tendria perdidas por $24°098.700 anualmente, esto
se acrecienta aun mas en hatos, donde hubo mayor diferencia entre PA y PS mas
altas, como en las siguientes fincas; finca 4 promedio los NE en 5794 kg, PA 4739
kg y PS 4448 kg; finca 7 promedio los NE 4950 kg, PA 4891kg y PS 4419 kg;
finca 8 promedio de los NE 4020 kg, PA 3919 kg y PS 3177 kg; finca 9 promedio
los NE 5365 kg, PA 4678 kg y PS 4280 kg; siendo NE los de mayor produccion de

leche en comparacion con los PA'y los PS, tabla 11.
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Tabla 10: Prueba de promedios de Duncan para produccién de leche a 305 dias y
clasificacion viral.

DUNCAN N MEDIA VIRUS
A 43 5012 NE
B 100 4763 PA
B 51 4761 PS

* Medias con letra diferente son significativamente
diferentes P (a < 0,05).

En la finca 4 se realiz6 un ejercicio econdmico para ilustrar las pérdidas
ocasionadas por la presencia del virus en una ganaderia comercial dedicada a la
produccién de leche, con una diferencia de 1346 kg (tabla 11) entre NE y PS si el
precio actual del litro de leche $ 897 en el Valle del Cauca segun Fedegan (2012)
el ganadero deja de percibir por lactancia de cada animal con sintomatologia
evidente de LVB (PS), $1207.362; si para esta finca los PS fueron el 27,6% se
dejarian de percibir anualmente un monto aproximado de $33°323.191 por cada
100 vacas que se tengan en produccién. De igual forma la diferencia para la
misma finca entre NE y PA generaria por cada 100 vacas en producciéon perdidas
por $45°707.980, que daria un total de pérdidas al afio por cada 100 vacas en
produccién de $79°031.171, un andlisis similar fue realizado por Rhodes et al.,
(2003).
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Tabla 11: Relacién finca clasificacion viral y promedio de produccion a 305 dias de
lactancia.

FINCA VIRUS N PROMEDIO FINCA VIRUS N PROMEDIO

1 NE 4 4.881 6 NE 2 5.578
1 PA 14 4.495 6 PA 12 6.340
1 PS 2 4.629 6 PS 14 5.687
2 NE 3 3.484 7 NE 7 4.950
2 PA 11 3.522 7 PA 14 4.891
2 PS 4 4212 7 PS 8 4.419
3 NE 4 5.136 8 NE 9 4.020
3 PA 13 4.478 8 PA 12 3.919
3 PS 5 4.622 8 PS 3 3.177
4 NE 6 5.794 9 NE 1 5.365
4 PA 11 4.739 9 PA 6 4.678
4 PS 6 4.448 9 PS 6 4.280
5 NE 7 6.130

5 PA 7 6.375

5 PS 3 5.573

La interaccion finca por virus no fue significativa sobre la produccién de leche, lo
que indica que globalmente se observo el mismo comportamiento en todas las

fincas.

En el ANDV para IEP, el efecto de la finca, el nimero de parto y la interaccion

namero de parto x virus, fue significativo, tabla 12.
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Tabla 12: ANDEVA para intervalo entre partos (IEP).

INTERVALOS ENTRE PARTOS

FUENTE GL CUADRADO DE LA MEDIA
FINCA 8 16986*
NPARTO 2 25210*
VIRUS 2 3282NS
FINCA*VIRUS 16 9886NS
NPARTO*VIRUS 4 25326**
FINCA*NPARTO*VIRUS 32 10894NS
ERROR 127 8070

CV =19,74%

* =P (a<0,01) altamente significativo.
* =P (0.01 <a< 0,05) significativo.
NS = P (a 20,05) No significativo.

El efecto de la finca sobre el IEP se da por las diferencias entre los hatos, en el
manejo reproductivo, donde convergen diferentes factores dificiles de controlar
como la técnica y calidad en la observacion del celo, experticia del inseminador,
calidad del material seminal, técnica de inseminacioén artificial, condicion corporal
de los animales, condiciones medioambientales y edad promedio de la vacada,
entre otros; siendo la finca 9 con el menor intervalo 388 dias lo que la hace mas
eficiente en su proceso de reproduccion y repoblamiento del hato, demostrando
mayor eficiencia en la reproduccion; contrastante con la finca 6 con 485 dias entre
el nacimiento de una cria y la siguiente, esta finca junto con la 4 y 5 generan

perdidas al productor, tabla 13.
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Tabla 13: Prueba de Duncan IEP y finca.

DUNCAN PROMEDIO N FINCA
A 485 28 6
A 484 17 5
B A 474 23 4
B A C 441 20 1
B A C 433 22 3
B C 423 18 2
C 416 29 7
C 397 24 8
C 388 13 9
<

* Medias con letra diferente son significativamente diferentes P (a

0,05).

El nimero de parto aunque presento un efecto significativo sobre el IEP, este se

dio por la diferencia entre el parto 4 con un IEP 399 dias y el parto 3 con un IEP

de 466 dias, pero entre el primero, segundo y tercer parto no hubo diferencia

significativa y hasta el tercer parto, el mayor numero de lactancias se concentra en

los tres primeros partos. Tabla 14.

Tabla 14: Prueba de Duncan para IEP y partos

DUNCAN PROMEDIO N NPARTO
A 466 44 3

B A 445 73 2

B A 439 13 5

B A 421 51 1

B 399 13 4

* Medias con letra diferente son significativamente
diferentes P (a < 0,05).
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Entre los estadios del virus no hubo diferencias significativas sobre el IEP, sin
embargo los negativos presentaron menor niumero de dias en IEP 426 respecto a
los positivos sintomaticos 464 dias, con una diferencia equivalente a dos ciclos
estrales, los individuos negativos evidencian una tendencia a ser mas eficientes
reproductivamente que los positivo por menor numero de repeticiones en

servicios (inseminaciones) (Hafez 2002).

Para IEP, la interaccién numero de parto x virus, fue altamente significativa, entre
el primero y segundo parto no hay diferencias importantes entre los estadios del
virus, pero en el tercer parto hay diferencia entre los NE (413 dias), PA (437 dias)
con los PS (537 dias), tabla 15. Esto se debe posiblemente, a que en la mayoria
de los individuos positivos se desarrolla la enfermedad después de los 3 o0 5 afios
de edad donde la vaca tipo leche esta llegando a su tercer partoy 0,5 - 1% llegan
a la fase terminal presentando sintomas que afectan la reproduccion, (Kahn,
2007). Histolégicamente se da la infiltracion de tejido linfoproliferativo en el utero
alterando el funcionamiento normal del érgano, lo que impediria el proceso de
implantacion embrionaria en los estadios tempranos de la gestacion, (Giraudo,
2010).

Tabla 15: Promedio de IEP con respecto al parto y el estado viral.

PARTO VIRUS N IEP
1 NE 13 387
1 PA 32 442
1 PS 6 385
2 NE 16 463
2 PA 35 427
2 PS 22 461
3 NE 9 413
3 PA 20 437
3 PS 15 537
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4. CONCLUSIONES

La prevalencia del virus de la Leucosis bovina identificado mediante la técnica de
PCR anidada en los hatos de lecheria especializada en el valle del Cauca fue del
77,8%, distribuido en 51,5% positivos asintomaticos y 26,3% de animales

positivos sintomaticos y 22,2 negativos.

El virus de la Leucosis bovina afecto significativamente la produccién de leche,
con disminucién del 5%; en un hato con un promedio 5012 kg/vaca/afo ($897 k) y
descartes por animales enfermos con LVB del 1,32% (1200.000 animal),
representan pérdidas anuales de $24°098.700 por cada 100 animales en
produccién convirtiéndose en una amenaza para la sostenibilidad comercial de

empresas dedicadas a esta actividad.

El virus de la Leucosis bovina no afecto el intervalo entre partos en los hatos
evaluados, pero la interaccion numero de parto x virus se dio mayor efecto en los

positivos sintomaticos de primer parto que en los de segundo y tercer parto.

La mastitis fue la patologia mas comun entre los animales positivos, siendo 2,51

veces mas susceptibles que los individuos negativos.

Los hallazgos de necropsia fueron compactibles con lo descrito en la literatura;
Adenomegalia sin adherencia de los ganglios linfaticos 78,4%, masas con
apariencia tumoral, exoftalmia unilateral, cardiomegalia, tejido infiltrativo en

intestino delgado, grasa retroperitoneal, rifones, corazon y utero.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar el seguimiento a un grupo de hembras bovinas desde la edad temprana
(6 meses) hasta su segundo o tercer parto, para evaluar la dinAmica de desarrollo

del virus.

Hacer el estudio en un mayor numero de hatos en el valle del cauca y establecer
establecer protocolos de manejo en las fincas encaminados a restringir las vias de

contagio y transmision,
Evaluar la transmision a través de material germinal (semen y embriones).

Evaluar ganaderias de carne.
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ANEXOS
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Anexo 1: Formato de evaluacion clinica.

EVALUACION CLINICA

1. RESENA

FECHA: FINCA:
NUMERO O NOMBRE: SEXO:
ESTAPA PRODUCTIVA: RAZA:
FECHA NACIMIENTO: COLOR:
NUMERO DE PARTOS:

2. ANAMNESICOS

DATOS DE PRODUCCION:

FECHA DE
PARTO LACTANCIA DIAS
Primera
Segunda
Tercera
Cuarta
Quinta
3. EXPLORACION CLINICA
TEMPERATURA (°C): RESPIRACION (res/min):
PIEL: COMENTARIOS:

Descripcién de las lesiones:

SISTEMA LINFATICO:

Ganglios submandibulares:

Ganglios preescapulares:

Ganglios inguinales:

Z|Z2(Z2|Z2
>|>|> >

Ganglios mamarios:

SISTEMA MUSCULOESQUELETICO:

cojera: IN[ A
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SISTEMA REPRODUCTIVO:

Vulva: N | A
SISTEMA RESPIRATORIO:
Morro N A
Cavidad nasal N A
Secrecion nasal N A
SISTEMA CARDIOVASCULAR:
Membranas mucosas N A
Conjuntiva ocular: N A
Vaginal N A
SISTEMA DIGESTIVO:
Boca: N A
Ano: N A
VISION:

oD Ol oD Ol
Parpados:
Esclerética:
Globo ocular:

OD: Ojo derecho Ol: Ojo izquierdo

TRATAMIENTOS ACTUALES:

79




Anexo 2: tabla de concentracion del ADN en ng/ul de cada muestra y la finca de

donde proviene.

NUMERO NUMERO
DE CONCENTRACION DE CONCENTRACION
FINCA MUESTRA  DE ADN ng/pl FINCA MUESTRA  DE ADN ng/ul
1 1732 105 2 2283 146,7
1 1917 141,7 2 2287 118,3
1 1952 103,3 2 2285 120
1 2013 125 3 2199 120
1 2208 100 3 2181 148,3
1 2209 98,3 3 2207 130
1 2185 145 3 2146 136,7
1 2156 148,3 3 2158 146,7
1 2138 130 3 2163 118,3
1 2204 136,7 3 2169 120
1 2186 101,7 3 2126 121,7
1 2164 143,3 3 2133 91,7
1 2220 135 3 2187 98,3
1 2222 116,7 3 2148 96,7
1 2262 125 3 2273 115
1 2282 135 3 2259 116,7
1 2281 143,3 3 2249 113,3
1 2303 158,3 3 2270 121,7
1 2266 148,3 3 2250 103,3
2 2175 146,7 3 2275 98,3
2 2226 118,3 3 2201 96,7
2 2153 120 3 2258 145
2 2202 121,7 3 2280 135
2 2196 111,7 3 2304 150
2 2274 133,3 3 2302 131,7
2 2232 141,7 4 2109 110
2 2292 105 4 2300 140
2 2246 105 4 2177 145
2 2236 148,3 4 2076 148,3
2 2282 146,7 4 2145 130
2 2298 118,3 4 2198 146,7
2 2263 120 4 2123 118,3
2 2256 148,3 4 2170 120
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NUMERO NUMERO

DE CONCENTRACION DE CONCENTRACION
FINCA MUESTRA DE ADN ng/pl FINCA MUESTRA DE ADN ng/pl
4 2313 81,7 6 1953 98,3
4 2297 115 6 1967 96,7
4 2288 140 6 2075 140
4 2268 148,3 6 2033 91,7
4 2272 146,7 6 2057 103,3
4 2218 118,3 6 1950 100
4 2277 120 6 2020 115
4 2254 148,3 6 1883 160
4 2271 130 6 1966 140
4 2296 136,7 6 1846 138,3
5 1760 91,7 6 1851 135
5 1948 160 6 1960 145
5 1825 166,7 6 1879 148,3
5 1850 115 6 1885 130
5 1980 146,7 7 2484 136,7
5 2040 118,3 7 2741 103,3
5 2047 120 7 2278 140
5 2038 121,7 7 2391 116,7
5 2113 111,7 7 2706 113,3
5 2063 95 7 2375 121,7
5 1908 85 7 2434 96,7
5 2178 91,7 7 2467 160
5 2161 145 7 2291 115
5 2182 148,3 7 2457 98,3
5 2197 130 7 2293 96,7
5 2245 136,7 7 2282 146,7
5 2255 101,7 7 2304 118,3
6 2059 125 7 2784 120
6 2015 103,3 7 2446 121,7
6 2134 148,3 7 2289 133,3
6 1937 146,7 7 1989 98,3
6 1938 118,3 7 2001 145
6 2135 120 7 1888 148,3
6 2083 95 7 1889 130
6 2023 111,7 7 1692 136,7
6 2094 148,3 7 1854 140
6 2067 146,7 7 1853 91,7
6 2060 118,3 7 1544 98,3

81



NUMERO NUMERO

DE CONCENTRACION DE CONCENTRACION
FINCA MUESTRA  DE ADN ng/pl FINCA MUESTRA  DE ADN ng/l
7 1993 160 8 2713 108,3
8 1766 133,3 8 2498 116,7
8 1767 98,3 8 2736 113,3
8 1664 145 8 2332 121,7
8 1663 91,7 9 2715 121,7
8 2065 160 9 2917 120
8 2066 116,7 9 2112 120
8 1915 113,3 9 2445 91,7
8 1916 121,7 9 2723 116,7
8 795 148,3 9 2415 113,3
8 794 130 9 2766 121,7
8 2092 136,7 9 2318 145
8 2093 140 9 2742 133,3
8 2727 140 9 2768 98,3
8 2490 91,7 9 2221 145
8 2469 116,7 9 2216 130
8 2793 160 7 2279 136,7
8 2737 115 1 2285 106,7
8 2497 146,7 2 2286 95
8 2705 160 9 2885 90
8 2361 141,7 6 1985 120
4 2217 121,7 6 2037 121,7
4 2098 98,3 6 2099 136,7
4 2295 91,7 7 449 140
4 2306 150 7 1536 138,3
7 1907 135

82



BIBLIOGRAFIA

Aguilar, L., Giraldo, C., & Velez, R. (1989). Prevalencia serologica de Leucosis
Enzootica Bovina en hatos lecheros del Municipio de San Pedro — Antioquia.
Trabajo de grado (Médico Veterinario). Universidad de Antioquia. Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia. Medellin, 61 p.

Agresti, A. 1992. A Survey of Exact Inference for Contegency Tables, Statitical
Science,7,131-153 {En linea}. {29 de Mayo 2012}. Disponible en:
http://www.langsrud.com/fisher.htm

Alfonso, R., Almansa, J.E., & Barrera, C. (1998). Prevalencia serologica y
evaluacion de los factores de riesgo de la leucosis bovina enzootica en la Sabana
de Bogota y los Valles de Ubaté y de Chiquinquira, Colombia. Rev Sic Tech Off Int
Epi.,, 17:(3) 723-732.x

Andujar, M. (2004). Virus y Cancer Biocancer 1. {En linea}. {20 abril 2012}.
Disponible en: http://www.biocancer.com/journal/247/virus-y-cancer

Baez, G. J. J. 2002. Estudio epidemioldgico de mastitis subclinica bovina
en el sector II de Téjaro, Michoacan. (Tesis de licenciatura). Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia. Morelia, Michoacan, México. 40-4.

Beier, D., Blankenstein, P., Marquardt, O., & Kuzmak, J. (2001). Identification of
different BLV proviruses isolates by PCR, RFLP and DNA sequencing. Berl Miinch
Tieraztl Wschr 114, 252-256.

Betancur, H., & Rodas, G. (2008). Seroprevalencia de la leucosis viral bovina en
animales con trastornos reproductivos de Monteria. Rev MVZ Cérdoba,
13(1):1197-1204.

Blood, D.C., & Radostits, O.M. (1992). Medicina Veterinaria. Séptima edicion. P.
878-886.

Calderdon A, Rodriguez VC. 2008. Prevalencia de mastitis bovina y su etiologia

infecciosa en sistemas especializados en produccion de leche en el altiplano
cundiboyacense (Colombia). Rev Col Cienc Pecu; 21:582-589.

83



Cafibano, E. (2011). Leucosis Enzootica Bovina. Facultad de ciencias
veterinarias, Tandil. 30p.

Chamizo, E.G. (2005). Leucosis Bovina Enzootica: Revision. REVET, Vol 6 No 7.
Disponible en: http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n070505.htim.

Cordeiro, N., & Taroco, R. (2008). Temas de Bacteriologia y Virologia. Cap 26:
442-451.

De Souza Rajédo, D. (2008). Efeito da infeccdo pelo virus da leucose enzootica
bovina na producéo de leite e reproducao de rebanhos leiteiros. Tesis, 26 p.

Digiacomo, R.F. (1992a). The epidemiology and control of bovine leukemia virus
infection. Vet Med, 87:248-257.

Digiacomo, R.F. (1992b). Vertical transmission of bovine leukemia virus infection.
Vet Med, 87:258-262.

Digiacomo, R.F. (1992c). Horizontal transmission of bovine leukemia virus
infection. Vet Med, 87:262., 263-271.

FEDEGAN., Federacion Colombiana de Ganaderos. 2011. Situacién en Colombia
de enfermedades bovinas no sujetas a control oficial.115 p

FEDEGAN., Federacién Colombiana de Ganaderos. 2007. {En linea}. {18 abril
2012} Disponible en la web:
http://portal.fedegan.org.co/PEGA _Regionales/02 Presentaciones/Mapas%20Gan
aderos%20Geograficos.pdf.

FEDEGAN., Federacion Colombiana de Ganaderos. 2007. {En linea}. {21 mayo
2012} Disponible en la web:
http://portal.fedegan.org.co/pls/portal/docs/page/fng_portlets/fedegan/normas/norm
as_carnicas/resolucion_2905 2007.pdf

FEDEGAN., Federacion Colombiana de Ganaderos. 2012. {En linea}. {23 mayo
2012} Disponible en la web:
http://portal.fedegan.org.co/portal/page?_pageid=93,1820326& _dad=portal&_sche
ma=PORTAL

Felmer, R., Zddiga, J., Recabal. M. 2006. Estudio Comparativo de un PCR anidado,
ELISA y AGID en la deteccion del virus de la Leucosis bovina en muestras de suero,
sangre y leche. Arch. Med. Vet. 38, N° 2

Ferguson, J. D.., Galligan, D. T.., Thomsen, N. 1994. Principal descriptors of body
condition score in Holstein cows. J. Dairy Sci. 77:2695-2703.

84


http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n070505.htlm
http://portal.fedegan.org.co/PEGA_Regionales/02_Presentaciones/Mapas%20Ganaderos%20Geograficos.pdf
http://portal.fedegan.org.co/PEGA_Regionales/02_Presentaciones/Mapas%20Ganaderos%20Geograficos.pdf

Gattl Assandri, M. 2007. Enfermedades infecciosas de los bovinos en general.
Laboratorios Santa Helena. Uruguay.

Galdino de Lima, P.R. 1999. Prevaléncia da Leucose Enzodtica dos Bovinos no
estado do Para. Universidade Federal do Para. 72p.

Glraudo, J., Bérgamo, E., Schneider, M., Magnano, G., Macias, A.,, Sticotti, E., &
Macié., Mauro. (2010). Leucosis Enzootica Bovina. Universidad Nacional de Rio
Cuarto, Rio Cuarto, Cordoba, Argentina. {en linea}. {24 de abril 2012}. Disponible
en:www.produccion-animal.com.ar .

Giuseppe, A.., feliziani, F.., Rutili, D.., Mia, G.,2004. Expression of the bovine
leukemia virus envelope glycoprotein (gp51) by recombinant baculovirus and its
use in an enzyme-linked Immunosorbent assay. Clinical and diagnostic laboratory
immunology.11: 147-151.

Grau, M.A.., Monti, G. 2010. Prevalencia serolégica predial e intrapredial para el
virus de la Leucosis bovina (VLB) en lecherias de las regiones de Los Rios y de
Los Lagos de Chile, Arch Med Vet 42, 87-91.

Gonzalez, E.T., Oliva, G.A., Varela, A., Bonzo, E., Licursi, M., Etcheverrigaray,
M.E. 2001. Leucosis enzootica bovina: evaluacion de técnicas de diagnostico (ID,
ELISA, WB, PCR) en bovinos inoculados experimentalmente. Analecta Veterinaira,
21,2:12-20.

Hafez, E.S.E. 2002. Reproduccién e inseminacién artificial en animales. McGraw
Hill. Séptima edicion, 293p.

Hernandez, D. Y.., Posso, A.., Benavidez, J.., Mufoz, J. Giovambattista, G..,
Alvarez, L. 2011. Deteccion del virus de la Leucosis bovina en ganado criollo
colombiano mediante PCR-anidado. Acta Agronomica. 60(4): 312-317.

Huici,N. 1995. Diagnostico serologico de Leucosis Enzootica bovina en la
patagonia. Revista Veterinaria Argentina.

Hutchon, D. J.R. 2001. Calculator for confidence intervals of odds ratio in an
unmatched case control study using the null hypothesis to provide an estimate. {en
linea}. {24 de mayo 2012}

Instituto Geagrafico Agustin Codazzi (IGAC) 2012. . {En linea}. {18 abril 2012}
Disponible en la web: http://www.igac.gov.co/igac

85


http://www.produccion-animal.com.ar/

Johnson, R., Kaneene, J.B., 1991. Bovine leukemia virus. Part 1. Descriptive
epidemiology, clinical manifestations, and diagnostic tests. Compend. Contin.
Educ. Pract. Vet. 13, 315-325.

Kahn, B.A. 2007. Manual Merck de Veterinaria. Sexta edicion. 581-585.

Klintevall K, Ballagi Pordany A, Naslund K, Belak S. 1994. Bovine Leukaemia
Virus: Rapid detection of proviral DNA by nested PCR in blood and organs of
experimentally infected calves. Vet Microbiol.., 42:191-204.

Klintevall K. 1995. Bovine Leukaemia Virus: Course of Infection and Means of
Detection. Thesis, SLU Info/repro, Uppsala, Sweden, 1-38.

Meszaros, J., Antal, T., Polner, A., Szabo, I., Zentmikléssy CS. Tekes, L. 1986.
Experieces of the eradication of bovine leucosis in Hungary (in hungarian, with
English abstract.) Magy. Ao. Lapja, 41, 277-85.

Marifio, O.C. 1984. Situacién de la investigacion en leucosis bovina en Colombia.
Acovez 8 (27): 22-26.

Munoz, J. E.; Posso, A. M.; Munoz, D. 2008. "Deteccion de la leucosis bovina
utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)" En: Colombia Revista
Colombiana De Ciencias Pecuarias ISSN: 0120-0690 ed: EDITORIAL
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA v.21 fasc.1 p.158.

Occhi, H.., Canal, A.., Perez, E.., Maletto, E..,Gastaldi, R.&Esteban, E.., 2002
seropositividad a leucosis bovina enzodtica y procesos linfosarcomatosos en
inspeccién de mataderos en vacas de descarte de la cuenca lechera central.
Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 1 (2). 21-24

Ochoa, A.C., Uribe, A., Gutierrez, M. 2006. Estudio del potencial zoonético del
virus de la Leucosis bovina y su presencia en casos de cancer de seno. Univ
Scient., 11(2): 31-40.

Odriozola, E. (2009). Leucosis. Catedra de clinica médica y quirdrgica de grandes
animales. FCV.UNCPBA.

Olivera, S., (2001) indices de produccién y su repercusion econémica para un
establo lechero. Rev Inv Vet Peru; 12(2): 49-54

Organizacion Mundial DE Sanidad Animal (OIE). 2004. Manual de la OIE sobre
Animales Terrestres. Capitulo 2.3.4 503-513.

86



Perino, L.J.; Wright, R.E,; Hoppe, K.L,; Fulton, R.W,.1990. Bovine leukosis virus
transmission with mounthparts from tabanus abactor after interrupted feeding. Am
J Vet Res. 51(8): 1167-9.

Ramirez, N.C; Gaviria, G; Restrepo, L; Gomez, C. 2002. Diagnostico
epidemiologico referente a varias patologias de bovinos en tres haciendas de la
universidad de Antioquia. Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.
36 p.

Rama, G. 2009. Aspectos sobre el diagnostic de la Leucosis Enzootica Bovina.
Universidad de la republica. Montevideo, Uruguay. 40p.

Recabal, M.E. 2005. Utilizacion de la prueba ELISA y PCR anidado para la
deteccion del virus de la leucosis bovina en muestras de sangre y leche.
Universidad Catolica de Temuco. Chile. 95p

Resoagli, Juan P. - JACOBO, Roberto A. - STORANI, Carlos A. CIPOLINI, Maria
F. - Deco, M. - Correa,E. 1999. Resultados Seroldgicos de Leucosis Enzootica
Bovina en la Zona N.O. en Rodeos de Cria de la Provincia de Corrientes,
Argentina. Catedra de enfermedades infecciosas.

Romero, J.R.., Villamil, L.C.., Pinto, J .A . 1999. Impacto econémico de
enfermedades animales en sistemas productivos en Sudamérica: Estudios de
caso., Reino Unido Rev. sci. tech. Off. int. Epiz.,,18 (2), 498-511

Rhodes, J.K., Pelzer, K,D., Johnson, Y.J. 2003. Economic implications of bovine
leukemia virus infection in mid Atlantic dairy herds. J Am Vet Med Ass, 223(3):346-
352.

Ruiz, 1. 1995. Avance de resultados municipio de San José de la Montafia.
Estudio de infertilidad bovina en las zonas lecheras de Antioquia. Universidad de
Antioquia y otras. 29 p.

Sambrook, J.., RusselL, D. 2001. Molecular cloning: A laboratory manual. Tercera
edicion. Newyork. Editorial cold spring habor laboratory.

Sandez, N., llieva, D., Sizov, l., Rusenova, N., lliev, E. 2006. Prevalence of
enzootic bovine leukosis in the Republic of Bulgaria in 1977-2004. Arch Vet., 76(3):
263-268.

Trono, K., Perez-Filgueira, D.M. 2011 Seroprevalence of bovine leukemia virus in

dairy cattle in Argentina: comparison of sensitive and specificity of different
detection methods. Veterinary Microbiology 83 235-248.

87



Velez Insignares, A. 2006. Inmunidad en la Leucosis Viral Bovina. Revision.
U.D.C.A 27P.

Wellenberg, G. J., Van DeR PoelL, W. H. M. Y Van Oirschot, J. T. 2002. Viral

infections and bovine mastitis: a review. Veterinary Microbiology, Article 2361, pp.
2-21.

88



