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Resumen

Elvirus de laleucosis bovina (BLV) es un retrovirus cuya célula blanco son los linfocitos
B, lo que tiene un impacto negativo sobre el sistema inmune de los animales infectados,
pues los hace mds susceptibles a otras enfermedades de origen infeccioso. El objetivo de
este trabajo fue realizar un estudio sanitario de enfermedades infecciosas en un hato de
lecheria especializada del departamento de Antioquia, y analizar su posible asociacién
con la infeccién por BLV. Para ello, se tomaron 87 muestras de sangre de vacas holstein
friesian, a las cuales se les realiz6 una ELISA indirecta para la proteina gpS1 del virus.
Ademds, se registraron los datos de presencia/ausencia para tres enfermedades (ana-
plasmosis, mastitits y metritis) y el signo fiebre durante el periodo comprendido entre
el 2006 y el 2014. Los datos se analizaron a través de tablas de contingencia 2x2 y Odds
Ratio (OR). La prevalencia serolégica del BLV en el hato fue del 82,75 %, y la presenta-
ci6n de enfermedades entre el 2006 y el 2014 fue de 38,27 % para mastitis, 19,58 % para
anaplasmosis, 15,13 % para metritis y 27 % para fiebre. De acuerdo con la magnitud de
efecto para el OR, se encontré que la seroprevalencia del BLV tiene una asociacidn insig-
nificante con las enfermedades; sin embargo, se registré una asociacién moderada con el
signo fiebre. La fiebre es un signo que estd asociado a infecciones, por lo que es posible
que la respuesta inmune disminuida por el BLV este correlacionada con la presentacion
de otras enfermedades infecciosas.

Palabras clave: enfermedades infecciosas; holstein friesian; seroprevalencia; respuesta
inmune.
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Relationship between BLV and sanitary problems
in a specialized dairy herd in Antioquia

Abstract

Bovine leukemia virus (BLV) is a retrovirus whose target cell is B lymphocytes, which
has a negative impact on the immune system of infected animals, making them more
susceptible to other diseases of infectious origin. The objective of this work was to carry
out a sanitary study of infectious diseases in a specialized dairy herd in the department
of Antioquia and to analyze their possible association with BLV infection. 87 blood
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samples were taken from Holstein Friesian cows to which an indirect ELISA was per-
formed for the gpS1 protein of the virus. The presence/absence data for three diseases
(anaplasmosis, mastitis and metritis) and the fever sign were recorded for each of the
bovines analyzed during the period of time from 2006 to 2014. The data was analyzed
through 2x2 contingency tables and Odds Ratio (OR). The serological prevalence of
BLV in the herd was 82.75% and the presentation of diseases during the years 2006 and
2014 was 38.27% for mastitis, 19.58% for anaplasmosis, 15.13% for metritis and 27% for
fever. According to the magnitude of effect for the OR, it was found that in general the
BLV seroprevalence has an insignificant association with the diseases; however, a mode-
rate association with the fever sign was recorded. Fever is a sign that is associated with
infections and it is possible that the decreased immune response to BLV is correlated
with the presentation of other infectious diseases.

Keywords: Infectious diseases, Holstein, seroprevalence, immune response.
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INTRODUCCION

Antioquia es el departamento con la mayor producciéon
lechera del pais. E1 33 % de sus hatos corresponden a
lecheria especializada, con un total de 182.166 vacas
en ordefio y un promedio de produccién de 11,7 litros
de leche al dia por vaca (1). Aunque, la produccién
lechera esuna delas principales actividades econémicas
desarrolladas en el departamento de Antioquia (2), los
sistemas lecheros se ven impactados por multiples paté-
genos que a su vez pueden afectar los pardmetros pro-
ductivos y reproductivos de los bovinos. Una de estas
enfermedades es la leucosis bovina enzoética (LBE),
que es causada por el virus de laleucosis bovina (BLV).

EI BLV se clasifica en el género de los Deltaretrovirus,
familia Retroviridae; posee un RNA de doble cadena
de sentido positivo (RNAss+) que pasa a un DNA
bicatenario copia (DNAbc) a través de una retro-
transcriptasa reversa (RT) para integrarse al azar en
el genoma celular; de esta forma el provirus queda de
forma permanente en los bovinos infectados (3). La
LBE se caracteriza por ser una enfermedad maligna,
sistémica, de alta morbilidad y baja mortalidad; asi-
mismo, es de cardcter inmunosupresor, ya que la célula
diana del virus son los linfocitos B CDS+ (4). Asi, la
reduccién en la capacidad de respuesta del sistema
inmune produce diferentes sindromes patolégicos,
que dependen del estado de lainfeccion, porlo que los
animales infectados son mds susceptibles a otras enfer-
medades de origen infeccioso como mastitis, metritis,
diarrea y neumonia. Ademads, la LBE afecta los paré-
metros productivos como el volumen y calidad de la

leche (5, 6, 7).

Sumado a lo anterior, actualmente se conoce que las
producciones lecheras son sensibles a otras enfermeda-
desinfecciosas como: anaplasmosis, mastitits o metri-
tis. La anaplasmosis bovina es una infeccién causada
por los agentes Anaplasma marginale o Anaplasma cen-
trale, ambos protozoarios que pertenecen a la familia
Anaplasmataceae del orden Rickettsiales (8); estos inva-
den los glébulos rojos y generan su destruccién. Los

signos caracteristicos de la enfermedad son ictericia,
anemia e hipertemia. La anaplasmosis es transmitida
de forma horizontal, por medio de picaduras de insec-
tos hematoéfagos o eventos iatrogénicos (castracién,
descorne, uso de material quirdrgico contaminado);
también, se puede transmitir de forma vertical, por
medio de infeccién intrauterina (9). Como método
de control de la enfermedad se recomienda el trata-
miento médico veterinario de los bovinos afectados y
el control de vectores, y como método profildctico la
vacunacion con cepas de Anaplamasma centrale (10).
La confirmacién de la anaplasmosis se realiza a través
de la identificacién del microorganismo mediante el
uso de pruebas serolégicas o moleculares (11).

Otra delas enfermedadesinfecciosas que afectanla pro-
duccién de leche esla mastitis bovina, y estd asociada a
diversos factores como larazay el nivel de produccién
o manejo sanitario del hato (12). Esta se caracteriza por
lainflamacion de la glindula mamaria, que es causada
principalmente porlos microorganismos Streptococcus
agalactiae o Staphylococcus aureus. La infeccién se da
por el paso de microorganismos del exterior de la ubre
hacia el interior, por medio del conducto glandular, lo
que ocasiona la inflamacién de la glaindula mamaria.
La mastitis puede generar multiples trastornos como
fibrosis, edemas, atrofia del tejido mamario o absce-
sos, que pueden generar la pérdida de un cuarto o de
la gldndula completa (13). De igual forma, la infeccién
incrementa la concentracion de células somdticas y
epiteliales en glaindula mamaria, lo que desencadena
modificaciones en los pardmetros quimicos y fisicos
delaleche, reduciendo la cantidad de leche producida
por lactancia (12, 14); incluso se ha determinado que
estainflamacién puede cambiar los pardmetros de olor
y sabor de laleche (15). La presencia de esta enferme-
dad, ademds de afectar la calidad de la leche, impacta
negativamente el precio de venta final, esto se debe a
que, desde el 2012, el gobierno de Colombia desarroll6
un sistema de pago de leche cruda, en el cual el valor es
directamente proporcional ala calidad composicional
y sanitaria que esta tenga (16).
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Laalteracion de larespuesta inmune ocasionada por el
BLV también puede afectarla salud uterina. La metritis
es una condicion patoldgica que resulta de una infla-
macién grave de la mucosa endometrial y submucosa,
muscular y serosa del utero (17); generalmente, ocurre
entre la primerayla tercera semana después del parto, y
estd cominmente asociada a traumas en este, retencion
dela placenta o con distocia (18). El posparto temprano
es una etapa muy importante en el hato, ya que en este
momento se pueden generar pérdidas a corto y largo
plazo. La metritis es una enfermedad multifactorial, que
puede ser ocasionada por multiples patégenos como: E.
coli (19,2 %), Actinomyces pyogenes (18,1 %) o Corynebac-
terium spp. (12,5 %) (19). Las terapias antimicrobianas
son los tratamientos frecuentemente recomendados
para tratar este tipo de patégenos; sin embargo, estas se
deben realizar con supervision médica, parano generar
resistencia, ya que se ha demostrado que Streptococcus
Spp. es resistente a lincomicina (>70 %) y oxitetraci-
clina (38 %), y otras como E. coli son muy resistentes a
cefquinoma y oxitetraciclina (> 20 %) (19).

A pesar de las implicaciones a nivel productivo y eco-
némico que tienen estas enfermedades para los pro-
ductores de leche de la region, son pocos los estudios
realizados sobre la relacién entre el BLV con otras
enfermedadesinfecciosas. Por estarazon, el objetivo de
este trabajo fue realizar un estudio sanitario de enfer-
medades infecciosas y estudiar su posible asociacién
con el BLV en el un hato de lecheria especializada del
departamento de Antioquia, Colombia.

MATERIALES Y MI"‘,TODOS
Muestra

La muestra estuvo conformada por 87 vacas holstein
friesian, que pertenecen a un hato de lecheria especia-
lizada ubicado en el corregimiento de Santa Elena, a 16
km del municipio de Medellin, Antioquia. Esta zona
tiene las siguientes caracteristicas climaticas: 2500
msnm, zona de vida bmh MB, 14 °C, precipitacion

anual de 2500 mm y humedad media de 75,5 %. Para
la toma de muestras se obtuvo la aprobacién por parte
del Comité de Etica de la Universidad Nacional de
Colombia (CEMED-007, 14 de mayo de 2012).

Toma de muestras de sangre

La toma de muestras de sangre se hizo por medio de
puncioén en la vena coccigea media, con una aguja
calibre 18 con sistema al vacio vacutainer (DBvacu-
tainers®); se recolectaron 4 mL de sangre por animal.
Las muestras se homogenizaron por inversiény se tras-
ladaron al Laboratorio de Biotecnologia Animal, de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin en
condiciones de refrigeracion (-4 °C). Para obtener los
sueros sanguineos las muestras fueron transferidas aun
tubo de 15 mL y se centrifugaron a 3100 rpm durante
10 minutos. Los sobrenadantes fueron recuperados y
se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Prueba serologica ELISA

El método diagndstico ELISA se realiz6 con un kit
comercial (Svanovir® BLV gpS1-Ab). De acuerdo con
las instrucciones del fabricante, se adicionaron 4 pl
del control positivo y 4 ul del control negativo (ambos
incluidos en el kit) en los pocillos controles; mientras
que a los demds pocillos se le adicionaron 100 pl del
buffer de dilucién y 4 pl de suero de cada una de las
muestras. La placa se cubri6 con una pelicula selladora
y se incubé a 37 °C por 1 hora. La placa se lavé con
la solucién de lavado PBS-Tween, se secé muy bien,
se adicionaron 100 pl del conjugado (peroxidasa de
rébano conjugado con anti-cuerpos monoclonales anti-
IgG bovino) en cada pocillo y se incubé a 37 °C por 1
hora. Transcurrido este tiempo, la placa se lavo nueva-
mente, se secd, se adicionaron 100 pl de solucién sus-
trato (tetrametilbenzidina en tampén de substrato con
H,0O, yse incub6 por 10 minutos a 25 °C. Por tltimo,
se adicionaron 50 pl de la solucién de parada (icido
sulfurico 2M) y se midi6 la densidad éptica (DO) de
los controles y de las muestras a 450 nm en un lector
de ELISAS (BioTek® ELx800). Para la interpretacién
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deresultados se consideraron positivas aquellas mues-
tras que obtuvieron un valor positivo porcentual (PP)
mayor o igual a 15. Donde: PP= (densidad optica___

/densidad éptica ) x100.

control negativo corr control positivo

Toma de datos de problemas
sanitarios

Por medio de los registros internos que se realizan en
el hato lechero de forma habitual, se recolectaron los
datos asociados alas enfermedades infecciosas: masti-
tis, metritis, anaplasmosis y el signo fiebre. La ventana
de observacion correspondi6 a los datos entre 2006 y
2014. La recoleccién de la informacién y el estado de
salud de las vacas fueron consignados en los registros
diarios que se les realiza a los animales durante cada
ordeno, mediante la inspeccion del personal encar-
gado y la posterior verificacion de un médico veteri-
nario. Los datos contenidos en el formato incluyeron:
identificacién del animal, fecha, sintoma, diagndstico
presuntivo y manejo veterinario en el tratamiento.
Los datos se consignaron en un archivo Excel® para su
posterior andlisis.

Andlisis estadistico

Se emple¢ estadistica descriptiva para la informacién
obtenida a partir de los datos sanitarios. Para el anali-
sis de asociacién con BLV solo se incluyeron los datos
de 2013 y 2014, de los 87 bovinos muestreados; esto
debido a que solo en el 2013 se realiz6 el diagndstico
seroldgico de lainfeccién por BLV. También, se compa-
raron los porcentajes utilizando tablas de contingencia,
para establecer las prevalencias de las enfermeda-
des y el signo analizado. De igual forma, se aplicé la
prueba de independencia Chi-cuadrada (X?) y el test
Odds Ratio (OR), a través de una regresion logistica
para determinar la relacién entre el diagndstico de la
infeccion por ELISA ylas enfermedades mencionadas
(mastitis, metritis, anaplasmosis o fiebre); la variable
dependiente dicotémica fue: mastitis, metritis, anaplas-
mosis o fiebre (si=1, no=0), y la variable explicativa fue
BLV (si=1, no=0). Se usé la magnitud del efecto (ME)

paraidentificar la fuerza de asociacién entre el evento
y el riesgo especificado, en el que la interpretacién del
OR se da en funcién de una transformacién ala d de
Cohen. Si OR<1,68=insignificante; si OR esta entre
1,68-3,47=pequefia; si OR estd entre 3,47-6,71=mode-
rada; si OR>6,71=grande (20). El anélisis se realizé
en el programa Epi Info™ CDC, con un nivel de con-
fianza del 95 %.

RESULTADOS

La enfermedad infecciosa de mayor prevalencia entre
el 2006 y e1 2014 fue la mastitis (38,27 %), seguida de la
anaplasmosis (19,58 %), la metritis (15,13 %), mientras
que el signo fiebre se present6 en el 27 % de los casos.
Durante el 2009, se presentd la mayor cantidad de casos
de fiebre inespecifica durante el periodo evaluado (30
casos), mientras que en el 2012 se presentd la mayor
cantidad de casos de mastitis en el hato (27 casos),
seguido de la anaplasmosis (16 casos). En la figura 1
se presenta el numero de casos asi como las enferme-
dades evaluadas; se puede observar que los casos de
mastitis aumentaron en el hato del 2006 al 2012, y se
redujeron en el periodo del 2013 al 2014. La metritis y
la anaplasmosis presentan un comportamiento similar
a la mastitis para el periodo evaluado.

La prevalencia seroldégica del BLV en este grupo de
animales fue del 82,75 %. Para las 87 vacas muestrea-
das, que estuvieron entre el 2013 y el 2014 en el hato,
el 11,5 % presentaron casos de fiebre inespecifica, el
9,2 % presentaron casos de mastitis, el 6,8 % presen-
taron casos de anaplasmosis y el 4,6 % casos de metri-
tis. Después de realizar la prueba de independencia
chi-cuadrado (X?) no se encontré ninguna asociacién
(P>0,05) entre la presencia del BLV con la presencia
de las enfermedades evaluadas o fiebre inespecifica
dentro del hato lechero; sin embargo, se encontré que
la relacion entre fiebre y BLV tuvo una magnitud de
efecto moderada (OR entre 3,47 y 6,71) (20).
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Figura 1. Namero de casos de enfermedades infecciosas (anaplasmosis, mastitis,
metritis) y fiebre inespecifica durante los afios 2006 y 2014
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Tabla 1. Odds Ratio para las enfermedades y fiebre con respecto a la seroprevalencia de BLV.
Seroprevalencia BLV
Estado de los bovinos
Si No OR 1IC95% ME
Anaplasmosis 6 81 1,0448 0,1131-9,6483 Insignificante
Mastitis 8 79 0,5909 0,1072-3,2582 Insignificante
Metritis 4 83 0,6087 0,0589-6,2875 Insignificante
Fiebre 10 7 2,000 0,2340-17,0952 Moderada
Notas. IC 95 %: intervalo de confianza al 95 %, ME: magnitud del efecto de Cohen (20)
A /4 . 7 . 4 .
DiscusioON el 2020, a través de diagndstico seroldgico, que el 73 %

La LBE es una enfermedad que afecta a los bovinos,
y debido a su efecto inmunosupresor incrementa la
susceptibilidad frente a otros patégenos infecciosos
(7,21). Ademés, ha sido reportada en sistemas de pro-
duccién deleche especializada de Estados Unidos, con
una seroprevalencia del 40 %, en Argentina del 84 %, en
Meéxico del 66 % y en Colombia del 62 % (22, 23). En
Colombia, Ia LBE no estd incluida entre las enferme-
dades de control por parte del Instituto Colombiano
Agropecuario (aunque si es de notificacién obligatoria
para los casos positivos (24), lo cual ha permitido que
la prevalencia de este patégeno sea cada vez mds alta
enlos sistemas de produccién lecheros del pais. Para el
caso del departamento de Antioquia, se report6 para

de los animales estaban infectados por BLV, y que el
100 % de los hatos presentan al menos un caso positivo
(22).Laalta prevalencia de la enfermedad también est4
relacionada con la capacidad de respuesta inmune de
los bovinos infectados.

Las citoquinas antivirales de la respuesta innata no
son eficientes para controlar la infeccién viral por
BLYV, esto se debe a que la vida media de las células B
infectadas presentadoras de antigenos virales es muy
corta. Asimismo, se ha demostrado que la expresion
de otros receptores durante el proceso de infeccion del
BLV, como el CD2S5, estd relacionado con el manteni-
miento de altas cargas provirales durante la infeccién
por BLV; ademds, un mayor nivel de expresion de IL-2
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induce la proliferacién celular y la antiapoptosis, lo
que produce linfomas en los bovinos afectados (25).
Otra citoquina importante en la infeccién por BLV es
el IFN, la cual es controlada por citoquinas secretadas
por células presentadoras de antigeno (APC), especial-
mente interleucina IL-12 e IL-18. El reconocimiento
de patégenos por parte de los macréfagos induce la
secrecién de IL-12,y su presencia promueve la sintesis
de IFN-v, el cual se relaciona con mayor resistencia a
bacterias y virus (26). De igual forma, se ha identifi-
cado que los animales seroldgicamente positivos a BLV
sin linfocitosis persistente (LP) presentan un perfil de
citoquinas Thl, como el IFN-v, ylos niveles de mRNA
IFN-y son mayores en bovinos con baja carga proviral
(LPL) (<100 copias/reaccién) (27); por el contrario,
los animales con LP presentan un perfil de citoquinas
Th2, como lo es la IL-10 (28). Lo anterior indica que
el perfil de citoquinas de un animal infectado por BLV
si estd relacionado con el progreso de la enfermedad,
asi como con la disminucién en la respuesta inmune.

Asimismo, la seroprevalencia de Anaplasma marginale
en hatos lecheros esta relacionada con la reduccién
de la produccién de leche. Se ha encontrado que la
produccion puede disminuirse hasta en 2175 + 1022
kg de leche por vaca/afio en bovinos seropositivos a
anaplasmosis (29). Recientemente, se ha establecido
que, durante el curso de enfermedades como BLV o
anaplasmosis, los factores inmunosupresores como la
proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) est4
incrementada en bovinos con LP o linfoma (30, 31).
Esto produce una expresion de PD-1 sobre sus célu-
las efectoras (incrementando sus niveles y uniéndose
a sus ligandos), y genera un agotamiento inmune que
reduce la actividad citot6xica y la produccién de cito-
quinas (32).

Otra de las enfermedades que afecta los sistemas
productivos de leche es la mastitis. En este caso se
observé que los bovinos BLV+ son mds susceptibles
a la infeccidn por bacterias del género Streptococus,
lo que afecta la calidad de la leche al incrementar el
puntaje de células somaticas (SCS) (33). También, se
ha establecido que los bovinos con alta carga proviral

(HLP) son més susceptibles a mastitis subclinica que
las vacas con baja carga proviral (LPL) (34, 35); ademds,
la diferencia entre el estado HPL o LPL determina la
severidad de la mastitis (36), lo que refleja una vez més
el impacto negativo del BLV sobre el sistema inmune
y la susceptibilidad para el desarrollo de otras enfer-
medades infecciosas.

Aunque son pocos los estudios que correlacionan el
BLV con el desarrollo de la inflamacién del dtero en
bovinos, se ha identificado la presencia de nédulos
linfaticos inflamados o la formacién de masas tumo-
rales en el ttero de bovinos infectados por BLV (37);
ademis, se ha establecido que la poblacién de células
a partir de las cuales se forman las neoplasias tiene
un solo origen celular, lo que demuestra su origen de
células B (38). El desarrollo de neoplasias uterinas no
solo puede desencadenar en la pérdida del utero, sino
que puede facilitar los procesos de infeccion por otros
agentes virales o bacterianos.

Este estudio no encontrd unarelacion estadisticamente
significativa (P>0,05) entre la presencia de las enfer-
medades infecciosas y la infeccién por BLV. Las tres
enfermedades infecciosas analizadas mostraron una
ME insignificante, lo cual indica que el nivel de asocia-
cién entre las enfermedades ylainfeccidn porleucosis
bovina no tiene fuerza en su asociacion. Estos resulta-
dos pueden estar influenciados por el nimero de casos
por ano analizados, ya que solo se pudo correlacionar
los datos del 2013 y el 2014, pues solo en el 2013 se esta-
blecié lainfeccién por BLV; sin embargo, se logré esta-
blecer una relacién moderada entre el BLV y la fiebre.

Se menciond que la disminucion de la respuesta del
sistema inmune ocasionada por el BLV aumenta la
susceptibilidad a la infeccién por otros patégenos (7,
21). La fiebre es el signo de respuesta del cerebro ante
una infeccidn; a través de este mecanismo inductor
del incremento de la temperatura corporal se logra la
maduracidn de las células dendriticas, se incrementa la
circulacién de los linfocitos, se promueve la secrecién
deIL-2, se dala migracion de neutréfilos al endotelio,
la quimiotaxis y la acumulacién de neutréfilos dentro
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de los tejidos para combatir los patégenos (39). Es posi-
ble que los bovinos con fiebre inespecifica e infectados
por BLV sean mas propensos alas infecciones por otros
agentes patdgenos, yla fiebre, al ser un mecanismo de la
respuesta innata, se dé como principal respuesta frente
a un sistema inmune (humoral) debilitado por BLV.

CONCLUSIONES

La presencia del BLV en el hato fue alta (82,75 %),
aunque no se encontro6 una relacién estadisticamente
significativa entre la presencia del virus y las enferme-
dades infecciosas estudiadas (P>0,05); sin embargo,
si se establecié una relacién moderada entre el BLV y
la fiebre, la cual estd relacionada con procesos infec-
ciosos, ya que el BLV afecta los linfocitos B y reduce
larespuesta humoral, porlo que los bovinos BLV+ son
mas susceptibles a infecciones secundarias y, por tanto,
la fiebre puede ser el mejor mecanismo de defensa.
Es necesario realizar mis estudios que relacionen un
mayor numero de bovinos positivos a BLV con la afec-
cién por otras enfermedades de importancia produc-
tiva o reproductiva, con el fin de establecer protocolos
de manejo que permitan controlarla diseminacién del
virus y su impacto en los sistemas productivos.
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