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RESUMEN

La Leucosis Enzootica Bovina (LEB) es una
enfermedad de distribucién mundial que genera
grandes pérdidas econémicas. Esta enfermedad,
afecta principalmente la ganaderia de las zonas
lecheras y en Colombia no se tienen datos exactos
del estado sanitario, ni se han estimado las pérdidas
generadas a causa de esta patologfa. El objetivo fue
determinar la presencia de LEB utilizando las
claves hematolégicas de Géttingen en Toca, Boyaca
(Colombia). Se tomaron 243 muestras serolégicas
a 81 hembras de razas lecheras, seleccionadas al
azar en intervalos de dos meses. Posteriormente,
las muestras positivas y sospechosas a las claves,
fueron procesadas mediante la técnica de ELISA,
con el fin de corroborar su seropositividad. Las
claves de Goéttingen permitieron clasificar, de
los 81 ejemplares, cinco muestras positivas y
18 sospechosas, de las cuales las cinco positivas
resultaron también positivas a la técnica de ELISA.
De los 18 ejemplares sospechosos, cinco resultaron
seropositivos. [La prevalencia total fue del 13.5 %;
para los ejemplares entre 3 y 6 afios de edad fue
de 25% y para mayores de seis afios fue del 6%.
Se pudo concluir que el recuento de leucocitos fue
de relevancia para el diagnéstico de la LEB. Sin

ABSTRACT

Bovine Leukemia Virus (BLV) i1s an
internationally prevalent disease that causes great
economic losses. It mainly affects livestock in dairy
production areas. Colombia lacks accurate data on
the prevalence of BLV and its economic effect. This
study aimed to determine the presence of BLV using
Gottingen Hematological Keys in Toca, Boyaca
(Colombia). A total of 243 serological samples
were taken from 81 females of randomly selected
dairy breeds at two-month intervals. Subsequently,
the positive and suspect samples to the keys were
processed by the ELISA technique in order to
corroborate their seropositivity. The Gottingen keys
allowed researchers to classify, from the 81 specimens,
five positive samples and 18 suspicious ones, of which
the five positive samples were also positive for the
ELISA technique. Of the 18 suspected specimens,
five were also seropositive. The total prevalence
was 13.5%; for individuals between 3 and 6 years
of age the prevalence was 25% and for individuals
over 6 years the prevalence was 6%. Researchers
concluded that the leukocyte count was relevant
for the diagnosis of LEB. However, the Géttingen
techniques are unspecific for the detection of the
disease, so techniques with greater specificity and
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embargo, las técnicas de Gt')ttingen resultan no ser
tan especificas para la deteccién de la enfermedad,
por lo cual se recomienda la aplicacién de técnicas
con una especificidad y una sensibilidad mayor como

ELISA y PCR.

(Palabras clave: Leucosis bovina enzoética; Virus
de la Leucemia Bovina, ensayo de inmunoadsorcién
enzimatica; reaccién en cadena de las polimerasas;
enfermedades de los bovinos)

INTRODUCCION

La Leucosis Enzootica Bovina (LEB) es
una enfermedad de distribucién mundial que
genera grandes pérdidas econémicas [1] y afecta
principalmente la ganaderia de las zonas lecheras.
En Colombia, no se tienen datos exactos del estado
sanitario, ni tampoco se han estimado las pérdidas
provocadas a causa de esta patologia [2].

Esta enfermedad es ocasionada por un virus
oncogénico del género Deltavirus, subfamilia
Oncovirinae, familia Retroviridae, conocido por ser
un retrovirus tipo C de distribucién mundial [1]. De
los ejemplares infectados, el 30-70% desarrolla una
linfocitosis persistente, mientras que entre el 0,1-10%
de estos, desarrolla tumores [3].

La sintomatologia es inespecifica y varia segtin
la localizacién del proceso neoplasico y del grado
de afeccién en los 6rganos de importancia vital [4].
Dentro de los sintomas se incluyen los siguientes:
inapetencia, pérdida de peso, debilidad general y, en
ocasiones, manifestaciones neurolégicas. Los ganglios
linfaticos superficiales pueden verse inflamados y se
pueden palpar bajo la piel o0 mediante un examen
rectal. Los 6rganos implicados con més frecuencia
son la cuarta cavidad del rumen, la auricula derecha
del corazén, el bazo, el intestino, el higado, el rifién,
el omaso, los pulmones y el dtero [5].

La susceptibilidad del ganado a una linfocitosis
persistente y al desarrollo de tumores, varia de acuerdo
a diversos factores dentro de los cuales destacan la
edad, la genética y la raza [6]. Sin embargo, la
mayoria de animales infectados son portadores sanos
y representan una fuente de contagio, especialmente
durante los meses de verano en los cuales se presenta
mayor poblacién de insectos, hecho que ha dificultado

sensitivity such as ELISA and PCR yield more

accurate results.

(Key words: Bovine Leukemia Virus; enzyme-
linked immunosorbent assay; polimerase chain
reaction, cattle diseases)

su erradicacién [7].

Ademas de la sintomatologia que presentan los
animales positivos, su produccién se ve afectada,
representando pérdidas econémicas directas e
indirectas. [Las primeras se deben a los decomisos
de cadaveres de animales con tumores linfoides y por
restricciones en la importacién y exportacién tanto
de ejemplares como de semen [8]; y las segundas,
por un aumento en la tasa de pérdidas selectivas, asi
como una mayor susceptibilidad a otras enfermedades
de etiologia infecciosa, como la mastitis, la diarrea
y la neumonia [9]. En cuanto a la disminucién
en la produccién de leche, existen estudios que
reportan disminucién de ésta [9] y estudios que
por el contrario, no observan una disminucién en la
produccién [10].

Dentro de los métodos para detectar los cambios
en la férmula leucocitaria se encuentra las claves de
Gottingen. La seguridad de este método oscila entre
85 a 90% en la fase preclinica, debido a la linfocitosis
persistente que permite detectar, en forma precoz la
enfermedad en el ganado [11].

El objetivo del presente estudio fue determinar la
presencia de LEB utilizando las claves hematolégicas
de Gottingen y la Técnica de ELLISA, asi como sus
factores de riesgo en Boyaca, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

El departamento de Boyacé se encuentra ubicado
en el centro oriente del pais y tiene una superficie de
23.189 Km?. El territorio boyacense esta constituido
por dos grandes partes, una montafiosa y otra plana,
dando origen a cuatro regiones y diez subregiones; la
regién montanosa tiene la presencia de la Cordillera
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Onental de Los Andes que atraviesa el departamento
de sur a norte; en dicha cordillera, se encuentra la
mayor poblacién bovina de Boyaca [12]. El municipio
de Toca se encuentra en la regién montanosa, entre

los 5° 32’ y 5° 95’ de latitud Norte, y entre los 72°
60’ al Oeste de Greenwich; a una altitud de 2810

msnm su temperatura media de 13°C [13].

Muestras

El municipio de Toca cuenta con una poblacién
bovina de 7408 ejemplares de los cuales 4791
son hembras [14]. Para realizacién del ensayo, se
tomaron 243 muestras serolégicas de 81 hembras de
razas lecheras seleccionadas al azar en 9 hatos del
municipio de Toca.

Las muestras se recolectaron en individuos entre
los seis meses y los seis afios de edad, directamente
de la vena coccigea, con agujas BD Vacutainer®
calibre 18 y se almacenaron en tubos BD Vacutainer®
provistos de EDTA, como anticoagulante, para
analisis hematolégicos y tubos sin anticoagulante para
analisis serolégico. Una vez tomadas las muestras, los
tubos se marcaron con el nimero de identificacién
del animal, edad, nombre de la finca, estado
reproductivo y fueron transportadas al Laboratorio
Clinico de la Universidad Pedagégica y Tecnolégica
de Colombia para ser procesadas inmediatamente.
Los sueros se almacenaron a -4°C, hasta el momento
de su analisis, dos semanas después.

Procesamiento de las Muestras

Para el analisis hematolégico se realizaron tres
cuadros hematicos por ejemplar a intervalos de dos
meses y se realizé un recuento manual de leucocitos
por triplicado, para cada muestra; a los resultados se
les aplicaron las claves hematolégicas de Gottingen
(Cuadro 1).

Para el analisis serolégico, las muestras de suero
se procesaron mediante la técnica de ELISA. El
procedimiento se realiz6 segin las indicaciones del
inserto del kit comercial (Svanovir® BLV gp51-Ab),
en placas de poliestireno se colocaron 100 uL. de
la dilucién de antigeno previamente establecida, en
cada pocillo. Luego de la incubacién y respectivos
lavados, se sembraron por duplicado diluciones 1:24
de los sueros controles, positivo y negativo, y de las
muestras problema en un volumen total de 100 uL.
por pocillo. Luego de lavar 3 veces, se agregé 50 uL.
por pocillo de anti-inmunoglobulina bovina marcada
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Cuadro 1. Claves hematolégicas de Géttingen (Wilhelm,
1979)

Ellf)l(l?;])) Normal Sospechoso Positivo
0-1 10,000 10,000-13,000 13,000
1-2 9,000 9,000-12,000 12,000
2-3 7,500 7,500-10,000 10,000
3-6 6,500 6,500-9,000 9,000

6 5,500 5,500-7,500 7,500

con peroxidasa, incubando 1 h a 37°C. Luego de
lavar, se colocé 100 ul de la solucién de sustrato
(ABTS) a cada pocillo, se incubé y se realizé la
lectura en espectrofotémetro con filtro, a 405 nm,
utilizando para la interpretacién de los resultados
una relacién de densidad éptica corregida (DO
muestra/DO control positivo), igual o superior a
10% para las muestras.

ANALISIS EsTADISTICO

El modelo utilizado fue el multivariable aleatorio
secuencial de corte longitudinal. Los datos obtenidos
fueron tabulados en Excel y analizados utilizando el
programa de analisis estadistico epidemiolégico Epi
Info versién 7.

REsuLTADOS Y DIScuUsION

Las claves de Gottingen permitieron evidenciar
que, de las 81 muestras, cinco fueron positivas y 18
sospechosas. Estas 23 muestras fueron procesadas
mediante la técnica de ELISA [15]; las cinco
muestras positivas con las claves de Gottingen
resultaron también positivas a la técnica de ELISA
y seis de las muestras sospechosas resultaron positivas
(Cuadro 2).

Al evaluar la linfocitosis se observa que el
promedio de linfocitos aumenté significativamente
en los animales infectados con LEB, razén por la
cual fue posible detectar la presencia del virus con las
claves, resultado que concuerda con Ohno et al. [16]
y Rama et al. [17], quienes encontraron linfocitosis
en ejemplares seropositivos a LEB.

La prevalencia total resulté ser del 13,5%, la
cual es menor a la encontrada en el norte, centro y
oriente de Colombia. En el norte, se encontré una

prevalencia del 21% [18]; en el centro de 45,28%
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Cuadro 2. Las muestras positivas o sospechosas adicionalmente fueron procesadas mediante la Técnica ELISA

Ntmero de Edad Claves hematolégicas z%ii:ijz dE(’)L;‘)ItiSc?
muestra de Géttingen corregida (%)

1 6 anos Sospechosa 7
3 6 anos Sospechosa 11
6 3-6 afios Sospechosa 5
20 3-6 afios Sospechosa 13
22 3-6 afios Sospechosa 12
24 3-6 afios Sospechosa 11
27 3-6 afios Sospechosa 2
28 3-6 afos Positiva 12
29 3-6 afos Sospechosa 5
32 6 anos Sospechosa 12
33 6 anos Sospechosa 3
34 3-6 afios Positiva 13
39 3-6 afios Sospechosa 7
41 6 anos Sospechosa 8
45 6 afios Sospechosa 8
48 6 afios Sospechosa 9
54 3-6 afios Sospechosa 9
65 3-6 afios Sospechosa 5
68 3-6 afios Sospechosa 6
69 6 afios Positiva 13
76 3-6 afios Sospechosa 12
77 3-6 afios Positiva 14
78 3-6 afios Positiva 12

* Densidad 6ptica corregida obtenida a partir de la formula (DO muestra/DO control positivo).
Valores menores a 10% se consideran como negativos

en la Sabana de Bogota y de 83,3% en vacas lecheras
Holstein del municipio de Ubaté [19, 20]; y al oriente,
se encontr6 una prevalencia del 15% en ganado de
carne [21].

Esta prevalencia también resulté por debajo de los
valores encontrados en América. En Venezuela, se
encontr6 una prevalencia del 60,83% [22], en Estados
Unidos del 38% [5], en Chile del 34,7% [23], en
Cuba del 25,9% [15] y en Argentina de 32,53% [24];
pero esta por encima de las prevalencias encontradas
en Europa, de 0,08% en Italia [I] y Suiza donde
estan libres de la enfermedad [25].

Con relacién a la sintomatologia y la presencia
de tumefacciones en los ganglios, no se encontré
diferencia entre los seropositivos y seronegativos, lo
cual indica que la ausencia de ellas no implica ausencia
de infeccién [22]. Este resultado que también coincide
con Resoagli et al. [24] quienes no encontraron signos
clinicos compatibles con la afeccién en los animales
que resultaron seropositivos.

El 100% de los individuos menores de tres afios
resultaron seronegativos; entre 3 y 6 anos de edad, se

present6 un 25% de seropositividad; y en individuos
mayores a 6 afios hubo un 6% de seropositividad. De
esta manera se presenta una mayor susceptibilidad
al virus en individuos mayores a tres afos, resultado
que concuerda con Ohno et al. [16], Nava et al. [22]
y Betancur y Rodas [18], quienes reportaron que
la mayor seropositividad se presenté en ejemplares
mayores a los tres afios de edad. Gutiérrez et al.
[26], encontraron que en animales cuyas edades
sobrepasaron los tres afios, la deteccién de anticuerpos
oscil6 entre el 40% y el 60%; mientras que en
animales recién nacidos y hasta los dos afios y medio,
las prevalencias varian entre 11% y 24%.

Rama et al. [17] determinaron que, ademas de
la edad, las enfermedades concomitantes influyen en
el recuento leucocitario. Para el caso de este estudio,
todos los ejemplares con leucocitosis persistente,
no presentaron sintomatologia asociada a alguna
patologia.

Adicionalmente, en las razas bovinas Holstein y
Jersey se encontré un porcentaje de heredabilidad a la
susceptibilidad para adquirir la enfermedad, del 8%,
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por lo cual, la seleccién genética podria ser usada
para disminuirla [5]. Para este caso, los ejemplares
muestreados pertenecian a la raza Holstein; sin
embargo, en Colombia, los pequerios hatos lecheros
dentro de las précticas reproductivas no suelen tener
en cuenta animales de alta calidad genética, debido
a los altos costos que representan.

Es probable que las practicas de manejo
inadecuadas, tales como el uso de las mismas agujas y
guantes de palpacién en varios animales, el transporte
de animales seropositivos hacia hatos que estan libres
de la enfermedad y practicas de control inadecuadas
sean factores de riesgo para la adquisicién del virus
[27].

Las deficiencias en el control zootécnico y
veterinario en el que sin tener en cuenta el estatus
sanitario de esta enfermedad, se trasladan y mezclan
los rebafios, constituyen una de las principales causas
de la diseminacién de la enfermedad. Al no existir
controles adecuados por parte de las autoridades
pertinentes, ni una sensibilizacién por parte de los
propietarios, que les permita ser conscientes del
problema, el manejo de la enfermedad, no se controla
adecuadamente y se infectan hatos que se encontraban
libres al introducir animales infectados [23].

Asi mismo, las malas practicas veterinarias como
el uso de agujas sin esterilizar y su mismo empleo
para la inoculacién de un gran nimero de animales,
los programas deficientes para el control de los
hematéfagos [15], las practicas como palpaciones
diagnésticas, exdmenes post parto e inseminacién
artificial que se realizan sin tener en cuenta minimas
practicas de asepsia [23], hacen que los animales
seropositivos transmitan la enfermedad, ya que
voltimenes de 5 wL. de sangre periférica de animales
seropositivos y sin linfocitosis son suficientes para
transmitir la enfermedad por las distintas vias [28].

Mundialmente, se ha demostrado que la adecuada
implementacién de las practicas de manejo y la
sensibilizacién de los productores, llevan exitosamente
a la disminucién y posterior erradicacién de esta
enfermedad. En Italia se reporté disminucién en
la seroprevalencia, de 0,21% en 2005 a 0,08% en
2012, debido principalmente a la implementacién
efectiva de un programa de erradicacién, el cual
se concentré principalmente en la capacitacién
continua de los diferentes productores para que
implementaran practicas de manejo adecuadas y
reportaran oportunamente las anomalias en su ganado
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[1]. Estas medidas también fueron implementadas
en Suiza, resultando que, desde 1994 el pais esta
libre de LEB [25]. Por esta razén, se considera
que la sensibilizacién de los productores y los
médicos veterinarios conllevara a la disminucién en
la transmisién del virus.

CONCLUSIONES

Debido a que los ejemplares que presentaron
una leucocitosis persistente, en las tres muestras,
a intervalos de dos meses, resultaron también
seropositivos a la técnica ELISA, se puede concluir
que para este caso el recuento de leucocitos fue
de relevancia para el diagnéstico de la LEB. Sin
embargo, las técnicas de Gottingen resultan no ser
tan especificas para la deteccién de la enfermedad,
por lo cual se recomienda la aplicacién de técnicas
con una especificidad y una sensibilidad mayor como
ELISA y PCR.

En Colombia, es necesario trabajar mas con los
productores, los zootecnistas y los veterinarios, para
que se sensibilicen acerca de la importancia de un
manejo adecuado del ganado y para que reporten
a tiempo.

APORTE DE LOS AUTORES AL TRABAJO

MOPM: Fase experimental, analisis de los datos
y edicién del manuscrito. WAGA y HDBR: Fase
experimental, analisis de los datos. GICT: Edicién
del manuscrito.
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