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Resumen

Se evalu6 la presencia del virus de la leucosis bovina (VLB) en 360 muestras de ADN de ocho razas
bovinas criollas: Blanco Orejinegro (BON), Casanarefio (CAS), Costefio con Cuernos (CCC), Chino
Santandereano (ChS), Caquetefio (CQT), Hartén del Valle (HV), Romosinuano (RS) y San Martinero
(SM), dos Razas Sintéticas Colombianas: Lucerna (LUC) y Velasquez (VEL) y dos razas foraneas: Brah-
man (B) y Holstein (H). Para la detecciéon del pro-virus se amplifico una region del gen env viral, me-
diante PCR anidada. La presencia del VLB fue mayor en la raza HV seguido por ChS (83.3% y 60%
respectivamente), VEL y LUC tuvieron el mismo porcentaje (50%), en CAS, CCC y CQT la presencia del
virus fue de 26.7%, 23.3% y 16.7% respectivamente; no se encontré el virus en BON, SM y RS. En las
razas foraneas la presencia fue de 83.3% para Hy 6.7% para B. Se encontr6 dependencia altamente
significativa entre la presencia del VLB y la raza, el sexo y region de origen de la muestra. El prome-
dio de presencia en las razas criollas fue menor que en las foraneas, menor en los machos que en las
hembras y en la region norte que en el suroccidente y el centro del pais.

Palabras clave: Diagnostico molecular, ganado criollo, leucosis bovina enzoética.

Abstract

Using 360 DNA samples from eight Creole bovine breeds Blanco Orejinegro (BON), Casanareno (CAS),
Costeno con Cuernos (CCC), Chino Santandereano (ChS), Caqueteino (CQT), Hartéon del Valle (HV),
Romosinuano (RS) and San Martinero (SM), two synthetic Colombian breeds: Lucerna (LUC) and Ve-
lasquez (VEL) and two introduced breeds Brahman (B) and Holstein (H); the presence of Bovine Leuke-
mia Virus (BLV) was evaluated through the amplification of a viral gene region env (provirus detection —
nested-PCR). The percentage of presence and independence test were calculated (X?). Presence of BLV
was higher in HV breed, followed by ChS (83.3% and 60% respectively); VEL and LUC breeds showed
the same percentage (50%). In CAS, CCC and CQT the presence of virus was 26.7%, 23.3% y 16.7%
respectively. On the other hand, no virus presence was found in BON, SM and RS. For the introduced
breeds the presence of virus was 83.3% for H and 6.7% for B. The average of presence for Creole bovine
breeds was lower than introduced breeds. A high and significant dependence was found between the
presence of BLV with breed, sex and sampling places. The presence was lower in males than in females
and in the northern part than the southwestern and central areas of the country.

Key words: Creole cattle, enzootic bovine leukosis, molecular diagnostic.
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DETECCION DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA EN GANADO CRIOLLO COLOMBIANO MEDIANTE PCR-ANIDADO

Introduccion

La leucosis bovina enzooética (LBE) es
una enfermedad infecciosa producida por
un retrovirus, el virus de la leucosis bovi-
na (VLB), que afecta las células de la linea
linfoide, los linfocitos B (Beyer et dl., 2002;
Dequiedt et dl., 1999). Se caracteriza por
inducir tumores (linfosarcoma, LS; linfoma
maligno, LM) y/o un incremento sostenido del
numero absoluto de linfocitos en la corriente
sanguinea (linfocitosis persistente, LP) (Dees
et dl., 1996).

El VLB pertenece a la familia Retro-
viridae, posee una transcriptasa-reversa
responsable de la sintesis de una copia de
ADN a partir de ARN viral. E1 ADN formado
(provirus) se integra al genoma del hospedero
y se conserva en el ntcleo de diversas células
(Evermann, 1992).

La manifestacion clinica de LBE comien-
za después de dos afnios de edad como anemia,
emaciacion e infertilidad. EI signo mas evi-
dente es el aumento bilateral mas o menos si-
meétrico de los ganglios linfaticos explorables,
la exoftalmia puede considerarse como una
manifestacion especifica de la enfermedad,
asi como masas tumorales subcutaneas en
diferentes localizaciones (linfoadenopatias)
(Chamizo, 2005; Malatestinic, 2003; Shell et
al.,, 2004).

La infeccion se transmite de forma hori-
zontal o por via iatrogénica. La prevalencia
aumenta a partir de seis meses de edad del
vacuno, con la mayor incidencia entre dos y
tres anos, siendo mayor en hatos de bovinos
de leche que en bovinos de carne (Chamizo,
2005).

Las tres pruebas serologicas mas usa-
das en el diagnostico de la enfermedad son:
radioinmunoensayo (RIA), inmunodifusion
en agar gel (IGDA) y ensayo inmunoenzima-
tico (ELISA). La IGDA resulta un indicador
confiable de infeccién por VLB y presenta un
alto grado de especificidad debido en gran
parte a la estabilidad del genoma viral. La
prueba no permite distinguir entre los anti-
cuerpos adquiridos pasivamente (calostrales)
y los adquiridos mediante infeccion natural.
Las pruebas RIA y ELISA son mas sensibles
y esta ultima tiene la ventaja de ser menos
costosa, mas facil de realizar y se pueden

analizar muchas muestras provenientes de
leche y no de sangre (Gonzalez et dl., 2001).
Una desventaja de estas técnicas es que no
permiten detectar animales jovenes infecta-
dos o animales en estadios tempranos de la
infeccion (Chamizo, 2005).

La prueba de hibridacion de acidos nu-
cleidos (‘dot blot’) es altamente repetible y
tiene concordancia con la prueba IGDA. Los
resultados con ‘dot blot’ se obtienen en un
periodo de analisis mas corto que la IGDA
(Chamizo, 2005).

La PCR ha sido utilizada para la detec-
cion temprana del VLB en animales menores
de seis meses para evitar reacciones falsas
positivas, causadas por la transferencia pasi-
va de inmunoglobulinas a través del calostro.
Otra ventaja radica en la capacidad para de-
tectar el virus en animales inmunotolerantes,
ademas, muestra una sensibilidad de 96% y
una especificidad de 45% con respecto a la
prueba de IGDA (Agresti et dl., 1993; Fechner
et dl., 1996).

La principal desventaja de la PCR es la
variacion de la secuencia nucleotidica de
algunos aislamientos del virus, que pueden
inducir a errores en la hibridacion de los
oligonucleédtidos utilizados como cebadores
y disminuir consecuentemente, la sensibi-
lidad (Marsolais et dl., 1994). Igualmente,
en el proceso de extraccion de ADN pueden
persistir trazas de inhibidores que afecten la
sensibilidad (Fechner et dl., 1996).

Segun la Organizacion Mundial de Sa-
nidad Animal (OIE, 2009) entre 1996 y 2004
en Colombia se presentaron 198 focos de la
enfermedad, 1.083 casos y 39 muertes debi-
das a la leucosis bovina. Los estudios sobre la
presencia del VLB en Colombia son variables
pues dependen de la region de muestreo de
los animales y de la técnica serolégica utili-
zada. En el nororiente del pais el porcentaje
de presencia varia entre el 3.9% y el 14.64%
utilizando la técnica de inmunodifusién en
gel de agar (IGDA) (Aguilar et dl., 1989; Tru-
jillo, 1989; Ruiz, 1995). Ramirez et al. (2002)
reportan una presencia del 37.5% en novillas
yun 71.9% en vacas. En el departamento de
Cordoba se encontro 21.5% de positivos utili-
zando la técnica de ELISA (Betancur y Rodas,
2008), mientras que en la Sabana de Bogota
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—principal zona lechera de Colombia—se
reportd 45.28% de presencia (Alfonso et dl.,
1998). Griffiths et al (1982) encontraron pre-
valencias en ganado de leche de 24.9% para
la region Andina, 14.4% para la region Caribe
y 15.3 % para el piedemonte de los Llanos
Orientales. Utilizando métodos moleculares
(PCR-anidado), Munoz et dal (2008) hallaron
25% de presencia del virus.

Colombia es considerado uno de los pai-
ses mas diversos en recursos zoogenéticos, ya
que en cada una de las regiones naturales y
las cuencas hidrograficas de los rios Orinoco
y Amazonas posee una raza bovina criolla
(Bos taurus) adaptada, asi: Romosinuano y
Costeno con Cuernos, en la Costa Atlantica
(zona norte); Chino Santandereano y Blanco
Orejinegro en la zona montanosa de clima
medio; Hartéon del Valle en el Valle del Rio
Cauca; Sanmartinero y Casanareno en las
planicies orientales; Caquetefio en el depar-
tamento del Caqueta; ademas, de las razas
sintéticas colombianas Lucerna en el Valle
del Cauca y Velasquez en Caldas (Martinez-
Correal, 1992). Las razas criollas, junto con
las razas sintéticas, forman el ganado crio-
llo colombiano (GCC) con una poblacion de
18.231 animales que corresponden al 0.08%
de la poblacion total de bovinos del pais
(Martinez-Correal, 2010).

El objetivo de este trabajo fue determinar
la presencia del virus de la leucosis bovina
en las razas criollas y sintéticas colombianas
mediante la técnica molecular PCR anidado.

Materiales y métodos

Se utilizaron muestras de sangre de 30 indi-
viduos de cada raza de ganado criollo (Blan-
co orejinegro (BON), Chino Santandereano
(ChS), Costefio con cuernos (CCC), Caquetenio
(CQT), Casanareno (CAS), San Martinero
(SM), Romosinuano (RS), Hartén del Valle
(HV)), de cada raza sintética (Velasquez (VEL)
y Lucerna (LUC)) y de las razas foraneas
(Holstein (H) y Brahman (B)). Los animales
fueron muestreados en los departamentos de
Atlantico, Arauca, Bolivar, Caldas, Caqueta,
Cauca, Meta, Santander y Valle del Cauca
durante el 2009, para un total de 240 mues-
tras de ganado criollo, 60 de razas sintéticas
colombianas y 60 de las razas foraneas. El
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tamano de muestra se calculé con base en
los datos de presencia del VLB reportados por
Muinoz et dal (2008) con 90% de confianza y
0.01 de margen de error maximo absoluto. En
el Valle del Cauca se muestrearon HV (seis
fincas), B (cinco fincas) y H (dos fincas); ChS,
CQT y SM se muestrearon en dos fincas cada
uno, situadas en Santander, Caqueta y Meta,
respectivamente. En las demas razas solo
se tomaron muestras en una finca. El BON,
oriundo de los departamentos de Antioquia y
Caldas, fue muestreado en el departamento
del Cauca. El1 90% de los machos muestrea-
dos eran reproductores activos.

El ADN de los individuos se extrajo a
partir de muestras de sangre mediante el
protocolo de Salting Out (Miller et dal., 1988).
La concentracion se determiné con ADN del
bacteriéfago Lambda, utilizando concentra-
ciones conocidas y visualizado mediante geles
de agarosa al 0.8% teniidos con bromuro de
etidio (Hernandez et dl., 2007). El ADN fue
diluido a 10 ng/ul. En cada reaccion de PCR
se utilizaron testigos positivos y negativos
suministrados por el Instituto de Genética de
la Universidad Nacional de Colombia; el ADN
de los testigos se extrajo de suero segun la
metodologia descrita por Klein et dl (1997).

A partir del ADN de los bovinos se ampli-
ficé una region altamente conservada del gen
env viral utilizando la técnica PCR-anidado
(Beier et al., 2001). La primera reaccion se
realiz6 a un volumen final de 30 ul que conte-
nia 100 ngde ADN, 1.25 mM de cada oligonu-
cleotido (F-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATAy
R-AACAACAACCTCTGGGGAGGGT), 0.2 mM
de cada ANTP, 1X de tampon PCR, 2.5 mM
MgCl, vy 1U de Taq DNA polimerasa. En la
segunda reaccion de PCR se utilizé6 como ADN
molde 3 ul del producto de PCR de la primera
amplificacion y las mismas concentraciones
de los otros reactivos con los oligonucle6-
tidos F-CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT
y R-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG. El
perfil térmico incluyo6 una etapa de desnatu-
ralizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido
por 40 ciclos de 94 °C por 30 seg, 57 °C por
30 segy 72 °C por 1 min, para terminar con
una extension final a 72 °C por 5 min. En la
segunda reaccion las condiciones fueron las
mismas, excepto que la temperatura de hibri-
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dacion se aument6 a 68 °C (Beier et dl., 2001).
Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador PTC-100® Teltier Thermal Cy-
cler, BIO-RAD. Los productos amplificados
se visualizaron en geles de agarosa al 1.2%
tenidos con bromuro de etidio en una camara
SUB-CELL® GT, BIO-RAD. Una banda de
444Dbp indico la presencia del provirus en un
individuo (Beier et dl., 2001).

Para los analisis estadisticos se formaron
los siguientes grupos: razas criollas (BON,
CAS, CCC, ChS, CQT, HV, RS y SM), razas
sintéticas colombianas (LUC y VEL) y razas
foraneas (H y B); se determiné el porcentaje
de presencia del virus para cada raza y sexo.
Los animales se agruparon de acuerdo con la
region de origen de la muestra asi: Norte (CCC,
ChSy RS), Centro (VEL), Oriente (CASy SM) y
Sur Occidente (BON, CQT, HV y LUC) del pais.

Se realizaron pruebas de chi-cuadrado
(X?) para determinar la dependencia entre
la presencia del virus y la raza, el sexo y el

origen de la muestra, utilizando el software
SAS version 9.1 (SAS, 2003).

Resultados y discusion

Este es el primer trabajo reportado en razas
de ganado criollo colombiano con utilizacion
de técnicas moleculares para la deteccion
del VLB. Los resultados que se presentan se
refieren a la deteccion del VLB en muestras
de sangre de bovinos.

En el Cuadro 1 se incluye la presencia del
VLB (%) de acuerdo con la raza y el sexo para
cada uno de los grupos raciales. El porcentaje
de presencia del VLB fue mayor en las razas
HV y ChS (83.3% y 60%, respectivamente),
VEL y LUC tuvieron el mismo porcentaje de
presencia (50%), y la presencia del virus en
CAS, CCCy CQT fue de 26.7%, 23.3%y 16.7%
respectivamente.

No se encontré el VLB en las razas BON,
SMy RS. Dada la alta prevalencia de la enfer-

Cuadro 1. Presencia del virus de la leucosis bovina (VLB) (%) en razas criollas colombianas,

sintéticas criollas y foraneas.

Grupo racial® Razas Presencia Por sexo
(%)
Machos Hembras
No. (%) No. (%)
Criollas BON 0.0 8 0.0 22 0.0
CAS 26.7 6 3.3 24 23.3
cccC 23.3 3 3.3 27 20.0
ChS 60.0 5 16.6 25 43.3
CQT 16.7 5 0.0 25 16.7
HV 83.3 4 13.3 26 70.0
RS 0.0 7 0.0 23 0.0
SM 0.0 3 0.0 27 0.0
Promedio 26.7 4.6 21.7
Sintéticas LuC 50 0 0.0 30 50.0
VEL 50 11 20.0 19 30.0
Promedio 50 10.0 40.0
Foraneas B 6.7 1 3.3 29 3.3
H 83.3 0 0.0 30 83.3
Promedio 45.0 1.65 43.3

a. Criollas: Blanco Orejinegro (BON), Casanarefio (CAS), Costefio con Cuernos (CCC),
Chino Santandereano (ChS), Caqueteno (CQT), Hartéon del Valle (HV), Romosinuano (RS)
y San Martinero (SM). Sintéticas colombianas: Lucerna (LUC) y Velasquez (VEL). Fora-

neas: Brahman (B) y Holstein (H).
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medad en Colombia, este hallazgo puede su-
gerir una posible resistencia al VLB de estas
razas, por lo cual es necesario continuar con
estudios en un mayor numero de fincas con
el fin de relacionar la presencia del virus con
los sintomas de la leucosis bovina enzodética
y con marcadores genéticos de resistencia a
la enfermedad.

El promedio de presencia en las razas
criollas (26.7%) y sintéticas colombianas
(50%) fue menor que el promedio en la raza
H (83.3%) pero mayor que en B (6.7%). Estos
resultados concuerdan con los de Chamizo
(20095) quien afirma que existe mayor presen-
cia del VLB en los ganados Bos taurus que
en los Bos indicus, y con Orjuela et dal (2000)
quienes reportaron que el 9.4% de los Bos
taurusy el 1.4% de los Bos indicus muestrea-
dos eran positivos a la enfermedad, mientras
que los animales cruzados no lo fueron.

La presencia del virus en los ganados
foraneos fue de 6.7% en By 83.3% en H. De
acuerdo con Chamizo (2005) en las razas de
ganado de leche la presencia de la enferme-
dad es mayor que en ganados de ceba, debido
a la mayor exposicién de estos animales a
fuentes de infeccion como agujas de vacunas,
material quirurgico, guantes de palpacion,
entre otros.

La prueba de independencia o asociacion
mediante chi-cuadrado (X?) dio como resul-
tado que la presencia del virus depende de
la raza (X?c = 209.62; P < 0.001), contrario
a lo reportado por Betancur y Rodas (2008)
quienes no encontraron asociacion entre
razas cebuinas, europeas y cruzados con la
enfermedad. Es de destacar que no se detecto
la presencia del virus en las razas BON, SM y
RS, lo cual puede ser un indicador del buen
manejo y control sanitario que se lleva en los
hatos de donde provienen estas muestras o es-
tar relacionado con una posible resistencia al
virus, lo cual debe ser comprobado en futuros
estudios realizados en un mayor nimero de
hatos, en los cuales, ademas de la presencia
del virus, se estudie la presencia de sintomas
de la enfermedad.

La prueba de asociacion también mostro
diferencias significativas (P < 0.05) para la
presencia del virus y el sexo (X?c =0.0842; P
< 0.0771) que fue mayor en las hembras que
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en los machos, tanto en las razas criollas
(21.7% y 4.6%, respectivamente), como en las
sintéticas colombianas (40% y 10%, respec-
tivamente) (Cuadro 1). Es necesario senalar
que aproximadamente el 90% de los machos
muestreados correspondian a reproductores
activos. Lo anterior coincide con Betancury
Rodas (2008), quienes reportan que el 68.6%
de las hembras y el 31.4% de los machos
fueron positivos a la enfermedad. Chamizo
(2005) encontré que factores de manejo tales
como rutinas de palpaciéon, inseminacion
artificial y ordefio, entre otras, hacen que las
hembras estén mas propensas que los machos
a contagiarse.

La relacion de dependencia entre el virus
y la region de origen de las muestras fue al-
tamente significativa (X2c = 63.88; P < 0.001).
Las razas muestreadas en la zona norte de
Colombia (CCC, ChS y RS) tuvieron un 25% de
presencia del virus, 13% en la region oriental
(CAS y SM), 50% en la regiéon central (VEL), y
en el sur-oriente (razas BON, CQT, HV y LUC)
33% de los individuos fueron positivos al vi-
rus. Griffiths et dl (1982) en ganado de leche
encontraron prevalencias del 24.9% para la
region Andina. La raza VEL, originaria de
la zona centro de Colombia, mostré un 50%
de presencia del VLB en este trabajo, siendo
las diferencias entre este valor y el reportado
por Griffiths et dl (1982) debidas a que estos
investigadores diagnostican la presencia de
la enfermedad y no del virus.

En las muestras recolectadas en el orien-
te colombiano, en SM no se observo presencia
del virus y en CAS el porcentaje de presencia
fue del 26.7%, valor mas alto que el reportado
por Griffiths et dl (1982) para ganado de leche
(15.3%) en esta misma zona del pais.

En los animales de la region norte de
Colombia se encontraron presencias de 0%
en RS, 23.3% en CCCy 60% en ChS. Orjuela
et al (2000) en esta misma region, utilizando
la técnica de inmunodifusion, detectaron la
presencia del VLB en el 1.5% de animales
examinados. En el departamento de Cordoba
se encontré un 21.5% de animales positivos
utilizando la técnica ELISA (Betancur y Ro-
das, 2008) mientras que Griffiths et dl (1982)
reportan prevalencias en ganado de leche del
14.4%. Con excepcion de los animales Ro-
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mosinuano, los valores de presencia del virus
reportados en la literatura son menores que
los hallados en el presente trabajo.

En HV y LUC, el porcentaje de presencia
del virus fue del 83.3% y del 50% respectiva-
mente, en las muestras evaluadas. Utilizando
PCR anidado, Munoz et dl (2008) encontra-
ron 25% de presencia del virus mediante la
evaluacion de un banco de ADN de diferentes
razas, en muestras tomadas en el Valle del
Cauca, valor mas bajo que el encontrado en
el presente trabajo.

Conclusiones

No se detect6 la presencia del VLB en las ra-
zas BON, SM y RS. Dada la alta prevalencia
de la LBE en Colombia, este hallazgo puede
sugerir una posible resistencia de estas ra-
zas al VLB. La alta presencia del VLB en
razas como HV y ChS debe ser investigada
con mayor detalle. Es necesario continuar
con estudios en un mayor nimero de fincas,
en los cuales se evaltien las condiciones de
manejo de los animales y se relacione la pre-
sencia del virus con los sintomas de la LBE
y con marcadores genéticos de resistencia a
la enfermedad.
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